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,We tend to think of diagenesis as the mist on the
window rather than part of the view",

Andrew Sillen (1989)






Der Mensch

Empfangen und gendhret

Vom Weibe wunderbar

Kémmt er und sieht und horet
Und nimmt des Trugs nicht wahr,
Geltistet und begehret

Und bringt sein Trinlein dar,
Verachtet und verehret,

Hat Freude und Gefahr,

Glaubt, zweifelt, wihnt und lehret,
Hilt nichts und alles wahr,
Erbauet und zerstoret

Und qudlt sich immerdar,

Schliift, wachet, wiichst und zehret
Tragt braun und graues Haar.

Und alles dieses wdhret,

Wenn's hoch kommt, achtzig Jahr.
Denn legt er sich zu seinen Viitern nieder,

Und er kbmmt nimmer wieder.

Matthias Claudius (1783)


http://www.versalia.de/archiv/Autor.Claudius_Matthias.69.html
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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

- AOOEEAO #1 AOAEOO AAOAEOAEAO ET OAET AT ' AAEAEO
den aus seiner Sicht hoffnungslosen Kreislaufer Héhen und Tiefen eines Menschéebens, an
dessen Ende unausweichlich und allen gemeinsam der Tod steht, der den Kampf des Lebens als
aussichtslos erscheinen lasst und von dem es keine Wiederkehr gibt.

Es stimmt zwar, dass mit dem organismischefod die biologische Existenz endet, jedoch sind die
Spuren des Lebens keineswegs ausgeltscht und fir immer verloren, sondern in den lganeben
des Korpers gespeichert und kénnen Uber einen groRen Zeaum Uberliefert und erhalten wer-
den. So ist es mdih, noch lange nach dem Tod eines Inddilums anhand sener Knochen und
Zahne Lebenslaufparameter wie die Ernahrungsituation, Krankheitsgeschehen, bestimmte Ver
haltensmuster, die sich auf Skelett und Gebiss auswirken, W#arbewegungen oderdie geara-
phische Herkunft zurekonstruieren (vgl. 1.4).Diesist insbesondere fir das kulturelle Verstandnis
derjenigen Zeitraume entscheidend, fir die es noch keine schiitthe Uberlieferung der Ldens-
umstande der Bevolkerungen gab und suit kor perliche Relikte die einzige objektive Ifiorma-
tionsquelle darstellen.

Dies setzt jedoch voraus, dass die physiologischen Signale in den Iiganteben wahrend der
Liegezeit des Skeletts koserviert und nicht durch Abbau des Gewebes zstdrt oder verfalscht
wurden, was die Intempretation der Datenerheblich beeintrachtigen und zu Ifiormationsverlust
oder falsch paitiven Resultaten fihren kann (z.B. Sillen 1989).

Knochen ist ein biologisches Gewebe, dessen organische und anorganisBketandteilewichtige
Né&bhrstoffe fur zahlreiche Organismerenthalten (vgl. 1.2) undso friiher oder spéater volstandig
abgebaut und wieder dem natirlichen Stoffkreislauf zugefuhrt werden. Da dieser Vgang unter
anderem auch die Ergebnissarchaometrischer Analysen wie der Untersuchung der isotopischen
Zusammensetzung der Gewebe, welche zur Rekonstruktion vonhensumstanden herangezogen
werden, verfalschen kann, sind der postmortale Abbau von Kobengewebe, dessen méglichst
genaue Charakterisierung und ein gutes Verstandnis der lieiligten Mechanismen Gegestand
wichtiger Forschungsfragen Der aktuelle Kenntnisstand hierzwird unter Punkt 1.3zusammen
fassenddargestellt.

Um diagenetische Verdnderungen erkennen zu konnen drso eine Fehlinterpretation der Déen
zu vermeiden, wurden anhand physiologischer Ausgangsdaten diverse Markerfdeert, welche
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1. EINLEITUNG

die Integritat der Daten gewahrleisten sollen; jedochvird deren Aussagéraft, speziell fir die an-
organische Knochenfrakion, kontrovers diskutiert (z.B. LeeThorp und Sporheimer 2003). Auf
diese Problematik wirdim Abschnitt 1.5 gesonderteingegangen.

Allgemeiner Konsens herrscht dariiber, dass die frihe Phase der Diagenese, also die ersten Jahre
und Jahrzehnte nach denTod des Individuums, die Weichen flr das weitere fghonomische
Schicksal der Uberreste stellt (B. Bell et al. 1996, Child 1995a, Collins et al. 2002, Zazzo et al.
2004a). Bislang existieren jedocur wenige systematische Studien, die sich mit ddfragestel-
lung der friihen postmortalen Verédnderungen des Knochengewebesdmhatigen, und besonders
der mineralogische Aspekt bleibt dabei meist weitgehend ureriicksichtigt. Die vorliegende Ar-
beit sollte hier ankniipfen, indem drei verschiedenétichprobenkomplexe systematisch auf dia
genetische Veranderungen der organischen und amganischen Kn@henfraktion untersucht und

die Eignung der gangigen Marker fur die objektive Datellung des Ehaltungszustandesausge-
wertet wurden. Dadurch sollten Zusammenhange zwischen den jeweiligen taphaomischen Rah
menbedingungen, dem mikro- und nancstrukturellen Erhaltungszustand des Gewebes sowie in
terstrukturellen Diageneseeffekten chiakterisiert wer den.

1.1 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit konzentrierte sich dabei auf zwei Kernfragestellungen, welche in der pitak
schen Anwendung der archaometrischen Forscmg eine wichtige Rolle spielen:

1. Welche Auswirkungen haben diagenetische Prozesse auf dmevivo erworbene Isatopen-
zusammensetzung von Knochengewebe, und lassen sich diagenesebedingtelifilicatio-
nen mithilfe von Markern sicher nachweisen?

2. Welche Rolle kommt der frilhen Diagenesephase des Leichnams hinsichtlich des Erhalts
von Knochengevebe zu, kénnen Veranderungen der Ausgangsisotopensignatur bereits
nach selr kurzem postmortalen Intervall beobachtet werden, und wie gravierend mani
festieren sich diese?

Die Klarung dieser Fragen soll bislang fehlende Bausteine zum Verstandnis des posttalen
Knochenabbaus beisteuerrund so einen wichtigen Beitrag fur die praktische archaometrische
Forschung liefern, welche sich auf die Interpretation von Daten aus der Analyse stabiler Isotope
aus Knahengewebe stitzt.



1. EINLEITUNG

1.1.1 Einfluss diagenetischer Vorgange auf die Validitat von Iso topenanalysen

Der erste Schwerpunkt lag auf der Untersuchung eventueller Auswirkungen postmortalen Kno
chernabbaus auf die zu Lebeiten erworbene isaopische Zusammensetzung des Gewebes, welche
fur die Rekonstruktion der Erndhrung sowie der Herkunft des Individuums verwendetwird (1.4).
Degradative Einflisse kdnnen durch eine Veranderung der biogenen Werte potenziell zu gia-
renden Fehinterpretationen fiihren, daher ist es entscheidad, auf zuverlassige Marker zriick-
greifen zu kénnen, welche mit groRtmdglicher Sicherheit Modifikationen dein vivo erworbenen
Isotopenverhaltnisse anzeigen kdnnen. Neben der Untersuchung postmortaler ispischer Ver
anderungen der Elemerte Kohlenstoff und Stickstoff aus dem Kollagesollte insbesondere unter
sucht werden, ob sich auch fur diagenetische Modifikationen der Isotopenverhaltnisse von koh
lenstoff und Sauerstoff aus dem strukturellen Carbonat der mineralischen Matrix praktiscan-
wendbare Indikatoren definieren lassen.Zwar werden in der archdometrischen Praxis diverse
Kriterien fur die Anzeige der Erhaltungsqualitéat von Knochengewebe angewandt, jedoch sind-die
se indesondere hirsichtlich der Aussagekraft fiir diemineralische Komponente mit grof3en Un
sicherheiten verbunden und daher starkumstritten (siehe 1.5).

Die einzige Mdoglichkeit, diagenetische Verdnderungen und deren Auswirkung auf die isotopische
Zusammensetzung der Knochenkomponenten direkt nacloliziehen und somit Kriterien fur die
kompositionelle und isotopische Integritdt des Gewebes identifizieren zu kdnnen, ist die eti -
mentelle Degradation frischer Knochenproben. Bei bekanntdn vivo erworbener Isotopensigna-
tur kbénnen so unter kontrollierten Degradationsbedingungen Veranderungen der Werte sicher
angesprochen und nachvollzogen werden. Da bislang keine systematischen Studien an humanem
Material existieren, die unter kontrollierten, experimentellen Bedingungen die simultanen ¥ran-
derungen der organischen und anorganischen Knochenmatrix sowie die Auswirkungen auf die
Isotopenverhaltnisse sowohl von Kollagen als auch von Carbonat untersuchten, wurde daslhy-
lytische Degradationsexperiment vorHarbeck (2007) bzw. Harbeckund Grupe (2009)im Rah
men der vorliegenden Arbeit wiederholt und entsprechend erweitert.

Da die Vesuchsanordnung jedoch nur hydrolytische Abbauwege simulieren konnte und der Ef
fekt mikrobieller Beeinflussung der Knochendegradation, welcher untenatirlichen Dekomposi-
tionsbedingungen ebenso eine tragende Rolle spielt, so nicht erfasst werden konnte, wurde das
frische Knochenmaterial intentionell mit Mikroorganismen beimpft und Uber einen langeren Zeit
raum inkubiert (vgl. Balzer et al. 1997)Neben der Inokulation der Knochen mit aeroben Bdkri -

en wurden im Ralmen der vorliegenden Arbeit zusatzlich erstmalig die Auswirkungen anaerober
Knochendegradation sysematisch analysiert.

1.1.2 Erkenntnisse zur Frihdiagenese

Der zweite Hauptaspekt der vorliegenden Arbeit beschaftigte sich mit der grundlegenden tér -
schung der friihen postmortalen Phase der Knochendegradation. Obwohl dem Zeitraunmuititel-
bar bzw. wenige Jahre nach dem Tod generell eine Schlisselrolle hinsichtlich désgyenetischen

7



1. EINLEITUNG

Schicksals von Knochen zugewiesen wird (z.Bollins et al. 2002, Trueman et al. 2004, Zazzo et al.
2004a), sind die in den Hartgeweben ablaufenden Prozesse wéahrend der initialen Diagenese so
wie eventuelle Auswirkungen auf die biogene Idopensignatur des Gewebes uer reguléren Be
stattungsbedingungen noch nicht systematisch aufgeklart. Dies ist jedoch nicht nur flir dasnge
relle Verstandnis diagenetischer Mechanismen und die Extrapolation auf archaologische Funde
von Bedeutung, sondrn auch fur die Isotopenanalytik in forensisch relevanten Fallen von groRem
Interesse.

Zu diesem Zweck wurde in der vorliegenden Arbeit Uber einen Zeitraum von 5 Monaten ein ein
zigartiges Probenkollektiv von 50 Langknochenproben eines modernen Friedif®akquiriert und
anschlieBend auf diagenetische Verdnderungen untersucht. Der Vorteil des Kollektivs bestand in
den exakt bekannten Liegezeiten der Knochen sowie den stets dokumentierten Individualdaten.
Zusétzlich konnte im Kontext jeder Bestattung me Bodenprobe entnommen und so das Ligmi-
lieu charakterisiert und auf Zusammenhange mit diagenetischen Prozessen untersucht werden.

In ihrer in vivo erworbenen Isotopensignatur postmortal potenziell veranderte Proben sollten
mithilfe der nachKapitel 1.1.1definierten Diagenesemarker identifiziert und mit den Resultaten
des ebenfalls untersuchten archaologischen Probenkollektivs abgeglichen werden.
Postmortale diagenetische Prozesse sollten dabei von pathologischen Vorgangenvivo abge-
grenzt werden.

Da eine Vielzahl von Studien, welche sich mit der friihen postmortalen Phase beschéftigen, auf
unbestatteten Kdrpern basieren, wurden aléndirektes Vergleichskollektiv die Knochen von uter
naturlichen Bedingungen degradierten Retkadavern untersucht (vgl. Lihl et al. 2013) da der Zu
gang zu humanem Material hier nicht gegeben war.

1.2 Der Aufbau von Knochengewebe

Um postmortale Modifikationen auf nanostrukureller und biomolekularer Ebene mdglichst sher
ansprechen zu kénnenmuss der physiologische Grundzustand des Gewebes, der Bat seiner
Einzelkomponenten und deren Interaktion genau bekannt sein. Uber die tllierte ontogeneti-
sche Entwicklungund den makrostrukturellen Aufbau von Knochen gibt es zateiche (bersichts-
artikel, auf die an dieser Stelle verwiesen werden soll (z.B. Martin et al. 1998, TurAéfalker
2008, Safadi et al. 2009).
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1.2.1 Nanostrukturelle Organisation

Knochen ist ein komplex hierarchisch aufgebautes Gewebe, desseusammensetzung, Bilung

und biomechanische Eigenschaften von zahlreichen verschiedenen Faktoren betisst werden

(Carden und Morris 2000).

Ausggereifter menschlicher Knochen besteht zu etwa 630 Gewichtsprozent aus aarganischer
Mineralsubstanz zu ca. 2623 % aus organischem Material und zu 10 % aus Wassemge Lipiden

(z.B. Monge et al. 2014, TurneWalker 2008). Die relativen Mengenangaben kdren dabei je nach
Alter des Individuums bzw. des Gewebes, Gewebetyp, Ernahrung unds@edheitszustand leicht

variieren (Boskey und Pleshko Camacho 2007).

1.2.1.1Die arganische Matrix

Von den bislang 2479 verschiedenen in Knochengewebe nachgewiesenen Proteinen (Jiang et al.
2007) stellt Kollagen Typ | mit 8590 % die weitaus haufigste Fraktion Carden und Morris 2000).

Die in ihrer Primarstruktur 10 14 Aminosauren langen Polypeptidketten weisen eine chiakteris-
tische Aminosaureabfolge auf, bei welcher Glycin (gly), die kleinste Aminosaure, an jeder dritten
Pasition lokalisiert ist, was derStruktur das generelle Wiederholungsmuster giyX-Y verleiht (Bal

zer et al. 1997). Dieam haufigsten auftretende Konstellation fiir die Bgetzung der X und Y-Posi-

tion ist der Einbau der Iminoséuren Prolin und Hydroxyprolin, die zweih&ufigste Variane ban-
haltet Lysin und Hydroxylysin (Safadi et al. 200. Etwa 30 % aler Aminosduren des Molekiils
sind damit Glycin, 14 % Prolin und 11 % Hydroxyprolin Killer und Gay 1982. Kollagen ist das
einzige humane Protein, in welchem Hydroxyprolin in sigifikanten Mengen vorkommt. Es bietet
dem Molekil einen gewissen Schutz vor der Alkitdt von Proteasen und erhéht damit dessen
physikochemische Stabilitat.

Die Position der Aminosauren ist erdcheidend fur die Sekund&arund Tertiar struktur des Pro-
teins. Die Polyeptidketten sind in einer charakeristischen Konformdion aus zwei linksgewun-

del AT -HAGPOAT O Kettdde-1 AO | ¢
ganisiert, welche rechtshelical mieinan-

der verwoben sind (Abb. 1.1).Die Aburnt
danz von Glycin fuihrt zu einer sehr engen
Windung der Tripelhelix, indem es zu

Abb. 1.1 Darstellungeiner linksgewundenen alpha
Kette des Kollagenmolekils (a, b). Die scharfer
Windungen kommen durch die Aminosaureabfolge
Glycin-Prolin-Hydroxyprolin zustande. DreiJ -Ket-
ten lagern sich zu einer rechtsgewundenen Tpiel-
helix zusammen, auch als Tropokitagen bezeich-
net (c). Die Aufsicht auf ein Ende der Tripelhelix (d)
verdeutlicht die enge Bindung, welche durch die in
nen liegenden GlycirMolekiile (rot dargestellt) be-
dingt ist (aus Lehninger etal. 2004).
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Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Amingruppe des Glgins einer Kette mit einer
nicht-Glycin-Carmoxylgruppe der benachbarten Kette kommt, was wiglerum die Resistenz gayen
proteolytische Ereyme erhéht (Child 1995b). Jedes Tripet ist ca. 300 nm lang undveist einen
Durchmesser von 1,5 nm au{DeCuwpere et al. 2003, ViguetCarrin et al. 2006). De Tripelhelices
lagern sich durch kovalente, themodynamisch stabile Quevernetzung an den Psitionen 87 und
930 uber (Hydroxy-) Lysylreste enzymatisch katalysiert linear-parallel zu Faserbindeln (Mikro
fibrillen) zu sammen, was in &ferst stabilen, nicht reduzierbaren Aldehyd- oder Pyridinolin-
verbindungen resultiert (Bailey et al. 1998 Fujimori 1989, Rdins und Durcan 1983).

Die etwa 75 nm dicken Mikrofibrillen lagern sich wiederum zu Fibrillen zisammen, welche in
alternierender Anordnung in Fasern organisiert sindGiraud-Guille 1988, Turner-Walker 2008).
DieFibrillen sind nicht kraft schllissig argeordnet, sordern versetzt zueinander mit ca. 67 nm brei
ten Licken zwischen den Enden der Strange. Dies Veiht den Kolagerfasern bei elektronenmi-
kroskopischer Barachtung ein chaakteristisches Banderungsmuster(Abb. 1.2).

Die quasihexagonabepackten Fasern zeich _ ‘
Aminosaure N, g YPPRO-.

nen sich durch eine extreme Reifestigkeit 1 Fifti

aus und kdnnen mit dem Zehtausendfachen

ihres eigenen Gewichts belastet welen.

Damit sind sie belastbarer als ein Stabeil Tropokollagen

: . ~300 nm

gleichenDurchmessers (Safadi et al. 2009).
Fibrillen

Abb. 1.20rganisati i i ~1 um

.1 ganisationsschema der hierarchischen
Struktur des Kolagens. Die nicht kraftschlissige
Anordnung der Fibrillen, die zu 67 nm breiten
Licken fiihrt, bedingt das cheakteristische Bamle- Fasern
rungsmuster der Kollagenfasern (veéndert nach ~10
BueHer 2006). MM

1.2.1.2 Die anorganische Komponente des Knochens

Die mineralische Komponente des Knochens erfiillt neben den Aufgaben der mechanischeibiSta
lisierung des Gewebes auch eine wichtige chemische Speicherfunktion fir diverse Mengemd
Spuenelemente, welche fur den Korper essenzieflind (Burger et al. 2008, Weiner und Wagner
1998, Rogers und Zioupos 1999, Glimcher 2008)aher stellt sie ein wert/olles Archiv fur archac
metrische Analysen dar, da sich zu Lebzeiten in den Hgeweben eines Korpers gespeicherte lo

nen dauerhaft erhaltenund somit Rickschliisse auf die lleensumstéande des Individuums geo-

gen werden kdnnen(siehe 1.4.2).

Obwohl die mineralische Matrix des Knohens schon seit Jahrzehnten Gegenstandensiver For-
schungdemiihungen ist (z.BBeevers und Mclintyre 1946, McConnell 1962, Biltz und Pellegrino
1971, LeGeros et al. 1978, Elliott 2002, Cho et al. 2003, Wilson et al. 2005, 2006, Glimcher 2006,
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Rey et al. 2009, Pasteris et al. 2014}t die exakte Strukur des Knahenminerals noch nicht volk

standig aufgeklart.

Bereits vor einem knapen Jahrhundert wurde die Zusammesetzung der Fegphase des

Knochens mittels chemischer Anlgsen und Rontgenliffraktometrie von de Jong (1926) als ein
dem gedogischen Apdit ahnliches, kristal lines Catiumphosphat identifiziert. In Abweichung zu
in Gesteinsformationen vorkommendem, std@hiometrischem Hydroxylapatit mit der Summen-

3.0A

Abb. 1.3Darstellung des Kristalbitters von Hydroxyl-

apatit (Pasteris et al. 2014). Eine Einheitzelle besitzt

vier verschiedene kristallographischePositionen:

Die sechs P*-lonen sind tetraedrisch mit jeweils vier

Saterstoffatomen koordiniert. Ca2* besetzt zwei ver

schiedene Giterpositionen (vier Ce&+*-lonen an Position
I, sechs an Position Il)Die C&* (Il) -lonen bilden durch

ihre Anordnung einen Kanal enfang der cAchse des
Kristalls, den s@enannten Anionerkanal. Die dreifach
trigonal-planare Pasition in diesem Kanal wird pro Eir

heitszelle von zwei maiovalenten Anionen besetzt, ty

pischerweise OH (Elliott 2002, Hughes und Rakovan
2002, Wopenlka und Pasteris 2005).

formel Cao(PQ)s(OH)2 (siehe Abb. 1.3) z&jen
KnochenminerakKristallite einige sigifikante
Abweichungen, die den bsonderen physiolo-
gischen Ardorderungen an das Gewebe ge
schuldet sind. Die oft als Biapatit bezeichnete
Mineralkomponente ist gekennzeichnet durch
eine Reihe von ueinheitlichen lonensubstitu-
tionen innerhalb des Kridallgitters. Da die he
xagonale Kristallstruktur von Apatit mineralen
sehr flexibel ist und danit eine Vielzahl von
lonensubstitutionen toleriert, die lediglich das
Gesamtladungsequilibrium des Miherals er-
halten und strukturell in das Kristallgitter in-
korporierbar sein mussen (Bergslien et al.
2008, Dorozhkin und Epple 2002),sind im
Knochenmineral alle Giterpositionen poten-
ziell von Sulstitutionen betroffen (z.B. Lebon
et al. 2008,Pasteris et al. 2004Turner-Walker
2008, Thomas et al. 2007).

So kann C& in Spurendurch mono-, di- oder
trivalente Metallionen wie Na&, K, Fe*, Zr+,
S+, Mg+, Cd+, Ni+, Caé+, Ba*, Mre+, Ple+, Ci*
und Y3+ ersetzt werden (Hughes und Rakovan
2002, Pan und Fleet 2002, Piccoli und Candela
2002), wahrend diverse Oxynionen wie Car
bonat und Arsenat die PQ3-Gitterplatze ein
nehmen kdnnen.

Die OH-Position kann durch Carbonat oder Héde besetzt werden (Reicheet al. 2003, Skinner
2005, Thomas et al. 2007, Wopenka und Pasis 2005, siehe Abb. 1.4)Die bedeutendste lonen

substitution im Kiris tallgitter von Knochemmineral ist die Inkorporierung von Cabonat, welches
etwa 5-8 % des Gesamtgewichtgles Minerals augmacht (Elliott 2002, Gross und Berndt 2002,

Penel et al. 1998, Wopenka und Pasteris 2005).

11
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Dieser hohe Carbonatanteil des nach glemischer Nanenklatur auch als Dahllit bezeichneten
Carbonatpatits ist verantwortlich fir die charakteristische platchenartige Morphologie der
Knochemmineralkristallite, da reiner Hydroxylapatit nadel-

Cao(PO,)E;(OHa formige Kristalle audildet (Trueman und Tuross 2002
I I I Weiner und Traub 1992) Die Kristallite sind zudem mit
Ausmallen von 5 x 35 nm bei et 2- 3 nm Dicke deutlich

N, AsQ?,  CQ#, kleiner als die nichtcarbonathaltigen Hydroxylapatits (Bur-

K+l SQ2-1 F_l
Fe+ cQ?, Cl, ger et al. 2008,Glimcher 2006, Lovenstam und Weiner
Zre,  SiQ*% ~ Vakanzen 1989, Nieken-Marsh et al. 2000, Rey et al. 2009, Weiner und
Sev, VQE,
Mg+,  Vakanzen Wagner 1998).
Cd,
NB*,
Co, Abb. 1.4Aufgrund der flexiblen Kristallstruktur des Apatits kdnnenim
Be, Knochemmineral an jeder Gitterposition zahlreiche lonensubstituiert
Mr#, werden. Misra (1984) bezeichnete ddner die mineralische Konponente
P+ des Knahens als mangelhaft kristallinen, &ntaminierten Hydroxyl-
Cw+ apatit. Daher wird auch die mdlifizierte Strukturformel:
3+ ' CaoxVakanz[(POs)sx(CQs)x](OH)2-Vakanz fur die Chaakterisierung

’ von Knachemmineral verwendet (Elliott 2002, Pasteris et al.2012, Rey
Vakanzen et al. 2009).

Dabei ist die alsolute GroRe derKristallite taxonspezifisch und variiert abhangig vomKnochen
alter, der Pesition im Knochen, vom Knochetyp und der Spezies (Fday et al. 2010, Jackson et al.
1978, Lowenstam und Weier 1989, Paschalis et al. 199620sner et al. 1965). UsacHich fur die
geringe Grol3e der Krigalle ist der Cabonatanteil des Minerals, da die Ikorporierung von Fremad-
ionen in das Krigallgitter des Hydroxylapatits zu einer Verzerrung der Eitheitszellenfihrt (siehe
Abb. 1.5) und damit die maximat Ausdlehnung des Kristalls limtiert. Der hohe Carbonatarteil des
Knochenminerals wirkt sich jedoch nicht nur auf die Kristalinorphologie aus, er erhéht auch die
Lodichkeit der Kristallite, was fir die physiologischen Umbauprozesse des Bebes (Renode-
ling) von entscheidender Bedeutung ist.Da Knochen wahrend des gesamten bens ein hoch re
aktives Gewebe ist, muss der Kdrper in der Ige sein, auch mineralisierte Struturen um- und
abbauen zu kénnen (LeGeros et al. 1967, Tngr-Walker 2008, Weiner und Wagner 1998, Ziv und

Weiner 1994).
% = Cluster identischer %

Atome
D . = inkorporierte Fremdatome

Einheitszellen = /7

_ KristallitgroRe

Kristallographisch kontinuierlich Kristallographisch verzerrt
Abb. 1.5 Darstellungder Verzerrung des Kristalls durch die Substitution von Fremdionen wie G& fir PQy3-in das Gitter
von Hydroxylapatit. Das planare C€3- ist kleiner als das tetraedrische P@-, was zu einer Kontraktion der Einheitszelle

fuhrt. Der hohe Carbonatgehalt des Knocheminerals limitiert dadurch die Gréf3e der Kristalle (veranderach Wopenka
und Pasteris 2005).
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Die Position des @rbonats im Knachen

Seit mehr als 40 Jahren wird Uber die exakte Position des Carbonats sowie das-Defizit des
Knochemminerals diskutiert, welches lediglich 20 mol % der OHKonzentration stéchiometri -
schen Hydroxylapatits enthalt (Cho et al. 2003, Pasteris at. 2004, 2014, Rey et al. 1995, 2009)
und daher teilweise nicht als Hydroxylapatit nach der medizinischen Nomenklatur arkannt
wird ( Pasteris et al. 2004). Dennochkind die absolute Struktur des Knocheminerals und die in
terkristallinen Zusammenharge noch nicht vollstandig aufgeklart.

Theoretisch kann strukturell in den Hydroxylapatit-Kristall eingebundenes Carbonain vivozwei
verschiedene Positionen einnehmen und dabei entweder ROoder OH ersetzen. Die Naenkla-

tur der jeweiligen SubstittUOET T O &l Oi h-0f40EDETA G /A(UPxRositigr) wude " O
bereits 1940 durch den Geologen Duncan McConnell etabliert (McConnell und Gruner 1940, in

Wopenka und Pasteris 2005). Die Typ-Bubstitution ist die deutlich haufigere Form, maximaflL5
% der Carbonationen sind an der OFPosition zufinden (Rey et al. 2009).Dies wird auf den
zwingend nétigen Ladungsausgleich nach der Typ-8Bubstitution zurtickgefiihrt, welcher tber
eine signifikante Verringerung der Hydroxylionenkonzentration ereicht wird.

Die damit frei gavordenen Anionenkanale, auch Chann@&ites genannt, weden vermutlich durch
Wassermolekile blockiert und verhindern so eine Einlagerung von G an dieser StellgPasteris
et al. 2004, 2014, Wopenka und Pasteris 2005, ight und Schwarcz 1996). Mitzunehmendem
Alter des Knachens nimmt die Anzahl der Carbonationen in den Anionenkanélen (= TypHosi-
tion) jedoch zu, was vermutlich auf einergeringeren Wassegehalt des Kristalls zurtickgefiihrt
werden kann (Miller et al. 2001, Kuhn et al. 2008).

Neben dem strukturell im Kristallgitter gebundenen Carbonat findet sich weiterhin an der die

AulRenseite des Kristalls umgebenden Hydrathiille locker adsorptiv gebundenes Carbonat in Form

von CQ2 oder HCQ, welches bei Bedarfri den Kristall eingebaut werden kann, aber auch eine
entscheidende Rolle bei der Bicarbonatpufferung des Blutes spieP@sner 1985, Rey et al. 2009).

1.2.1.3 KollagenMineral Kompositstruktur

Die organische und anorganische Knochenfraktion sind engiteinander verbunden und bilden
so die Grundage fur die au3ergewdhnlichen biomechanischen Eigenschaften deswabesin vivo
und die relativ hohe Resistenz gegentber degradativen Faktoren nach dem Tod dedividuums
(vgl. 1.3).

Das dreidimensionaé Netzwerk aus Kdagen Typ tFasern wirkt dabei als Gaist fur die
Nukleation der plattchenférmigen Mineralkristallite, welche eptaktisch mit ihrer c-Achse enltang
der Kollagenfibrillen wachsen und diesedabei maskieren (Ascenzi et b 2003, Fratzl et al. 2004,
McNally et al. 2012, Weiner und Traub 1992, Wieer und Wagher 1998, Weiner et al1999; siehe
Abb. 1.9. Etwa 20-30 % der Kristallite befinden sich débei an der AuRenseite deFibrillen (Katz
und Li 1973),die restlichen, die gleichférmiger entang der Faserichtung angeordnet sind Fratzl
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1. EINLEITUNG

und Weinkamer 2007, Spiesz et al.
2012), innerhalb der Fbrillen. Dabei
sind die kleinen Mneralplattchen nicht
luckenlos angeordnet, sodern gegen
einander versetzt.Im lebenden System
sind die Lucken zwschen den Kristallen
mit organischen M&romolekulen wie
Lipiden, nichtkollagenen Praeinen und
Proteoglykanen sawie assoziiertem
Wasser besetzt(Malmberg und Nygren
2008). Neben der Role der nicht-kolla-

Abb. 1.6 Anordnung der Mineralkristallite innerhalb des Netz genen Proteine als Bindeglied zwischen
werks aus Kollagenfibrillen. Die Kristalle orientieren sich mit  Mineral und Kolagen kommt weiterhin

ihrer c-Achse entlang der Fibrillen fach Seidel et al. 2012 und
Turner-Walker 2008). den Hydroxylgruppen der beiden Kom
ponenten eine enschedende Funkion
bei der engen Vebindung zwischen den
Mineralplattchen und den Kolagerfibrillen zu. Es wird diskutiert, dass sich das OHdefizitare
Knochenmineral (siehe 1.2.1.2)und das im Gegesatz dazu stark hydroxylierte Kolagen (siehe
1.2.1.1) H-Gruppen teilen und so durch den gegenseitigen dangsausgleich eng arinander ge
koppelt werden (Farlay etal. 2010, Long et al. 1998, Pasteris et al. 2014).
Die so aufgebaute, eng assoziierte Kompositstruktur des Knochens, welche aufgrund ihrer amor
phen und kristallinen Bereiche auch als parakristallin bezeichnewird (Newesely 1989), istwas-
serunléslich und hoch resistent gegentiber exogenen Noxen, weshalb Knoclgewebe auch nach
dem Tod des Individuums lange erhalten bleiben kan¢siehe auch 1.3.2)So schitzt die miera-
lische Komponente das Kollagen vor Degradation, da es durch die dicR&ckung eer Kristallite
entlang der Fibrillen, ahnlich einem Stlitzkorsett, einerseits ein Agtiellen der Helices und danit
eine mechanische Expansion verhinder(McCutchen 1975, TurnerWalker 2008) und anderer-
seits die Einwirkung bakterieller Proteinasenauf das Polpeptid teilweise unterbinden kann, da
die Licken zwischen den Kristalliten zu klein fir die Passage der knobiellen Enzyme sind
(Gernaey et al. 2001siehe auch 1.3.2). Abeauch die organische Maix wirkt sich im Gegenzug
schitzend aif die Mineralkristallite aus, da die enge Anlgerung der Kristallplattchen an das kolla
gene Netzwerk die mit 100200 m2 pro Gramm Kristallgewicht sehr groRe und damit raktive
Oberflache der Kristallite vor auf3eren Einflisserabschirmt (Newesely1989, Posner 1985).

Kollagenfibrille

1.2.2 Mikrostrukturelle Organisationsformen
Der nanostrukturelle Grundbauplan der mineralisierten Kollagenfasern kann mikroskopisch in

verschiedenen Organisation®rmen angeordnet sein, die der jeweiligen biomechanischen Be-
spruchung des Gewebes Rechnung tragen und ein Leben lang der Anpassung (Remodeling) un
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terworfen sind. Dies fuhrt zur Unterscheidung von drei verschiedenen Grutypen des Knahern+

gewebes. Da diese aufgrund ihres unterschiedlichen Aufbaus undnidiali sationsgrades eventuell

abweichenden degralativen postmortalen Prozesserunterworfen sein kénnen, ist die Kenntnis

vom Aufbau der Gewebetypen entscheidend.

In der einfachsten Oganisationsform, die alsGeflechtknocheibezeichnet wird, liegendie minera-

lisierten Kollagenfasern in einem zfillig angeordneten, urstrukturierten Netzwerk vor. Das vas

kulare Sysem versorgt den Knochen tber grofaumige Lakunen (Doblaré et al. 2004, Lieberman

1997, Martin et al. 1998siehe Abb 1.7)Aufgrund der hohen Bildunggeschwindigkeit dieses Kna
chentyps findet sich Gélechtknochen typischerweise dort, wo eine molichst hohe Stdilisierung

innerhalb kirzester Zeit eforderlich ist. Dieser Knochentypusstellt bei Saugetiererjedochledig-

lich eine Ubegangdorm dar, welche nach und nach in fiir den Orgésmus giirstigere Oganisa-

tionsformen, plexiformen oder lamelaren Knochen (siehe weiter unten), ungewandelt wird

(Martin et al. 1998). Im mensclichen Skelett istdieser Umbau spatestens im Alter von vier bis

funf Jahren abgeschlossen, vii@i sich in Bereichen mit hoher mehanischer Belastung und damit

hohen Umbauraten, wie den Asatzstellen von Sehnen oder der Akolarregion des Kiefers, Ge

flechtknochen auch dauehaft findet. Tritt Geflechtknochen im aduten Skelett anderweitig auf,

wird dies als pathologisch agesehen (Matin et al. 1998, Schultz 1997).

Abb. 1.7 Mikrostrukturelle Organisationsformen von Knochemge-
webe: Geflechknochen (oben) und lamelédrer Knochen mit osteo-
nalen Strukturen (unten). Links dargestellt sind jeweils elekronen-
mikroskopische Aufnahmen der Gewebetypen sowie schmatische
Zeichnungen uber den Velauf der Kollagenfasern yerandert nach
Beniash 2011 und Safadi et al. 208).

Lamellarer Knochenist die uberaus
stabile, augereifte Form aduten Kno-
chens. Erzeichnet sich durch einen he
hen Omanisationsgrad parallel arge-
ordneter Kollagenfasern aus, wethe in
kompaktem Knaochen koreentrisch um

die vaskularen Kandle (H-OA OO86 OAE A

néle) angeordnet sind, welche Bluge-

faBe, Nerven um Lymphe enthalten.
Diese als O®one bezeichneten Struk
turen durchziehen den Knehen in lon

gitudinaler Richtung und spielen eine
entschedende Role bei der Stdilisie-

rung desGewnebes (siehe Abb. 1.7). Auf
grund des hohen Orgaisationsgrades
sind die Bildunggyeschwindigkeit und

die Umbaurate dieses Knahentyps
langsam(z.B. Safadi et al. 2009).

Der dritte mikrostrukturelle Or gani-

sationstyp kann als Inermediarform

aus Geflechtund lamellarem Knochen
angesprochen werden und wird als
plexiformer Knocheroder fibrolamell&-
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1. EINLEITUNG

rer Komplex bezeichnet. G&ennzeichnet ist diese Form durch ein Grunderist aus Gélechtkno-
chentrabekeln, deen Zwischenrdume mit lanellarem Knochen ausgefiillt werden. Chakteris-
tisch ist der pdisadenartige Aufbau des Gewebes, das gém durch die geadlinig verlaufenden
vaskularen Hohlrdume im Querschnitt eine zigelmauerartige Erscheinung veteint (Martin et al.
1998, Abb. 1.8).

Ahnlich dem Gdlechtknochen ist die Bidungs-
geschwindigkeit des plexiformen Strukturtyps
schnell, jeloch verdeihen der hthere Mineralisa
tionsgrad und der sysematisch angeordnete
Aufbaudem Gevebe einen hden Grad an Sthi-
litat. Dies ist von enscheidender Bedeutung fir
grol3e, rasch wachsende Tiere (Boviden, Cer
viden, Equiden, Suden), die in der Lage sein
mussen, ummittelbar nach der Geburt audtehen
und ihr eigenes Geicht tragen zu kémen, und

war damit auch bei den in der vorliegenden , ,
Abb. 18 Querschnitt vom Metatarsus eines Reh<gpre-

Studie urtersuchten Rehknochen zu findenDa  olus capreoluy mit typischem, palisadenartig plexifor-
sekundar lamellarer Knochen giirstigere bio- ~ Mem Strukturcharakter (Hellfeld, 50x).

mechanische Egenschaften besitzt, jedoch

langsamer géildet wird, finden sich, je nach Beapruchungsgrad des javeiligen Skdettelements,
auchMischformen zwischen plexiformemund HOA OO0 8 OAE AT + kdinAkndkfienddél x 8 AET

Areale, die nur sé&undar lamelldren Knochen aufveisen (Lihl et al. 2013).

1.3 Taphonomie

Aufgrund des hohen Proteinanteils und seiner Eigenschaften als Mineralspeicher stellt Ko+
gewebe nach dem Tod des Individuums eine wertvolle Ressource fiur eine Vielzahl vorng@nis-
men dar, welchedie zur Verfliigung gestellten Nahrstoffe vollstdndig nutzen und vererten kon-
nen und somit den Knochen friher oder spater komplett abbauen, wenn er nicht voer fossili-
siert, was einen dauerhaften Erhalt bewirki(Millard 2001, siehe auch 1.3.2)Trotz der Tatsache,
dass der postmortale Abbau von Knochengewebe bereits seit Jaghnten intensiv erforscht wird,
sind die ablaufenden diagenetischen Prozesse aufgrund ihrer Kahexitat noch nicht erschépfend
modelliert (Reiche et al. 2003).

Im lebenden Organismus wird die Homoetase der Struktur und Funktion von Kn@hengewebe
durch eine Reihe von extrazellularen Sigalsystemen garantiert(Cowan et al. 2012)und daher
gelten auch dieKnochen nach dem Tod des Individuums und dem entsprechenden Wegfalgte
lativer Mechanismen prinzipiell alsinstabil (Trueman und Tuross 2002).
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Generell beginnt die autdytische Destruktion der Gewebe durch kérpereigene Enzyme un
mittelbar nach dem Tod des Individuums Child 1995a, Dent 2004)Im weiteren Verlauf der
Dekomposition breiten sich die als Konmensalen im Verdauungsund Respirationstrakt natdir -
lich vorkommenden Mikroorganismen tber das vaskulare und lymphatische System igesamten
Korper aus und zersetzen die befldnen Gewebe. Mit fortschreitender Faulnis wird der zur Ver
fugung stehende Sauestoff rasch durch aerobe Mikroorganismen vestoffwechselt, was zu einer
Zunahme anaerober Bakterien fiihrt, welche dadominierende Element wahend der Fauhispha-
sen darstellen(Campobasso et al. 2001, Child 1995a, Dent 2004, &ilhg 1997, Vass 2001). Ob
wohl die Dekomposition eines toten Korpers ein kontinuierlicher Praess ist, wird der Vogang
von zahlreichenAutoren in einzelne Phasen eingeteilt, welcheeeils durch bestimmte Merkmale
charakterisiert sind (Adlam und Simmons 2007, Campobasso et al. 2001, Clark et al. 1997, Gallo
way 1997, Johnson 1975, Lyman 1994, Payne 1965). Deach durchlauft ein Kadaer in der Regel
folgende Zersetzungsschritte:

Tod wesmm— Autolyse wmmmmmme— Fiulnis s Verwesung sssss- Abbau des Hartgewebes

chemische Prozesse aerob aerob

kirpereigene Enzyme anaerob
Die Dauer der einzelnen Phasen variiert dabei stark und hangt von zahlreichen externen feakn
ab, welche die ablaufenden Prozesse deutlich verlangsamen oder teilweise sclvainstoppen
koénnen (siehe 1.3.3) Hierbei ist besonders die Ausschaltung der Faulnisozesse enscheidend,
was zu speziellen Konservierungsformen der Korper als Mumien, Mdeichen oder Fettvachs
leichent fihrt (Fiedler und Graw 2003).Bei nicht beerdigten, an debiologisch hoch aktiven Erd
oberflache liegende Kadavern ist die Skelettierung meist nach wenigen \8hen abgeschlossen
(Walcher 1937, siehe 1.3.3.2).Die Weichgewebszersetzung bestatteter Korper dagegen ist im
Schnitt unter fiir die Dekomposition girstigen Badingungen erst nach drei bis 12 Jahren kopiet-
tiert; unter unguinstigen Voraussetzungen kann sich der Prozessdech auch tber hunderte oder
sogar tausende Jahréinziehen (Janaway et al. 2009, Ubelaker 1997). Dief&@rschung dekompo-
sitioneller Veranderungen des Hamjewebes wird nach einer komplexen Nomenklatur jeweils un
terschiedichen Zeiraumen und Ereignissen zgeordnet, die auf den Tod des Individuums fgen.
Dabei werden die einzelnen Begriffe in der lteratur jedoch haufig synonym verwendet und nicht
klar voneinander abgegrenzt:
Der urspriinglich aus der Palaontologie stammende unebn Efremov (1940) gepégte Begriff Ta-
phonomie2 bezeichnet all jene dekompositionsbedingten Vorgange, welche eingérper vom Tod

1 Fettwachs, auch Leichenlipid oder Adipocire (lat. adeps = Fett; franz. cire = Wachs), bezeichiwt Produkt der Ver
seifung (Saponifikation) des Kérperfettgewebes unter feuchten, anoxischen Liegebedingung&ie Umwandlung der
Korperfette in Adipocire kann unmittelbar nach dem Tod einsetzen (Forbes et al. 2004, Yan et al. 2001), indem die
Triglyceride des Korperfetts enzymatisch hgrolysiert wer den. Dies fuhrt zu einer Mischung aus ungesattigten (Fai-
toleinsaure, Oleirsaure, Linolensaure) und gesattigten (Myristinsaure, Palmitinsdure, Stearinsaure) Fettsauren (Pfeif
fer et al. 1998). FreieFettsauren verbinden sich schlielich mit aus der interstitiellen Flisigkeit freigesetzten Imen
wie Natrium, Kalium oder Calcium und bilden so schwer I8sliche Fettsaw®ake. Durch die Akivitat von Uberwiegend
Gram-negativen anaeroben Mikr@rganismen entstehen schlief3lich 10Hydroxyfettsduren, in der Regel meist 14Hy-
droxy-Stearinsdure (Forbes et al. 2004, Pfeiffer et al. 1998, Takatori 199®)ie niedrigen Durchschnittstemperaturen
in Erdgrabern oder Gewassern fiiren zu einer Auskistallisation und Hartung der Fettsduren, was die betroffenen
Gewebe oft in ihrer urspriinglichen Form konserviert. Adipocire ist &uf3erst rgistent gegen weitere Dekomposition und
daher ein bekanntes Problem auFriedhdfen (Fiedler und Graw 2003).

2 griech. taphos = Grab
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des Organismus an bis zu dessen Auffindung betreffen und damit den Ubergang desdébes von
der Biosphare in die Lithosphare beschreiben. Die Taphonomie stellt damit gleigdim den Ober
begriff fur weitere Teilbereiche, welche den Dekorpositionsprozess in einzelne Abschnitte ein
teilen.

Prozesse, welche nach dem Tod, aber vor der Bestattung (Verlochung bzwdi8entbedeckung)
auf den Knochen einwirken, werden unter dem Bgriff Biostratonomie (Efremov 1940) zu-
sammengefasst. Bistratonomische Vorgange kénen einen erheblichen Einfluss auf die Zeetz
ung des Knochens ausliben, da sie samtliche Mamiationen umfassen, welche vor dem Bgéabnis
auf das Gewebe eivirken kdnnen. Dies beinhaltet zum einen biotische und abiotische Faken
wie Tierfrald und zverdau, mechanische Zerstérung sowie die Beinflussung durch Witerungs-
verhaltnisse (Ubersicht z.B. beiFernandezJalvo et al. 2002, Grupe 2007, Millard 2001)um
anderen aber auch athro pogene Artefakte. Hierzu z&hlemsbesondere Spuen von Schlactung
an Tierknochen in Form von Schnittmarken oder DisartikulationerfAndrews 1995, Lyman 1994),
Veranderungen durch Kochen oder Verbrennen, aber auch divergituelle Praktiken wie Ein
balsamierungen, die Erfernung bestimmter Organe sowie interiionelle Bestattungen in Sédgen,
Sarkophagen oder songgen Grabbauten (Roberts et al. 2002, Ulteker 1997). Auf die Rolle von
Vorerkrankungen auf das taphonomische Schicksal wird ildapitel 1.3.3 eingegangen
Abbauvorgange, die den Knchen nach der Bstattung betreffen, werden als Diagenesé be-
zeichnet (Efemov 1940) und kdnnen entveder physikochemischer oder biggener Natur sein.
Sind an &n allgemeinen Zersetzungsrorgangen Pilze, Algen, Bakterien und sonstige kfioorga
nismen beteiligt, wird auch vonBiodegradation gesprochen (Child 1995a, Hueck 2001)Obwaohl
Pilze, indesondere Vertreter der Gattung Aspergillus und PenicilliunfHucadak und Rogers 2009,
Piepenbrink 1989, Sidim et al. 2009), Knochengewebe effektiv abbauerkonnen (siehe auch
1.3.2), konzentriett sich die Forschung vornehmlich auf balerielle Knachendegradation. Aber
trotz der Tatsache, dass eine grof3e Anzahl von Bakien sowohl aus der Kommensalenflora des
Leichnams als auch aus dem Bodenmilieu in der Lage ist, Kan@n zu besiedeln und zu zeetzen,
herrscht keine Einigkeit daiber, welche
Mikroorganismen welcher Art von Zesto-
rungsmuster zugeordnet werden konnen
(Child 1995a, Hackett 1981, Marhiafava et al.
1974). Hackett (1981) fasstedie in Knochen
querschnitten beobachteten mikrobiell indu-
zierten Defekte nach ihrer Escheinung in vier
Kategorien zusammen, die als nkroskopische
fokale Destruktionen (mfd) bekannt sind,

deren Deuung jedoch kontrovers diskutiert

wird (Abb. 1.9). Sowerden die erstmals von Abb. 1.9Darstellung der von Hackett (1981) beschrie-
Lo benen mikrobiellen Destruktionsmuster, die an Kne

Carl Wedl im Jahr 1864Wedl 1864) beschrie-  chenquerschnitten beobachtet werden kénnen (aus Jans
et al. 2004): (1) WedtTunnel, (2) linear-longitudinale

benen und nach ihm benannten verzweigten Tunnel, (3) knospige Tunnel, (4) lanellare Tunnel.

3 auch Biostratinomie; lat. stratum = Schicht
4 urspringlich im geologischen Zusammenhang: Verdichtung von Sedimenten
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schlawchartigen Bohrkandle tblicherweiseder Aktivitéat von Pilzen und damit dem Vodringen
von Hyphen in den Knochen zugechrieben, wahrend die Ubrigen Zerstérungsnuster bakteriellen
Ursprungs seinsollen (Bell 1990, Bell et al. 1996, Csbn und Bailey 1997, Hackett 1981, Jaret
al. 2002, Trueman und Martill 2002).

Bei fortgeschrittener mikrobieller Degradation des Knochens breiten sich die Lasionen Uber den
gesamten Queschnitt aus und die uspriingliche mikrostrukturelle Organisation des G&vebes ist
dann meist nicit mehr erkennbar z vor allem, wenn die zerstérten Areale mit exgener organi-
scher oder anorganischer Substanz kontaminiert sind, welchHgauptsachlich aus bateriellen Ab-
bauprodukten, Pilzkorpern und mineralischen Patikeln besteht (Garland1989, sieheauch 1.3.3.
Sichtbare mikrobielle Aktivitat in Knochengewebe ist dabei nicht auf lange Liegezeiten be
schrankt, sondern kann sich bereits innerhalb von Monaten oder wégen Jahren nach dem Tod
des Organismus manifestierer{Bell et al. 1996, Collins et al. 200Z1edges 2002, Jans et al. 2004,
Nielsen-Marsh et al. 2007, Yoshino et al. 1991%enerell sind die Veteilungsmuster bzw. die In-
tensitat bakteriellen Befalls innerhalb der einzelnen Skeletlemente eines Kaavers jedoch nicht
uniform, sondern variieren teilweise erheblich(Fernandez-Jalvo et al. 2010)Knochen mit einem
hohen Anteil anSulstantia spongiosaund diinner Compacta wie Rippen oder Wirbel sind per se
deutlich anfalliger fir diagenetischen Albau als die robusteren Langknochen$wift et al. 2001).
Hinzu kommt, dass die Knochen aus dem Thorazw. Abdominalbereich wahlend der Dekompo-
sition des Weichgewebes in diektem Kontakt mit der bakteriellen Hauptmasse aus dem Vdau-
ungs- und Respirationgrakt stehen, die fur die Erstbesiedelung des Krahengewebes verantwort -
lich gemacht wird (Child 1995a, b).So weisen beispielsweise Tierknochen, wehe aus Schlacht
abfallen stammen und disartikuliert begraben wurden, generell einergeringeren Grad an bate-
riellem Bdall auf als ganzheitlicheBestattungen (Jans et al. 2004, Nielsevarsh 2007, Trueman
und Martill 2002), da durch die Entfernung der hnereien die Initialinokulation mit kérper eigenen
Bakterien minimiert wu rde (Child 1995b). Jedoch ist die Integritat der Knahen selbst ein ent
schedender Faktor hinsichtlich der Ehaltungschancen des Gewebes, da der gehinderte Kon
takt von Wasser und Umgebungssediment mit der @onierten Markhdhle bzw. Spogiosadie De
komposition beschleunigt(Denys 2002).

1.3.1 Dekomposition der organischen Matrix

Das im Knochen enthaltene Kollagen weist durch seine Wasserunloslichkeit, seinegawtdhnlich

hohe Gelatinisierungstemperatur und die enge Vé&indung mit der mineralischen Matrix (siehe

1.2.1.3 und Collins et al. 1995) prinzipiell eine sehr hohe Resistenz gegenibegdedativen Pro-

zessen auf und macht es damit postmortal haltbarer als andere im Kérper ammmenden Prae-

ine (Buckley und Wadsworth 2014. Aber auch ohne die schiitzende Funktion der Meralkristal-

lite sind Kollagenmolekile durch ihren komplexen, meldimensionalen Aubau, der durch zahi

reiche inter- und intramolekulare Bindungen g&ennzeichnet ist, Uberus resistent. Um die &-

bilisierenden Quewernetzungen aufzibrechen (vgl. 1.21.1),i 000 AAO 001 OAdal- UOT RA
OAOO xAOAAT h AafeikBh@nstafitStcksiofi-Riidkdrad exponiert ist und gespalten
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werden kann (Schweitzer 2004). So konnte mehrfach Kagen in tber 100.000 Jahre alten Knro
chen nachgewiesen werden (Jones et al. 2001), e@mzelt und unter optimalen Ehaltungsbeding-
ungen jedoch sogar in wesentlich &lteren Futten. Buckley und Collins (2011) extrahierten aus in
Grofdritannien gefundenem, 1,5 Millionen Jahre altem Skelettmaterial erfolgreich Kollagen, und
Rybczynski et al. (2013) komten sogar aus einem 3,5 Millionen Jahre alten, im arktischen Perma
frost gelagerten Knochen Kdhgen isolieren.

Generell kann Knochen auf zwei umrschiedliche Arten abgebaut weden: Zum einen ist er der
Aktivitat von Mikroorganismen und Piken unterworfen (z.B. Bell et al. 1996, Hackett 1981), zum
anderen greift aber auch ein chmischer Dagyradationsprozess Die chenische Deradation be-
zieht sich auf die hyrolytische Spatung der Pegid bindungen und damit die Depolymeri sierung
des Moleils. Die abgspaltenen Polypeptid fragmente 16sen sich aus dem Molekullverband, was
eine zunehmende Schwachung der Wasrstofforickenbindungen bewirkt und damit die De-
gradation mehr und mehr beschleunigt. Dieser Vogang wird aus themodynamischen Griinden
durch héhere Tenperaturen stark kataysiert (Collins et al. 1995). Auch exeme pHWerte wir-
ken sichnegativ auf die Stdilitat des Kollagens aus, da sie ein Apifellen des Polypeptids fodern
und damit einer raschen Hydrolyse Vorschub leisten (Collins et al. 2002). Flutuationen im
Wassehaushalt des Liegenilieus, bedingt durch fliesRendes Wasser oder hifige Anderungen des
Grundwasserspiegels, bavir ken eine Auschwermmung der hydrolytisch gespaltenen Polyeptid-
fragmente aus dem Knohen und so einen rapiden Veéust des Kollggens. DieseNorgang wird
auch ds Audaugung bezeiclmet (Colins et al. 1995 Hare 1980).

Doch nicht nur das Polypeptid ist von chemischen Abbaureaktionen betroffen, auch die sénen
Aminoséauren kénnen auf nichtenzymatischem Weg stark modifiziert werden. Diese Reaktionen
werden teilweise durch die in der Knochenmatrix vorkommenda Metallionen katalysiert. Durch
den kontinuierlichen hydrolytischen Abbau des Praeins dirften die Aminosauren, wethe die sta
bilsten Peptidbindungen eingehen, am langsten B&and haben (Dungvorth et al. 1975). Auch der
Grad der Quevernetzung der Polypeptidketten hat einen entscheidenderkinfluss auf die Resis-
tenz gegen cheische Degradation. Ist dise durch pahologische Prozesse gestdrlepolymeri-
siert das Protein postmortemleichter und kann damit schneller abgebaut weten (Safadi et al.
2009).

Entscheidend bei der chemischen Degradation des Knochens ist, dass die Mikrostruktur imtbis
logischen Bild bei Hellfeldbetrachtung oft vollkommen intakt erscheint, da hydidgtische Albau-
prozesse ohne die Beteiligung von Mikroorganismeablaufen kénnen (Child 1995b, Smith et al.
2007, Trueman und Martill 2002).Mikro bieller und mykotischer Abbau von Kdlagen geht in der
Regel rascher vonstatten als chmische Degradationsprozesse Berna et al. 2004 Buckley und
Wadsworth 2014, Colins et al. 1995, 2002, NielserMarsh et al. 2000, da das stickstoffreiche Sub
strat einen wertvollen Energietréger fur zahlreiche s@robiontische Organismen dastellt. Zaht
reiche Bakerienspezies sind dank hoch spezialisierter Kolgenasen in der Lage, Kollagen enzy
matisch zu vedauen (Turban-Just 1997)was zu einer zinehmenden Gétinisierung des Proteins
und einer Zunahme an freien Aminosauren fuhrt, wathe dannaus dem Knehenausdiffundieren
(Collins et al. 1995).Bei intakter KollagenMineralstruktur ist das Praein zundchsttheoretisch
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bis zu einem gewissen Grad vor bakteriellem Abbau geschitzt, da die Lickensnhien den Mne-
ralkristalliten zu klein fir die Passage von komplexen Enzymen wie Kollagasen sind(siehe
1.2.1.3).Jedoch sind Mikroorganismen in der Lage, das Mineral rhitfe organischer Sawen anzu-
[6sen und somit das Kollagen zuganglich fiir ihnre Enzyme zu mach@uff et al. 1963, Tumer-
Walker und Syversen 2002). MikrobielleKollagenasen ekennen dabei speifische Amnoséaure-
sequenzen, an denen sie das Polypeptid spalten. Diese Sequenzen selneflir alle bakeriellen
Kollagenasetypen identisch zsein (Berry undShuttleworth 1988, Bond und van Wart 1984, Endo
et al. 1987).Nach dem initialen hydrdytischen Arverdau des Proteins durch Kollagenasen sind
die verbliebenen Mol&ile fur jede andere Proease amreifbar und kénnen so rasch zerstort
werden. Es wurde diskutiert, dassAminosauren mit einer hohen Anzahl von Kolenstoffatomen
bevorzugt algebaut werden und zuerst verloren gehen da diese den hochien Nettoenergie-
gewinn fur Mikroorganismen liefern sollen (Grupe und TurbanJust 1998, Turos 2002).

Die aus degradierten Knochen geonnenen Daten weichen daer potenziell von der in vivo
erworbenen Isotopensignatur ab und bedilrfen vor interpretativen Asatzen der Validierung
(siehe 1.5).

1.3.2 Diagenese des Knochenminerals

Die anorganische Knochenfraktion Uberdauert zwar in der Regel postmortal langer als die Ioiw-
lekularen Komponenten, jedoch ist auch die mineralische Matrix keinesfalls immun gen disge-
netische Prozesse. Aufgrund der plattchenférmigen Morphologie, deegngen Grdie und der he
hen Anzahl an Fremdionen im Kristallgitter desKnochenminerals (vgl 1.2.1.3 gilt dieses da die
Konstellation nicht dem kristallographischen Idealzustand ergpricht, als themodynamisch me
tastabil und wird in vivo durch eine Anzahl regulativer Einflisse wie der ergn Verbindung mit
dem Kollagen oder diversen Kristallvachsumsinhibitoren stabil gehalten. Fallen die regulativen
Mechanismen nach dem Tod weg, nehmen die Kristié¢ zwangdaufig die nach kristallographi-
schen Aspekten stabilste Form eifLee-Thorp 2002, Trueman 2013) underhéhen damit zugleich
ihre Resistenz gegen weitere dgradative Veranderungen (LeeThorp 2002). Das Bodemilieu ist
ein offenes System und im Hinblick auf di¥erteilung und Koreentration von lonen grundlegend
anders zusammengesetzt alsKnochergewebe (TurnerWalker 2008), wesalb diagenetische Ver
anderungen des Minerals urusweichlich sind. Zahlreiche Studien bkegen, dass sich deutliche
mineralogische Modifikationen, besonders eine sportane VergréRerung der Kristalle im Zuge der
Ostwald-Reifungg mit zunehmender Kristallinitat 6 (Lebon et al. 2008) bereits innerhalb der ers
ten 10 Jahre nach dem Tod mafastieren (Person et al1995, Shinomiya et al. 1998, Truman et
al. 2008, Tuross et al. 1989a, b, Wright und Schwarcz 1996). Zazzo et al. (2004a) bestieeso-

5 Als OstwaldReifung, in diesem Zusammenhang auch Kristallreifung, wird die Vergréberung einer Substanz aus ur
spriinglich kleineren Partikeln bezeichnet (Ratke und Voorhees 2002
6 Struktureller Ordnungsgrad eines Kristalls
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gar Vetanderungen innerhalb weniger Tage nach dem Begrabnis. Oft wird die beachtete Zunah-
me der Krigallinitat mit dem gleichzeitigen Verlust der orgaischen Phase kareliert, da durch
den Wedall der Kollagenfibril len die reaktive Oberflache der Mieralkristallite exponiert und auw-
Beren Einflissen ausgesetzt is{Nielsen-Marsh und Hedgesl999, Person et al. 1995, Sillen und
Parkington 1996, Tuross et al. 1989b).

Die Vergrol3erung der Kristalle ist jedoch nicht die einzige postmortale Modifikation, die auf die
mineralische Komponente des Knochens einwirken kann. Diagenetische Prozedes Biapatits
sind weiterhin gepragt von An bzw. Auflésung der instabilen Phasen des Minerals, Adflungs-
reaktionen und Rekristallisationen, Prazipitation von exogenen Minerghasen in Hohtdumen
und Rissen sowie selektivem lonenaustausch zwiken dem Bodemilieu und den Catiumphos-
phat-Gitterpositionen durch Adsorption und Diffusion (Hedges und Millard 1995, Person et al.
1995, Trueman 2013, Wright und Schwarcz 1996, Zazzo et al. 2004DBabei sind diese Prozesse
keineswegs nur fiir alteres Probemmaterial beschrieben. Dauphin et al. (1994) und Fernandez
Jalvo (1998) konnten bespielsweise in Knochen aus rezenten Beattungen eine starkere Irkor-
porierung von Spurerelementen aus dem Boden feststelleals in Knochen mit langereriLiegezei-
ten. Dennoch liegt der Schweaunkt der Erforschung von d&ompositionellen Veranderungen des
Knochenminerals haupsachlich auf der Cheakterisierung von subfossilem oder fossilem M-
rial, wahrend das diagenetische Schicksal der nmeralischen Knochenfraktion in den ersten Jah
ren oder Jahrzehnten nach dem Tod weit weger intensiv untersucht ist.

1.3.2.1 Auflésungdes Mineralsund Rekristallisationsphanomene

Aufgrund seines hohen Carbonatgehalts, welchém vivo die Loslichkeit des Knocheminerals im
Zuge physiologischer Prozesse garantiefsiehe 1.2.1.2)ist der Bioapatit des Knochens auch post
mortal bei sauren pHWerten durch Aufldsung gefahrdet. Dabei werden die lonen, aus denen die
Kristallite zusammengesetzt sind, unter Abspaltung von Wasser und @@ Ldsung gebracht. Sinkt
der pH-Wert erneut ab, rekristallisieren die freien lonenunter bestimmten Bedingungerzu ther-
modynamisch stabileren Agregaten. Dabei kdnnen bei der Bilung neue Kristalle auch lonen
aus dem Ungebungsmilieu mit einbezogen werden, was zu einer Kaamination des Knahens
und Entstehung neuer Mmeralphasenflihrt (Zazzo 2014, sieh@uch 1.3.2.2 und 1.3.2.3Auf diese
Weisekann die Integritat des Knahens durch Struktursprengung teils erheblich konpromittiert
werden (Herrmann und Newesely 1982). Ein Bapiel hierfiir ist die Bildung von Brushit, aut
unter dem Begriff DicalciumphosphatDihydrat (DCPD) mit der Summeformel CaHPQ x 2H,0O
bekannt, welches infolge von saurer Aldsung des Bioapatitsentsteht (Hirsch et al.2014, Abb.
1.10). Brushitkristalle sind deutlich grof3er als die des uspringlichen Knochemninerals, was zu
Rissen in der Knehenstruktur sowie kristallinen Ausblihungen an der Knochenberflachefihrt
(Newesely 1989, Pipenbrink 1989, Abb. 1.0). Jedoch ist Brushit aufrund seiner hohen Lofich-
keit sehr fragil und kann nur unter bestimmten Liegebedingungen wie bei Bestatungen in Steint
sarkophagen beobachtet werden, da er sich im Bden raschauflost (Turner-Walker 2008). Die
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lokale Entstehung eines sauren Umebungsmilieus, welches einen korrosiven Effekt auf das Kno
chenmineral ausdiibt, wird nicht nur durch die wahrend der fortgeschrittenen Verwesung des
Leichnams autretenden Nebenprodukte begiingigt (Gill-King 1997, Towne 2000), wobei hier in
der Regel die Knochen im Adominal- und Thorakalbe-
reich am starkstenvon demineralisierenden Effekten
betroffen sind (Child 1995a). Auch bigene Faktoren
spielen eine PRlle. So loésen die den Krahen be
siedelnden Bakterien die mmeralische Komnponente
teilweise gezielt auf, um Zugang zu den als Engie-
trager verwerteten Kollagerfibrilen zu gewinnen,
weshalb die bakeriellen Bohrkanale mit von Réris-
tallisation gepragten hypermineralisierten Bereichen
umgeben sind. Aber auch die lytische Zsetzung der
mikrobiellen Zelkdrper im Knochen sowie das Vor

dringen von Kapillarwurzeln von Pflanzen schdgen
eine lokale Arsauaung desMilieus (Child 1995a, Gru4  Abb. 1.100s occipitale aus einer Sarkophdg-

; ; i stattung mit oberflachlichen Ausblihungen von
pe et al. 1993).Eine groe Anzahl an Miroorganis Brushit-Kristallen, welche deutlich gréRer sind
men, beispielsweise Vetreter der GattungerPseulo- als die des urspriinglihen Knocheminerals

. . . (aus Piepenbrink 1989).
monas Mycobacterium Micrococcus Flavobacerium,
Mucor, Penicillium und Aspergillus ist ferner in der Lage, gezielt asrganische Phophorverbin-
dungen zu zersetzen und zwerwerten (Higgins und Burns 1975). Ist dad.iegemilieu zudem noch
sehr durchlassig (sandig) und erlaubteinen kortinuierlichen Wasserdurchfluss, kann der gesam-
te Knochen imerhalb kurzer Zeitraume vollstéandig aufgeldst sein. Zurtick bleibt nur noch seine
sich gegen den Bden abhebende Silhouette, die auch als Leichsrhatten bezeichnet wird (Dent

2004, Bethell und Carve 1987, Bethellund Smith 1989).

1.3.2.2 Einwanderung von Fremdionen

Der Bioapatit des Knochens kann aufgrund seiner chemischen Eigenschaften eine Vielzahl von
Elementen des Periodensystems in sein Kristallgitter integriereffsiehe 1.2.1.2)% nicht nur in vivo,
sondern besonders auclpostmortem wenn die regulativen Mechanismen des Kpers wegfallen
(Hughes und Rakovan 2002, Pan und Fleet 2002, Piccoli und Candela 20B##)e besondere Rolle
kommt hierbei dem Grundwasser zu, welches einerseits in groRem Still§ste lonen in den Knoe
chen eintragen (Trueman et al. 2003) und andererseitsaus dem Gwebe geldste lonen aus
schwenmmen kann, wodurch die Porositat des Knochens und damit seine Angreifbarkeit sadssi
ve erhdhtwerden (Hedges und Millard 1995). Starke klktuationendes Grundvasserspiegels pe
tenzieren diesen Effekt durch den Aufbau eines layaulischen Moments. Neben geldstem Clao-
nat in Form von HC®@ oder CaC@Partikeln, welche an die Oberflache der Knochenkristallite bin
den oder aber in da Kristallgitter inkorporiert werden kdnnen (Krueger 1991, Leelhorp und
van der Merwe 1991), werden auch, je nach Zammensetzung des Bodens, zahlreiche andere
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lonen wie Mre+, Cué+, B&*, Mg+, Zr#+, Sk+, AR+, F&+, Se+, Na, K, F, Cl, S@2- im Zuge der Digje-
nese in den Knochen aufgenomme(Person et al. 1995) Dies betrifft jedoch nicht nur die ober
flachlichen Regionen, sodern die exogenen lonen kdnnen durch Diffusion den gamten Kno
chenguerschnitt kontaminieren (Elliott und Grime 1993, Reiche et al. 2003). Hauflgeschrieben
ist jedoch ein Uférmiges Diffusionsmuster eingewanderter exogener lonen entlang des Kecioen
guerschnitts, wobei die physiologischen Kanéle innerhalb des Gewebes nur wenig fiiss auf
deren Verbreitung haben (Badone und Farquhar 1982 Millard und Hedges 1995Trueman und
Tuross 2002). Grupe und Piepenbrink (1989) fandeteraus, dass dierse Mdallionen aus dem
Umgebungsmilieu durch die Aktivitat von Pilzen tief in den Knochen egetragen werden kdnnen.
Jedoch sind auch die Kapillarwurzeln von Pflanzen in der Lage, bis in die dichten kortikalen
Schichen des Knochens vorzudringen und zum eineBpuenelemente aus dem Bodenmilieu ein
zutragen, zum anderen Phosphat aus dem Geweberauszulésen (Ascerzi und Silvestrini 1984,
Bell et al. 1996, Hackett 1981, Marchiafava et al. 1974).

Inkorporierungen von Fremdonen in den Kristall haben prdunde Auswirkungen auf dessen
Raumordnung und Kristallinitat. Sinddie Substitutionen nicht-stéchiometrisch, fiihrt dies zu teils
erheblichen Verzerrungen des Kritllgitters (Baig et al. 1999, Handshin und Stern 199% Zur
Stabilisierung des Kristalls werden im Zuge des zwingend naendigen Lalungsausgleichs
weitere physiologisch im Kristall gebundene lonen augetauscht, was zu einem zunehmenden
Verlust der urspriinglichen Zusammensetzung des Minerals fihrt und den Koben somit in
seltenen Fallensukzessive fossilisieren lasst, bis schlief3lich nur noch ein Psgamorph des ur-
sprunglichen Gewebes erhalten is(Kolodny et al. 1996).

VerschlieRen sich die interkristallinen Porostaten im Laufe der Diagenese, werden die korpo-
rierten oder adsorbierten Fremdionen innerhalb des Knochendixiert und bilden so eintaphono-
misches Archiv flr die friheren Diagenesephasen (Trueman und Tuross 2002).

1.3.2.3 Kontamination mit exogenen Mineralphasen

Nicht nur die Einwanderung einzelner lonen kann durch die Verdnderung der chemischen -Zu
sammensetzung des Knochenmarals die biogene Signatur des Gewebes negativ beiilssen,
auch kann deren Inkorporierung ganze Aggregate fremder Meéralphasen entstehen lasen und
so den Knochen masiv kontaminieren. Dabei findet meist eine Penineralisierung statt, wobei
vaskulare Hohlrdume und Mkrorisse sukzessive mit authigeneri Mineralen getllt wer den. Ab
héngig vom pHWert des Ungebungsmilieus und der jeveiligen Bodenchemie handelt es sich da
bei meist um andere Apatite wie Frankolit (CgPQs, CQ]sF), Carbonate (CaCOFeCQ, BaCG),
Sulfide (FeS, ZnS), Sulfate (Ba5@aS6) Quartz (SiQ), Tonminerale sowie Margan oder Eisen
oxide wie Vivianit (Fe[P0Os].8H-0) (Child 1995b, Reiche et al. 1999000, Trueman und Tuross
2002, Wings 2009. Die in denphysiologischen Hohtaumen des Knochens wachseten Minerale

7$A0 AOO AAO ' AT1 i1 CEA OOAI i ATAA "ACOEAE nAOOEECAT O j COEAAE:S
Minerals innerhalb eines oder auf einem Wirtsgestein.
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deuten eher auf akalische Liegéedingungen hin(Wings 2004), wahrend die Entstehung authk
gener Phophataggregate unter anoxischen und sawven Bedingungen statfindet (Briggs und Kear
1993). So sind Caliumcarbonat-Ablagerungen aufgrund ihrer Empfindlichkeit gegen saures Mik
eu unter arorganischen Be&lingungen erst ab einem pHWert von 8 oder darliber bebachtbar
(Ehrlich 2002, Knorre und Krumbein 2000).

Die Bildung diagenetischer Fremthineralphasen in Knochen ist dabei nicht auf fossilen Kiohien
beschrankt, sondern kann bereits nach wesentlich kiirzeren Liegezeiten beobachtet werdévic-
Gowan und Prangnell 2006, Molleson et alL998).

Mineralische Vewunreinigungen konnen jedoch nicht nur durch chemische Diffusion, sotern
auch mechaisch in den Knaehen eingeragenwerden (Swift et al. 2001)vornehmlich in dem hier
nicht ndher untersuchten aquaischen Kontext oder bei Liggebedingungen mit hoher Waser-
fluktuation, wobei es sich hiebei meist um feine Sangartikel (Quartz, Si@Q) handelt (vgl. Abb.
1.11).

Abb. 1.11Beispiel fir extreme Aggregatkontamination-REM-Aufnahme der Silikatskelette von Kieselalgen, welche
innerhalb der Diploe eines Schadels eingeachsen waren. Der etwa 2000 Jahre alte Schadel wurde aus dem Flu
Eider (SchleswigHolstein) geborgen (fur Deails siehe Harbeck 2007) (Foto K. Macknapp, Deutsches Museun
Munchen).

1.3.3 Einfluss intrinsi scher und extrinsischer Faktoren auf dekompositionelle
Prozesse des Gewebes

Die Kenntnis uber die Auswirkungen der Korrelation zwischen dem Liegemilieu, dem Giedn-
text, mit der Bestattung assoziierten Artefakten sowie allen Parametern, die durch direkteder
indirekte Interaktion mit dem Kadaver einen Einfluss auf den Verlauf der lemposition aus-
Uben, ist unabdingbar fur das Verstandnis diagenetischer Prozesse und der Mdigkeit der Extra-
polation von Erkenntnissen auf vergangen&eitraume (Fenandez-Jalvo et al. 2010).

Generell kbnnen der Ablauf und die Geschwindigkeit der Dekomposition eines toten Kdrpers
durch verschiedene Variablen beeinflusst werden, welche zum einen den Leichnam selbstreg
fen (intrinsische Faktoren), zum anderen ds Umgebungsmilieu (extrinsische Fakt@n). Zu den
intrinsischen Faktorenzahlen das Sterbealter, die jeweilige Konstitution des Indiduums zum
Zeitpunkt des Todes, die Todesursache sowie die Unversehrtheit désrpers (Canpobasso et al.
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2001). So sind beispielsweise die Knochen subadulter Individuen aufgrund ihres geringeren-Mi
neralisierungsgrades undder geringeren Dichte eher durch Degradation und Kontaination ge-
fahrdet als die vonErwachsenen (Zapata et al. 2006).raumatabeschleunigen die Dekomposition
eberso wie kachektisché Zustande, aber auch stark adipése Leichname degradieren in der Regel
aufgrund ihres hohen Wassergehaltes schrier als die nomalgewichtiger Individuen, sofern ket
ne Fettwachsbildungstattfindet (Pinheiro 2006).

Die extrinsischen Faktorenwelche auf die Dekompositionsrate einwirken kénnen, sind viltig
und oft nicht in ihrer Gesamtheit zu erfassen. Neben der Art und dem Vorhandensein von Kleidung
spielt auch die Bestattungsweise selbstine tragende Rolle, ebenso wie die Ugebungstempera-
tur, die Luftzirkulation sowie die relative Feuchtigkeit, die Niedeschlagsnengeund weitere ge
nerelle Umweltfaktoren (Mann et al.1990, Collins et al. 1995, Gernaey et al. 2001, Hedgexlu
Millard 1995, Nielsen-Marsh und Hedges 2000a, Reiche et al. 200B)leidung wirkt unmittelbar
nach dem Tod bschleunigend auf den Dkompositionsprozess, da sie das Auskiihlen des Kérpers
(Algor mottis) verlangsamt und so zu einem rascherekinsetzen derFaulnisphase fiihrt (Campe
basso et al. 2001). Im spéateren Verlauf der Degradation \&igert die B&kleidung die Dekompo-
sition jedoch. Neben der mechanischen Abschirmung vor der Euir kung von Meso und Mi-
kroorganismen aus dem Bestdatingsmilieu bedingen Kletdungsgegerstandedie Rickhaltung von
Feuchtigkeit am Korper, was die Bildung von degrdationsresistentem Fettwachs begilinstigt
(Mant 1987). Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Art der Bestattung. In Sagenbestattete Leich
name zeigen einen anderen initialen Deompositionsverlauf als sothe, die ohne Sarg direkt in der
Erde begraben wurden. Die langere Verfimarkeit von Sauestoff und damit eine vetangerte Pha
se der aeroben bateriellen Degradation sowie die besere Drainage von Fliissikeiten beschlew
nigen die Diageese von Sarfgestattungen im Vegleich zu reinen Ergyrabern (Dent 2004).Voll-
kommen anders verlauft dagegen die Deomposition von Kadavern, die keiner Bestattung zue-
fuhrt werden, sondern an der Eraberflaiche vembleiben (siehe 1.3.3.2)Die Ungebungstempera-
000 EOO AET xAEOAOAO 3AEI I OOCAIT A1 AT AT O Rdg@) $EACA]
laufen chemische und auch biogische Prozesse batiner Erh6hung der Tenperatur um 10°C mit
der doppelten Gechwindigkeit ab. Dies gilt auch fur die Aktivitat von BakterienCarter und Tib-
bett 2006). Folglich ist die D&ompositionsrate bei kiihlen Ungebungstemperaturen, wie sie bet
spielsweise in Erdgrabern vorherrschen, velangsamt. Rodriguez und Bass (1985) étannten
einen Zuisammenhang zwischen @r Tiefe der Bestattung und der Dekoositionsgeschwindig-
keit (Mant 1987, Jarvis 1997). Doch aucklhlere Klimazonen sind nicht autanatisch ein Garant
fur einen dauerhatften Erhalt von Knachemmaterial. Alternierende Zyklen von Feuctigkeitsein-
trag und Audrocknung fihren in Kombination mit bakterieller Aktivitat sehr schnell zu einer volk-
standigen Zerstorung vonSkelettresten (Jackes et al. 2001 denn die Hydrologie des Bdens ist
ein weiterer entscheidender Faktor, wether sich massiv auf die Diagenese der @ebe tater
Korper auswirkt ( Gill-King 1997, Mann et al. 1990, Vass et al. 1992; fur mehr Detaishe 1.3.3.1).
Von Bedeutung ist auch die Konzeration im Boden vortkommender organischer Vebindungen,

8 Kachexie (griech. kakos = schlecht, hexis = Zustand) bezeichnet eine krankhafte lear\bmagerung als Folge
chronischer Krankheiten, Untererndhrung oder Resorptionsstérungen degerdauungstraktes (Kasper und Burghardt
20009).
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die unter dem Oberbegriff der Huninstoffe zusammengefasst werden. Huminstoffe sind ein
dunkel gearbtes, hochmolekulares und uneiheitliches Stoffjemisch aus den Abbaprodukten
abgestorbener organischer Substanz und bestehen zum Gl aus aromatischen bzw. atiykli-
schen Ringrerbindungen, kénnen aber auch aus Caonyl- und Carboxylgruppen sowieAlkyl-
ketten aufgebaut sein (Sutton und Sposito 2005). Huinstoffe, die entweder aus dem Bodeani-
lieu oder aus derin situ Humidifizierung organischer Bestandteile des Knchens stammen (Cdins
et al. 1992), kdnnen bereits nach sehr kwen Liegezeiten in dagknochengewebe eirdringen und
dort Gber Maillard-Reaktionen schwer 16$ che kolloidale Mdanoidin -Verbindungen mit den Kot
lagermolekulen eingehen Collins et al. 1992 van Klinken und Hedges 1995). Auf diese Wss
impragnierte Proteinkomplexe sind effektiv savohl vor chemischer als auch baterieller Degra-
dation geschutzt, da die so estandenen Koloide schwer l8slich und aus Griinden der steschen
Hinderung kaum zugéanglich fur bakterielle Kdagenasen sind (van Klinken und Eldges 1995,
Zhang et al. 2000). Prblematisch dabei ist, dass Hminstoffe aufgrund ihrer inhomogenen Zu
sammensetzung dadurch einen unkalkulierbaren Arteil an Fremdstickstoff, -kohlenstoff und auch
-schwefel mit unbekannter isotopischer Zusammensetzung in den Knohen einbringenkénnen
(van Klinken und Hedges 1995).

1.3.3.1Dekomposition bei Erdbestattung

Es gilt inzwischen als allgemein akzeptiert, dass nicht primar die Liegezeit der achlaggebende
Faktor fiir das Dekomposiionsverhalten von Skelettmaterial ist, sondern vielmehr, in Kotina-
tion mit den oben genannten Faktoren, insbesondere das ®attungsmilieu die entschedende
Grundlage fir die Erhaltung oder vollstdndige Degradation toter Korper bildet. Oeei konnen gra
vierende Unterschiede in der Bodenbeschaffenheit wie denjeeiligen Zusammensetzung des Sub
strats, der Textur, Struktur und den daraus restierenden hydrologischen Eigenschaften des Bo
dens auch sehr kleinrdumig auftreten und inndnalb eines Gréderfeldes stark variieren, wesalb
der Erhaltungszustand der auf ein und demselben Friedhof betatteten Individuen sehr urnter-
schiedlich ausfallen kann.

Generell ist zu bemerken, dass sich das Substrat auf stark frequentierteriedhéfen von dem spe
radisch genutzter Bestattungsplatze oder einzelner Graber prinzipiell durch eine hdhere Bikti -
vitat unterscheidet, da sich mit der Zeit dort die Bodenbakterien anreichern und somit zu einer
héheren mikrobiellen Grundlast im Seliment fihren (Janaway 1996). ToteKorper schafen zu
nachst durch ihre initiale Dekomposition unabhangig von der Boddreschafferheit selbst ein at
kalisches Umgebungsmilieu, da durch die friihe aerobe Zersetzung des Wejetvebes grol3e
Mengen Ammoriak freigesetzt werden (Carter et al. 2007, Hopkins et al. 2000, Rodriguernd
Bass 1985). Mit zunehmender Aktivitat anaerober Mikroorganismen sinkt der piVert drastisch
ab, da durch den Abbau von Proteinen im Zuge der Faulnisganische Sauren wie Prpionsdure
und Milchsdure sowie diverse gasférmige Substanzen (Thiole, Mercaptane, Schwefelwasserstoff)
entstehen, welche zur Ansduerung des Milieus im Beich der Bestattungfuhren (Child 1995b,
Dent 2004, GillKing 1997, Towne 2000). DichteBoden mit hohem Tonanteil verhindern ein
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schneles Ausickern der sauren Dekompositionprodukte, welche somit langer auf die Knochen
einwirken und diese korrodieren kénnen. Zaem férdern undurchléassige Béden durch die ban-
derte Fluktuation von Feuchtigkeit die Bildung von Fettwachs. Grobkérniger, sandiger Boden mit
niedrigem Feuchtigkeitsgehalt und fehlender Wasserfluktuationdagegen bewirkt die Audrock-
nung desGewebes (Fedler und Graw 2003,Santasiero et al. 2000), was siclpositiv auf die Er-
haltung von Knochen auswirkt, da auf diese Weise die fhitat von Bakterien reduziert und hy-
drolytische Enzyme inhibiert werden Skujins und McLaren 1967. AuRerst nachteilig fir die Kon
servierung von Knochen ist jedoch, wenn satiger, durchlassiger Bodenstarke hydrologische
Schwarkungenaufweist, denn so kann ein ugehinderter Transport von Wasser und Gasen statt
finden, was den Knochen einerseits sehr schnell dasgt und andererseits den Eintrag von
Fremdsubstanzen in das Geebe bewirkt (Collins et al. 1995,Janaway 1996 Reiche et al. 2008
Besonders negativ wirkt sich ein sich zyklisch abwechselndes Befeuchten und Dehydrieren des
Bodens aus. Trocknet das Sément um die Bestattung aus, wird den Knochen mit €a und PQ3-
-lonen gesattigtes Waser entlang des osmotischen Gradienten entzogen. Durch schwere Regen
falle oder arsteigendes Grunavasser saugt sich das Gewebe wieder mit Wasser voll, das
wiederum in Bezug auf Car- und PQ3--lonen abgereichertist (Hedges urd Millard 1995). Durch
diesen Kreidauf verliert ein Knochen nach und nach immer mehr lonen, die Porositat nimmt zu,
und somit wird die positive Rickopplung des Systems weitepotenziert (Turner-Walker 2008).
Nielsen-Marsh et al.(2007) fassenin ihrer Studie die Bodentypen, welche sich negativ auf den
Knochenerhalt auswirken, der medizinischen Nomenklatur folgend unter dem Begrilfenigne Se
dimentezusammen Positiv fir eine dauerhafte Konservierung von Skelettresten sind neutrale bis
leicht alkalische, nicht zu durchlassige Boden mikonstantem Wasserhaushalt (Jackes et al. 2001).

1.3.3.2 Dekomposition von oberflachlich deponierten Kadavern

Die Dekomposition toter Kérper, welche an der Erdoberflache verbleiben und nicht bestattet wer
den,unterscheidet sich in zahlreichen Punkten von dem Diageneseverlauf beerdigterdiniduen

(Trueman und Martill 2002). Aufgrund der besonderen Relevanz dieser Tatsache in Hilick auf

forensische Falle wurde und wird die Dekomposition ohne Bestattuniptensiv erforscht, wobei

besonders die an der im Jahr 1971 von William M. Bass in Tennessee, USE,Qé¢ T AAOAT n" 1 A
& A Ovididchgefiihrten Studien an den Leichen menschlicher Kérpsperder wichtige Erkennt-

nisse hinsichtlich der auf dieDegradation von Kadavern eiwir kenden Faktoren gewonnen wes

den konnten Bass 1997.

Generell verlauft die Dekomposition beerdigter Kérper wesentlich langsamer als an derdober-

flache (Rodriguez 1997).Die in der Rechtsmedizin seit der Mitte des 1Qahrhunderts als grde

Richt ET EA AT CAxAT AOA #AODPAOBOAEA 2ACAT AAOACOh AAC
che eine Woche an der Erdoberflache lag, dem Zustand nach zwei Wochen im Wasser und acht

Wochen in einem Erdgrab entspricht (B. Ahneet al. 2011). DiesetUmstand ist auf verschiedene
Schlisselaktoren zurtickzufihren:

9 University of Tennessee Anthropological Research Facility
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Bestattungen in der Erde sind vor der Sonneneinstrahlung geschiitzt, was in tieferen Dufch
schnittstemperaturen als an der Oberflache resultiert. Nach den Gesetzen denermodynamik
verlaufen mikrobielle Aktivitdten somit unter der Erde wesentlich langamer. Hinzu kommt, dass
im Begrabnismilieu bereits nach sehr kurzer Zeit anaerobe Viéltnisse entstehen, wahend der
Grof¥eil der oberflachlichen Dekompositian aerobabléauft (Dent 2004, Forbes 2008)Bakterielle
Abbauprozesse unter Beteiligung von Saustoff wirken schneller und effekiver als anaerobeDe-
gradationsmechanismen Child 1995b).
Die fortgeschrittene Verwesung, welche sich an die Faulnis anschlie3t, setzt bei einer Soen
temperatur von 20°C durchschnittlich nach etwa 20 Tagen eirin kiihleren Regionendagegen,
wenn die Umgebungstemperatur lediglich 2°C betragt, dauert es etwa 200 Tage, bis das Stadium
der fortgeschrittenen Verwesung erreicht wird (Carter und Tibbett 2008). ben der Tenperatur
spielen noch weitere Faktoren eine entscheidende Rolle bei der schieeen Dekomposition von
oberflachlich deponierten Kadavern. So

Frisch ist bei beerdigten Leichen die Bsied-
Aufgebliht

0 “\T-H lung mit Insekten und die Aktivitét von
\\ Aadressern nur von untergeordneter
207 Aktive \\\ Bedeutung, wahrend haupsécHich In-
Verwesung \\\ sektenfralR maRgebich fir den rapiden
0 \“\\ Masseverlust von frei zugandichen Kor-
R N pern verantwortlich ist (Rodriguez

60 = .“""-n . . .
1997, Turner und Wiltshire 1999; siehe
50 Fortgeschrittene Abb. 1.12). Fliegen kénnen innerhalb

. Verwesung .

Skelettierung von Séunden nach demTod den Kala-
100 | | | | | ver erreichen und ihre Eer ablegen
0 e 10 18 20 2 (Mann et al. 1990),wobei Schmeisflie-

Zeit [Tage] gen (Calliphoridae) und FleiscHliegen

Abb. 1.12 SigmoidalerDekompositionsverlauf bei oberflachlich (Sarcophagidae)  die  dominierenden

deponierten Kadavern (durchgezogene Linie). Beeits wenige Ta Vertreter der ersten, frihen Stufen der
ge nach dem Tod, bsonders wahrend der aktiven Verwesung, ist . .
der Masseverlust des Korpers maximal (der Beginn der fortge ~Kadaverdekomposition sind (Carter und

schrittenen Verwesung ist durch die Alvanderung der Maden ge ; ; ; ;
kennzeichnet). Die gestrichelte Linie zeigt vagleichend den Mas Tibbett 2008). Dabei poduziert die

severlust bei beerdigten Kadavern (nachCarter und Tibbett Dichte der auftretenden Malenpopula-
2008). tion enorme Wéarme, was wiedeum die
Aktivitat von Mikroorganismen beschleuwnigt (Fiderer 2011, Hakell et al. 1997).

Der Einfluss nekrophager Saugetiere und Vogel kann ebenfalls einen erheblichen Einfluss auf die
Dekompositionsrate nicht beerdigter sterblicher Uberreste haben. So kénnen Aasfresser einen
Kadaver von der GroResines Menschen in terrestrischen Okosystemen zu 38 % konsumieren
(DeVault et al. 2003)bei geringer mikrobieller Aktivitdt und begrenztem Insekterbefall, wie es
beispielsweise im Winter der Fall ist, auch zu anndhernd 100 (Carter et al. 2007. Dabei ist nicht

nur das Weichgewebe von Tierfral? betroffen, auch die Knochen werden als Egier und Minera-

lienlieferant genutzt. So zeigen exponierte Knochen haufig Fral3spuren von Ratten und anderen
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Nagern (Klippel und Synstelien 2007).Die zurtickbleibenden Skéettreste sind im weiteren Ver
lauf der Dekomposition nicht nur dem Abbau durch Bakterien und Rik, sondern auch uge-
schitzt der Witterung und damit der Vewitterung ausgesetzt(Betrensmeyer 1978).

Die Geschwindigkeit der Verwitteung hangt dabei wiederum von der Umgebungemperatur,
dem Feuchtigkeitsregime, der Intensitat der UNEinstrahlung sowie der Bodetbeschafenheit ab
(Behrensmeyer 1978,Ross und Cunningham 201ITrueman et al. 2004, Tuross et al. 1989. Ne-
ben derraschen Auslaugung von Kollagen aufgrund von sichwabchselnden Audrocknungs- und
Befeuchtungszyklen kann sich auch innerhalb kurzer Zeit nach dem Tod eine Reiauthigener
Minerale in an der Erdoberflache expoierten Knochenbilden (Barker etal. 1997).

1.4 Informationspotenzial von Knochengewebe

Unabhangig von der mikrostrukturellen Organisationsform des Gewebes stellt Knochen einen
wichtigen Informationstrager dar, anhand dessen nicht nur makround mikromorphologisch
Merkmale desiIndividuums wie Koérperhdhe, Geschlecht, Sterbealter oder diverse, sich am Kno
chen manifestierende Pathologien und Traumata rekonstruiert werdetkénnen (z.B. Ortner und
Putschar 1981, Robling und Stout 2000, Uberdit bei Herrmann et al. 1990)Auch auf mdekula-
rer Ebene ist das zusatzlich verwertbare Informationspotenzial enorm.

So birgt unter anderem die

iSOtOpiSChe Analyse der Ele Klima Kérpertemperatur Nahrung
mente aus der organischen und 5"%0r0) [6'%0cey (€190 0uee] BEC| Nahrung
N /" _—"Nahrung  Datierung Migration

W

anorganischen  Knahenfrak- PO,
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R Cda_ 613C| [55N llitc ‘ [5%s |
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tion ein hohesPotenzial an viel

= \
sl . . Ca;g(POy)g (OH), + Kollagen
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sichtlich der Daierung des un 5¥cal Nd| [ ] [U -y
tersuchten Fundes, der gegra- Biomineralisation ~ 20T/ 24y

- - Nahrung [143Ng/ 14Ng | Datierung
phischen Hekunft des Indivi- Taphonomie  Migration

Diagenese

duums, desen Emnahrungsge- ) ~
. Abb. 1.13Ubersicht Uber die veschiedenen Istopensysteme der beiden
wohnheiten und Warderbewe- 5y ptkomponenten des Knahens und derenAussagepotenzial (nach Tiit-

unoen savie den zu Lelzeiten ken 2010). In der valiegenden Arbeit wurden die stabilen Isotope von Cund
gunhge N aus Kollagen, C und O aus dem strukturellen Karbonat sowie O aus de¢
des Individuums vorherrschen-  Phosphat auf posmortale Veranderungen untesucht.

den klimatischen Balingungen.

Abb.1.13 stellt eine Ubersicht iiber die veschiedenen in Knahengewebe vorkommenden Isdo-

pensysgeme und deren prakische Amwendbarkeit fir die Rekonstruktion der Lebensumstande

des untersuchten Individuums dar.

Da die chemische Reaktivitat eines Atoms von desn Elekronenhille bestimmt wird, verhalten

sich die Isotope eines Elements aus chescher Sicht, bespielsweise in Hinblick auf die Anzahl
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der mdglichen Bindungen, qualitativ ahnlichJedoch unterscheiden sich Isotope auf phgikali-
scher Ebene quantiativ, da die Schwingungsnergie des Atomkerns und damit die Reaktionsrate
und Bindungsstarke von der Atonmasse abhéngt (BerDavid und Flaherty 2012, Fry 2006, Sulz
man 2007). Hierbei sind die grof3ten Unerschiede in den leichten Elementen zu fiden, da bei
diesen die prozentuale Masseiinderung zwischen den Istopen am gré3tenist (Sulzman 2007).
Weicht die Anzahl von Neutronen und Prmnen im Verhaltnis nicht wesentlich voneinander ab
i S phvuQh sgdeieddenAsiofe eAdrgbtischeher stebil, d.h. sie zerfallen nicht. Andern
falls kommt es zum radioaktiven Zefall, bis ein stabiler Zwstand erreicht wird.

Auf der Erde kommen in etwa 300 stabile und mehr als 1200 radioaktive Ismpe vor, wobei le
diglich 21 Elemente nur ein eirziges Isotopbesitzen (Hoefs 2009). Pinzipiell sind die schwereren
Isotope eines Elements in 6kimgischen bzw. biologischen Systemen seltener amtreffen als die
leichten (Ben-David und Flaherty 2012, Fry 2006; sieh&Jbersicht in Tabelle 1.1)Dies istunter
anderem darauf zurlickzufihren, dass kinetische Reaktionen mit leichten Isopen schneller ab
laufen als mit dem schween Aquivalent und daher in enzymatisch katalysierten Prozessen meist
das leichtere Isatop bevorzugt wird (z.B. Abelson und Hoering 1961). Daflr sind Bolungen mit
schwereren Isdopen stabiler (BenDavid und Flaherty 2012), waseine entscheidende Rolle bei
Verdunstungs- oder Sekretiongrozessen spielt.
Diese Auftrennung nach Isotopengewicht an Tabelle 1.1Anteil der jeweiligen stabilen Isotope von
hand kinetischer und thermodynamischer Pre  Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff an der Gesamt
. . . kérpermasse eines 50 kg schweren Menschemie
zesse wird als Fraktimierung bezeichnet (z.B. leichten Isotope sind deutlich h&aufiger vertreten (Alga
Pollard und Wilson 2001, Sulzman 2007). Ie-  ben ausWada and Hattori 1990, in Fry 2006).

benden Systemen wird diese Fraktionierung

durch das Zusammenspiel vom Bedarf und der Element Isotop  Gewicht [kg]/50kg
Verfugbarkeit des aufgenommenen Substrats Korpermasse
reguliert. Ist die Verfugbarkeit eingeschrankt ~ Kohlenstoff  12C 11,4
und der Bedarf hoch, wird kaum gegen da =C 0.137
S Stickstoff 19N 1,3
schwere Isotop diskriminiert und das aufge- ICKST0
. . . . 15N 0,0051
baute Gevebe reflektiert dann in seiner isdo-
Sauerstoff 160 30,4

pischen Zusammensetzung direkt die des ken 150 0.0686

sumierten Sutstrats. Herrscht jedoch ein Uber
angebot, wird starker gegen das schwere Iso
top diskriminiert (Montoya 2007).

Da der absolute Massenunterschied bei den Isotopen leichter Elemente nur sehr gering unanita

schwer detektierbar ist, werden schweres und leichtes Isotop im Verhéltnis zueinander ges

sen, auf einen international anerkannten StandaA AAUT CAT O1 A gedebed @dch ET 1 A
McKinney et al. 1950):

Reve” Rsanss 51000 : R - Schweres Isotop
P siancera leichtes Isotop

-] schweres Isotop—
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Details zu den in dieser Arbeit verwendeten Standards finden siamter 3.5.2und 3.8. Je hdher

AARO 1 OAEI AT OAExAOAI )O1 O0i® ET AETAO 00f AA EOOQ

Wert.

1.4.1 Isotopenanalyse der organischen Knochenkomponente

Die fur den Aufbau des Knochenkollagens verwendeten essentielléminosauren (siehe 1.21.1)
werdenaus der EiweiRkomponente der Nahrung rekrutiert und bilden somit in der Regel die iso
topische Zusammensetzung des aufgenommendproteins ab (Hare et al. 1991, DeNiro und
Epstein 1978). Dabei stammt der Stickstoff hauptsachlich ausetischen Nahungsquellen, wah
rend der Kohlenstoff aus pflanzlichem Protein bezogewird (Katzenberg 2000).$ E A3G\\erte
des Knochenkollagens sind damit ein Marker fiir den Anteil an €8nd C4Pflanzen an der Ge
samternahrung, da diese aufgrund vershiedener Photsynthesemechaniganen unterschiedlich
stark gegen schweren Kohlenstoff diskrirmieren0 (vgl. Abb.1.14). Die pflandiche Isatopensig-

natur wird schlieBlich mit einem Fraktionierungs®AE QT O O1 1 AOxA Cuv p- ET AAC

sumenten verstoffwechselt, welches folglich istopisch die Art der augenommenen pflanzlichen
Nahrung widerspiegelt (Hoefs 2009, Marshall et al. 2007).

Luft CO, I

ca-panzen | |

Abb. 1.14Verteilungsbereich der
118GWerte fir C3 und C4Pflan-
zen im Vergleich zu Lufkohlen-
stoff (Angaben aus Arbrose  C4-Pflanzen -
1993, Cerling et al. 1997, Dawson
et al. 2002, Marshall et al. 2007,
/8, AAOU pwypypQqs

$A0 ET OAETAI ) O1 O AT OAOER =0T EO nA @@C AAIT GRG0
stofffixierende Pflanzen in die Nahrugskette. Da Stickstoff ein wichtiger molekularer Bastoff ist,

fir welchen in der belebten Umwelt ein hoher Bedarf besteht, wird der gesamte zur Verfigung
stehende Pool ohne nennenswerte Fraktionierung genutzDennoch findet von einer Trghie-

stufe zur n&chst hoheren eine Anreicherung des schweren StistoffslsNumetwa3@ p OOAOOh

10 Das von C3Pflanzen fiir die Photosynthese als priméaneCQ-Akzeptor genutzte EnzymRibulose-1,5-bisphosphat
Carboxylase/kygenase(Rubisco) diskriminiert stark gegen 13C, was zu einer Abreicherung der Gewebe an schrem
Isotop fuhrt. C4Pflanzen dagegen fixieren den Luftkohlenstoff nach einem anderem Prinzipnd das hier als Akzeptor
dienende Enzym Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEP) ist weit weniger selektiv geg&C, weshalb die Gewebe
AAOOI E A ECEMeEde fa@wleisen. Die in Mitteleuropa urspriinglich heimische Flora z&hlt zu den GHlanzen,
wahrend wichtige Vertreter der Su3graser wie Mais und Hirse den CBflanzen angehdren.
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das leiche Isotop beiExkretionsprozessen bevorzugt ausgeschieden wird (Ambrose 1993, tee-
son und Fry 1987). Somitlasse©@ EAE AT ENIWerts Mditivorg, Ominivore sowie primar
und sekundar Carnivore unterscheiden,da jener mit jeder Trgphiestufe hohere Werte annimmt
(Hedges und Reward 2007, Minagawa und Wada 1984). dechx A E O A1 15R-Wé&td nicht
zwangdaufig auf prateinreiche Nahrunghin, denn auch bei Mangelernahrung und Staffechsel
krankheiten kommt es durch die katabole Vestoffwechselung kérpereigener Prdeine zu einer
Anreicherung des schween Stickstoffisotops in den Gewebg, was zu einer Erhéhung der Isotopie
um bis zu einer Trophiestufe fihren kannHobson et al. 1993, Katzelmerg und Lovell 1999, Neu
berger et al. 2013, Mekota et al. 2006). Audbei Kleinkindern, die gestillt werden bzw. wurden,
zeigen die Korpegewebe einschlieRlich des Knochenkollagensinen sigifikant erhohO A TisN-
Wert, da das in deMutter milch laktierender Saugetiereenthaltene Milchproteinin Bezug auf das
schwere Isdop angereichert ist (Steele und Daniel 1978)Somit lassen sich mithilfe der Analyse
stabiler Isotope Silldauer und Enwohnungsalter historischer Populationen bestimmen (z.B.
Bourbou et al. 2013, Herring et al. 1998, Jay et al. 2008, Richards et al. 2002, Schurr 1998).

1.4.2 Isotopenanalyse des Knochenminerals

Nicht nur die Proteinkomponente desknochens eignet sich fiir isotopische Analysen zur Ent
schliisselung von gespeicherten Lebenslaufparametern des Individuums. Die mindsghe Marix
rickt besonders dann ersatzweise oder erganzend in den Fokus, wenn lagen nicht mehr in
ausreichender Qualitat vorliegtoder garnicht mehr zur Verfigung steht, wie es meist bei Fossilien
der Fall ist (Lee-Thorp und Sponheimer 2003)Denn auch aus der struturellen Carbonatfraktion
des Bioapatits lassen sich Ernahrunggwohnheiten rekonstruieren. &doch spigyelt hier der aus
dem im Blut geldsten Bicarbonat eingeaute KoHenstoff aufgrund anderer Stoffvechselmecha
nismen nicht nur die Signatur des Natungsproteins wider, sondern stammt aus dén als
Energietrager aufgenommena Nalrungsbestandteilen, also Kohlenhydraten und Fetten, aber
auch Proteinen, welche nicht fir dieProteinsynthese des Individuums verwendet werden (Am
brose und Norr 1993, Froehle et al. 2010, Holand et al. 2003, Kellner und Schoeninger 2007,
Loftus und Sealy 2012, Warinner und Tuross 20098 EAO &£ EOO AAUOh ®BRAOO UxA
Werte ebenso zwischen herbiund carnivoren Organismen unterschieden werden kann, jedoch
weisen die Frakionierungsfaktoren im Vergleich zum Kohlenstoff aus da Kollagen Unterschiede
auf. Nach LeeThorp et al. (1989) sindA E A&CGWerte aus dem @rbonat im Vergleich zu denen
des Kollagens fur Hertdi OA Oi AA8 x ph £ O /11 EQbreukhcdHE AOxA
b ATl CA OMDE Bitefexéng&wischen den fophiestufen sind durch die unterschiediche Iso-
topie der jeweils konsumierten Gewebe erklarbar. So nehmen Carnivore mit ihrer Nahrung einen
signifikanten Anteil an Fettgewebe auf, welches in Bezug auf das schwere Kohlenstoffisotop ab
gereichert und damit isotopisch leichter als andere Kdrperoder Pflanzengewebe ist (DeNiro und
Epstein 1977, Tieszen und Fagre 1993, Winkler und Schmidt 198@omit konnen durch einen

6 AOCIT A ErCEiagek 11 A3Gmona diejenigen Nahrungsquellen idenifiziert wer den, wekhe
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in der Gesamterndhrung Uber oder unterrepréasentiert sind, was besonders den Ateil kon-
sumierter Fette betrifft (Harrison und Katzenberg 2003, Loftus und Sealy 2012).

Kohlenstoff ist nicht das einzige in der mineralischen Matrix vorkommende Element, welches
vivo erworbene Informationen tber das Individuum enthalt.

Eine weitere wichtige Informationsquelle stellt das Verhaltnis der stabilen Sauerstoffisotop&O
und 160t dar, welches savohl aus der strukturellen Carbonatfraktion als auch aus den Phphat-
gruppen des Bi@paits gewonnen werden kann, da die Bausteine fiir beide Komponenten aus
dem Blut rekrutiert und fiir sie somitlil AAO E T O ORG-Wehepdstulier werden (Bryant
et al. 1996 lacumin et al. 1996 Kirsanow und Tuross 2011).

Dabei sind etwa 8592 % des Geamtsauerstoffs im Knochen im Phgshat und ca. 5 % im struku-
rellen Carbonatgebunden (Kohn und Cerling 2002, Tutken 2010)Da bei homoiothermen Tieren
wie dem Menschen wéakend der Bildung der kérpereigenen Harggewebe immer dieselbe Korper
kerntemperatur herrscht, ist auch der Fraktionierungsfaktor der Saerstoffisotope zwischen Kok
perwasser und Kérpergewebekonstant (Bryant et al. 1996 Lorginelli 1984, Luz und Kolodny
1985). Aus diesem Grund kann vom Saustoffisotopenverhéltnis des Carbonats und Phgshats
im Knochen auf die isotopische Zusammensetzung des K@rwassers und damit auf die des auf
genommenen Trinkwassers bzw. meteorischen Wasse¥sgeschlosen werden, da die meien
groReren, obligat trinkenden Saugetiere den in das Kibhemmineral eingebauten Sawrstoff
hauptsachlich aus dem Trinkwassesowie der Nahrungsfeuchteébeziehen (Bocherens et al. 1996,
$6! 1T CAT A néli1890,,Dhukk & Bl. 2008Kohn et al. 1996, Luz und Kolodny 1985)Auf-
grund der hohen physiologischen und metabolischen Variabilitdt der vechiedenen Tierarten
sind die Frakionierungsfaktoren zwischen adfgenommenem Wasser, Korpavasser und Kno-
chengewebe taxonspezifisch und mussen jeweils mit Kalibrationsgeraden vglichen werden
(Bryant und Froelich 1995, Kohn et al. 1996, Longinelli 1984, Sealy 2001, Sponheimer und-Lee
Thorp 1999)." AT AOAT I E GaO-WErdAs CArBonatsAitl Phosphats aus dem Kateen
gegenuber dem des Kdrperwassers erhoht, sprich das Gewebe ist mit schwerem &atoff ange-
reichert (Luz et al. 1990, White et al. 1998)Diese Grundlagen bilden das Gigst fir die Re&kon-
struktion der klimatischen Bedingungen vegangener Zeiten, da die igopische Signatur des ver
stoffwechselten Trinkwassers, welche sich in den Hartgeweben der Kemmenten widerspiegelt,
von der Entfernung zum Ozean, der orographitien Hohe, der gegraphischen Breite sowie der
Art und Menge des Niedeschlags abhang(zur Ubersicht siehe Abb 1.15).

So ermdglicht die Andyse stabiler Sauerstofotope aus Skelettmaterial von Meschen und
Tieren die Ddektion und Rekonstruktion von Migrationsbewegungen und Hadel zwischen
klimatisch voneinander abwveichenden Regionen(Chenery et al. 2010, Dpras und Schwarcz
2001, Evans et al. 2006, Grimes et al. 2003).

11 Sauerstoff kommt auf der Erde in 3 stabilen Isotopen vdf0O,170 und180. Dal’0O jedoch mit nur 0,038 % einen sehr
geringen Anteil an der isotopischen Gesamtzusammensetzumgt (160 = 99,57 %, 180 = 0205; Hoefs 2009), vird es

in der Isotopenanalyse nicht berticksichtigt.

12 Atmosphérisches Wasser, welches als Niederschlag auf die Erde niedergegangen ist, wird als meteorisches Wasser
bezeichnet und umfasst daher Flisse, SeendiSchmelzwasser.
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Zunehmende Abreicherung von 180
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Abb. 1.15Darstellung des Prinzips der RayleighFraktionierung und deren Einfluss auf die lokale Sauerstoffisotopie des
konsumierten Trinkwassers durch fortlaufende Destillation und! AOACT 61 C j' A0 pwwoh 3IBEE
Wert der Ozeane ist fir biologische Zeitraume als konstant zu betractite 0T A 1 EACO AAE AOxA
thermodynamischen Griinden verdampft H60 bereitwilliger als H180, weshalb die WasserdampPhase gegenuber der
flissigen Phae isotopisch abgereichert ist. Durch die anschlieBende Abregnung des kondensiertérassers fallen

wiederum zuerst Wasermolekile, welche aus dem schweren Sauerstoffisotop aufgebaut sind, als meteorisches Was
zurtick auf die Erde, was zu einer zunehmenden Abreicherung des Wasserdampfs in der Atmosphé&re mit zunehmen
Entfernung von der Kiige fuhrt . Niederschlage, die als Schnee, Hagel oder aus stark konvektiven Systemen wie Ge'
terzellen fallen, weisen jeoch einen héheren Anteil isotopisch leichter Molekile auf, weshalb in Gebirgsregionen un

"1 AGOGAEAOT O Orhawertefatriitietfed dhd(Qabsiaand 1953, Gat 1996)Das von den Tieren konsumierte
Trinkwasser und damit auch deren Kérperwasser spiegelt damit die relative Entfernung zum Ozean, die klimatische
Bedingungen sowie die Hohenlage wider, in der sie sich zu Lebzeiten aufhielten.

1.5 Qualitatssicherung von Isotopenanalysen

Es ist fur archdometrische Analysen entscheidend, solche durch diagenetische Prozesseader
modifizierten Proben zu erkennen, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit von dein vivo erwor -
benen Isotopensignatur aberrante und somit verfalschte Daten liefern, was zu greerenden Feht
inter pretationen hinsichtlich der biologischen undkulturhistorischen Aussage fuihren konnte. Fir
die Re&konstruktion biologischer und umweltbezogener Informatiacnen missen die physikche-
mischen Egenschaten des Knochens wéahrend aller Diagenesestadiemnverfalscht erhalten
bleiben (Trueman 2013). Daher wird seit mehreren Jahrzehnten an der Erfarbung diageneti-
scher Veranderungen von Knochengewebe ureh der Erarbeitung verlasslicher Indkatoren ge-
arbeitet, welche das Aumald der chemischen Veranderungen der einzelnen Kgronenten des
Knochens chaakterisieren und somit dessen Brauchbarkeit fuir archametri sche Analysen anei-
gensollen. Knochen, deren Daten von den definierten Grenzwertenabichen, werden von der
weiteren Auswertung ausgyeschlossen. Obwohl es insbesondere fir die organische Khen
fraktion eine Reihe publizierter und auch routinemaRig vemwendeter Quditatskriterien gibt, ist
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deren Aussagegehalt und Nutzen fir die Aussortierung dianetisch verénderter Probenin der
Fachwelt teilweise stark umstritten (Harbeck und Griype 2009).

1.5.1 Marker fur die Integritdt des Kollagens

Schon lange wurdeversucht, den Erhaltungszustand bzw. die Aussicht auf eine erfolgreiche-Ex
trahierbarkeit des Knochenkollagens an makround mikroskopischen Merkmalen diayenetisch
veranderten Knochens festzumachen. So wurde in einigen Studien ein Zusaenhang avischen
der Mikroporositat des Gewebes und dem Erhaltungszustand der Bimolekile erkannt (Brock et
al. 2010, NielseaMarsh und Hedges 1999, TurneWalker et al. 2002), axdere Studien korrelieren
die histologische Integritat, also die Intensitat der bkteriellen Aktivitat, mit der Konservierung
von Kollagen (z.B. Hollund et al. 2013, Jans et al. 2002, Turi®falker et al. 2002, TurnerWalker
und Syversen2002). Jedoch bestétigen nicht alle Autoren einen bedingt aussagekraftigen Zu
sammenhang zwischen histdogischem Eschenungsbild und dem Erhaltungsgrad der Preein-
komponente desknochens (Hedges et al. 1995, Hoke et al. 2011, Pfeiffer und Varney 2000). Eine
etwas besere Korrelation zeigte sich in eigenen Stlien mit der Farbe des Knochens bei
Bestrahlungdes polierten Querschnitts mit UVLicht. Die fur frischen Knochen typische blauliche
Fluoreszenz kann demnach eher mit gutem Klalgererhalt in Verbindung gebracht werden,
wahrend das Aufreten einer geldichen/braunen Farbung eine diagenetische Kompromittierung
der Proteinkomponente andeutet (Hoke et al. 2011).

Unterschieden werden sollte generell nach einer quantifizierenden und qualifizierenden Betei-
lung der Kollagenintegritat, wenngleich einige Studierzu dem Schluss kommen, dass die Quan
titat des extrahierbaren Kollagens in Prozent relativ zum Gesamtgewicht des Keftens selbst auf
dessen Qualitat schlieBen lasst (z.BAmbrose 1990, 1993)Dabei sind die fesgjesetzten Grenz
werte, oberhalb derer da extrahierte Protein in ausreichend gutem Zstand fur weiterfihrende
Analysen sein soll, variabel und reichen von 0,5 %is 2,0 % (DeNiro und Weiner 1988, Dobber
stein et al. 2009, van Klinken 1999). Die im Kollagagespeicherten Irformationen sollen demnach
relativ unberthrt bleiben, bis ein kritischer Punkt der Danaturierung der Fibrillen und damit ein
zu grof3er Verlust an Molektlen erreicht ist{Koon et al. 2010).Dies ist jedoch umstritten. Wah
rend einige Studien erst bei extrem geringerextraktionsausbeuten von wenigen Geichtspro-
zent-Werten signifikante Anderungen in den ergprechenden Aminosaureprofilen feststellen
(Hare 1980, Masters 1987), seheandere beeits bei hdheren Gewichtsanteilen Modifikationen
(Harbeck und Grupe2009, Grupe und TurbanrJust 1998,Schoeninger et al. 1989Tuross 2003.

Es gibt jedoch noch weitere Charakteristika, welche die Kollagenkonservierung qualitativ wer-
ten, und diese ergeben sich direkt aus der chemischen Zusammensetzung des jegtids. Auf
grund des homogenen Aufbaus der Kollagentripeptide aus einer relativ kearvativen Anordnung
von Aminosauren sind auch die Gewichtsanteile der Hauptelemente der Amoisduren in etwa
konstant, woraus sich rechnerisch ein Anteil von % D 43 und % ND 15,5 ergibt. Aus diesen lasst
sich ein molarer C/N-Quotient von 3,21 ableiten(/Ambrose 1993, Reiche et al. 2003, Stafford et al.
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1988), welcher in zahlreichen Studien als gangigstendikator fir den Erhaltungszustand von
Kollagen verwendet wird. Jedoch ist auch die uwingeschrankte Verwendung der oben genannten
Parameter bei isolierter Betrachtung durchaus kritisch zu bewerten, denn nicht alle degradierten
bzw. kontaminierten Proben werden auf dise Weiseerfasst (DeNiro 198, DeNiro und Weiner
1988, Losch et al. 2006Nicholson 1998, Schoeninger et al. 1989). Die Versebung des molaren
C/N-Quotienten und der Gewichtanteile von KoHenstoff und Stickstoff durch den degradativen
(partiellen) Verlust von Bestandteilen des Polyeptids kann durch die Kontamination mit exge-
nen organischen Subtanzen, vomehmlich Huminstoffen (Brock et al. 2013) oder bakteriellen
Proteinen, potenziell in den Normbereich zuriick veischoben weden und so einen guten Kdé-
gererhalt vorspiegeln. Weiterhin sind die fur guten Kdbgenerhalt definierten Grenzwerte (siehe
Tabelle 1.2) strittig und eventuell zu eng gefasgiColtrain et al. 2004,Grupe et al. 2003). Taxon
bedingte Abweichungen sowie die physiologische Spartmeite oder die Auswirkung pathdogi-
scher Zustande auf den molaren C/MQuotienten sind bidang noch nicht systematisch erforscht.
Die augenscheinlichsicherste Methode, den Erhaltungszustand von Kaben zuverlassig dazu-
stellen, ist die Estellung eines Aminosaureprofils (Harbeck und Grupe 2009), da so direkt die
molekulare Komposition des Praeins offengelegtund Abweichungen von der Norm erkannt wer
den konnen.

Tabelle 1.2 zeigteine zusammenfassende Darstellung der beschriebenen Qualitatskriterien und
ihre in der Literatur festgelegten Grenzwerte fii ausreichend gut erhaltenesollagen.

Tabelle 1.2Zusammenfassung der gangigsten Qualitétskriterien zur Beurteilung des Erhaltungszustands von Khen
kollagen.

Kriterium Durchschnittswert fur Grenzwerte fUr ausreichend guten
frisches Kollagen Kollagenerhalt
) 3,21 (Aije et al. 1991, Ambrose 1990 2,8- 3,6 (Ambrose 1990, 1993, DeNiro
molarer C/N-Quotient .
1993) 1985, van Klinken 1999)
% C +43 (Ambrose 1990, 1993) 30z 45 (van Klinken 1999)
% N + 15 (Ambrose 1990, 1993) 11716 (van Klinken 1999)
. + 20 (Ambrose 1990, van Klinken > 0,5z 2 (Ambrose 1990, Dobbestein et al.
Gewichtsprozent Kollagen .
1999) 2009, van Klinken 1999)
mol% gly + 33 (Balzer et al1997) 31737 (Ambrose 1993)
mol% pro + 13 (Balzer et al.1997) 8 714 (Ambrose 1993)
mol% OHpro + 9 (Balzer et al.1997) 7 711 (Ambrose 1993)
gly/glu 3-5 (Taylor et al. 19891995) > 2,5 (Taylor et & 1989)
gly/asp 677 (Tuross et al. 1988)
asp/gly < 10 (Ambrose 1993)
OH-pro/asp > 1,5(Ambrose 1993)
Aminoséuregehalt [nmol/mg] 6000 (Tuross et al. 1988) > 250 (Ambrose 1993)

Neben den bechriebenen, bereits seit einigen Jahrzehnten fir die Beurteilung der
Kollagenqualitat in Hinblick auf archaametrische Analysen angewandten Merkmalen, hat in den
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letzten Jahren die Bdeutung spekrometrischer Verfahren auf diesem Gebiet starker zge-
nommen. Jdoch ist auch hier die Datebasis von Studien, welche sich auf diese Weise mit der
Untersuchung des Hnaltungszustands der organischen Knochenfraktion beschaftigemoch
relativ gering (z.B. Chdefaux et al. 2009, Lebon et al. 2011, Turnéalker und Syversen 2002).

1.5.2 Methoden zur Erkennung diagenetischer Veranderungen des Minerals

Trotz intensiver Forschungsbemuhungen und zahlreicher experimenteller Ansatze, die im Fol
genden teilweise dargestellt werden, gibt es bislang noch keinen zuréssigen Indikator fur die
Erhaltungsqualitdt desknochenminerals (Shin und Hedges 2012), was eine allesdane als ogi-
male Ausgangssituation fiir die Analyse der stabilen Isotope der mineralischen Fitidn des Ge
webes darstellt. Dabei stella Wright und Schwarcz (1996) inihrer Studie fest, dass auch in relativ
jungem archaologischem Material bereits eine gravierende Modifikation des Knochenminerals
stattfinden und aus diesem kein biogenes Isotopensignal mehrwennen werden kann. Amlerer-
seits lasst sich aber auch nicht folgern, dass Knochen mit langeren Liegigen zu stark diagene-
tisch madifiziert sind, um diein vivo erworbene Isatopenzusammensetzung des Gewebes kon-
struieren zukoénnen (LeeThorp und Sponheimer2003).

Das Hauptproblem bei der Untersuchung von Knochenmineral dirfte darin bestehen, dassske
meist mit einem hohen apparativen Aufwand verbunden ist und daher oft nur von spalisierten
Einrichtungen geleistet werden kann Kolodny et al. (1996) empferén, die Ausvahl von fur Iso-
topenanalysen an der mineralischen Knochenfraktion geeignete gnétori sche Proben von einem
Kriterienkatalog abhangig zu machen, welcher neben der Mieendung von Zahnschmelz anstelle
von Knocheneine genaue mkrostrukturelle Untersuchung der Probe, eine Argse hinsichtlich
eingewanderter Fremdionen sowie einen Vagleich zwischen dem Vendltnis der stabilen Sau
erstoffisotope aus Carbonat und Phosphat veieht. Da dies sowohl einen enanen maeriellen
als auch zeitlichen Aufwand bedeutet, ist dige Voigehensweise kaum geeiget fur die routineméa-
RBige Untersuchung groRRerer Probekollektive.

Der Vergleich der Daten der Analyse stabiler Sauerstoffisotope gewonnen aus der studellen
Caronat- und Phosphatfraktion wird als ein Verfahren diskutiert, das diagenetische Vande-
rungen des Knochenminerals anzeigen soll. Da sich sowohl das Sauersofbpenverhaltnis von
Caronat als auch das von Phosphat mit dem Korperwasser, ausndeler Sawerstoff rekrutiert
wird, im Gleichgewichtszustand befindet, wurde ein linearer Zsami AT EAT C #-V@erteA E A
der beiden Komponentenpostuliert (Longinelli 1984, lacumin et al. 1996, Zazzo et al. 208,
welcher beispielsweise durch die volacumin et al. (1996) formulierte Gleichung:

] lBODhosphatE mt h 68 Qoarndddt 7 8,5

ausgedrickt wurde. Abweichungen von der linearen Korrelation sollten die diagenetische \&ar
derung der Isotopenwerte einer oder beider Komponenten anzeigen. Jedo&bnnte in anderen
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Studien wiederum keine sinnvolle Aussagekraft des Vergleichs désotopenverhéltnisse von Gr-
bonat und Phosphat zur Detektion postmortaler Abbauprozesse fagestellt werden (Metcalfe et
al. 2009).

Ein weiterer haufig verwendeterAnsatz, der das Knochenmineral hinsichtlich diagenetischer Mo
difikationen charakterisieren soll, ist die Feststellung des Carbonatzu PhosphatVerhaltnisses
(C/P), welches mittels FTIRSpektroskopie bestimmtwird (z.B. LeeThorp und van der Merwe
1991, NielsenMarsh und Hedges 2008, Pucéat et al. 2004). Hierbewird die Intensitéat von Car-
bonat- und Phosphatbanden relativ zueinander verglichen und wiederum einer Wegspanne zu
geordnet, welche die Eignung der Probe fiir Isotopenanalysen an devineralischen Fraktion an
zeigen soll. Niedrige C/PWerte deuten dabei in der Regel auf einen dignesebedingten Verlust
von strukturellem Carbonat hin, wahrend hohe Werte fur die Ikorporierung von Carbonat aus
dem Bearabnismilieu durch lonensubstitution sprechen (Nielsen-Marsh und Hedges 2008).
Eberso kdnnte auch ein Verlust von Phgshationen stattgefunden haben. Jedoch sind auch die
Qualitaten des C/PVerhéltnisses als Digeneseindikator durch einige Probleme e&igeschrénkt.
Zum einen unterscheiden sich die in der Literatur angegebenen Grenzwerte flr guten Kinen-
erhalt, da sich verschiedene Sdien jeweils auf andere Berechnungsgrundlagen stutzen. §eben
Wright und Schwarcz (1996) sowie GarvieLok et al.(2004) einen Wert von etwa 0,23z 0,25 fur
iOAEAT +1 1T AEAT AT h xAl AEAT AEA ;Cétbhatdie béi AA O
1415 cm? zur Hauptphosb E A O A AJ) Beik1035 em? berechnen. NielseAMarsh und Hedges
(2000a) kommen mit derselben Berechnung auf einen Zielwert von 0,36, wahrend Patonai et al.
(2012) fur forensische Proben Werte zwischen 38 z 0,88 angeben. Le€Thorp und van der Mer
we (1991) korrel E A O A J-CarBdiakbange (1410 cnt) mit A A @-Phasphatbande bei ca. 61
cml und erhalten so fir die untersuchten frischen Knohen Werte zwischen 0,% 1,0. Pucéat et
al. (2004) verfolgen in ihrer Studie einen weiteren Berechnungsansatz, indem sie digénsitaten
beiAAG# AOAT T AOOAE x ET C Ol-Rhésphat€nwiAguneh BRdlided ung dann in
Rdation setzen. Die so erhaltenen Werte flir frische Knochen (Reptilien, Fische, 8d® reichen
von 0,507 0,92.Tabelle 1.3 fasstlle Berechnungsansatze und Gremerte in einer Ubersicht zu
sammen. Aufgrund dergrof3en Spanne der Werte flir modernes Kratnenmaterial wird vermutet,
dass es speziesabhangige, metabolische Variationen im aratgehalt von Knochen gebekdnn-
te (Wright und Schwarcz 1996).

Der gangigste, aber zugleich auch einer der umstrittenstenu@litatsindikatoren hinsichtlich der
Beurteilung diagenetischer Veranderungen des Knochenminerals, ist die Feststellung von des
Kristallinitat, ausgedrickt durch den urspriinglichvon Shemesh (1990) immineralogischen Kon
text eingefuhrten sogenamten Kristallinitatsindex (Cl), welcher als Maf3 fur die Krigallgrof3e der
im Knochen vorhandenen Phosphatphasen und deren Ordnungsgrad inteilb des Kristallgitters
gilt (Schiegl et al. 2003).
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Tabelle 1.3Zusammenfassung der in der Literatur verbreiteten Ansatze zur Berechnung des GY¥Rertes von Knahen-
mineral aus FTIRSpektren und Wertebereich frischer Knoche.

Berechnungsgrundlage FTIR - C/P-Werte Autoren
Spektrum frische
Knochen
1415 cnmr1/1035 cnrl 0,23-0,25 Wright und Schwarcz (1996), GarvieLok et al. (2004)
j #CQ2T uPQO3) 0,36 Nielsen-Marsh und Hedgeg2000a)
0,38-0,88 Patonai et al. (2012)

1410 cm1/610 cmt

j #CQ2T uPQO3)

(1460 cm + 1425cm-1)/

(605 cnrl + 568 cmrl) 0,50-0,92
f 5@Q2 D 38Q2( T4P@3> D 1RO3)]

0,90-1,00

Lee-Thorp und van der Merwe (1991)

Pucéat et al. (2004)

Am weitesten verbreitet ist dieBestimmung des Cl anhand von FTRBpekren nach der von Wei
ner und BarYosef (1990) etablierten Methode, welche die Krigallinitdt an der Intensitat der
PealaufsplitO O1 C sRHosphaschwingung bei 605 cmt bzw. 565 cmt festmacht (vgl. Abb
1.16). Es gibt jedoch auch andere Asétze, nach denen die Kristéhitat aus Rontgendiffrak to-
grammen und RamanrSpektren erechnetwird (z.B. Person et al. 1995, Pucéat et al. 2004).

565 cm!
(b)

0-363

2
b

@
@
@

0.067

-0032

Wellenzahlen

Abb. 1.16Gangige Berechnung des Kristallinitatsindexes
(Cl) nach Weiner und BatYosef (1990) anhandder Peak
aufsplittung der g4 Phosphatschwingungim FTIR-Spek
trum. Cl = (a+b)/c.

Die Analyse von Kristallinitats/er&nderungen
stiitzt sich auf die Annahme, dass sich die Kris
tallinitat des Knochermminerals nach dem Tod
des Individuums durch den Eirfluss exerner
Faktoren erhdht, da sich diein vivo thermo-
dynamisch metastabilen Knocherkristallite in
eine nach phywgikochemischen Gsichtspunk-
ten stabilere Form umwandeln (siehe auch
1.3.2).Ein Anstieg des CI soll dait unmittel-
bar das Ausmal’ digenetischer Ve&anderung-
en der mineralischen Knahenfraktion cha
rakterisieren. Dabei wird ein CI (FTIR) von 2,5
-2,9 fir unverdnderten Knochen postuliert
(Schiegl etal. 2003, Stiner et al. 1995, Weiner

et al. 1993), wahrend achadogisches Material Krigallinitdtswerte zwischen 2,8 3,9 annehmen
soll (Sillen und Pakington 1996, Smith et al. 2007). Extrem dgradierter oder verbrannter
Knochen mit hdhem Organisationsgrad weist Werte tber 4 auf (Smith et al. 2007), fodsierte
oder calcinierte Prdben zegen Wette bis 7 (Stiner et al. 1995, Weiner und BalYosef 1990). Es
gibt auch Versuche, den Krisllinitatsindex mit der Liegezeit zu korelieren und so faensisch

relevante Proben von &erem Material zuunterscheiden (Patonai et al. 2012). Jedodtdnnen sich

deutliche Verdnderungen am Mineral und damit auch der Kritallinitat bereits wenige Jahre nach

dem Tod manifestieren (Shinomiya et al. 1998,
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mit langeren Liegezeiten niedrige Kristallinitatswerte auftreten kdnnen, was in einer gjenen, an
neolithischem Maerial durchgefiihrten Vorstudie bestatigt wurde (Daten uweréffentlicht) 13,
FTIR-Analysen bieten noch weitere Anhaltspunkte, anhand derer die generelle Integritat des kno
chemminerals beurteilt werden kann. Enthalt eine Probe Spuren authigenen Calcits, erscheinen im
FTIR-Spektrum charakteristische Banden, welche id Kontamination anzeigen. Dabei wird die
Bande bei etwa 713 cnt ausschlieRlich Calcit zugeordnet, weitere Banden bei 1435 chund 866

- 875 cmiwerden sowohl durch strukturelles als auch diagenetisches Chonat erzeugt (Nielsen
Marsh und Hedges 2008, Metcalfe et al. 2009). Eimormalerweise nur in geologischem Hgro-
xylapétit auftretender Peak bei3564 cm, welcher einer OHSchwingung entspricht (Pasteris et
al. 2004, Rey et al. 1995), kann ein Hinweis auf Restal lisationsphanomenesein, wenn er in Kne
chen beobachtet wird (Metcalfe et al. 2009).

Weit weniger gangig im Vergleich zu FTHStudien ist die Beurteilung von RamatSpektren im
Hinblick auf die Beurteilung diagenetischeVeranderungen des Knochenminerals. Thomas et al.
(2007) definierten in ihrer Studie zusammenfassend @ie Reihe von Kriterien, wethe Mdlifika-
tiol AT AAO - ET AOAT O AT UAECAT O1T 11 AT 8-HaugplidBphdt-R ET O AT
bande, welche sich in unverédndertem Knochen in einem Berdicvon 962 - 964 cm! bewegen
sollte. Ist die Bande in hdhere Wellenlangenbereiche verschoben, wird eine Stitution von Ka-
tionen im Kristallgitter vermutet. Ist sie niedriger angesiedelt, wird von einer Aninensubstitu-
tion ausgegangen(vornehmlich durch F). Die Bandewerschiebung resultiert aus einer Korfor-
mations&nderung des Kristalls durch Verzerrungen, welche durch die Inkorporierung von Fremd
ionen entstehen. Ein weiterer Anhaltspunkt ist die HavertsbreiO A A-BaDptphosphatbande,
welche die Heterogenitat der P@--Dehnungsumgebung anzeigt. Bei unveranderten Knochen soll
te sie einen Wert von 15 17 cm! aufweisen. Die Pr&enz von authigenem Calcit kann tber eine
akzessorische Bande bei 1085 cthnachgewiesen werden, wahrend sich der Anteil von struku-
rellem Typ B Carbonat im Knochen durch das Verhéltnis der Banden bei 1073 -€nnd 963 cm?
berechnen lasst(Awonusi et al. 2007, Penel et al. 1998). Firische Knochen ergibt sich daraus
ein Wert von 17,7z 18,3%.

Lumineszierende Fremdionen (Seltenerdmetalle) lassen sich vermutlich nur mit langeren Aay
gungswellenlangen (Nd:YA@*-Laser) nachweisen.

Das generelle Problem bei der Definition solideQualitatskriterien ist die Inkonsistenz des Uter-
suchungsmaterials (verschiedene Spezies, unterschiedliche Skelettelemente) sowie der Meing
an einer breiten Vergleichsdatenbasis aus frischem Knochenmaterial, welches einesetéassige
Definition der physiologische Spannbreite der Werte zulassen wirde. Auch ist die Anzahl an-Stu
dien zu gering, welche systematische Untersuchungen an experimentellgtadiertem, frischem
Knochenmaterial durchfiihren und sowohl die organische als auch die arganische Knahenfrak-
tion analysieren. Hier setzt die vorliegende Arbeit an.

13 Alle der 9 untersuchten Proben der in Stidosfnatolien liegenden mesolithischen Fundkomplexe Gébeklund Gir
cutepe wiesen CiWerte zwischen 2,6 und 3,3 auf, jedoch teilweise stark erhéhte GARerte, was auf einen Nettge-
winn an Carbonat aus dem Bestattungsmilieu hindeutet.

14 Neodym+-dotierter Yttrium -Aluminium-GranatLaser, Anregungswellenlange ublicherweise 1064m (z.B. Halcrow
et al. 2014)
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2. Material

Um der Fragestellung deworliegenden Arbeit nach der Untersuchung diagenetischer Vande-
rungen und deren Auswirkung auf die Analyse stabiler Isotope von Knochengewebe niégst
umfassend gerecht zu werden, wurde der Fokus bei der Auswahl der Proben auf seliiedene
Aspekte gelegt. So wurden unterschiedliche Stichprobenkomplexe analysiert, die sich sowohl in
ihrer Liegezeit als auch den taphonomischen Rahmenbedingungen unsehieden, wobei das A
genmerk besonders auf der Charakterisierung diagenetischer Prozesse ierdfriihen Phase der
Knochendekomposition lag, also in der forensisch relevanten Zsjppame von wenigen Jahren bis
Jahrzehnten nach dem Tod des Individuums.

Hierflir wurden 50 Langknochenproben von einem rezenten Miinchner Friedhof untersucht, wel
chedurch kurze und exakt definierte Liegezeiten im Boden charakterisiert waren, und 35 endo-
logischen Skelettfunden aus unterschiedlichen zeitlichen Epochen gegenibergestellt. Alle Funde
stammen aus Deutschland und somit aus einer klimatisch gemagigté&egion, jeloch variiert die
Bodenbeschaffenheit von Fundort zu Fundort. Bodenproben standen alldgings zur genaueren
Analyse nur vom Westfriedhof Miinchen zuVerfligung (siehe 3.1). Esvurde Wert darauf gelegt,
aus Grunden der bessereNergleichbarkeit ausschlie3lich Langnochen zu analysieren, da ate-

re Knochen des Kérpers mit diinnerer Compacta, wie Rippen oder Finger, anderen diagenetischen
Mechanismen unterworfen seinkdnnten (1.3.3).Die Knochen wurden stets im oberen Drittelder
Diaphyse beprobt.

Da toter, taphonomischen Prozessen unterworfener Knochen in Bezug auf dem&ltungszustand
und insbesondere auf die isotopische Zusammensetzung des Gewebes nur @stus quozum
Zeitpunkt des Auffindens abbildet, man jedoch warch die fehlende Referenz nicht auf die igopi-
schen Ausgangswerte des Knochens vor bzw. zum Zeitpunkt des Todes schliel3en kann, wurden
zwei verschiedene Degradationsexperimente an 3 frischen humanen Femora vonwabespert
dern durchgefiihrt. Zum einen wurden die Knochen fiir eine beschleunigte Q@adation Uber ek
nen definierten Zeitraum in Wasser gekocht (n = 33), zum anderen wden sie mit ausgewahlten
aeroben und anaeroben Mikroorganismen beimpft und mehrere Mwate lang inkubiert (n = 18).

Der vierte Stichprobenkomplex bildete lediglich ein indirektes Vergleichskollektiv, da sich die
Proben in mehrererlei Hinsicht von den tbrigen untersuchten Knochen unterschieden. Zum einen
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handelte es sich um tierisches Knochenmaterial, welchesifgrund desabweichenden Aufbaus
potenziell anderen diagenetischen Mehanismen unterworfen ist als menschliches Gewebe
(1.2.2). Zum anderenunterscheidet sichdie Dekomposition unbestatteter Kadaver grundlegend
von der beerdigter Kérper (vgl. 1.3.3.2).Jedoch ist bislang sehr wenig hinsichtlich des fridiage-
netischen Verhaltens insbesondere des Knochenminerals bei oberflachlicher Deposition bekannt,
und es war in diesem Zusammenhang nicht méglich, humanes Material zu untersuchBaher
wurden in einem Kooperationsprojekt10 frische Rehkadaver im Nationalpark Bayerischer Wald
ausgelegt welche zum Zeipunkt der Deposition und anschlieRend zwei Mal im Abstand vorac
drei Monaten beprobt wurden.Daraus egab sich ein Prébenvolumen von n = 30.

Die analysierte Gesamtprobenanzahl aller Stichprobenkomplexe betrug somit nk69 (siehe Abb.
2.1).

4 )
Westfriedhof Miinchen Archéaologisches Material Bodenlagerung
n=50 n=35
. ' ' J
Experimentell degradierter, frischer Knochen in vitro Degradation
n=51 I
Rehknochen Bayerischer Wald
n=30 oberflachliche Deponierung

Abb. 2.1Ubersicht (iber die untersuchte Gesamtprobenmenge. Zu den 166 degradativ veranderten Proben kamen not
3 frische humane Referenzknochen.

2.1 Frihdiagenetisch verandertes Knochenmaterial (Westfriedhof
Minchen)

Der 1902 erdffnete Westfriedhof im Stadtteil Moosach ist mit einer Ausdehnung von 49,75 ha und
41.700 Grabstellen einer der grof3en vier stadtischen Friedhdfe im Minchner Stadtgebiet und
zeigt ein auRerst diverses landschaftlicheErscheinungsbild (siehe Ubersichtsplan Abb. 2.2).

Die Ruhezeit, welche nach der Bestattung eingehalten werden muss, bevor die Grabstétte neu ver
geben werden kann, betragt fir Verstorbene ab dem 12. Lebensjahr der Regel 10 Jahre, kann
aber durch die Friedhofsverwaltung bei abweichender Bodenbeschaffenheit oder einer ftenm-

ten Vorbehandlung der Leiche jeweils verlangert oder verkirzt werden. Generell gilt bei Hial-
samierungen von Leichen ab dem 12. Lelmsjahr eine um flinf Jahre verlangerte Ttenruhe (814
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der Satzung Uber die Bestattungseinrichtungen der Landeshauptstadt Minchen (Frieafsatz-
ung)1s). Ist die Ruhezeit abgelaufen und wird nicht verlangert, kann die Grabstétte zur Neet
legung freigegeba werden.

Abb. 2.2 Ubersichtsplardes Miinchner Westfriedhofs. Die Proben stammen aus verschiedenen, {iber die gesamte Fl&
gestreuten Parzellen(verandert nach Google Maps, 2014).

Uber einen Zeitraumvon ca. 6 Monaten wurden mit Zustimmung der stadtischen Fri¢mbfsver-
waltung Miinchen und der Verwaltung des Westfriedhofs Miinchen im Zuge der Offnung und Neu
belegung von Grabern 50 Langknochenproben akquirierenn moglich, wurden aus Grinden
der besseren Vergleichbarkeit Femora bevorzugt, jedoch musste in einigen IEél ein anderer
Knochen beprobt werden (insgesamt 15 Tibiae und 5 Humeri), da beide @ra im Zuge der Ex
humierung durch schweres Gerét beschadigt wurden.

Aus jedem Grab wuden ferner eine Bodenprobe aus dem Bestattungsniveau entnommen sowie
Umgebungscharakteristika wie Baumbestand oder Beschattungsgrad vermerkt. Enthielt ein Grab
zwei Ubereinander liegende Bestattungen, wurden die Proben jeweils mit der Grabnummer und
der Zusatzkennung a) (Bestattungstiefe 120 cm) bzw. b) (Bestattungstiefe 180 cio¢legt (siehe

15 Stand 31.10.2011
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Probenaufstellung im Anhang Tabelle 8.). Das genaue Alter der Verstorbenen, daSeschlecht
und die individuelle Liegezeit, welche zwischen acht und 60 Jahr&ay, konnten anhand noch vor

handener Grabsteine oder der Friedhofsbiicher festgestellt werdengiehe Abb. 2.3 und Anhang
Tabelle 8.)).

14—

Hiufigkeit

[
4

2_ ‘
_ . I
0= 20 40

Individualalter

4=

=

1
60 0~ g 30 40 70

Liegezeit

Abb. 2.3 Grafischd®arstellung der Altersverteilung (16-95 Jahre; Median 76,5 Jahre) und der jeweiligen Liegezeiten-(8
60 Jahre; Median 22,5 Jahre) des Probenkollektivs Westfriedhof. Das Geschlechterverhaltnis war mit 56 % weiblichen
44 % mannlichen Individuen nahezu augewogen.

Die Mehrzahl der Bestattungen (56 %, n = 28) war mit noch mehr oder weniger gut erhaltenen
Samen und textilen Resten wie der Sargauskleidung und/oder Kleidungsstiicken, lmessondere
Strumpfhosen aus Nylon, Hemden und Pullovern assoziteindividuum WF 22, wethes eine aus
gedehnte Teilmumifizierung des Weichgewebes zeigte, war in ein vollstandigeltenes, schwe
res Tuch eingewickelt. In 38 % der Falle (n = 19) waren Sarg undiBeidung vollstandig vergang
en. Bei zwei Bestatingen fuihrte die teilweise Erhaltung von verott barem Plastikmaterial, das
eventuell der Sargauskleidung gedient hatte, zur teilweisen Kaervierung von Weiclgewebsres-
ten in Form von Adipocire. WF 24 befand sich in einem gutleatenen Zinksag, dessen hdlzerner
Innensarg ebenfalls gut konserviert war.

Die beprobten Langknochen wurden nach der Entnahme schnellstmdglich und ohne weitere Rei
nigung oder Vorbehandlung bei18°C eingefroren.

Bei den irreversibel anonymisierten Knochenproben hndelt es sich um menschliche Ubegste,
die nicht unter die Deklaration von Helsinkis fallen und nach Anfrage bei der Ethikkommission

16 World Medical Association Declaration of Helsinki: Ethical Principkefor Medical Research Involving Human
Subjects
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der LMU Miinchen vom 31.03.2011 nicht zwingend ein Votum des Gremiumdadern. Der post
mortale Wirdeschutz nachArt. 1, Abs. 1 des Grundgesetz€swurde im Umgang mit dem be
schriebenen Skelettmaterial ebenso beachtet und respektiert wie bei den anderen fur das For
schunggprojekt untersuchten menschlichen Knochen.

Die untersuchten Gebeine wurden nach der Beendiggndes Forschungsprojekts der Frielofs-
verwaltung des Westfriedhofs zur Wiederbestattung tbergeben.

2.2 Archéologische Proben

Um die Resultate der friihdiagenetisch veranderten Proben in einen umfassenderpkenomi-
schen Kontext setzen zu kénnenyurde auch bodengelagertes Knochenmaterial mit langen Lie-
gezeiten vergleichend untersucht. Es wurden insgesamt 35 Lakgochenproben von zehn ver
schiedenen Fundorten in Deutschland analysiert, die sich haugéchlich auf den bagrischen
Raum konzntrierten (vgl. Abb. 2.4)Die Liegezeiten umfassten einen Zeitraum vom Né&thikum
bis zur Neuzeit(Abb. 2.5). Dadas Alter der Individuen, anders als beim Prdoenkollektiv West-
friedhof, nicht bekannt war, war es durch die jeweiligen Bearbeiter de8kdettserien morpholo-
gisch bzw. histologisch bestimmt worden(vgl. Anhang Tabelle 8.1) Die Altersinteilung folgte
dem Schema nach Herrmann et al. (1990):

Infans | 0-6 Jahre
Infans Il 7-12 Jahre
Juvenis 13-20 Jahre
Adultas 20-40 Jahre
Maturitas 40-60 Jahre
Senilis 60- Jahre

Die folgende Vorstellung der Fundorte kann nur einen allgemeinen Uberblick tiber dieyeiligen
Grabungscharakteristika und-hintergriinde wiedergeben. Fir weiterfihrende, vetiefende Infor-
mationen muss auf die angegebene Literatur verwiesen werden.

17Die Wirde des Menschen ist unantastbar. Sie zu achten und zu schiitzen ist Verpflichtung aller staatlichen Gewalt.
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Aue Maisach Manching.
Gernlinden Pichl

Abb. 2.5 Zeittafefur Mitteleuropa (nach Kinne 2009).Die Zeitstellung der jeweiligen arch&ologischen Fundkomplexe
ist mit einem Stern markiert.

2.2.1 Bruchsal -Aue

Die funf neolithischen Proben aus dem Erdwerk Bruchsdue, welche der Michelsberger Kultur
zugeordnet werden kdnnen, stelltenmit einer Liegezeit von ca. 6000 Jahren die altesten in der
vorliegenden Arbeit untersuchten FundgUbersicht siehe Tabelle 2.1).
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Bereits im Jahr 1987 wurde unter der Federfuhrung des Landesdenkmalamtes Bad@firttem-
berg mit der umfassenden Ausgrabug des Erdwerks begonnen, da dessen li&itung durch in-
tensive landwirtschaftliche Nutzung sowie fortschreitende Erosiondes Los®odens gefahrdet
war. Detailliertere Informationen zum Erdwverk BruchsalAue finden sich beiwahl (2012) sowie
Keller et al. (2015).

Von den insgesamt sieben im Areal des Erdwerks fgglegten Bestattungen wurden fnf im Rah
men der vorliegenden Abeit auf den Ehaltungszustand der organischen und mrmeralischen Knoe
chermmatrix untersucht.

Tabelle 2.1Ubersichtiiber das untersuchte Skelettmaterial aus dem Erdwerk Bruchsaiue.

Probennummer internes Kiirzel Alter Geschlecht Skelettelement

Befund 162, Grab 1, Individuum 3 BrA 3 ca. 30 mannlich Femur links

Befund 162, Grab 1, Individuum 8 BrA 7 30-35 mannlich Femur links

Befund 206, Grab 3 BrA 10 ca. 40 weiblich Femur links

Befund 204, Grab 5 BrA 11 50-60 mannlich Femur rechts

Befund 201, Grab 6 BrA 12 ca. 30 mannlich Femur rechts
2.2.2 Freiham

Im Zuge stadtebaulicher Erweiterungsmafnahmen desestlichen Stadtrands von Miinchen wur
de aufgrund von Luftbildaufnahmen des zu bebauenden Areals, welche auf eine hohe Bdr-
chadogischer Befunde hindeuteten, vom Bayrischen Landesamt flir Denkmalpflege eine Ret
tungsgrabung angeordnet.

Hierbei wurde neben den Resten einer Siduhg ein Graberfeld mit 16 Bstattungen entdeckt, wel
che anhand ihrer Art (Flaclygraber mit Hockerbestattung), Laye, Ausichtung und Beifunde als
frihbronzezeitlich angesprochen wurden.
Die Gralgruben waren jeweils mit sarig-
lehmigem, fein bis grobkiesigemMaterial
verfullt, welches sich deutlich von dem fir
die Minchner Schoterebene typischen an
stehenden Kiesbodenabhob (siehe Massy
2011). Fur die voliegende Arbeitwurden
zwei Individuen ausgewahlt(Abb. 2.6 und
Tabelle 2.2),von denen noch langere Lang

knochenreste zur Analyse erhalten waren,
welche nicht mitKonservierungsmittel be-

handelt Worden waren. Abb.2.6 Befundzeichnung der
untersuchten Individuen in * \

der Grabsituation (aus Massy
2011).

FH3520 A
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Tabelle 2.2Ubersicht tiber die beiden untersuchten Individuen des Graberfeldes Freiham.

Probennummer internes Kirzel Alter Geschlecht Skelettelement
Grab 8, 3520 FH3520 frihadult weiblich Femur links
Grab 5, 3419 FH3419 frihadult mannlich Femur rechts

2.2.3 Maisach-Gernlinden

In der ndheren Umgebung der nordvestlich von Minchen gelegenen Ortschaft Maisach waen
seit den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts immer wiedarch&ologische Funde gemacht, die eine
Zeitspanne vom Neolithikum bis in die Merowingerzeit umfassten und so auf eine knuierliche
Besiedelung des Areals von vorgeschichtlicher Zeit aninwiesen (Massy 2011). So wurden auch
die BaumaRnahmen fur diem Jahr 2002 fertig gestellte stidliche Ugehungsstralie dedMaisacher
Ortsteils Gernlinden von archéologischen Beadzhtungen begleitet. Neben zahlreichen Befunden
aus unterschiedlichen Zeitstellungen traten auch friithund mittelbronzezeitliche Bestattungen in
sechs verschiedenen Grajruppen zutage (Massy 2011)Da Maisach, wie auch Freihamsiehe
2.2.2), in der durch eigeitlichen Schotter chaakterisierten Minchner Schotterebene lokalisiert
ist, ist der makraskopische Ehaltungsgrad der Knachen eher schlecht, da sich die Dnaagewirk -
ung des astehenden groben Kieses rgativ auf die Konservierung von Skelettmaterial auswirkt
(siehe 1.3). Dennoctkonnten zwei friihbronzezeitliche Graber des Fundkomplexes MaisagBern
linden fur die Untersuchung diagenetischer Prozesse analysiert werden, bei denen genug Material
erhalten war, das nicht wahrend der Bergung mit Konservierungsmitteln stabilisiert worden war
(siehe Abb2.7und Tabelle 2.3).

MG1340

Abb. 2.7Befundzeichnungen der beiden untersuchten Idivi-
duen des Fundkomplexes MaisactBernlinden in der Gralsitua-
tion. Die Grabgruben waren mit kiesighumosem Mderial ver-
fullt (aus Massy 2011).

MG1087

Tabelle 2.3 Aufstellungder analysierten Proben aus MaisaclGernlinden .

Probennummer internes Kirzel Alter Geschlecht Skelettelement
Grab 2001/12, Bef. 1087 MG1087 frihadult weiblich Femur links
Grab 2001/11, Bef. 1340 MG1340 spatadult-mittelmatur mannlich Femur links
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2.2.4 Otzing

Die dem Neubau eines Sportplatzes vorangegangene Grabung auf einer bislang intensivvarid
schaftich genutzten Flache im Ortsgebiet der Gemeinde Otzing, Kreis Deggendorf, im Jahr 2010
forderte neben zahlreichen jungneolithischen bisallstattzeitlichen Funden auch ein reich auge-
stattetes, hallstattzeitliches Kammergrab, welches von einem Kreisgraben mit 19 m Durchmesser
und 40 cm Tiefe umgeben war, zutage. Da die Préparation des Grabplanumbereder egentli-
chen Bestattung, eiem eher mannlichen, erwachsenen Individuum, sowie Ti&nochen und Ke
ramik auch organische Reste und bronzene Beschlagteile enthielt, die kentionell nicht zersto-
rungsfrei freigelegt werden konnten, wurde das gesamte Gragn blocgeborgen und fir die wie-
tere Praparation in die Archaologische Staatssammlung M@henuberfuhrt (Claen und Schmotz
2011).

Dem bislang nocten blocvorliegendem, anthropologisch unbefundetem Individuum wurde durch
Dr. Michaela Harbeck eine Probe des rechten Femursteammen, welche aschlieRend auf dia
genetische Veranderungen untersucht wurde.

2.2.5 Regensburg-Minoritenweg

Im Jahr 2005 sollte ein seit 1973 als Parkplatz genutztes Grundsttick in der historischen gitdt
von Regensburg neu bebaut werden. Da autgnd der Lage mit archdologischen Funden zu reeh
nen war, wurden die Bauarbeiten von Sondagen der zustandigen DenkmalpfleBehorden be
gleitet, welche auf eine hohe Befunddichte hinwiesen und so einen vorilgmhenden Baustopp
bewirkten. Wahrend der anschlieBend durchgefiihrten Flachengrabung wuten neben acht la
ténezeitlichen Individuen, von denen flnf in der vorliegenden Arbeit untesucht wurden (siehe
Tabelle 2.4), auch zahlreiche frihneuzeitliche Bestattungen sowie nmdestens 462Individuen ei-
nes mittelalterlichen Friedhofs freigelegt. Detailliertere Iformationen Uber die Grabung finden
sich bei von Heyking (2013), diedas mittelalterliche Graberfeld im Rahmen ihrer Dissertation
untersucht hat.

Tabelle 2.4Aufstellung der fiinf auf diagenetische Veranderungen untersuchten latenezeitlichen Individuen des Func

komplexes RegensburgMinoritenweg. MWL55 wies eine unspezifische Periostitis an der rechten Tibia auf (Be@dung
durch Dr. George McGlynn, Staatssantung fir Anthropologie und Paldoanatomie Miinchen).

Probennummer internes Kirzel Alter Geschlecht Skelettelement
55 MWL55 matur mannlich Femur rechts
193 MWL193 erwachsen eher mannlich Femur rechts
137 MWL137 adult weiblich Femur rechts
251 MWL251 matur weiblich Femur

408 MWL408 senil mannlich Femur rechts
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2.2.6 Burgweinting

Das mit einer bisher ergrabenen Flache von 55 ha sehr groRe frihmittelalterliche Gréaberfeld
Burgweinting-Kirchfeld im Kreis Regensburg weist finf voneinandeabgegrenzte Gragruppen
auf, von welchen insbesondere eine auf 480 bis 525 n.Chr. datierte Separatgrablege mit 19 Be
stattungen durch eine aul3ergewdhnlich reichéusstattung der Graber auffiel Weterhin konnten

bei einigen dieser Bestattungen Reste voBaumsargen nacbewiesen werden, wethe im Mittel-
alter selten anzutreffen sind Aufgrund dieser Tasachen wurde angenommen, dass es sich bei den
Individuen um Mitglieder einer sozial hoher gstellten Bevolkerungsschicht hadelte (fur mehr
Details sieheCodreanu-Windauer und Schleuder 2013.

Fur das vorliegende Projekt wurden funf Skelette eben dieser Separatgrablege beprobt und auf
diagenetische Veranderungen untersuchivgl. Tabelle 2.5).

Tabelle 2.5 Aufstellungder untersuchten Skelette der friihmittelalterlichen Separatgrablege im Fundkomplex Buvgein-
ting-Kirchfeld. Individuum BW14 wies eine starke Auflagerung ungeklarteGenese an der linken Tibia auf (Codreanu
Windauer und Schleuder 2013).

Probennummer internes Kirzel Alter Geschlecht Skelettelement
3733 BW12 adult weiblich Femur links
3736 BW3 frihadult mannlich Femur links
3746 BW14 matur mannlich Femur links
3744 BW9 frihadult weiblich Femur rechts
3889 BW10 adult weiblich Femur rechts

2.2.7 Sulzbach

Wahrend der im Marz 1999 durchgefilhrten Renovierungsarbeiten im Oberen Schlosshof der
Burg Sulzbach (Landkreis Ambergsulzbach in der Oberpfalz) stie® man auf die Fundamente einer
nordlich der Burgkirche gelegenen hochmittelalterlicherSeitenkapelle, unter welcher ein aus der
Karolingerzeit stammender Adelsfriedhof zum Vorschein kam. Von den figélegten Grabern von
vier Erwachsenen und funf Kindern waren drei befundfrei beiehungsweise bei friilheren Bau
mafinahmen zerstort worden (vgl. Abb. 2.8. Fir die Zeitstellung und SudleutscHand uniiblich
waren die gemauerten, sarkophagéhnlichen Kopfschengraber der Ewachsenen, was auf eine
besondere soziale Stellung der Bestatteten hindeutete und sie als g@hdrige deskarolingischen
Hochadels auswies. Aufgrund von Textilund Pflanzenesten konnte rekonstruiert werden, dass
die Gréaber mit Stroh oder Gras ausgelegt und mit Blumengghmuckt waren. Die Toten waren in
Leinenhemden oder in Leichentiicher gewickelt bstattet worden. Die Seitenwéande der Gratam-
mer waren mit Leinenstoff verkleidet und mit einer vermortelten Holzplatte verschlossen. Eine
steinerne Deckplatte an der Oberflache m&ierte wohl die Position des GrabegHensch 2005).
Aufgrund der besanderen sozialen Stellung der Bestatteten wurde der Versuch unternommen, die
Identitat der erwachsenen Irdividuen aus Grab 664 und 626 unter Berlcksichtigung der Da-
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rung und der Geschichte der lnie der Nordgaugrafen zu bestimmen. Genetische Analyserga

ben, dass es sich bei Grab 664 wohl um das Griindergrab des Bauherren von Burg Sulzbach-Nord
GaUCOAZE %01 60 )8 jd woeu 1 8#EO8QHR EAT AAIT Al OZFOAS
identifiziert wer den (siehe Plotz 2011).
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Abb. 2.8Uberblickszeichnung (ber die Befundsituation des Adelsfriedhofs nach den Ausgrabungen im Schlosshof
Burg Sulzbach. Die beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten Individuen aus den Kopfnischengrabern 664 ui
626 sind hervorgehoben(hach Hensch 2005).
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Fur den hier untersuchten Erhaltungszustand des Skelettmaterials der beiden Individuen (sie
Tabelle 2.6) ist die Diskussion der Ergebnisseder morphologischen Befundung durch Pl6tz
(2011) von Bedeutung, da pathologische VorgangerfiAbweichungen in der phiologischen Zu
sammensetzung des Knochengewebes verantwortlich sein kdnnen. So wurde bei SB 664 eine un
spezifische Auflagerung auf dem rechten Femur festgestellt, sowie eine geriatrische Multrbi-
ditat bei SB 626(Osteoporose, Dekubitud_dsionen nach Disusprolaps, Anzeichen fir Andmie
und Digbetes).

Tabelle 2.6Auflistung der beiden in Bezug auf ihren Erhaltungszustand analysierten Hochadelsbestattungen aus Su
bach. Diet4C-Datierung ergab ein Sterbedatm von 762-894 n.Chr. fir SB 664 bzw. 88990 n.Chr.fir SB 626 (Hensch
2005).

Probennummer internes Kirzel Alter Geschlecht Skelettelement
Grab 626 SB626 senilis (TCA 73 Jahre) weiblich Femur
Grab 664 SB664 senilis (TCA 61 Jahre) mannlich Femur
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2.2.8 Kempten

Die Plane der Stadt Kempten (Allgau), den Vorplatz der gotisch&t. Mang Kirche in der Aktadt
stadtebaulich grundlegend umzugestalten, machten eine den Bauarbeiten voigehende umfang-
reiche Rettunggrabung ndig. Aus archivalischen Quéén sowie diversen Knocheriunden bei
friheren BaumalRnahmen war bekant, dass das Aral iber mehree Hundert Jahre als Friedof
genutzt wurde, welcher erst 1537 wegen
Uberfiillung aufgelassen und an einen
anderen Ort verlegt wurde (Sontheim
2003). Die fast 500 fregelegten Bestat-
tungen konnten mit Hilfe von sdektiven
14C-Datierungen einem Zeitahmen von
der zweiten Halte des sielten Jahhun-

derts bis in das 12. Jalhundert zuge-

wiesen werden. Die ebeffalls augegra-
benen Reste der ehmaligen Kanerka-
pelle St. Eramus (siehe Abb. 2.9) wur-
den zu einem mealen Schataum um-
gebaut, in welchem 50 der g&undenen
Individuen wiederbestattet wurden. Fir
das vorliegende Prgekt wurden finf Be-
stattungen ausgewahlt, welche auf dia

genetische Verdnderungen der Kno

chenmmatrix untersucht wurden (vgl. e o
o . Abb.2.9- AAOOEAEO |1 AAO AAO DOARODEC

Tabelle 2.7). Dabei zeigten drei de-  jitte sind die Umrisse der ehemaligen Karerkapelle St. Enamis

dividuen Anzeichen von Trauma (KE 2Y ekennen (aus Weinhardt 2010).

174: verheiltes Trauma Metacarpus)

bzw. pathologische Vefinderungen (KE 145: Ostemyelitis mit Kloakenbildung Femur links, Pe

riostitis Becken; KE 161: Cribra orbitalia). Morphologisch befundet wuten die Individuen von

Jesica Semmlinger im Rahmen eines Forschungspraktikums an der Stestsimlung fur Arthro-

pologie und Paldoanatomie Miinchen (Daten unveroffentlicht).

Tabelle 2.7 Aufstellungder untersuchten spatmittelalterlichen Individuen vom St. MangPlatz Kempten.

Probennummer internes Kirzel Alter Geschlecht Skelettelement
145 KE145 matur mannlich Femur rechts
150 KE150 adult weiblich Femur rechts
161 KE161 juvenil (16-18) weiblich Femur rechts
174 KE174 adult mannlich Femur rechts
192 KE192 adult weiblich Femur rechts
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2.2.9 Manching-Pichl

Im Zuge von Renovierungsarbeiten in der katholischen Kirche St. Leonhard im Ortsteil Pichl der
bayerischen Ortschaft Manching im Jahr 1984 wurde unter der Sakristei ein Massengrab mit 75
menscHichen Skeletten, welche in vier Lagen Ubereinander geschichtet waren, deckt. Auf
grund der Anlage des Massengrabes, welche auf einen zeitlich nah beieinandegdieden Tod der
Individuen schliel3en lasst, sowie der zeitlichen Einordnung in das Spéittel alter wurde vermu-
OAOh AAOO AEA 6AO0OOI OAAT AT /1 PAAO Idklldbiolggséhe x AOUAT
Analysen, bei denen DNA des PesterregeY&rsiria pestisin den Hartgeweben einiger Individuen
nachgewiesen werden konnte, bestétigten dieselerdacht (Wiechmann et al. 2010, Seifert et al.
2013). Drei Individuen aus dem MassengralgTabelle 2.8) wurdenim Rahmen der vorliegenden
Arbeit auf denErhaltungszustand der organischen und anorganischen Knochenkomponenten hin
anaysiert.

Tabelle 2.8Ubersicht tiber die untersuchten Individuen aus dem Massengrab unter der Sakristei der Kirche St. Leonhard,
Manching-Pichl.

Probennummer internes Kurzel Alter Geschlecht Skelettelement
54-11 MP54 spatadult weiblich Femur rechts
59-1 MP59 frihmatur weiblich Humerus rechts
68-1 MP68 frihmatur weiblich Femur rechts

2.2.10 Altdorf -Duren

Die niederrheinische Bucht im sidlichen NordrheirWestfalenist gepragt durch fruchtbare Ldss
bdden und ausgedehnte Braunkohlefléze, welche intensiv bergbaulich genutzt werden.

Im Zuge einer grof3angelegten Umsiedelungsaktion durch die RWE Power AG zwé&terung des
BraunkohletagebauGebiets Inden, Kreis Dren (Nordrhein-Westfalen), wurde die Orschaft Alt-
dorf an ihrem urspringlichen Standort komplett abgebrochen und etwa 3,5 km siidh, zusam-
men mit der ebenfalls umgesiedelten Ortschaft Inden, als neue Ansiedlung Inden/Altdorf wieder
aufgebaut. Im Jar 2006 wurde im Kirchhof der algerissenen neadomanischen Backsteinkirche
St. Pankratius in einer groRangelegten Grabungskampagne der efaige Friedhof des Ortes auf
einer Flache von tber 300 rhausgegraben. Wahrend die jurgen, im 20. Jahrhundd angelegten
Bestattungen auf den neu gestalteten Friedhof der Geeinde Inden/Altdorf Uberfihrt wurden,
Uberstellte man die tber 240 Skelette umfassendentéken Funde, welche bis ins das Spéittel -
alter zuriickdatieren, an die Staatssammlung fiAnthropologie und Paldoanatomie Miinchen, wo
sie im Rahmen eineDissertation (Grigat 2014)anthropologisch untersucht wurden. Finf Imdivi-
duen dieser Serie, die zwischen 1886 und 1920 bestatteturden (Aufstellung Tabelle 2.9)wur -
den fur die vorliegende Arbeit zur Vefiigung gestellt und hinsichtlich diagenetischer Veinde-
rungen des Knochengewebes ahgsiert.
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Tabelle 2.9Ubersicht tiber die in der vorlieaenden Arbeit analvsierten Proben der Skelettserie aus Altdorf.

Probennummer internes Kirzel Alter Geschlecht Skelettelement
Grab la Altl adult (25-35) weiblich Tibia

Grab 64 Alt64 senil mannlich Femur

Grab 96 Alt96 adult (25-35) weiblich Femur

Grab 220 Alt220 senil (70-x) mannlich Femur

Grab 240 Alt240 adult-matur (35-45) eherweiblich Femur

2.3 Rezentes Material humaner Gewebespender

Die rezenten menschlichen Femurdiaphysen, welche die Grundlage fir diedbadationsexperi -
mente bildeten, wurde vom Institut fur Rechtsmedizin der LMU Muinchen zur Verfigung geellt
und stammen von drei Verstorbenen, die einer postmortalen Gewebeentnahme fir warnschaft
liche Zwecke zugestimmt hatten. In Koordination mit dem verantwortlichen Arzt fur Geebe-
spenden, Dr. Christian Braun, wurden im Vorfeld einige Anforderungen atie Proben formuliert.
So sollten die Patienten an keinen offenkundigen Krankheiten leiden, die Auswirkungen auf den
Stoffwechsel haben kénnten, es sollten verschiedene Altersklassen treten sein, und das post
mortale Intervall vor der Entnahme der Ppoben sollte eine Woche nicht Gibersteigen, um pen-
tielle Dekompositionseffekte zu minimieren.

Die Patienten wurden wahrend der
Tabelle 2.10Geschlecht und Individualalter der Spender, welchen Sektion auf offene Tuberkulose und an
jeweils ein Stiick der Femurdiaphyse entnommen wurde. dere infektiose Krankheiten unter-

sucht sowie anschlie3end selogisch

auf Hepatitis und HIV géestet, um eine

Proben - Alter Geschlecht Gesamtproben -

Aummer linge Ansteckunggyefahrdung wahrend der
Femur 1 36 mannlich 19.5 cm weiteren Probenbearbeitung auszu-
Femur 2 58 mannlich 22 cm schlie3en.Die Spender wuden arony-
Femur 3 2 mannlich 19,5¢cm misiert, lediglich Geschlecht und Ster

bealter sind bekannt (Tabelle 2.10).
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2.4 Rezente Rehknochen

Dem bodengelagrtem und demexperi mentell degradiertem humanenKnochemmaterial wurden
die rezenten, nicht bestatteten Rehknochen aladirektes Vergleichskollektiv gegeniibergestellt.
Ziel war es zuwuntersuchen, ob und in wie weit biostratonomische Mehanismen nachsehrkurzem
postmortalen Intervall bereits Einfluss auf die makre und mikrostrukturelle be ziehungsweise
biomolekulare Integritat des Knachengewebes haberund inwieweit die gewonnenen Erkenntniss
mit den anderen untersuchten Kollektiven vergleichbar sind

Im Rahmen einer Studie des Forstzoologischen Instituts der Albekiudwigs-Universitat Freiburg
wurden im Jahr 2011 14 RehkadaverQapreolus capreolysauf dem Geldnde des Nianalparks
Bayerischer Wald ausgelegt, um die Rolle von Luchsrissen fiir das Okosystem desd#alsowie
die entomologische Besiedlung der Kadaver zu untersuchéRiderer 2011).

Durch die freundliche Vermittlung von Herrn Prof.Dr. Dr. Peters vom Institut fur Paldanaomie
und Geschichte der Tiermedizin, LMU Miinchen, konnten in Kooperation mit der fitanalpark-
verwaltung, Christian Fiderer von der Universitat Freiburg, dem Bayerischen Landeskriminalamt
Minchen sowie derZoologischen Staatssammlung Minchen Proben von den Rehkadavern ge
nommen und auf dekompositionelle Veranderungen hin untersucht werden.

Bei den fur den Versuch verwendeten Tieren handelte es sich um verunfallte Ziehungswveise
eigens fUr das Projekt erlegte Stlicke aus der Umgebudgs Nationalparks (fiir Details siehe Ta
belle 2.11).

Die Kadaver wurden bis zur Auslegug bei-10°Cin einem Kihlraum eirgefroren aufbewahrt und
zehn der 14 Tiere schlie3lich am 16.05.2011 (Reh3) und 06.06.2011 (Reh 610) an vorher fest
gelegten Standorten im Nationalpark, welche sich auf einer Hohe zwischen 700 und 900 m . NN
befanden,deponiert (Abb. 2.10). Die fotografisché&okumentation der Audegungsorte, bei denen
es sich hauptsachith um lichten Wald und feucle Totholzareale handeltefindet sich bei Fiderer
(2011). Zur Simulation eines Luchsrisses wurde den Tieren jeweils einseitig @liObescherkel-
muskulatur angeschnitten und das Fell lkal entfernt, bevor der Korper teilweise locker mit Laub
bedeckt wurde. Um eine Veschleppung der Kadaver durch Adsesser so lange wie molich zu
verhindern, wurden die Rehe mit formigen Stahankern am Waldodenfixiert (Abb. 2.11). Eine
Wildkamera dokumentierte die Nutzung des Kadavers durch Adeesser (vgl. Tabelle 2.11).

Den frischen Kadavern wurde umittel bar nach der Auslegung mittels einer Hargbge jeweils ein
Metatarsus als Ré&renzprobe entnommen.Nach 72 bzw. 51 Tagen (Reh-% bzw. Reh 610) sowie
178 bzw. 157 Tagen (Reh-b bzw. Reh 610) wurden die Audegungsstandorte erneut beprobt,
wobei aus Griunden der besseren Vgleichbarkeit der Ergebnisse versucht wurde, erneut einen
Metatarsus oder Metaarpus zu sichern.
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2. MATERIAL

Reh 1 (Buchwald) .
Reh 4 (Gfallreuten)
Reh 3 (Larchenberg)

Reh 2 (Bocksberg)
Reh 8 (Hammerwald)

B Reh 7 (Pocherstral3e)

Reh 9 (Racheldiensthiitte)

Reh 5 (Taferlruck)
| Reh 10 (Hirschkopf) = ;'

~
¢ \
5 ~
<b‘\. /m
Lo S Google earth

Abb. 2.10 Autegungsstandorte der 10 untersuchten Relkadaver im Naionalpark Bayerischer Wald (Kate verandert
nachGoogle Earth 2014).

Jaloch erschwerte die teilweise erhebliche raunliche Zerstreuung der Skelettlemente, beson-
ders wahrend des zweten Beprobungsintervalls, die Probennahme, so dass in zehn von 30 Fallen
kein entsprechender Mittelhand/ Mittelfu3knochen mehr aufgefunden weden konnte. Hier
wurde auf einen anderen Langknochemmusgewichen (siehe Ubesichtstabelle 2.11). An drei
Standorten (Reh 4, Reh 6, Reh 10) ware nach
dem zweiten Be@robungsintervall keine weite- :

PN -

re Probennahme md@lich gewesen, da dort au
Ber wenigen Fragmenten von Wirbeln und Rip
pen kein weiteres Skéettmaterial mehr auf
findbar war. Da auch die restlichen Standorte
erkennen lie3en, dass ein weiteres B®o-
bungsintervall wenig erfolgversprechend sein
wirde, wurde der Versuch an dieser Stelle ab
gebrochen.
Der Nédionalpark verfugt tber eine egene |}
Wetterstation, welche sich in der Nahe des Ver \
suchsgebiets befindet (940 m 0. NN§. Daher

. Abb. 2.11 Auslegungler Rehkadaver als Simulation eines
waren sowohl die Temperaturdaten als auch | chgisses (Anschneiden der Keule und Verblendung mi
Aufzeichnungen tiber die Niglerschlagsnenge Laub). Um én rasches Verschleppen durch Aasfresser zt

verhindern, wurden die Kdérper mit Stahlankern am Wald
tber den Vesuchseitraum verfugbar. boden fixiert.

18 \Wetterstation Waldhauser
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Tablle 2.11Ubersicht {iber die Proben des Taphonomieversuchs im Nationalpark Bayerischer Wald.

Indivi - Gew. Fellbe- Tiere am Knochen  Knochen  Knochen

duum Ablage Standort Geschl. [ka] schaffenheit Tod Traumata Kadaver frisch 27.07.11 10.11.11

1 16.05.11 Buchwald d 22,45 Fellwechsel (Reste Unfall Ruptur der Bauchdecke; Fraktur Fuchs, Mistel  Meta- Tibia li. Femur re.
(13°21'6.85" E (jung) Winterdecke) Humerus und Femur li; mutmaflich drossel tarsus li.
48° 57' 30.63" N) Schadelbasisbruch; teilweise

groR¥flachige, multiple Thoraxruptur;
Fraktur/Lu xation Hiftgelenk re.

2 16.05.11  Bocksberg d 19,20 Winterdecke Erlegt  Schuss auf li. Schulter (Knochen Hund Meta- Meta- Metacarpus
(13°22'16.79" E (jung) treffer mit Geschosszerlegung), tarsusre. carpusre. i
48° 56'5.62" N) handtellergroRer Ausschuss

unterhalb des Sternums mit Er6ffnung
der Bauchhohle

3 16.05.11  Lé&rchenberg d 30,8 Fellwechsel (Reste Unfall Linke Stange abgebrochen, sonst - Meta- Humerus  Radius/Ulna
(13°23'25.74" E (alt) Winterdecke) keine aulleren Verletzungen tarsus Ii. re. re.
48° 56' 46.56" N)

4 16.05.11  Gfallreuten a 20,20 Winterdecke Unfall Mandibula fehlt; Fuchs, Meta- Meta- Tibia li.
(13°23'58.23"E Genickbruch Singvogel tarsus re.  carpus re.
48° 57'5.60" N)

5 16.05.11  Taferlruck a 25,10 Winterdecke Unfall  Fraktur Tibia links (Geschosssplitter);  Fuchs, Meta- Meta- Humerus re.
(13°25'24.61"E (beginnender Kopfverletzung Schwarawild, tarsus li.  tarsusre.
48° 56' 8.85" N) Fellw.) Singvogel

6 06.06.11 Kleine Ohe d 20,60 ? Erlegt Verletzung im Bauchraum Schwarawild, Meta- Humerus Radius re.
(13°26'48.91" E Fuchs tarsusre. re.
48° 54' 53.01" N)

7 06.06.11 PocherstralRe d 22,60 Winterdecke Unfall  Kopf fehlt Kolkrabe, Meta- Meta- Tibia re.
(13°23'57.85"E Fuchs, Hund tarsus li. tarsus Ii. (dist. Ende
48° 55' 6.46" N) fehlt)

8 06.06.11 Hammerwald d 17,20 ? Erlegt Ruptur der Bauchdecke; Méause Meta- Meta- Metacarpus
(13°23'10.08" E (jung) Fraktur Tibia rechts bussard, tarsusre. carpusli. re.
48° 55' 37.79" N) Fuchs, Luchs

9 06.06.11  Racheldiensthiitte ¢ 25,30 Winterdecke Unfall Keine auReren Verletzungen Méause Meta- Meta- Metacarpus
(13°25'47.57"E bussard, tarsusre. tarsus li. li.
48° 57' 13.00" N) Dachs

10 06.06.11  Hirschkopf d 17,40 Winterdecke Erlegt Schussverletzung Thorax Méause Meta- Meta- Tibia-

(13° 26' 26.07" E (jung) bussard, tarsus Ii. tarsusre. fragmente
48° 55' 52.87" N) Fuchs
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2. MATERIAL

Der Sommer war ungewdhnlich kihl, und die durchschnittliche Tagésmperatur fir den Zeit-
raum der Auslegung der Kadaver (Mai/Juni) lag mit lediglich 12,6°C unter dem seit Beginn der
lokalen Wetteraufzeichnungen im Jahr 1972 ermittelten Durtischnitt. Auch die Nielerschlags
mengen fielen mit insgesamt nur 3,5 mm fir Mai/Juni sehr gering aus (Angaben nachtiaal-
parkverwaltung Bayerischer Wald).Abb. 2.12zeigtden durchschnittlichen Tagesemperaturver-
lauf sowie die Intensitat derNiederschlage wahrend des Adegungszeitraums und der friihen De
kompositionsphasen der Kadaver.

40
35
30
25
20
15
10

mmm Niederschlag [mm]
== Tagestemperatur [°C]

Abb. 2.12 An der Wetterstation Waldh&user erfasste durchschnittliche Tagestemperatur sowie gemessene Niede
schlagsnenge wahrend des initialen Dekompositionszeitraums der im Nationalpark ausgelegten Rehkadaver (nach D
ten der Nationalparkverwaltung Bayerischer Wid).

Trotz der kithlen Umgebungstemperaturen war nach zwei bis spéatestens drei Wochen das Weich
gewebe an allen Standorten vollstandig vergangen und die Skelettierung abgeschlosgétb.
2.13; fur mehr Details siehe Fiderer 2011).Die teilweise ethebliche rdumliche Zestreuung der
Uberreste war auf die Aktivitat aaserwertender Wirbeltiere zuriickzufiihren, welche typischer-
weise nicht nur das Fleisch eines Kkavers, sordern auch die Kn@hen nutzen.

Alle aquirierten Knochen wur- Sandort| 1 [ 2 | 3 | 4 |5 |6 ] 7] & |90 Moo
Tag I o7 -90%
den nach der Enbhahme - I =0 70%
schnellsmaoglich eingefroren I I co-so%
. . . 3 | 49-30%
und bis zur weteren Bearbei- |- I - 10%
tung bei-18°C gdagert, wobei |5 [ o-1%
. . R 6 [ Jox
die frischen Prden zwnéachst [
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9

Weichgewebe befreit wurden.

=
o

[
[N

[
¥

[
w

Abb. 2.13 VorfFiderer (2011) proto-
kollierter Fleischverlust der Retka-
daver. Nach zwei bis drei Wohen
war das Weiclgewebe an allen Ske
letten so gut wie volktandig ver-

gangen.
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3. METHODEN

3. Methoden

Postmortaler Knochenabbau ist ein komplexer und vielschichtigelProzess, flr dessen Vetand-

nis alle Einzelkomponenten des Gewebes in die Untersuchung mit einbezogen werden miissen.
Aufgrund des engen Zusammenhangs zwischen anorganischer und organischer Knochenmatrix
liegt es nahe, dass dekompositionelle Veranderungeder einen Komponente auch die anderbe-
einflussen(siehe 1.2.1.3).

In der vorliegenden Arbeit kam folglich ein umfassendes methodisches Spektrum zum Einsatz,
das sich zum einen an biologischen Versuchsansétzen orientierte, um den Erhaltungsgrad des
Knocherkollagens zu untersuchen, zum anderen aber auch materialwissenschaftliche vfen-
dungen unfasste, um die mineralische Matrix zu charakterisieren.

3.1 Qualitative Bodenanalyse

Im Kontext forensischer Fragestellungen werden ErdprobemoutineméaRig nach nationalen und
internationalen Standards reproduzierbar untersucht und klassifiziert, da eine rein subjektive
Wiedergabe der Bodenfarbe undzbeschaffenheit keine einheitlichen MaRstabe erlaubt. Laut
USDA?¢ lassen sich alleine in detJSA aufgrund der Interaktionsméglichkeiten der funf bdenbil -
denden Faktoren (Muterboden, Klima, Topographie, besiedelnde Organismen, Zeit) 50.000 ver
schiedene Bodentypen untescheiden. Da pedologische Fachtermini fir Laien oft schwerter-
pretierbar sind, wurde ein Leitaden fur forensische Anwendungen entwickelt, welcher es kubt,
auch &hnlich erscheinende Badentypen exakt undeindeutig zu unterscheiden (siehe Fitzpatrick
2008). Die verwendeten Vefahren sind dabei deskriptiver Natur und lassen sich ohne den teils
hohen Aufwand analytischer Methoden durchfihren.

&I O AAO 00T AATETT11AEOCEO n7AO00&AOCEARAAET £ -1 1 AEAT O
unmittel baren Bestattungsbereich (Grabtiefe 120 cm bzw. 180 cm) enthommen und in 10 ml

19 United States Department of Agriculture
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3. METHODEN

Sdnappdeckelglaser (Roth) tberfuhrt. Somit wurde der Austrocknung der Probe vor der Agse
im Labor entgegengewirkt.

Abbildung 3.1 zeigteine Ubersicht tiber die einzelnen Schritte bei der Charakterisierung einer
Bodenprobe sowie die Art der zu ervartenden Ergebnisse. Die exakte Klassifizierung aller unter
suchten Erdproben findet sich imAnhangin Tabelle 8.2

( I I I A

MORPHOLOGISCH ) ( SEMIQUANTITATIV. )
I I I I I
Farbe Konsistenz  Textur Karbonatgehalt pH-Wert
25YR/3/3 Locker (1) Mittel-lehmig Kaum Reaktion (2) 7.5
(MC)

Abb. 3.1 Schematisch¥orgehensweise bei der Analyse von Bodenproben mit beispielhaftem-Er
gebnis. Zusammenstellungnach Fitzpatrick (2008).

3.1.1 Morphologische Methoden

3.1.1.1 Bestimmung der Bodenfarbe

Die Farbe des Bodens ist ein wichtiger Indikator fiir den Rioxstatus und zeigt damit dessen
Durchluftung und den Géalt an organischer Substanan (Fitzpatrick et al. 1999), was einen ent
schedenden Einfluss auf die Dkompositionsrate eines beerdigten Képers hat(siehe 1.3.3.13°.
Charakterisiert wird die Farbung eines Badens anhand speieller Farbtafeln, wekhe die zu ewar-
tenden Farbenflir Béden durch die eirdeutige Zuveisung von Farbton, Helligkeit und Saitgung
reproduzierbar darstellen (Munsell SoilColor Charts 2009,siehe Anhang a, Abb. 8.1). Die in-
dividuelle Farbe der Ergoroben vom Wesfried hof wurde im bodenfeuchten Zistand durch Ver
gleich mit den Munsell Farlxarten bestimmt.

20 Die Farbgebung isabhéngig von der Art und Menge der im Bien enthaltenen Eisenoxide swie der Prasenz oga

nischer Bestandteile (Schulze et al. 1993). So zeigen rote undbgeFarbtdne in hoher Sattigung oxiierende Balenbe-
dingungen an, wahrend reduzierende Bden, also auch nase und aquaische Verhéltnisse, dutkelgrau bis blaulich in

niedri ger Sattigung erscheinen. Eine Misébrm aus helroten oder gelben Béden, welche eine dikelgraue Mamorie-
rung aufweisen, ensteht bei periodischer Wasersattigung (USDA 1998).
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3.1.1.2 Konsistenz

Die Konsistenzder Erdproben wurde nach den Vogaben aus Tabelle8.12 im Anhangbestimmt,
indem ein ca. 1,5 x 1,5 cm grof3er Klumpen zwischen Daumen ufeigefinger zerdrickt wurde2t,

3.1.1.3 Textur

Zur Ermittlung der Textur wurde eine etwa walnussgrof3e Menge jeder Erdprobe sukzessive mit
Wasser angefeuchtet und mit den Fingern homogenisiert, bis die Erde an den Fingern klebte. Dies
entspricht der Feldkapazitat der Wasserspeicherung. Die Probe wurde dann so lange weiter-be
feuchtet, bis kein weiteres Wasser mehr aufgenommen wurde. AnschlieRend wurde versucht, den
so gesattigten Erdklumpen zwischen Daumen und Zeigefinger durch Scherung zu einé&and zu
formen. Die Lange des so gewonnenen Bandes und die Eigenschaften des befeuchteteerido
charakterisierten die Textur (nach Fitzpatrick 2008, siehe Tabelle8.13 im Anhang?22.

3.1.2 Semiquantitative Methoden

3.1.2.1 Bestimmung des &bonatgehalts

Ein Teil der zu testenden Erde wurde auf eine Tupfelplatte gegeben, groRere Steine wurden-aus
sortiert. Auf jede Probe wurden 23 Tropfen 1M HCI (Roth) aufgetraufelt. Die Starke der Carst-
wicklung, welche sich als mehr oder weniger irdnsives Schaumen der Probe zeigte, wurde nach
ihrer beobachteten Intensitat in 4 Stufen eingeteilt(siehe Tabelle 31).

Tabelle 3.1 Semiquantitative Bestimmung des @rbonatgehalts der Erdproben nach dem Blaschenbildungstedfizz
Test, Schoenebergeet al. 2002)

Einstufung Blaschenbildung nach Saurezugabe Schatzung des Calciumcarbonatgehalts
1 Keine Reaktion Kein CaC®
2 Kaum Reaktion Geringer Gehalt
3 Deutliche Reaktion Mittlerer Gehalt
4 Starke Reaktion Hoher Gehalt

21 Die Konsistenz eines Bodens beschreibt dessen Festigkeit bzw. Bindigkeit und beeinflusst damidrelers die
allgemeine Wasserriickhaltekapazitat und damit auch den Durchliftungsgrad. Ob diedBhaffenheit des Bodens
locker, weich, fest, sehr hart oder felsig ist (USDA 1993), héngt von verschiedenen Faktoren, wie der Textur (siehe
Punkt 3.1.1.3), der mehanischen Vedichtung, dem Anteil organischer Substanzen, der Prasenz natlrlicherrdentie-
rungsmittel sowie dem totalen Wassergehalt ab (Fitzpatrick 2008).

22 Auch die Textur des Bodens, welche maRgeblich fiir die Konsistenz verantwortlich ist, ist eirdikator fir die
Wasserriickhaltekapazitat bzw-durchlassigkeit. Sie spiegelt den Gesamtanteil an Sand, Schluffl Tonelementen
wider und ist damit ein Parameter fur die Rickhalteféahigkeit von Nafstoffen und die Auslaugungsneigung des
Bodens. So leitet grober Sand Wasser schnell ab und kann Nsibffe nur in geringem MalRRe zurlickhalten, wahrend
tonhaltiges Sedimet schlecht entwéssert und Nahrstoffe anreichern kann. Weiterhin gibt die Textur Auskunft Uber
die Erodierbarkeit und Verdichtung von Bbdden (Fitzpatrick 2008).
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Da die Abspaltung vonCQ aus dem Carbonat in einer zeitlich verzégerten Reaktion ablaufen
kann, wurde nach dem Auftropfen der Saure einige Sekunden gewartet, bevor die Rlsnbil-
dung aus der Erghrobe endgultig bewertet wurde23.

3.1.2.2 Ermittlung des pHWerts desBodens

Die Messung des pHWertes der Erdproben aus den Gréabern des Minchner Westfriedhofes vdg

an luftgetrocknetem Material nach der Methoderon Jackson (1958) durchgefiihrtHierzu wurde
jede Prabe in ein Becherglas gegeben und sukzessive und ohne tdhren mit deionisiertem Was

ser aus einer Spritzflasche benetzt, bis die Probenoberflache leicht nass glitzerte. fenweise
wurde nun mehr Wasser zugegeben und mit einem Glasstab umgerihrt, bis die Probe eine pas
tenartige Konsistenz hatte undder maximale Sattigungsgehalt erreicht war. Der piVert wurde
nun sofort mittels eines pHTestgerats Hanna Instruments gemessen, um potenzielle Vé@nde-
rungen des pHWerts durch die Ungebungsluft auszuschlieZen.

3.2 Entfettung der rezenten Proben

Da das rezente Probenmaterial zum Teil noch stark fetthaltig war bzw. Anhaftungen von Fett
wachs aufvies, mussten die Knochen vor der weiteren Bearbeitung entfettet werden. Rigtinde
von Fett kdmen sowohl die Probenpraparation erschweren als auctiie Analyse stabiler Isdope
von Kohlenstoff beeinflussen (z.B. Lidén et al. 1995). Somiturden die Knochen des Prben-
ET 11 AEOEOBA iig #hidedE degradierten frischen humanen Femoraind die Rerkno-
chen des Taphonomieversuchs ausetin Nationalpark Bayerischer Wald nach dem SoxhleEx-
traktionsverfahren entfettet. Die Knahen fir die experimentelle chemische Dgradation wur den
im Zuge der Vorbereitung nach einer atieren Methodik entfettet (siehe Punkt 3.4.].

Vor der Entfettungsprozedur wurden die einzelnen Proben mit Hilfe von Wollfaden individuell
markiert und in den SoxhletExtraktor gegeben. Die Apparatur, bestehend aus einem mit dem-L6
sungamittel Diethylether (Roth) und Watte gefilltem 250ml Rundkolben demExtraktionskolben
und einem Dimroth-Kuhler (alle Schott Duran) wurde zusammengebaut und in eine Helrmube
gestellt. Entfettet wurde auf niedrigster Heizstufe Uber ca. 5 Tage, je nach Grol3e der Proben und
Fettgehalt.

23 Neben im Grundwasser geldsten Hydrogencarbondbnen finden sich im Boden verschiedene Chonatverbindung-
en, die als Feststoff vorliegen. Meist handelt es sich dabei um Calcite (C§@@d Ddomite (CaMg(CQ)2) (Doner und
Lynn 1989). Da Carbonate unter Zugabe von 8 nach dem ReaktionsprinzipCaC@+ 2HCI = HO + CQ+ C&+ + 2Cl
Kohlendioxid abgeben, lassen sie sich einfa@nhand des Blaschenbildungstests iBodernproben nacthweisen.
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3.3 Knochenhistologie

Die histologische Untersuchung der Knochenmikrostruktur anhand von Diinnschnitten bietet
eine Viekahl von Informationen nicht nur hinsichtlich diagenetischer Fragestellungefsiehe 1.3),
sondern auch beziglich des Sterbealters, Stressmarkern und patholodisr Verdnderungen (z.B.
Schultz 2001).

Im Rahmen einervon der Autorin betreuten Bachelorarbeit (Lihl 2012) wurde ein Teil der tiei-
schen Vergleichsknochen fur die histologische Analyse vorbereiteind hinsichtlich mikrostruk-
tureller Besonderheiten augewertet. Da sich das Interesse der vorliegenden Arbeit jedoch auf
diagenetische Aspekte komentrier te, wurden samtliche Préparate im Anschluss nachbefundet
und neu bavertet.

3.3.1 Herstellung histologischer Dunnschnitte

Vor der Praparation histologischer Schnitte wurde mithilfe eines Allzweckwerkzeugs mittels
einer Trennscheibe aus Korund ein Stiick Knochen aus dem oberen Diaphysendrittel jeder Probe
entnommen, gewaschen, entfettefsiehe 3.2)und luftgetrocknet.

Vor dem Scimeiden wurden die Proben zur Stabilisierung in Zweikomponentenkunstharz ee-
bettet. Die Methode orientierte sich dabei an der Vorgehensweis®n Herrmann et al. 1990, bei
welcher das Kunstharz Biodur E12 mit dem entsprechenden Harter E1 (beide BiodRroducts)
im Mischungs/erhaltnis 100:28 vermengt wurde, bis eine schlierenfreie Homgenisierung er
reicht war. Die vorbereiteten Knochenstiicke wurden jeweils mit der pedstalen Seite nach oben
in einen Einweg-Kunststoffbecher gelegt undvollstéandig mit dem vorbereiteten Kunstharzge-
misch bedeckt. Die Becher wurden anschliel3end fur 48 Stunden bei einem Unterdruck @78
bar evakuiert, um Luft aus der Probe herausind gleicteeitig das Kunstharz in diese tieinzuzie-
hen. Die Aushartung der Praarate erfolgte tber 24 Stunden bei 30°C im Warmeschrank (Mem
mert) und Uber weitere 24 Stunden bei Rauemperatur. Danach konnten die eingebetteten Kno
chenproben mit dem Mikrotom geschnitten werden. Dazu wurden die Kunstharzblécke in der
Transversalebene des eingebetteten Knochens eiaitig auf einer Tellerschleifmaschine age-
schliffen (Dap-V, Struers), um eine ebene Flache fir das Aufkleben des Blocks auf derbBnira-
ger des wasergekuhlten Innenochsagemikrotoms (SP1600 und 1600, Liea) zu schaffen. Mit HH
fe eines Dianantséageblatts (D46N S35D, Winter) wurden nun vier bis finf Durgchnitte entlang
der Transversalebene der Probe in einer Starke von 680 pum angefertigt. Nach kuzer Trock-
nungszeit der Schnitte wurden diese nithilfe des Kunstharzklebstoffs Eukitt (O. Kinger) auf Glas
objekttragern (76 x 26 mm, Roth) fixiert, iberschichtet und anschlieRend mit eem Deckgldschen
(24 x 60 mm, Roth) lufticht abgedeckt, um sie dauerhaft haltbar zu machen.
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3.3.2 Mikroskopische Untersuchung und Digitalisierung der Praparate

Die Untersuchung der Dunnschnitte erfolgte lichtmikroskopisch (Axioskop 2 plus, Zeiss),pty
schemweise mit einer 50fachen VergréRerung (ObjektivvergrofRerung Sfach). Fir Detailansich-
ten wurden héhere VegroRRerungen bis 406fach gewahlt. Neben der Beurteilung der Proben in
Hellfeldbetrachtung wurde weiterhin das Doppelbrechungsverhalten der Schnitte unter Beuch-
tung mit polarisiertem Licht bewertet, da sich so erkennen lést, ob das MineraKollagen-Gefiige
noch in intakter Form vorliegt (siehe 1.2.1.3).Jede Probe wurde an einer reprasentativen oder
diagnogisch aussagekraftigen Stelle im RGBlodus fotografiert (AxioCam MRc color, Zeiss) und
die Aufnahme anschliel3endnithilfe der Bild bearbeitungssoftwareAxioVision (Version5.0, Zeiss)
mit einem Mal3stab versehen.

3.3.3 Klassifizierung postmortaler Veranderungen

Die mikroskopische Analyse von Knochengewebe ist ein wichtiges Hilfsmittel in der Qienese
forschung, da sich die taphonomische Geschichte der Bestattung anhand spezifischeravide-
rungen an der Knochenhistologie rekonstruierenasst (Hollund et al. 2012).Zur Klassifizierung
bakterieller Aktivitat wurde der Erhaltungszustand der Dinnschnittenach dem sechsstufigen Ox
ford Histologischen Index (OHI) von Hedges et al. (1995) und Millard (2001) bewertet. Ein Index
Wert von 5 entspricht dabei dem mikrostrukturellen Erscheinungsbild von frischem Knahen,
wahrend 0 den taalen mikrobiellen Abbau der Originalstruktur beschreibt(vgl. Tabelle 32).

Tabelle 32 Einteilung des mikrostrukturellen Erhaltungsgradesnach Millard (2001).

OHI- % intakter Beschreibung

Klasse Knochen

0 0z5 Vollstandige Zerstérung der Originalstruktur, A OAT OOAT 1T 1060 11 7
Kanéle identifizierbar

1 5215 Kleine Bereiche gut erhaltenen Knochens, lamellare Strukturen noch erkennbar

2 15250 Bereiche gut erhaltenen Knochens zwischen zerstértem Gewebe

3 50785 GrolRere Bereiche guerhaltenen Knochens

4 85795 Gute Erhaltung des Knochens mit Ausnahme kleiner zerstorter Bereiche

5 957100 Sehr gute Gewebeerhaltung, frischem Knochen &hnlich

3.3.4 Histopathologie
Um zu erkennen, ob taphonomische Verdnderungen dé&snochengewebes ursachlich fur Alvei-

chungen in den fur Isotopenanalysen gesetzten Qualitatsgrenzen fur Knochenkollagen ugmi-
neral sein kénnten (siehe Punkt 1.5)oder ob eventuell pathophysiologische Ursachen zu einer
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Verschiebung der Werte ausdem Normbereich fir gesundes Gewebe fiihren, wurden auch patho
logische Aufélligkeiten der Knochemmikrostruktur beurteilt. So ist beispielsweise in der Lteratur
belegt, dass vemehrte Knochermresorption (Osteoporose) in erhdhten Kristallinitéatswerten des
Knochenminerals resultiert (z.B. Paschalis et al. 2003, 2004).

Die Resorption von Knochengewebe in der Cortdis wurde mithilfe eines dreistufigen Indexes,
welcher die Pravalenz und Schwere des Knochabbaus an histologischen Dunnsatitten klassi-
fiziert, beschrieben (Tabelle 33).

Tabelle 33 Beurteilung des Knochenresorptionsgradesnhand histologischer Schnitte.

Index Beschreibung

0 +AET A 2A01 OPOEIT 1T AAO 1060 1.
Kanale

1 Mittelschwere Resorption

2 Hochgradige Resorption
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3.4 Experimentelle Degradationsversuche

Sechsfrische humaneFemurdiaphysenstiicke (vgl. 2.3wurden verschiedenen degradativen Be
dingungenunterworfen (siehe 3.4.1 und 3.4.2). Hierfimwurden die Proben zuinachst mechanisch
von anhaftendem Weichgewebe bfeit, und das Knahenmmark wurde entfernt. AnschlieRend
wurden die Knahenstiicke
mithilfe einer Bandsage (Me
tabo) entlang der Sgittal-
ebene habiert und in jeweils
1,0 cm dicke Stiicke ggehnit-
ten (Abb. 32).

1 cm Dicke 1 cm Dicke Abb. 3.2 Vorbereitung der Femurdia-
physen fir die experimentelle Dgra-
dation. Jeder Spederknochen wurde
nach der mehanischen Saberung
entlang derLinea asperéhalbiert und

Chemische Degradation Bakterielle Degradation ggggltlesend in gleich dicke Stiicke

Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben beil8°C eingefroren gelagert.

3.4.1 Chemische Degradation frischer Knochen

Auch unter Liegebedingungen, die fir Mikroorganismen ungtinstig sind und damit die bikielle
Degradation von Knochen hemmen, ist das Gewebe dennoch chemischen Abbauprozessdarun
worfen. Zur Simulation dieses Abbauweges wurden die vorbereiteten Werproben der drei fri-
schen hunanen Femurdiaphysen bei 90°C unterschiedlich lange in Wasser gekocht.

Hierfir wurden die Knochenstiicke zunachst verschiedenen Vorbehandlungsschritten unta-
gen, die hauptséachlich der Entfernung von Blutresten und Retlienten (nach Dobberstein et al.
2009). Zwnachst wurden die fir die chemische Degradation vorgesehen Unterproben der Spen
derfemora jeweils in einem Becherglas Gber Nacht in 15 %iger NaCbsung auf einem Schuiter
bei 4°C im Kihtaum gewaschenDie Kochsalzlésung war vorgekihlt sowie mit einem Ptease
Inhibitorcocktail (In hibitorcocktail Plus, Roth; 500 pl auf 500 ml Na@L6sung) versetzt, um eine
magliche Zersetzung des Kollagens noch vor dem Beginn desdbatationsexperi ments auszu-
schlieen. AnschlieRend wuden die Proben 45 Mal mit deionisiertem Wasser gspult und 30
Minuten in einem Gemisch aus Etheol und Diethylether (Roth) im Verhdltnis 3:1 im Kidhlraum
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auf einem Schuttler geschwenkt. Dach wurden die Knochenstiicke eraut 4-5 Mal in dgonisier-
tem Wasser gesplult, bevor sie mit vayekihlter und mit Proteaselnhibitorcocktail (Inhibitor-
cocktail Plus, Roth; 500 pl auf 500 ml SDBbsung) versetzter 2 %iger SD&6sung (Roth)
Uberschichtet wurden. Die Kn@hen verblieben fiir eine Stunde bei 4°C auf dem Schiittler, dann
wurden sie erneut 45 Mal mit Wasser gesplilt, um das Detergens und letzte Reste von Weieh
webe abzuwaschen. Im Anschluss wden die Proben gé&ier getrocknet (Alpha 1-4 LD-2, Christ).

Fur die eigentliche Inkubation wurden jeweils 11 Unterproben der drei Femora in mit Leéings-
wasser gefullten Erlenmeyerkolben (300 ml), welche mit Dura Seal(Diversified Biotech) ver-
schlossen wurden, bei 90°C im Warmeschrank (Heraeus) gekocht. Dim#chen wurden bewusst
in Leitungswasser inkubiert, da dieses gelostes &bonat enthalt und so die Ggebenheiten im
Boden besser dastellt als deionisiertes Wasser. Die Konzentrationen an Hydgencarbonat bzw.
Carbonat im Waser betrugen im Medan 290,4 mg/l bzw. 0,4 mg/l SWM, Miunchner Trinkvas-
seranalysenwerte, Stand Januar 2012), was in einer mittleren Hydgencarbonatkonzentration
von 8,7 mg/30 ml bzw. 87,1 mg/300 ml und einer Carbonatkonzentration von 0,012 mg /30 ml
bzw. 0,12mg/300 ml resultierte. Trotz Vewsiegelung im Laufe der Inkubation verdunstetes Was
ser wurde durch deionisiertes Waser ersetzt.

Da aus vorhergehenden Studien bekannt war, dass sich die deutlichsten Veranderungen an der
Knochenmmatrix nach einer Kochdauer von acht bis 12 Tagemanifestieren (Harbeck und Grupe
2009), wurden folgende Beprobungsintervalle ausgewdahlt, nach weleh jeweils ein Knahen
stiick enhommen, gefriergetrocknet und bis zur weiteren Verwendung beil8°C gelagert wude:

Beprobungsintervall in Tagen: 4- 6- 8- 10- 12- 14- 16- 20- 24- 28- 32

Jeweils ein Knochenstiick wurde nicht gekocht und verblieb als Referenzprobe bis zur weiteren
Bearbeitung im Gefrierschrank bei-18°C.

3.4.2 Bakterielle Animpfungsversuche

Um den Effekt bakterieller Degradation auf die organische und anorganische Knochenmatrix und
damit auch die unmittelbaren Auswirkungen auf die Ergebnisse der Analyse stabiler Isotope-ge
nauer zu verstehen, wurden frische Knochen mit bekannter physiolagcher Ausgangsisotopie
kontrolliert mit ausgewahlten Bakterienstdmmen beimpft und Gber mehrere Monate inkubiert.
Dieser Amaherungsversuch wurde bereits in einigen Studierverfolgt (Balzer et al. 1997; Fenan-
dez-Jalvo et al. 2010), jedoch wurdélr diese Versuche kein hmanes Material vewendet, und
besonders die Efahrungen mit anaeroben Bakterien sind aufgrund der erschwerten Azucht-
und Inkubationsbedingungen gering.

Die Auswahl der Keime fir die experimentelle Animpfung erfolgtanhand der Erfahrungswerte
aus vaangegangenen StudienBalzer et al. 1997), nacliem ubiquitédren Vorkommen der Mikro-
organismen im menschlichen Kérper oder der Bodenflora, der Fahigkeit, auch bei niedrigen
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Durchschnittstemperaturen, wie sie im Gabmilieu vorherrschen, wachsen zu kénnen sowie der
Effektivitat der jeweiligen Kollagenase.

3.4.2.1 Inokulation mit aeroben Mikroorganismen

Fur die Animpfung der Knochen wurden nach oben genannten Kriterien zwei obligat aerobe Bak
terienspeziesausgewahlt, welche in der Lage sind, tote Materie zu zersetzen und durch ihre ubi
quitare Verbreitung auch im Grabkontext anzutreffen sind. Da es sich bei den Miknmanismen
um Keime der Risikogruppe 1 nach TRBAhandelt, es also unwahrscheinlich is dass diese eine
Infektionskrankheit bei Menschen hervorrufen, konnten die Animpfungsversuche in den hara-
torien der Arbeitsgruppe durchgefuhrt werden.

Die zur Beimpfung vorgesehenen, jeweils 1 cm dicken Knochenstlicke wurden vor $echde-
ginn zu Sterilisierungszwecken von allen Seiten fur jeweils 15 Minuten mit kurzwelligem UMcht
auf einem Transilluminator (Pharmacia Biotech bestrahlt und anschlielend bis zur Inokulation
in sterilen Zertri fugenrdéhrchen (Roth) aufbewahrt.

Als Inkubationstemperatur wurde dem Versuch die optimale Wachstumstemperatur der Mikro
organismen zugrunde gelegt, da die gleichbleibend niedrigen Temperaturen, wie sie im Gnaili -
eu vorherrschen, das Wachstum und den Stoffwechsel der Bakterien zu starkrlangsamt und
somit zu einer Ubermagdigen zeitlichen Ausdehnung des Experiments geflihrt hatteRsewomo-
nas fluorescensvichst optimal in einer Temperaturspanne zwischen 25 und 30°Gtreptomyces
griseuszwischen 25 und 35°C Gugi et al. 1991Kampfer 2012). Da fir den Versuch nur ein lku-
bator zur Verfiigung stand, wude die Irkubationstemperatur fur beide Arten auf 30°C festgelegt.
Inkubiert wurde Uber einen Zeitraum von 9Monaten. Um dem Austrocknen des Agars egégen
zuwirken, wurden die Platten alle zwei bis drei Tage jeeils mit 2-3 ml sterilem Wasser (Ampuwa,
Fresenius) befeuchtet.

Janeils ein Knochensttlick pro Spender blieb unbeimpft und wurde auf einer Agarplatte mit G¥M
Strepomyces Medium (siehe Tabelle 3.5) platziert. Diese Proben wurden alsunbeimpfte
Kontrollen Uiber den Inkubationszeitraum mitgefthrt.

Nach dem Ende der Inkubationszeit wurden die Agarplatten mit den angeimpften Kalbenproben
sowie die drei Kontrollen fiir 40 Stunden bei 25 kG$¥ Gammabestrahlt, um die Bakerien ab-
zutten (GammacCell 2, HelmholtZentrum Munchen).

24 Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe 466, Einstufung von Prokaryonten (Bacteria und Archaea) in
Risikogruppen

25 25 Kilo Gray = 25.000 Gray (1 Gy = 1 J/kg); Ubliche Sterilisierungsdosis fur medizinisches GezdB(Gorna und
Gogolewski 2003
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Animpfung mit Pseudomonas fluoresce@sligula)

Bei Pseudomonas fluorescehandelt es sich um ein Graamegatives, Oxidasgpositives Stalchen,
welches weit im Bodenverbreitet und haufig auf sich zersetzendem pfladichem Maerial an-
zutreffen ist. Aufgrund seiner effektiven praeolytischen und lipolytischen Egenschaten sowie
seiner Fahigkeit, auch bei niedrigen Temperaturen wachsen zu kiden, spielt es ée entschek
dende Rolle bei der Verderblichkeit vorLebensmitteln (Rajmohan 2003.

P. fluorescensvurde als Stamm DSM 50090 (Isolat aus Vorfiltertanks) in Form eines gefrige-
trockneten Pellets vom Leibnizinstitut DSMZDeutsche Sammlung vorMikroorganismen und
Zellkulturen GmbH bezogen.

Vor der Beimpfung der Knochen wurde das Bakterienlyophilisat nach den Vorgaben der DSMZ in
Flussigmedium angeziichtet, welchesiach Tabelle 34 durch Mischen der Nahrmedien agesetzt
und anschliel3end aitoklaviert wurde.

Zur Anzucht wurde die DoppelGlasam-

Tabelle 3.4 Herstellung des Flissigndhrmediums fur die An . . .

zucht von Pseudomonas fluorescens pulle mit den gefriergetrockneten Ket
men durch Erhitzen der Glasspitze der

au’eren Ampulle geéffnet und das ine-

Menge Nahrmedium
259 Pepton (Roth) re R6hrchen entnommen.
15¢9 Fleischextrakt (Roth)

Der Verschlussstopfen wurde mit einer
ad 500 ml H20 deion. Pinzette entfernt und steril aufbewahrt.
Vor der Zwabe von 0,5 ml des vdyerei-
teten Flissigmediums wurde der Rand des Rohrchens gleflammt, und arschlie3end wurde das
Rohrchen wieder verschlossen, um das Ret ca. 30 Minuten quellen zu lasen. Nach der Quellzeit
wurde der Inhalt des Réhrchens mit einer sterilen Impfése unagiihrt und in einen Edenmeyer-
kolben mit 200 ml des Flussigmediums Uberfuhrt. Die Bakterien wurden zur Verehrung tber
Nacht bei 30°C auf einem Schuttler im BrutschrankCJertomat H inkubiert.
Da die angeimpften Knochenproben auf Agarplatten inkubiewerden sollten, mussten enspre-
chende Platten mit flr P. fluorescengeeignetem Medium vorbereitet werden. Dazu wurden am
Vortag der Animpfung 150 ml des FlissigmediumsT@abelle 3.9 mit 2,25 g AgarAgar (Kobe I,
Roth) in einem Efenmeyerkolben unter Riihren langsam erhitzt, aufgekocht und autoklaviert. Da
nach wurden mithilfe von sterilen Einwegpipetten aus Kunststoff (Roth) jeweils 20 ml des Me
ums in Gammasterilisierte Petrischalen (Roth) pipettiert, welche anschlieliend nach dem Aus
kihlen im Kuhlschrank aubewahrt wurden.
Auf die vorbereiteten Agarplatten wurden schlie3lich 50 pl der Bakteriensuspension mittels eines
sterilen Einwegspatels (Roth) ausplattiert, und jeweils vier Knochenstiicke pro Spender, welche
zuvor in die Bakterienldsung eingetaucht wurden, um eine gleichm&Rige Exposition zu \géhr-
leisten, wurden anschlieRend mit der Querschnittsflache auf dem Agar platziert.
Nach zwei Tagen zeigte sich eine gleichférmige Rasenbildung schwach gelblicher, schleimiger Ko
lonien auf dem Agar, was auf ein erfolgreiches Anwachsen véh fluorescenhinwies.
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Animpfung mit Streptomyces griseu&rainsky; Waksman und Henric)

Streptomyces griseugehdrt zu den Actinobacteria (friiher Actinomyceta) und ist ein Grarposi-
tives, vezweigt pleomorph stabchenférmiges Bakterium, welches in der Lage ist, Sporen als Pau
erform zu bilden. Die Art ist ein wichtiger Antibiotikaproduzent und liefert etwa 70 % der né&ir -
lich vorkommenden Antibiotika, die in der Medizin Verwendung finden So wird bespielsweise
Streptomycin zur wirk samen Bekampfung von Tuberkulose eingesetzg. griseuolonien be-
sitzen einen chaakteristischen erdigen Geruch, welcher durch den fliichtige Metaboliten Geosmin
hervorgerufen wird (Gerber und Lechevalier 1965).
Die Bakterien des Stammes$Streptomyces griseuBSM 40236 (Isolat aus Bodenproben) wurden
eberfalls in gefriergetrocknetem Zustand bei der DSMZ erworben und entsprechend dem ger
hen bei Psewlomonas fluorescenésiehe oben) in Flissignedium vorkultiviert. Die Zusammen-
setzung des Nahmediums istin Tabelle 35 erlautert.

Da die Vermehrungsrate der Bakterien

Tabelle 35 Herstellung des Flussignahrmediumsfir die An- nach der Ubernachtkultur bei 30°C auf
zucht von Streptomyces griseusYMStreptomycedMedium). ]
dem Schittler zu geing war, was an der

Menge Nahrmedium fehlenden Tribung des Nahrmediums
29 Glucose (Roth) erkennbar war, wurden dieKulturen fir
2 Hefeextrakt (Roth . i
9 efeextrakt (Roth) weitere 24 Sturden im Brutschrank auf
59 Malzextrakt (Roth) . ) .
dem Schiittler béassen. Die starke Trd
ad 500 ml H20 deion.

bung des beimpften Flisigmediums
nach dieser zusatzlichen Irkubationszeit
zeigte an, dass sich die Bd&rien in ausreichender Zahl vemehrt hatten, um die Arimpfung der
Knochenproben durchzufiihren. Auch die Vorbereitung der Agarplatten fir den Ampfungsver-
such effolgte analog zu den fuP. fluorescenbeschriebenen Schritten am Vortag der lokulation
der Knochenproben (siehe oben). Hierfir wurden 150 ml des GYMFlissigmediums mit 0,3 g
CaCQ®(Roth) sowie 1,8 g Agar (Kobe I, Roth) vermischt. Auch hier wurden die vorbereiteten Plat
ten bis zur Animpfung im Kihlschrank gelagert. AnschlieRend wurden wiederum 50 pl der Bak
teriensuspension auf den vorbereiteten Agarplatten ausplattiert und jeweils drei vorher in das
beimpfte Flissignahrmedium eingetauchte Knochenstlicke pro Speler mit der Querschnittsfla-
che auf den Agar aufgelegt. Bereits am ndchsten Tag zeigte sichfdas. griseugsharakteristische
graulich-weil3e Myzel, das die Knochenstiicke und das Nahrmedium flachig tberzog.

3.4.2.2 Animpfung mit anaeroben Bakterien
Obwohl besonders anaerobe Stamme dafir bekannt sind, hadfektive Kollagenasen zu egri-
mieren (z.B. Harrington 1996), sind dieEffekte anaeroben Abaus auf Knahengewebe kaum un

tersucht und charakterisiert. Systematische Untesuchungen an experimentell amerob degra-
diertem Material liegen bislang nicht vor. Dies mag darin lgeiindet sein, dass die Anucht an
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aerober Keime im Labor besondere Bedingungen erfordert, die nur von spezialisierten Eich-
tungen erfillt werden kénnen. Unter unglnstigen Bedingungen, wie sie bei langererkirbations-
zeitrAumen auftreten konnen(Nahrstoffmangel, geringe Sauestoffexposition), neigen viele an
aerobe Arten dazu, Sporen als Dauerstadien hilden (Paredes et al. 2005), wadas Experiment
vorzeitig stoppen wiirde. Zudem sind die aufgrund der oben genannten Kerien fir die experi-
mentelle anaerobe Degradation infrage kommenden Bakterien mehrheitlich in Risikogruppe 2
eingeordnet, komen also Krankheiten beim Menschen heorrufen. Das Abeiten mit diesen Ket
men erfordert daher Laboreinrichtungen, welche nach Schastufe 2 (S2) Krierien geflihrt wer-
den. Daher wurde die Animpfung der Knochenproben mit den b&eén augiewahlten anaeroben
Mikroorganismen am Irstitut fur Lebensmittelsicherheit und Hygiene der Unversitét Zirich von
Dr. med. vet. Sophia Jédr durchgeflhrt.

Vor dem Kurierversand der Proben nach Zirich wurden die zur Beimpfung vorgesehenen Kno
chenstlicke der frischen Spenderfemora zunachst zur Sterilisierung von allen Seiten fuwjeils 15
Minuten mit kurzwelligem UV-Licht auf einem Transilluminator ( Pharmacia Biotech bestrahlt
und dann in sterilen Zetrifugenréhrchen (Roth) aufbewahrt. Bis zur Animpfung wurden die Pre
ben bei-18°C gelagert.

Nach den weiter oben beschriebenen Bedingungen wurden zwei anaerob wachsende Keime-aus
gewahlt, die im gefriergetrockneten Zustand von der DSMZ bezogen und direkt an das Institut in
Zirich geschickt wurden. Die Vorkultur-, Animpfungs und Kulturbedingungen wurden fir beide
Arten identisch gewahlt (Protokoll nach Johler, unveréffentlicht).

Da die leistungsfahigsten mikrobiellen Kollagenasen fiir die Gattur@gjostridiumbeschrieben sind
(Jackes et al. 2001) und diese fur den hauptsachlichen Abbau von Kollagen in der Phase noch vor
der Bestattung verantwortlich gemacht werden (Child 1995a)wurde die Art Clodri dium histdy-
ticum, Stamm DSM 1126 (Bodenisolat), ein Grapositives, sporenbildendes Stabhen, fiir die An
impfung der Knochenproben vorgeseherC. histolyticumist als obligater Menschund Tierpatho-
gen mit sehem Repertoire a1 mindestens finfverschiedenen Toxinen der gefahrlichste Eeger
des Gabrandes (Gangran) Popoff und Stiles 200%. Aufgrund der Pathogenitéat des Bakriums
wurde es, trotzz oder gerade waen- seiner stark gewebeaufldsenden Eigenschaften, noclerin
Degradationsexperimenten mit Knochengewebe kultiviert.

Auch der zweite BakterienstammPrevotella melaninogenicaghemalsBacteroides mnenogeni-
cus), wurde bislang nicht in Diageneseversuchen in Zusammenhang mit Knochen verwendet; ob
wohl es sich hierbei um einen haufig vorkommenden Keim handelt, welcher alspgrtunistischer
Pathogen die menschliche Mundhohle besiedelt. Aufgrund seiner Abundanz gilt er als keim
der Rechertflora. P. melaninogenicast ein strikt anaerobes Gramnegatives, nicht spoulierendes,
kokkenférmiges Bakterium. Seine Biofilrbildenden Eigenschaften machen den Keim zu einem
haufigen Auddser diverser Parodontopathien Eick et al. 2000. Fur den Versuch wurde der
StammP. méaninogenicaDSM7089 (Sputumisolat) verwendet.
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Vorkultur und Inokulation

Die gefriergetrockneten Kulturen wurden zunachst nach den Vorgaben der DSMZ rehydriert und
zur Vorkultur in 10 ml Hungate-R6hrchen mit PRAS PYG FA/Gt@/edium (Anaerobe Sytems)
resuspendiert.Die meisten gefriergetrockneten aaeroben Kulturen, die von der DSMZ ag@boten
werden, sind mit amorphem Eisesulfat (FeS) als Oxidator versetzt und somit auf kueeitige Ae
rotoleranz ausgelegt. Die henpften Kulturréhrchen wurden fur 24 (Qostri dium) bzw. 48 (Prevo-
tella) Stunden in einem Anaerobietopf (Standard 2,5 Liter, MGCQinkubiert.

Zur Vorbereitung der Animpfung wurden die augetauten Stlicke der Spederfemora auf 50 ml
Zentri fugenréhr chen (Grener) verteilt. Jeweilseine Probe von Fenur 1-3 wur den alsKontrol len
zuriickbehalten und direkt auf CD& Anaerobier Blutagarmlatten (Anaerobe Sytems) platziert.
Parallel dazu wurden fir jeden Bakterienstamm jeweils sechs frische 10 ml P¥&/GLC Kutur -
réhrchen mithilfe eines sterilen Spritzbestecks mit je 100 ul der vdrereiteten Vorkulturlésung
beimpft und wieder fir 24 (Clogri dium) bzw. 48 (Prevotellg Stunden im Araerobiertopf inku-
biert.

Fur die Animpfung derKnochenproben war es noétig, die Kalirrohrchen zu 6ffnen und die 10 ml
Bakteriensuspension in die vorbereiteten Zentrfugenréhrchen mit den Prdoen zu Uberfihren.
Um die Sauerstoffexposition mdglichst gering zu halten, wden die CDC Azerobier Blutagarmlat-
ten schon voiher beschriftet und die Araerobierbox vorbereitet. Nach dem Ubefiihren der Bak
teriensuspension in die Zetrifugenréhrchen wur den diese verschlossen und eimal umgedreht,
so dass die Probe von allen Seitegleichmafiig benetzt wude. ArschlieRend wurden die Kno
chenstiicke auf die vobereiteten Agarplatten gelegt und in die Aaerobierbox uberflihrt, welche
nach dem Eimegen des Gamntwicklers (AeroGen Sachet, 2,5 Liter, Oit) und eines Irdikator -
streifens (Oxoid) veschlossen wurde. Der Indikator zeigte an, dass sichiierhalb kurzer Zeit eine
vollstandig anaerobe Atmosphéare eingestellt hatte. Inkubiert wurde bei Rauemperatur, um ek
ner zu starken Gasentwicklung durch Garungsprozee vorzubeugenNach sechmonatiger Inku-
bation wurde die Anaerobierbox getffnet, und die Agarplatten wuden einzeln eirgeschweifl3t und
in Sicherheitsbehélter verpackt, um anschlieRend per Bxesskurier zuriick nach Minchen ver
sandt zu werden. Uneine sichere Abtétung der Mikr@rganismen zu gewahrleisten und eine ge
fahrlose Analyse der Proben zu garantieren, wurden die vechlossenen Sicheheitsbehalter je-
weils 40 Sturden lang mit einer Strahlendosis von 25kGy Gammizestrahlt (GammaCdl 2, Helm:
holtz-Zentrum Minchen).

26 Pre-Reduced Anaerobically Sterilized Peptone Yeast Extract mit Glukose
27 Center for Disease Control

74



3. METHODEN

3.5 Kollagenextraktion

Bevor das Kollagen des Krahens urtersucht werden kann, muss egunachst von der mnerali-
schen Matrix getrennt weiden. Zur Exraktion des Kollagens wurde die seit langemoutinemaldig
etablierte Gelatine Extraktionsmethode basierend auf dem Protokollvon Longin (1971), mitMo-
difikationen nach Ambrose (1993), agewendet, bei welcher neben der Demineralisierung der
Proteinmatrix auch organischeKontaminationen und nicht-kollagene Proteine (NCP) vom Extrakt
abgetrennt werden sollen.

Vor der Extraktionsprozedur wurde mithilfe eines mit einer Trennscheibe aus Korund aggstat-
teten Multifunktionswerkzeugs (Proxxon) eine Probe aus dem oberen anterioren Dpaysen
drittel des jeweiligen Knochens entnommen. Die rezenten Proben wurden zur Betnung von
Fettrickstanden nach dem SoxhleExtraktionsverfahren zunachstentfettet (siehe 3.2), Knochen
mit einer Liegezeit von mehreren Jahrhunderten wurden direkt bearbeitet. Jede Rye wurde im
Ultraschallbad von armaftendem Schmutz befreit luftgetrocknet und in einer Kugelschwingmuhle
gemahlen (Retsch MM200, Mahlbecher aus gehartetem Stahl).

Jewals ca. 500 mg Knochenpulves wurden auf einer Analysenwaage (OHaus Analytical plush
10 ml Zentrifugenrohrchen (Nalgene Oak Ridge, Thermo Fisher) eingewogen, vorsichtig mit 10
ml 1 M HCI (aus 37 % HCI, Roth) versetzt ur2D Minuten auf einem Schiittledemineralisiert.
Anschlielend wurden die Proben fir 5 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert (2K15, Sigma;
Z233MK-2, Hermle, jeweils mit Winkelrotor), der Uberstand verworfen und das Pellet mit de# -
liertem Wasser gewaschen. Dieser Schritt wurdeviederholt, bis der pH-Wert des Uberstandes
dem des detllier ten Wassers entsprach (ca. pH 5;6). Das neutralisierte Pellet wurde aschlie-
Rend mit 10 ml 0,125 M NaOH (aus NaGPlatzchen, Roth) versetzt und 20 Stunden auf dem
Schitier belassen, um bdenlagerungsbedingte Huminstoffkontaminationen zu entfernen. Da
nach wurde der oben bschriebene Waschschritt wiederholt, bis die Lauge neutralisiert war. Das
Pellet wurde nun mit 10 ml 0,001 M HCI (aus 37% HCI, Roth) versetzt und fiir 17 Stunden BérC
im Wasserbad (Memmert) géatinisiert. Zur Entfernung unléslicher Schmutzpartikel wurde die
Flussigkeit anschlielRend tber Nutschen (100 ml, Schott Duran) und Filtgitten (50 ml, Por. 3,
Schott Duran), welche zuséatzlich mit Rurfiltern aus Papier ausgekleidet waren (55 mm, Mahe-
rey-Nagel), gefiltert und in 10 ml Rollandglaschen tberflhrt. In diesen wurde die Flissigkeit tber
drei bis 4 Tage bet50°C gefriergetrocknet (Alpha 14LD, Christ}e.

28 F{ir rezente Proben ¢weils 250 mg, alle Chemikalienvolumina wurden im Folgenden halbiert.

29 Ein Teil der in der vorliegeneden Studie untersuchten Proben des Westfriedhofs (n = 14) wurde im Rahmen einer
von der Autorin betreuten Bachelorarbeit extrahiert (Martin 2010) sowiemassenspektrometrisch gemessen (vgl. 3.5.1
und 3.5.2). Die Daten der in jener Arbeit ebenfalls durchgefihneAminosaureanalyse wurden jedoch im Anschluss neu
erhobenund ausgewertet, da dem Standard nachtraglich die Aminosaure Hydroxylysin hinzugefiigtide (vgl. 3.6).
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3.5.1 Bestimmung des anteiligen Kollagengehalts der Probe

Der Kollagengehalt der untersuchten Probe wurde anhand des relativen prozentualenv@ehts-
anteils des deminieralisierten Knochens am Gesamtgewicht des eingesetzten Knochenmehis er
rechnet. Hiefftir wurde das Lyophilisat auf éner Analysenwaage abgewogen und das ermittelte
Gawicht mit dem Einwaagegewicht vor der Extraktion verrechnet. Daraus ergab sich der Anteil
der Kollagenfraktion in Gewichtsprozent.

Das abgewogene Lyophilisat wurde bis zur weiteren analytischen Verwendg bei-18°C in 1,5 ml
Reaktionsgefallen (Roth) gelagert.

3.5.2 Isotopenanalyse und Ermittlung des molaren C/N Verhéltnisses

Das Kollagenlyophilisat wurde zur massenspektrometrischen Analyse der stabilen Isotope von
Kohlenstoff und Stickstoff an dadsotopenlabor des GeoZentrums Nordbayern der Friedrici\le-
xander-Universitat, Erlangen, versandt. Hierfir wurden vorbereitend jeweils zwischen 0,5 und
0,6 mg der gériergetrockneten Proben auf einer Feinwaage in Zinnkapseln (5x12 mm, IVA Ana
lysentechnik) eingewogen, welche anschlielend zum Versand in Q&ell-Platten (Roth) platziert
wurden.

In einem Elementaranalysator (CE 1100, Card&rba) wurden die Proben zundchst mit den Zinn
kapseln verdampft und in die einzelnen Elemente aufgetrennhevor das Gasgemisch in einem
Helium-Strom Uber ein Conflo Il Interface (ThermoFinnigan) in das gekoppelte Masrnspektro -
meter (Delta V Plus, ThermoScientific) Gberfiihrt wurde, wo die Isotopenverhéaltnisse von Klem-
stoff und Stickstoff analysiert wurden. Das Verhéltnis von schwerem zu leichtem Isotop wde in
der konventionell At. TWOAOQOEIT T ET 0 OT | Enach Mc Kinpeget A.11958, Ak A 1
brose 1993 siehe auch 1.3, wobei Kohlenstoff gegen den Standard-PDB®, Stickstoff gegen at
mosphérischen Luftstickstoff gemessenwurde (Craig 1957, Mariotti 1983). Dadie massenspek-
tro metrische Deéerminierung der Isotopenverhaltnisse hauptséchlich der Ubgariifung potenziel-
ler diagenetischer Veanderungen des Knochenkollagensliente, war besonders die Berechnung
des molaren C/NQuotienten von Bedeutung, da dieser in Palaoernédhrungsstudien ridmemanig
als Indikator fur die Integritat des Kollagens verwendet wird(siehe 1.5.1).

Hierfir wurde zunéchst das Einwaagegewicht desyophilisats in den Zinnkapseln mit dem bei
der Elementanalyse bestimmten jeweiligen Atomgewicht (% C, % N) multipliziert. Daraus ergab
sich der Gavichtsanteil des gemessenen Elements an der Gesamtprobe in Milligramm. Zurrx -
lung der Stofimnenge (n mol]) wurde das berechnete Gewicht durch die molare Masse des- je
weiligen Atoms geeilt (Mc= 12010,7 mg; M = 14006,7 mg). Das molare C/N/erhéltnis konnte
anschliel3end durch die Division der Stoffmenge von Kohlenstoff durch dieedl Stickstoffs beech-
net werden.

30 ViennaPee Dee Belemnite
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3.6 Chromatographische Proteinanalytik (HPLC)

Die Aminosaureanalyse wurdebereits 1958 von Spackman et al. naakiner mit heutigen Verfah-
ren vergleichbaren Methodik durchgefiihrt und gilt somit als RoutineMessverfahren. Die Andyse
folgt dem Prinzip der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLX), einem chramatogra-
phischen Trennverfahren, bei dem nichflichtige Substanzen uber eine Trenséule mit einer Si
lica-Matrix gepumpt und so anhand ihrer Polaritat aufgetrennt werden.

Weil das Kollagen des Knochens nach déxtraktion (siehe 3.5 in Molekulform vorliegt, sprich
die Aminosauren noch in Polypeptidketten organisiert sind, missen diese fir die Amiséureana
lyse zun&chst aufgebrochen werden, um die einzelnen Aminosauren in Losung zu bringen. Da die
Gdahr besteht, dass die Molekile durch ungeeignete Hydrolyseparameter einerseits nicht voll
standig gespalten oder aber die Aminosduren durch Oxidébn geschadigt werden, wurde vor der
Reihenmessung der Proben die Eignung verschiedener Hydrolysebedingungen im Rahmeines
von der Autorin betreuten Forschungspraktikums getestet(Immler, Datenunveréffentlicht) . Die
entsprechende Versuchsanordnung und die Ergebnisse der Analyse findgoh im Anhang Punkt
c, Seiten 319 ff.).

3.6.1 Hydrolyse des Lyophilisats

Da die Voruntersuchung der optimal fur die vorliegenede Studie geeignete Hydrolysemethode er
gab, dasglie Spaltung des Kollagens mit 6 N HCI unter anoxischen Bedingungen gegeniiber den
anderen getesteten Verfahren im Vorteil war, wurde diese Methode fur die Hydrolyse aller ter-
suchten Proben verwendet.

Fur die Hydrolyse unter Sauerstoffabschluss wurel jeweils 1 mg pro Probe in ein 1,5 ml @énde-
flaschchen aus Borosilikatglas (Roth) eingewogen und mit 1 ml 6 N HCI versetzt. gehlielRend
wurden die Flaschchen jeweils mit einer passenden Schraubkappe aus PP verschlosser;heel
mit einem Silikon/PTFE Septum (Ultraclean) flr multiple Injektionen (Roth) augestattet war.
Jedes Flasathen wurde anschlieRend fur ca. 20 Sekunden Uber eingjdtionskanile (Sterican,
Roth) mit Stickstoff gespult. Zur Entliftung wurde zeitgleich eine we#re Kantle durch das Sep
tum gestochen. Daach wurde der Deckel jeder Probe mit DuraSeal (Diversified Biotech) ver
schlossen, und die Prben wurden in Aluminiumfolie eingewickelt, um eine gleicmafiige War-
meverteilung zu gevahrleisten. AnschlieRendwurden die Proben ebenso auf die Heptatte ge-
stellt (siehe weiter oben) und fur 14, 18 bzw. 24 Stunden bei 115° C hydrolysiert. Nach erfolgter
Inkubation wurden die in Saure g#sten Proben mit einer Pipette in beschriftete 3 ml PTHE&e
falke tberfuhrt, welche mit Aluminiumfolie umwickelt und zum Abrauchen der Sare offen auf die
Heizplatte (90° C) gestellt wurden.

31 High Performance Liquid Chromatography (ehemals High Pressure Liquid Chromatography)
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3.6.1 Aminoséaureanalyse

Unabhangig von dewverwendeten Hydrolysemethode wurde das Hydrolysat vor der Messung in
1 ml Lithium-Citrat-Probenverdiinnungspuffer @H 2,20; Sykam) gelést und in 1,5 ml
Reaktionsgefalle (Roth) Ubeiihrt, was eine Stammlésung mit einer Konzentration von 1 mg
Protein/ml ergab. Je nach veanutetem Erhaltungszustand des Kollagens musste die
Stammldsung, basierend auf der Exraktionsausbeute und Erfahrungswerten folgend, weiter
verdiinnt werden, da eine zu hohe Ammosaurekonzentration die Trennsaule Uberladen und so
irreversibel schadigen kann. Mutalllich gut erhaltenes und frsches Kollagen wrde im
Verhéltnis 1:5 verdinnt, bei schleckerem Erhalt wurde entsprechend eine hdhere
Stammlésungsmenge eingesetzt. Verdiunnt wurden die Proben in 1,5 miv@edeflaschchen aus
Glas (Roth), welche mitSchraubkappen aus PP mit péorierbarem Silikon/PTFE-Septum (U}
traclean, Roth) verschlossen und in den Probengeber der HRIMaschine (Aminosdureanalysator
S 443, LiSystem, Nachsaulenderivatisierung, Sykam) gellt wurden. An letzter Position befand
sich jeweils eine Standardldsung (Phgiological Fluids, Skam) mit bekannten Aminasdurekon-
zentrationen32, Jeweils 100150 pl jeder Prdbe wurden tber eine Inektionskantle in die Kailla-
ren des Gerats gezogen, mitiCitrat-Puffer (A1, pH 2,9, Sykam) vemischt und auf die Trenrsaue
gepumpt (LCA K14/Li, Sikam). Der niedrige pHWert des Puffers gaantiert eine positive Ladung
der Aminoséauren, wethe so an dem ngativ geladenen Autauscherarz in der Saule binden. Eine
Veréanderung der Belingungen in der Saule (Anhebung des pM/erts, der Saulentemperatur und
der lonenkonzentration der Puffer) durch die Zumischung weilerer Puffer (Li-Citrat B1, pH 4,2;
Li-Citrat/Borat, pH 8,0, Sykam) fiihrt dazu, dass die einzelnen Aminosauren nach und nach ihren
isoelektrischen Punkt erreichen, also keine Ladung mehr aufeisen und so aus der Saule agse-
spult werden. Fir die Detektion der Amiosauren werden diese nach ihrer Elution von der Saule
in einem Mischblock mit Ninhydrin (Sykam) vermischt und tber die 130° C heil3e Reaktorspell
geleitet, in der das Ninhydrin mit den Amnhosauren zu einem vidett gefarbten Komplex reagiert
(Ruhemanns Pupur). Die Iminosauren Prdin und Hydroxyprolin wer den aufgrund der fehlerden
/O A EAriinogiuppen gelb gefarbt. Die farbigen Komplexeverden photometrisch deektiert,
violett bei einer Wellenlange von 570 nm und gelb bei 440 nm. Die Farliensitat dient als di-
rektes Mal3 fur die Amnoséurekonzentration, die Retentionszeit bstimmt die jeweilige Amino-
saure z dargestellt als Chromatogramm in der Software ChromStar (Veion 7.0, SCPA). Die
Nachweisgrenze dieses Verfahrens liegt bei einer Anosaurekonzentration von 0,05 nmol/pl.

3.6.2 Nachbearbeitung und Auswertung der Chromatogramme
Um die Aminosaurekonzentrationen in den Proben exakt quantifizieren zu kbnnen, musste jeder

Probenlauf auf den mitgefuhrten Standard kalibriert werden. Hierfur wurde sichergestellt, dass
alle Aminosaurepeaks in der gemessenen Standardlésung von der Softwda@rekt erkannt und

32 Hydroxylysin wurde dem Standard nachtraglich hinzugemischt
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integriert wor den waren. AnschlieBend wurde der ausgewéhlte, bearbeitete Standard alsf®e
renzchromatogramm fir den jeweiligen Lauf definiert und alle Proben dann auf diesen khbriert.
Danach wurde jede Probe einzelniberpriift, und nicht automatisch erkannte Peaks wullen nach
integriert. Schliel@ich wurden die in nmol angegebenen Konzentrationen der Amirgiiuren zur
besseren Vegleichbarkeit in nmol % umgerechnet und die Gesamtproteinmenge in Reion zum
eingewogenen Prdoengewicht berechnet.

3.7 Deproteinierung der Knochenmatrix

Fur die Analyse von strukturellen und kompositionellen Veranderungen der anorganischen Kno
chenfraktion, besonders in Hinblick auf die Untersuchung der stabilen Isotope vanineralischem
Kohlenstoff und Sauerstoff, muss die organische Komponente entfernt werden.

Hinsichtlich der Extraktionsmethode muss ein Kompromiss eingegangen werden zwischen der
augreichenden Entfernung der organischen Substanz sowie von exogenetiimgenetischem aor-
ganischen Materialund zu starker Arldsung des Bi@apatits mit potenziellem Verlust besonders
von strukturellem Carbonat und Intiierung von Rekristallisationsprozessen. Die vergleichende
Studievon Kaoch et al. (1997) zeigt, dass die Verwendung von NaOCI zur Entfernung des Rem-
anteils und die anschlieBende Beandlung mit CaAcetatEssigaurepuffer, wie bei Balasse et al.
1999, in der Regel die Aorderungen an die Isolierung der mmeralischen Fraktion am besten
erfullt.

Hierfir wurde das nach 3.5.1 vorbereitete Knochenpulver zu jeweils 100 mg in 10 ml Zentfu-
genréhrchen (Nalgene Oak Ridge, Thermo Fisher) eingewogen, mit 5 ml 4 % NaO&dung @us
12 % Stammldsung, Rothyersetzt und drei Tage auf einem Scthitler (neolab) deproteiniert. Je
nach der Stake der Entwicklung von Blaschen, welche auf die Zersetzung der organischen- Be
standteile hinweist, wurde die NaOCGL6sung nach 24 Stunden gewechselt, bei Bedarf auch fidu
ger. War keine Blashenbildungmehr erkennbar, wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 5000 rpm
zentrifugiert (2K15, Sigma; Z233MK2, Hermle). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
anschlieBend mit dedilliertem Wasser durch wiederholtes Zentrifugieren bis zu desen Nedural -
punkt gewaschen. Da NaOCI wahrend des Deproteinierungsprozessesasphari sches Kolten-
dioxid binden kann, wethes die Isotopensignatur der Probe durch eine Mischung der Isotopien
verfalscht (Pellegrini 2013), wurden die Proben anschlieend mit 5ml CaAcetatEssigaurepuf-
fer (pH 4,75) versetzt und fiir 6 Stunden auf dem Schittler Hassen, bevor erneut zentrifugiert
und das Pellet netral gewaschen wurde. Der Rickstand wurde in Bl Schnappdeckelglaschen
(Roth) uberfuhrt und drei bis 4 Tage lang efrier getrocknet (Alpha 1-4 LD-2, Christ).
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Da die Sauerstoffisotopie der Carbonaund Phosphatfraktion des Knochens in einer linearen Be
ziehung zueinander stehersollen (Bryant et al. 1996, lacumin et al. 19961.5.2),wird dieses Ver
haltnis als Diageneseindikator fur die mineralische Knochenkomponente herangezogerninsbe-
sondere, um Madlifikationen an den funktionellen Carbonatgruppen darzustellen.

Zur Uberpriifung dieses Zusammenhangs wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit dietriak -
tion des Knochenphosphats zur Analyse der stabilen Sauerstoffisotope anhand von Protokollen
aus der Lteratur laborintern etabliert. Da die Methodik jedoch nach erfolgreicher Etablierung
schlielich nur an wenigen im Rahmen des Projekts untersuchten Proben amgendet wurde,
finden sich Details hierzuim Anhang unterPunkt d, Seiten 322 ff

3.8 Analyse stabiler Kohlenstoff - und Sauerstoffisotope aus dem
strukturellen C arbonat

Nach erfolgter Trocknung wurde das Lyophilisat in 1 ml Reaktionsgefal3e (Roth) eingegen und
an das GeoZentrum Nordbayern der Friedricthlexander-Universitat Erlangen verschickt, wo die
massenspektrometrische Messung durchgefihrt wurde. Zur Ermittlung der Ismpenverhaltnisse
von C und O wurde ein gekoppeltes Analysensysteeingesetzt: Zunachst wurde das deotein-
ierte Knochenpulver mit konzentrierter Phosphorsaure (103 %) versetzt. In einem Gagenerator-
Sygem (GasBench I, ThermoScientific) wurde das Carbonat des Knocheminerals bei einer fem
peratur von 70° C alsCQ verdampft und mithilfe des Tragergases Helium in das Maenspekiro -
meter (Delta V Plus, ThermoScientific) UberfiihrtDie Verhéltnisse der stabilen Isimpe von C und

O wurden gegen die Standards NBS #und LSVE@ gemessen und relativ zum Standar-PDB
(siehe 3.52) E T -Notation und Promille angegeben.

3.9 Analytische Messverfahren zur Untersuchung des Knochen -
minerals

Die Untersuchung struktureller und chemischer Eigenschaften des Knochenminerals ist eng an
die Messnethoden derMaterialwissenschaften gekoppelt. Aufgrund der Ahnlichkeit der nmiera-
lischen Marix des Knochens mit geologisch vorkommendem Hydroxylapatit werden narstruk -
turelle Analysen des Gewebes haufig in Zusammenarbeit mit geologischen undheralogischen
Einrichtungen durchgefihrt, da das fur die Untersuchungen nétige appatige Spektrum meist

33 National Bureau of Standardgheute NIST, National Instituteof Standards and Technologyl19, TSKalkstein
34 Lithiumkarbonat
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uber die Anwendungsbereiche biologischer Studien hinausgeh(siehe z.B. Galand et al. 1987
Hiller et al. 2004, Reiche et al. 2003, Trueman et al. 2004

3.9.1 Fourier Transform Infrarot  -Spektroskopie (FTIR)

Die Transmissionsinfrarot -Spektroskopie z&ahlt zu den altesten und aufgrund der einfachen
Durchfihrbarkeit, der kostenguinstigen Analytik und der schnellen Messung am weitesten ver
breiteten spekiroskopischen Methoden fir die Untersuchung von Festkorpern, Flussdgiten und
Gasen und wird daher auch schon lange fiir die Analyse von Knochenproben wendet (Stuart
2004, Trueman 2013).Weitere Details und die Erlauterung des Funktionsprinzipsler FTIR Spek
tro skopie finden sichim Anhang unter Punkte, Seite 330.

Die FTIRMessung erfolgte an Knochenpulver, das sowohl in unbehandelter Form als auchpde
teiniert (vgl. 3.7 analysiert wurde. FTIRSpektren unbehandelten Knochens zeigeneben den
Signalen der funktionellen Gruppen der mineralischen Matrix auch den Gehalt anganischem
Material an.

Fur die Messung wurden 200 mg des Knochenpulvers in einem Achatmdérser mit 1 mg KBr (Roth),
welches aufgrund seiner hygroskopischen Benschaften im Trockenschrank aldfewahrt wird,
gemischt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Probe keinen Scherkraften gesetzt war, da
diese die Raumordnung der Knochenkristallite zerstéren und so den Ktialllini tatsindex massiv
beeinflussen kann (.5.2,Surovell und Stiner 2001).Das vorbereitete Pulvegemisch wurde an
schliellend in die zusammengesetzte, absolut trockene Prdesm gegeben, moétichst homogen
verteilt und danach mit eingesetztem StdR3el in eine manuelle Hydraulikpsse (Specac) eije-
spannt. Bei gechlosserem Beliiftungsrad wurde die Pressform flir 10 Minuten evkuiert, um die
Probe vollstandig zu trocknen. Danach wurde langsam Druck aufgebaut, bis eine Presslast von 10
Tonnen erreicht war, wekhe Uber 35 Minuten gehalten wurde. Durch den Druck verfllssigt sich
das KBr und verbindet sich so homogen mit der Probe. Die anschlie3ende laame Reduktion
des Drucks fiihrt zu einer eneuten Verfestigung des KBiProbengemisches zu einem transaren-
ten Pellet, welches frei von Risen sein muss, um eine zuverlassige Messung zu gewahrleisten.
Der Pressling wurde dann in die entsprechende Halterung in den Strahlengang des Speineters
(Bruker Equinox55q AET CAOAOUOG8 61 0 EAAAO 00iAMATE OROXHTE] O
hergestellt, der nur aus KBr bestand und als Referenz fiir den Untergrund gemessen undétmie-
Rend mithilfe der Software OpugVersion 6.5,Bruker) von den Prdoenspektren subtrahiert wur-
de.Gamessen wurde im AbsorptionsModus mit einer Auflosung von 4 cit und 32 Scans im Wel
lenzahlbereich von 4000-400 cmt. Sowohl die Messung als auch die nichtlineare Kwgnanpas
sung mithilfe der Software PeakFit Jandel Scientificywurden am Institut fir Mineralogie, Petro-
logie und Geahemie der LMU durchgefiihrt.

Fur die Auswertung der Spektrerwurden verschiedene, in der Literatur gangig verwendete Ra
rameter angelegt, um sowohl die Zusammensetzung der mineralischen Matrix als auch die Kon
servierung der organischen Komponente zu dcrakterisieren. Jedes Spektrum wurde individuell
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nach Merkmalen untersucht, welche eine Abweichung von knochentypischen Referenzspektren
erkennenlieRen (1.5.2). So wurden anhand der FTIRSpektren der haufig verwendete Krigallini-
tatsindex, die durchschnittliche Lange der Knochekristallite sowie das C/P-Verhaltnis erechnet
(Ubersicht siehe Tabelle &). Ebenso wurde auf auffallige spektrale Abweichungen im Vgleich
zu dem typischen Sigal fur frischen Knochen geachtet, was besonders digdgliche Deektion der
fur Calcit typischen Bamle um 711 cmt sowie weiterer moglicher Fremdsubstanzen unfasste(z.B.
Lee-Thorp & van der Merwe 1991 vgl 1.5.9.

Abb. 36 Anhandder FTIR-Spektren berechnete Charakteristika des Knochens (a.u. = absance units).

Parameter Berechnung Quelle
Kristallinitatsindex (Cl, IRSF) (a.u.[565cm?!]+a.u.[605cml])/a.u.[595cm-1] Shemesh (1990)
Carbonat/PhosphatVerhaltnis (C/P)  a.u.[1415cmi])/a.u.[605cm-1] Pucéat et al. (2004)
@ KristallgréRe [nm] (IRSF0,822)/0,048 Trueman et al. (2008)

3.9.2 Raman-Spektroskopie

Eine detaillierte Beschreibung der Grundlagen der RamaBpektroskopie findet sich im Anhang
unter Punkt f, Seiten 331 ff

Zur Vorbereitung der Messung wurden mithilfe einedMultifunktionswerkzeugs (Proxxon) mit ei-
ner Trennscheibe aus Korund jeweils diinne Scheibchen von ca. 3mm Dicke aus den entfetteten
Conpadaquerschnitten geséagt. Diese konnten anschlielRend direkt unter dem konfokalen Raman
Mikroskop (XploRA, Horibalobin Yvon) betrachtet und eine fiir die Messung geeignete $edus
gewahlt werden. Uber die drei verschiedenen Lasertypen des Gerats konnen gehiedene Arre-
gungswellenlangen zur Erzeugung der Ramaispektren gewéhlt werden, jedoch zeig sichin
Vorversuchen, dass sich die Anregung im Natfrarotbereich (NIR) bei 785 nm (AlGaA&-Dioden-
laser) am besten flr die Anlysen eignete.

Kirzere Arregungswellenlangen im grinen und roten Welenlangenbereich ezeugen zu starke
Fluoreszenzatefakte, welche die egentlichen Spektren teilveise vollsténdig Ubetagerten. Die
Datenaufnahme efolgte im Bereich zwischen 200 und 2000 cria(Hole 100, Slit 100, Filter 100%).
Die Visualisierung sowie die Untergrundkorrektur der Spektren efolgten durch die SoftwareLab-
Spec (Version 5.0, Horiba Jobi¥von). Die Messung sowie die Kurvenanpassung und B#mnde-
tektion mithilfe der Software PeakFit Jandel Scietific) wurden am Institut fir Kristallographie
der LMU durchgefiihrt.

Abb. 33 zeigt das exerplarische Ranan-Spekrum einer historischen Knochenprobe aus der
Studievon France et al. (2014) mider Zuordnung der jeweiligen Banden.

35 Aluminium-Gallium-Arsenid
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Abb. 33 Typisches RamarSpektrum von Knochemmit Zuordnung der jeweiligen Molekulschwingungen zu den &enn-
baren Peaks. Auf diese Weise lassen sich sowahbrganische als auch organische Komplexe darstellen (aus France et
al. 2014).

Fur die Auswertung hinsichtlich etwaiger Abweichungen vom Signdiir frischen, unveranderten
Knochen wurden die inTabelle 37 aufgelistetenParameter untersucht.

Tab. 37 Auswertungsparameter an RamaiBpektren, nachThomas et al. (2007)

Merkmal

' AOT 1 OOA 7 A1 I-Phosphathaqid A AO
(963 cm1 +1 cm?)
FWHMss A A ©Phesphatbande (963 cni +1 cmr)

Kationensubstitution: Rotverschiebung
Fluorid-Eintrag: Blauverschiebung
Moderner Knochen 16 + 1

Bande bei 1085 cnt Prasenz von Calcit

3.10 Statistische Auswertungsverfahren

Dazahlreiche statistische Prifverfahren eine Normalverteilung der Daten voraussetzen, welche
jedoch in biologischen Systemen relativ selteauftritt (Field et al. 2012), wurden die einzelnen
metri schen Variablen vor weiterfilhrenden Analysen auf eine Noralverteilung getestet. Hierfur
wurde dem ShapireWilk-Test aufgrund der hoheren Teststarke, auch bei kleineren Stichproben,
der Vorzug gegentber dem Kolmogorossmirnov-Test gegeben (Razali und Wah 2011). Diges-
sere Eiqwung dieses Tests zeigte sichuch beim Vergleich mit den entsprechenden Boxplots und
Histogrammen. Da jeloch nur bei wenigen Merkmalen eine Normalverteilung der Daten Isgtigt
werden konnte, wurden fur die weitere Auswertung nichtparametrische Priiverfahren vorgezo-
gen. Vetteilungsfreie Tests gelten zwar als weniger sensibel als parametrische Testfahren, al
lerdings weisen sie eine hohere Robustizitéauf (Dormann und Kihn 2011). Dem potenziellen

36 Full Width Half Max, Halbwertsbreite
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Unterschatzen von Zsammenhangen wurde hier der Vorzuggegeniiber der Uberschatzung ein
geraumt.

Da Korrelationsanalysen nach Pearson eine Normalverteilung der Daten voraussetzen, wurden
daher, auch fur metrische Variablen, stets die Rakgrrelationskoeffizienten Rho (R) nach Spear
man berechnet (Field et al. 2013, auchwenn die Rangkorrelation der Daten einen gewissen in
formationsverlust bedeuten kann. R kann Werte zwischefil und 1 annehmen, wobeil und 1
einen volkommen linearen Zwisammenhang der Merknale wiedergeben, wahren 0O zumindest
eine lineare Korrelation ausschliel3t (Bortz et al. 1990). Zusatzlich wurde bei jeder Koelations-
anayse eberso der Korelationskoeffizient Tau (T) nach Kendall angegeben, da dieser niger
empfindlich gegen Ausei3erpaare in kleineren Stichprobenumfangen ist (Bortz et al. 1990¢u-
sammenhange zwischen nminalen Datn wurden mittels der quadratischen Kontingenz nach
Pearson (c?) berechnet, wobei die Stéke des Zsammerhangs bei mehr als vier Feldern durch
das Mal} Cranérs V wiedergegeben wurde. V kann W& zwischen 0 und 1 annehmen, wobei
hdhere Welte einen starkeren Zusammenhang ateuten.

$AO0 BECTI EEAEEAT UTEOAAD j 1 qh Al OF AEA ) op@i Ox AEOC
se (H), wurde auf5 % festgelegt (p < 0,05). Von einem hoch signifikanten Ergebnis wurde bei p
< 0,01 geprochen. In der Regel wurde die Signifikanz zweiseitig getestet, wenn mehr als eine
Alternativhypothese (Hu-x) in Betracht gezogen wurde.

Hinsichtlich der deskOED OE OAT 3 OAOEOOEE xOOAA OOAOO AEA UxA
Malf3 fur die Streuung der Werte angegeben. Sie wurde dem oft verwendeten Standardfehler-vor
gezogen, da dieser die teils grof3e, biologisch bedingte Streubreite der Daten verschleid@ann.
Der Stardardfehler hangt von der GroRRe der Stichprobe ab und wird bei gréReren Pbenumfang-

en automatischkleiner (Koschak 2008).

Fur die Uberpriifung, ob die beobachteten Werte zweier unabhéngiger Stichproben aus einer
Grundgesamtheit stammen oder ob sie sich signifikant unterscheiden, wurde der Marwhitney-
U-Test veiwendet. Dabei handelt es sich um einen Rangsummentest, welcher die Werte in Form
von Rangeihen vergleicht. Bei einem nicht signifikanten Testergebnis kann davon agegangen
werden, dass kein Unterschied in der zentralen Tendenz der getesteten Stichproben lieyt. Bei
mehr als zwei zu tesenden Stichproben wurde der KruskalWallis-H-Test verwendet, welcher
demselben Grungbrin zip folgt wie der MannWhitney-U-Test. Die Vorteile dieser nichfparame-

tri schen Testverfahren ligen unter anderem darin, dass die analysierten Stichproben nicht den
selben Umfang aufweisemmissen (Field et al. 2013.

Um denEinfluss von einer oder mehrerer unabh&ngiger Variableauf eine abhangige Variable zu
testen, wurden Regressionsanalysen durchgefiihrt. Diese erfordern keine Noalverteilung und
wur den daher einer Diskriminanzanalyse vorgezogen. Bei abhangigen Variablen ¢Ressanden)

mit metri schem Skalenniveau wrde die lineare Regressionsanalyse gewahlt, bei binar nonalen
Regressanden die logistische Regressio(vgl. 5.3.1). Bei der linearen Rgressionsanalyse ist die
Beurteilung des BestimmtheitsmalRes Rentscheidend, welches Werte zwischen 0 und 1 aeh-
men kann. Die FStatistik gibt an, ob R zufallig oder durch den tatsachlichen Zsammenhang der
Daten entstanden ist. Ist diese signifikant, kann von einem Zusammenhang ausgegangen werden.
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Bei deretwas konplexeren logistischen Regression wurde zunachst die Eigng des Gsamtmo-
dells Uberprift, sprich die Glte, mit welcher die gewahlten unabhangigen Wablen (Regresso-
ren) das Modell eklaren. Hierfur wurde die Signifikanz des Zachen La Likelihood-Wertes (2LL-
Wert) getestet. Ebenso wuden die PseudeRe-Statistiken in Form von Naelkerkes-R2? beurteilt,
welches Werte zwischen 0 und 1 annehmen kann, wobei Werte > 0,5 fir eine gute Modelleignung
sprechen (Backhaus et al. 2006)Schiel3lich wurde die Siguifikanz der eireelnen getesteten Va
riablen analysiert, um deren Eifluss auf die abhangige faable zu untersuchen. Der Sigfikanz-
test folgte der sogenannten Walebtaistik, welche einer c2-Verteilung entspricht.

Um zu uberprufen, wie gut sich bestimmte diagenetische Merkmale fiir die Vorhersage éeder-
ter Isotopenwerte des Knochengewebes eignen, wurden Testverfahren, wie sie in demlidichen
Diagnostik gebréuchlich sind, herangezogen. Diese folgen dem Satm Bayes, einem wictigen
Bestandteil der Wahrscheinlichkeitsrechnung(Lesaffre et al.2007). Dabeihandelt es sich um ei
nen binaren Klassifizierungstest, bei welchem die Wahrscheinlichkeit von ursachlichen &gnis-
sen (Antezedenzen) anhand de#\uftretens daraus folgender Ereignisse (Konsequenzen) kech-
net wird. Dies folgt der Formel:

so/y  —L 2

wobeiDAAO | OEOOCAOAT AAO O1 OAOOOAEOAT - AGEimeAl O j n)
positiven Testausgang n,) 1 AEEAOI O UAECO OAORT AAOOA ) O1 01 PAT x
Generell ergab die Klassifizierung der Testergebnisse hinsichtlich der Vorhersage veranderter
Isotopenwerte anhand der untersuchten Marker die folgende Ausgangssituation:

Isotopenwerte verand ert (D*) | Isotopenwerte nicht verandert (D )

Test zeigt veranderte Werte
an (T+)

Test zeigt keine Veranderung
der Werte an (T )

Richtig positiv Falsch positiv

Falsch negativ Richtig negativ

Daraus lieRRen sich die Sensitivitat (richtig positiv/richtig positiv + falsch negativ x 100) sowie die
Speifitat (richtig negativ/richtig negativ + falsch positiv x 100) der jeweiligen Indikatoren be
rechnen, welche die Rate der insgesamt richtig positiv bzw. richtig negativ bewertetendetnisse
wiedergeben. Der positive Vorhersagewert (positive predictive value, PPV) beschreibt den Pro
zentsatz der Proben, welche korrekterweise als isotopisch veréndert klassifiziert wurden, wah
rend der negative Vorhersagewert (negative predictive value, NPV) die riclgials urverandert
eingestuften Prdoen zusammenfass(z.B. Parikh et al. 2008). Die Effiziendes getesteten Merk
mals fur die Vohersage veréanderter Isotopenwerte wurde aus der Summe aus richtig pitiv und
richtig negativ klassifizierten Probenin Relation zur Geamtprobenanzahl berechnet. Jéoch ist
fur die Beurteilung der Effizienz die Pravalenz des Merkmals in der Gesamtstichprobe (éaderte
Isotopenwerte/Stichprobe) entscheidend. Bei unrealistisch hohen Pravalenzen wde das Waln-
scheirlichkeitsverhaltnis (likelihood ratio, LR) bewertet. Ein LR von 1 bedeutete d=ei, dass die
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Wahrscheinlichkeit fur ein positives (LR) bzw. negatives (LR Testergebnis bei veénderten und
unveranderten Isaopenwerten gleich hoch war, wasden entsprechenden Test als nicht sinnvoll
fur die Vorhersage madifizierter Isotopenwerte erscheinen liel3. Héhere Werte zeign eine bes
sere Eignung der Indkatoren an (Parikh et al. 2009.

Alle statistischen Analysen der vorliegenden Arbeit, sofernicht anders angegeben, wurden mit
hilfe der Softvare SPSS (Version 20, IBM) durchgefuhrt. Die Erstellung von Grafiken erfolgte mit
SPSS, Excel (Office 2013, Mis@it) bzw. lllustrator (CS2, Adobe).
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4. Ergebnisse

Da sich die vorliegende Arbeit hauptsachlich auf die Charakterisierung friher diagenetischer Ver
anderungen nach kurzen Liegezeiten fokussiert sowie di@uswirkungen der im Labor kiinstich
beschleunigten Knochendegradation auf den urspringlichen Zustand des Gewebes ursiecht,
wurden neben der summarischen Analyse des gesamten Stichprobenkomplexes auch dieain
nen Probenkollektive getrennt beureilt.

Das Kapitel wurde thematisch in vier Subgruppen gegliedert, welche zunéchst didranstruktu-
relle Auswertung der Einzelparameter auf makroskopischer, mikrostruktureller, bimolekularer
und nanostruktureller Ebene behandelte(4.1). Im zweiten Abschnitt wurden die andysierten
Merkmale bzw. deren Variabilitat aufgrund der zumeist mangelnden Naralverteilung der Daten
mittels Randkorrelationsanalysen (siehe 3.10 auf statistische Ztsammenhange hin urtersucht
(4.2), und schlief3ich wurd e der potenzielle Einfluss ittrin sischer und exrinsischer Faktoren auf
den Knochenerhaltdargestellt (4.3). Dadetzte Kapitel des Ergebnisteils befasste sich im Zuge der
schlielenden Statistik mit den Auswirkungen der bebachteten Merkmalsveranderungen auf das
Verhaltnis der stabilen Isotope der oganischen und anorganischen Knochenfraktion. Dabei wur
den zunachst die Beobachtungen aus den marimentellen Degradationsversuchen, bei welchen
die in vivo erworbene Ausgangslsotopensignatur bekannt war und Veranderungen sicher age-
sprochen werden konnten, ausgewertet und anschliel3end auf die situ degradierten Proben
extrapoliert.

Die Tabellen mit allen den Berechnungen zugrunde liegenden Rohdaten finden sioh Anhang
unter Punkt a die Aufnahmen der histologischen Schnittedie AminosdureChromatogramme
sowie die FTIR und RamanSpektren auf dem beiliegenden Datentrager.
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4.1 Merkmalsbeschreibung und Untersuchung diagenetischer Ver an-
derungen auf intra struk tur eller Ebene

Der erste Abschnitt des Ergebnisteils widmet sich dedeskriptiven Darstellung der Ergebnisse
aus den Urersuchungen zur Charakterisierung diagenetischer Veranderungen zunéchst der
mikro strukturellen, dann der biomolekularen und schlie3lich denanostrukturellen Ebene des
Knochens. Dabei wurde auch die Untersuchung von Bodenparameten in die Auswertung mit-ein
bezogen, welche einen Einfluss auf die Dekompositionsrate des Gewebes ausiiben kén(gezhe
4.3.1).

4.1.1 Bodenanalyse

Es standen firalle vom Fundkomplex Westfriedhof untersuchten Graber (n = 50) Bodg@noben
fur die Analyse zur Verfigung, welche direkt aus dem Bestattungsbereich entnommen wign.
Bei Ubereinander liegenden Grabern (a bzw. b) wurde jeweils eine Erdprobe pro Straturkaui-
riert. Die nach der Bestimmung anhand der Munsell Bodenfarbkartdreobachtete Farbverteilung
ist in Abb.4.1 dargestellt.
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2.5YR/3/1 2.5YR/3/2 2.5YR/3/3 2.5YR/4/2 2.5YR/4/3 2.5YR/4/4 2.5YR/6/3 2.5YR/6/4

Abb. 41 Frequenz der Farbgebung der untersuchten Bodenproben. Die Farber Balken enspricht in
etwa dem jeweiligen Farbcode der MunselBodenfarbkarten.

Dabei wies die Textur des Bodens in den meisten Féllen einen mehr oder weniger hohen Seamnd
teil auf. Abb. 42 zeigt eine Ubesicht liber die Haufigkeitsverteilung der chaakterisierten Texur -

typen.
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Tonlehm
Toniger Sand
Schluffiger Lehm Il
Sandiger Tonlehm
Sandiger Lehn |
Sand
Mittlerer Ton I
Lehmiger Sand I

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Abb. 42 Ubersicht uiber die Verteilung der Texturtypen der Bodenproben. Etwa ein Drittel der untersuchten Prober
bestand aus sandigem Lehm.

Die meisten Proben wiesen eine weiche (54 %, n = 27) odeckere (40 %, n = 20) Konsistenz auf,
nur vereinzelt war das Sediment fest (6 %, n = 3).

Die Messungen des phiVerts zeigten mit einer Variationsbreite zwischen pH 5,8 und pH 8,4 eine
relativ weite Spanne. Im Median befanden sich die Werte bei pH 7,6 uddmit im neutralen bis
leicht alkalischen Milieu.

Der Grol3teil der analysierten Proben wies einen hohen Carbonatgehalt auf (54 %, n = 27), 20 %
(n = 10) zeigten eine mafige Reaktion mit Saure und wurden danach als mittei3ig cabonat-
haltig eingeschétzt. 26 % (n = 13) der Erdproben reagierten kaum mit der zugegebenen &iu
was auf einen niedrigen Carbonatanteil im Boden hinweist. Dass Proben gar keine Reaktiomgeai
und damit kein Carbonat enthalten, wurde in keinem der Falle beobachtet.

Uberraschenderweise konnte lediglich zwischen Bodenfarbe ungkonsistenz eine hoch sigifi-
kante Korrelation nachgewiesen werden ¢2 nach Pearsong2= 0,000,# OAT AO8 O 6 -E mhyx ¢
schen allen anderen Bodenparameterbestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang
Auch die Farbung der Béden lielicht auf die Textur schliel3en. So ist die am haufigsten beati+
tete Farbe 2.5YR/3/3 bei allen Texturarten mit Ausnahme von Tonlehm und tonigem Sand-an
zutreffen. Die helleren Farben, 2.5YR/6/3 und BYR/6/4 waren nur bei Sand und sadigem Lehm
vertreten. Jedoch zeitgn sich die meisten Texturtypen in ihrer Farbung variabel un&onnten an-
hand ihrer Farbe auch nicht sinnvoll in Grol3gruppen wie Tone oder Lehme eingeteilt werden.
Auch im Hinblick aufdie Verteilung der gemessenen pHVerte Uber die BodentexturTypen liel3
sich kein eindeutiges Bild entwerfen, da bei einigen Bodenarten eine sehr starke Stugg beob-
achtet werden konnte.

Ebenso bestand kein klarer Zusammenhang zwischen dem gemessepéhWert des Bodens und
dem Carbonatgehalt. J¥och lie3 sich feststellen, dass bei pMerten im sauren Beeich (< 7,0)
nur mafige bis hohe Cdronatkonzentrationen anzutreffen waen, wahrend ein geringer Cabo-
natgehalt erst bei hOheen pH-Werten auftrat.
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4.1.2 Makro - und mikrostrukturelle Diagenesemerkmale

4.1.2.1 Makroskopisch beobachtbare Merkmale friher Dekompositionsphasen

Probenkollektiv Westfriedhof: makroskopische Besonderheiten der Friihdiagenese bei Bye
stattung

Bei der makroskopischen Begutachtung der Probefielen einige Charakteristika auf, welche bei
archaologischen Proben in der Regel nicht beobachtet werden.

An den Knochen fanden sich zum Teil gréRere Bache mit deutlichen weil3en Ablagerungen,
welche als Fettvachs identifiziert wurden, jedoch war in den meigen Féllen eher das Knoher+
mark von Adipocirebildung beroffen (12 %, n= 6siehe Abb. 43).

In einem Fall (WF 10) war das Knochenmark vdatandig in eine schwarze, erdige Masse uge-
wandelt worden.

Abb. 43 Adipocirebildung am proximalen Ende einer Tibia (WF 14b, links). Bei 8% der unteuchten Knochen
war das Knahenmark in Fettwachs umgewandelt (rechts, ebenfalls WF 14b).

Taphonomieexperiment Bayerischer WaldFriihdiagenese unbestatteter Kadaver

Die im Frihsommer auf dem Geldnde des Nationalparks Bayerischer Wald im Zuge einer tiitd
logischen Studie ausgelegten Rehkadaver waren bereits nach zwei bis drei Wochenstaldig
skelettiert. Details zu der Aktvitat von Insekten und Wirbeltieren in den Phasen der Weiale-
webszersetzung sowie der exakt protokollierte Masseverlust des Kadavers lber die Zeit finden
sich beiFiderer (2011). Die Auswertungder Bilder von den Wildkameras zeigte, dass die Kadaver
von Reh 2, 3 und 4 nicht durch Aasfresser genutzt, sondern lediglich vorsikten besiedelt wur
den. Jedoch war die Rate des relativen Fleischverlustes an diesenr@irevergleichbar mit den
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dbrigen Individuen (siehe 2.4), daan allen Standorten die Madekonkurrenz hinsichtlich der Ka-
davernutzung enorm war. Sechs der zehn Rehe trugen zum Zrihkt des Todes ihre Winterdecke,
bei den Ubrigen war der Fellwechsel gréf3tenteils ageschlossen. Das lange, dichte Haar des Win
terfells verhielt sich im Laufe der Dekomposition anders als das kurze Sonerfell, welches inge-
samt langer am Korper veblieb, wéhrend das Wintefell innerhalb von acht bis 10 Tagen ausfiel
und um den Kalaver herum verteilt war (vgl. Abb. 44). Jedoch hatte auch diBeschaffenheit der
Decke keinen Einfluss auf die Rate des Fleis@rlustes. Die Skelettierungsgeschwindigkeit folgte
teilweise der tenperaturabhédnggen Formel von Vass (200},

1285

Cx

Legt man fir den ersten AuslegungszeitrauniReh 1z 5) vom 06.05. bis zum 26.05.2011 die
durchschnittliche Tagestemperatur von 13,8°€ zugrunde und rechnet die auf Menschen aye-
passte Formel (angenommenes Durchschnittsgewicht 75 kg) auf den leichtesten Jahrling (Reh 2,
19,2 kg) sowie den schwesten Bock (Reh 3, 30,8 kg) um, erh&lt man eine dursthnittliche Ske
lettierungsdauer von 24 bzw. 38 Tagen.

Abb. 44 Unterschiede in der Dekomposition zwischen Kadavern mit Sommerdecke (links) und Winterdeck
(rechts). Innerhalb weniger Tage waren didHaare des Winterfells vollstandig ausgefallen und bildeten durch
die dicke Unterwolle einen dichten Filz um den KérperBilder aus Fiderer 2011).

Fir den zweiten Auslegungszeitraum vom 06.06. bis zum 26.06.2011 (Rel BReh 10) ergibt sich

bei durchschnittlich 12,9°C eine Dauer von 23 bis 34 Tagen bis zur vollstandigen Dekomposition
des Weichgewebes. Fir die leichteren Rehe stellt die Formel damit eine relativ gute Annaherung
dar, wahrend der theaetische Dekompositionszeitraum fur die schwererKadaver als zu lang ein
geschatzt wird. Die Gechwindigkeit des Fleischverlustes korrelierte dabei nicht mit dem Aus
ganggewicht des Rehkorpers. Die langste Dekompositionsdauer zeigte Reh 10, ein mit 17,4 kg
sehr leichter Jahrling. Dagegen erfolgtder rapideste Fleischverlust bei Reh 9, dem mit 25,3 kg
zweitschwersten Bock der Serie. Die Aasfresseraktivitat war mit der Nutzung der jeweiligen Ka
daver durch Rotfuchs {ulpes vulpesbzw. Dachs eles melesannéhernd vergleichbar, und auch

37 Daten nach Wetterstation Waldhauser
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das Liegemilieu in lichtem Buchenwald bzw. feuchtem Totholzbestand relativ &hnlich. Der
schwerste Bock (Reh 3, 30.8 kg) sowie der leichteste Jahrling (Reh 8) zeigten dhnliché&drapo-
sitionsraten.

Beim ersten Beprobungsbesuch der Depositionsstellen ag¥.07.2011 (72 bzw. 51 Tage nach der
Audlegung der Kadaver) konnten bei 7 Individuen noch Metatarsalia bzw. Metacarpalia akquiriert
werden, bei den restlichen 3 musste auf andere Skelettelemente zuriickgegriffen werden, da die
Knochen stark verstreut waren und keine Mittelhand oder MittelfulRknochen mehr aufgefunden
werden konnten (Tibia bzw. Humerus, vglTabelle 2.11 unter 2.4)Die beprobten Knochen waren
mehrheitlich aulRerlich unbeschadigt und zeigten keine Anzeichen von Maitterung nach dem
Schemavon Behrensmeyer (978). Lediglichdie Probe von Reh 6 wies feine longidinale Risse
und damit Verwitterungsstufe 1 auf, der Knochen von Reh 1 zeigte am proximalendenSpuren
von Tierfral3 (Tabelle 4.1). Bei derzweiten Beprobung am 10.11.2011X57 bzw. 178 Tae nach
der Auslegung) war es bereits schwigg, jeweils noch einen Langknochen an den Adgeplatzen
aufzufinden. Einer der Knehen zeigte deutlicheBeschadigungen durch Tierfral3 in Form von
Annagen im praximalen Epphysenbereich Reh 4), bei drei weiteren (Reh 1, Reh 7, Reh 10) war
die Diaphyse mehr oder weniger stark zesplittert. Bei Reh 1 und Reh 7 kann nicht aggschlossen
werden, dass diser Befund eine Folge des fur den Tod ursachlichen Verkehrsunfalls war, Reh 10
jedoch wurde durch einen Schuss in den Thax erlegt. Die Zersplitterung des Knohens durfte
somit auf die Aktivitat von Wildschweinen Sus scrofazurtickgefihrt werden.

Auf funf der Prdben hate sich weiterhin ein ausgedehnter Algebewuchs ausgebreitetAnzeichen
von Vemwitterung (nach Behrensmeyer 1978)waren in vier Fallen erkennbar, welche sich aus
schliefllich als longitudinale Risse in der Diaphyse der Knochen au3ertéhabelle 41).

Beim spateren Aufsdgen der Knochen im Zuge der Rrenentnahmefiir weitere Analysen farden
sich in der Markhohle von 3 Knochen des ersten und 2 Kaleen des zweiten Bprobungsintervalls
zahlreiche Fliegenmaden(Abb. 4.5.

Tabelle 4.1fasstalle makroskopisch beobachtbaren taphonomischen Chaakteristika an den un
tersuchten Skelettelementen der Rehe in einer Ubgicht zusammen.
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Tabelle 4.1 Ubersichiiber denmakroskopischen Zustand der akquirierten Skelettelemente nach beiden Bebungs-
intervallen.

51 (Reh 1z 5) bzw. 72 Tage (Reh 6z 10) nach Auslegung

Probe Skelettelement Beschadigung Verwitterungsgrad Maden in Markhdhle

o

Reh 1 Tibia Tierfral3

Reh2  Metacarpus -
Reh3  Humerus -
Reh4  Metacarpus -
Reh5  Metatarsus -
Reh6  Humerus -
Reh7  Metatarsus -
Reh8  Metacarpus -
Reh9  Metatarsus -
Reh 10 \Metatarsus -

OO oOoOkr OO0 oo
x

157 (Reh 1z 5) bzw. 178 Tage (Reh 6z 10) nach Auslegung

Probe Skelettelement Beschadigung Verwitterungsgrad Maden in Markhohle
Reh 1 Femur prox. und dist. Ende 1 (Risse) )
fehlen, TierfralR
Reh 2 Metacarpus Algenbewuchs 0 -
Reh 3 Radius und Ulna - 0 -
Reh 4 Tibia dist. Ende fehlt, 0
Tierfral3 X
Reh 5 Humerus - 1 (Risse) X
Reh 6 Radius Algenbewuchs 1 (Risse) -
Reh 7 Tibia Algenbewuchs, dist. 1 (Risse) )
Ende fehlt
Reh 8 Metacarpus Algenbewuchs 0 -
Reh 9 Metatarsus Algenbewuchs 0 -
Reh 10  Langknochenfrag Tierfrall 0

mente (Tibia u.a.)

Abb. 45 Fliegenmaden in
der Markhd&hle einer mecha
nisch intakten Tibia (Reh 1).

4.1.2.2Histologische Untersuchungen

Mit Ausnahme der 10 frischen Rehknochen, die wahrend der Auslegung gewonnen wurdenygo
der Proben aus der experimentellen chemischen Degradation (n = 33) wurden alle reshen 123
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Proben der Probenkollektive Westfriechof, archéologische Knochen, R&hochen und exeri-
mentelle bakterielle Degradation histologisch untersucht.

Biotischer Knochenabbau

Die Auswirkungen mikrobieller Aktivitat auf die Dekomposition der Knochenmikrostruktur wur-
den anhand des Oxford Hitologischen Indexes (OHI) Gber den gesamten Knochgurerschnitt be-
urteilt und nicht getrennt nach ihrem peiostalen, intermediaren und endostalenErschenungs-
bild bewertet, da der mkrostrukturelle Gesamterhaltungszustand enischedend fur die Korela-
tion mit den aus Kollayen und Mineral ermittel ten Isotopenwerten ist. Denn auch fur die in dieser
Arbeit angewandten Isaopenandysen wurde der Knachen in seher Gesamtheit anadysiert und
nicht nach Beeichen getrennt urtersucht. Abb. 46 zeigt die emittelte Verteilung des hidologi-
schen Ehaltungszustands aler untersuchter Proben, aufjetrennt nach Sticlprobenkollektiven.

Die analysierten Knochen ded-undkomplexes Westfriedhof spiegelten insgesamt die Awsr -
kungen eines beginnenden mikrobiellen Befalls wider86 % der Proben (n = 43) wiesen einen
OHIWert von 5 auf, also eine weitgehend intakte Mikrostruktur mit héchstens vereinzelt atre-
tenden Bohrkanalen bzw. vergré3erten Osteozytenlakunen.

Mit 14 % (n = 7) war der Arteil an Praben mit immer noch gut erhaltener, aber bereits zu85 %
mikrobiell zerstorter Bereiche wesentlich weniger hauig vertreten. Schlechtere Ehnaltungs-
klassen kanten hier nicht beobachtet werden.

Dabei konnte fesgestellt werden, dass die Verteilung der Bohkanéle bei den Proben vom West
fiedEl £ ET AAT [ AEOOAT &R1 1 AT ngernund Osgaytériakuneh inl
inneren Bereich desknochenquerschnitts ausging, wétrend sich bei 30 % der Proben die Bohr
kanale auf den periostalen Bereich karentrierten. Der erdostale Bereich war nur wenig von bak
terieller Zerst6rung betroffen.

Im Fall der archaologischen oben er- W vestfriednof
Archaologische Knochen
i H i i experiment. bakterielle
gab sich einumgekehrtes Bild. Keine 0 EEdaston
der Proben konnte der OHiKlasse 5 zu Edl Rehinochen

geordnet werden. Bei der Mehrzahl der
Knochen (31,4%, n = 11) war die Miro-
struktur jedoch vollkommen durch bak
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terielle Aktivitat zerstort (OHI-Klasse
0).
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Abb. 46 Verteilung der histologischen Ehal-
tungsgrad-Klassen nach dem Oxford Hislogi-

schen Index zur Cheakterisierung mikrobieller
Destruktion der Knochenmikrostruktur in den 0
einzelnen Sticlprobenkomplexen.
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4. ERGEBNISSE

Die Reprasentierung der Proben inden Stufen zwischen OHKlasse 1 und 4 folgte einer exakt
bimodalen Nomalverteilung.

Aufgrund der hohen Anzahl an Proben mit vollkommen zerstorter Mikrostruktur Iasst sich
schwer abschéatzen, von welchem Bereich des Knochenquerschnitts die urspriingkcbakerielle
Invasion ausging. Jedoch lie3en jene Proben, bei welchen noch Reste intakter Mikrostruktur sicht
bar waren, erkennen, dass meist der innere CompacBereich starker von Zerstérung betroffen
war als der endostale oder periostale Rand.

DerUnterschied in der Merkmalsverteilung der beiden bodengelagerten Stichprobensets war sta
tistisch hoch signifikant (MannWhitney-U-Test, p = 0,000).

Die vergleichende Untersuchung der Knochen der unbestatteten Rehkadaver auf bakterielle
Zerstorungsmuster zeigte, dass bereits 14 der 20 Proben einen OfWert von 4 aufwiesen, ldig-
lich 6 Praben hatten noch eine durch Bakterien weitgehend unversehrte Mikrostruktur. Dabei
schien die Ausbreitung der Bohrkandle erneut mehrheitlich (75 %) von den innerendeichen
des Knochenquerschnitts ausugehen. Die Lasionen zeigten sich als fokale $beiktionen, welche
sich von den Osteoytenlakunen aus in das umliegende Gewelsusbreiteten (Abb. 47).

Bei den Knochen des ersten Beprobungszeitraums wies imnfen bereits die Halfte deutliche Zei
chen mikrobieller Aktivitat auf (OHI 4 bei 5 von 10 Proben), und nach dem zweiten Bebungs

besuch zeigten fast alle untersuchten Knochen deutliche bakterielle Zgbrungsmuster (OHI 4
bei 9 von 10 Proben).

Abb. 47 Mikrobielle Bohrkanéle im Knochenquerschnitt von Reh 2, 72 Tage (links, Differenzialinterferenzkontrast
100x) und Reh 8, 51 Tage (links, Hellfeld, 200x).

Bei den unter Laborbedingungen mit aeroben und anaeroben Mikroorganismen angeimpftem-f
schen humanen Knochenproben diente die histologische Untersuchung in erster Linie der Kon
trolle, ob die Bakterien in den Knochen eindringen, in diesem wachsen und miktoukturelle Zer-
storungsmuster hervorrufen konnten, welche schlie3lich Auswirkurgen auf das Verhaltnis der
stabilen Isotope des Gewebes haben kénnten.
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4. ERGEBNISSE

Bei der aeroben Inkubation zeigte sich bei den mRseudomonafiuorescensangeimpften Proben
ein nach etva einer Woche einsetzender Schimmelbewuchs, welcher sich im Laufe dekuiva-
tionszeit auf die meisten Proben ausbreitete und bei Femur 3 besonders intensiv ausgepragt war.
Auch dieKontrollen waren hiervon betroffen (siehe Abb. 4.8).

Abb. 4.8Erscheinungsbild der Agaplatten mit den angeimpften Knochenstiicken tUberdie aerobe Irkubati onszeit. Oben:
Femur 2, Psewlomonas fluoresens drei Tage nach Aydattierung (a), 27 Tage nach Aydattierung (b) und nach 9mo-
natiger Inkubation (c). Etwa eine Woche nach der Alegung der Knochen zeitg sich auf einigen Prden Schinmel-
bildung. Mitte: Femur 1, Stregtomyces grseus zwei Wahen nach der Imkulation (links) und nach 9-monatiger Inkuba-
tionszeit (rechts). Die mit S. griseusbeimpften Knochen zeigen keine Kortamination durch andere Bakterien oder
Schimmel. Unten: Auch die drei ubeimpften Kontrollen (von links nach rechts: Femur 1, 2 und 3) wiesen am Ende de
Inkubati onszeit Kontaminationen durch Fremdkeime oder Schimmel auf.

Da die Kontaminationenvon den Knachen selbst ausgingen und nicht vom Medium, werden die
Verunreinigungen nicht auf ursteriles Arbeiten wahrend der Auslegung, sondern auf in den
Knochen eingeschleppte Sporen ziickgefiihrt, welche durch die Bestrahlung mit kurzwelligem
UV-Licht nicht abgetétet werden konnten und wahrend der Inkubation schlief3lich aufwuchsen.
Keine Kortaminationen mit Fremdkeimen oder Schimmel wurden bei den mitStreptomyces
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4. ERGEBNISSE

griseus beimpften Knochen fesgestellt, was auf die effektive biaide Wirkung der von dem
Bakterium produzierten Antibiotika zurtickzufiihren sein durfte.

Bei der anaeroben Inkubation konnte deren Verlauf nur schwer tiberwacht werden, da die Proben
in der Anaerobierbox nicht eingesehen werden konnten. Beim Offnen der BomaEnde des 6
monatigen Inkubationszeitraums wurde jedoch deutlich, dass sich im Fall der aaroben bakeri-
ellen Inokulation ebenfalls Kontaminationen vermutlich fakultativ anaerober Kene oder Schim
mel an den Proben festgesettatten (Abb. 4.9) Auch hier waren zwei der dreiKontrollen be-

troffen, jedoch in einem relativ geringen Ausmal.

"

Abb. 49 Erscheinungsbild der mit anaeroben Bakterien angeimpften Femurproben nachronatiger Inkubationszeit
und nach efolgter GammaBestrahlung. Obere ReiheClostridium histolyticum untere ReihePrevotella méaninogenica
(Femur 1 bis 3 javeils von links nach rechts). Die Pfeile bezeichnen die mutmaflich von den angeimpften Sthen
hervorgerufenen Kdonien.

Die in Abb. 49 mit Pfeilen gekennzeichneten gralichen bzw. grauwei3en Kolonien werden mit
Clostridiumhistolyticum bzw. Prevotellamelaninogenican Verbindung gebracht.

Angesichts der langen Inkubationszeiten war es schwierig, Kontaminationemllkommen zu ver-
meiden.

Da es in der Studie jedoch nicht in erster Linie darum ging, die Bakterien in Reuttur anzuziehen,
sondern die Auswirkungen der Besiedlung von Knochen mit Mikmrganismen zu urtersuchen,
wurde der Befall mit Schimmel nich als schwerwiegende Kompkation angeseherund die Aus
wertung wurde fortgesetzt

Insgesamt wiesen bei der histologischen Untersuchung 12 der 18 Proben einen @Mért von 5
auf, zeigten also keine oder nur vereinzelte Bohrkanale. Darunter waren all&@ntrollen. Bei den
mit aeroben Keimen beimpften Knochen zeigte lediglich eine Probe einen GWert von 5, die am
starksten von Schimmel betroffene Probe Femur B. fluorescen®Bei den restlichen waen bereits
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grol3flachigere Zerstdérungsmuster erkennbar(OHI-Wert 4), welche verdeutlichten, dassdie
bakterielle Aktivitat einen sichtbaren Einfluss auf den Knahen hatte.

Die Proben des anaeroben Rpadationsversuchs zeigten bei der Ausertung ein genau unge-
kehrtes Bild. Hier wiesen alle Prben bis aif eine Ausiahme (Fenur 2, P. melainogenicd einen
OHI-Wert von 5 auf.

Anders als bei den bodengelagerten Proben sowie den unbestatteten Rehkadavern waren bei den
mit Bakterien beimpften Knochen die Bohrkanéale eher am periostalen und endostalétand des
Querschnitts lokalisiert bzw. gleichférmig Gber den gesamten Querschnitt verstreutAbb. 4.10).
Das geringere Auftreten von Bohrkanélen in den mit anaeroben Bakterien ingpften Knochen im
Vergleich zu den mit aeroben Keimen inokulierten Probe kdnnte auf die drei Monate kirzere
Inkubationszeit zurlickzufuihren sein, denn auch bei OHWerten von 5 waren in den meisten Pre
ben vereinzelte Bohrkanéle auszumachen.

Jedoch bestanden gegen eine langereklbationszeit Bedenken hinsichtlich der Gaantwicklung
innerhalb der Araerobierbox, weshalb die Inkubation nach 6 Monaten abgebrochen wurde.

2y

Abb. 410 Bakteriell induzierte fokale Lasionen in den intentionell beimpften frischen Knochenproben. Links: Aerob
bakterielle Degradation (Femur 2,S. griseusPolfilter, 100x). Rechts: Anaerobe bakterielle Degradation (Femur 2, me
laninogenica,Hellfeld, 100x).

Huminstoffeinwanderung und andere organische Kontaminationen

Da sich dielnfiltration von Huminstoffen in den Knochenpotenziell erheblich auf den Kolagener-
halt bzw. den Extraktionserfolg des Kollagens auswirken kanfsiehe 1.3.3)wurde bei der histo-
logischen Andyse der Probenauchder Einfluss von Huminstoffen auf da Gewebe erfasst.

Dabei wurde die Einwanderung von Huminstoffen in das Knochengewebe nur fiir die bodgsa-
gerten Proben Uberprift (n = 75), da Huminstoffe, mit Ausnahme der internen Hurfizierung
durch knocheneigene organische Bestandteile, aus ddbestattungsediment in den Knochen in
filtrieren. Anhand der histologischen Bilder wurde die durch die Braunfarbung des Gewebes sicht
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bare Eindringtiefe der Huminstoffe vom periostalen Rand der Schnitte fur jede Probe digital aus
gemessen. Dabei wude deutlich, dass bei der Mehrzahl der Proben (74,1 %) ledich der perios-
tale Rand bis zu einer Tiefe von 100 um von einer Einwanderung von Hursioffen betroffen war.
In 12,9 % der Falle drangen die Huminstoffe bis 500 um weit in das Innere d€sochens vor, und
ebenso 12,9 % zeigten eine noch tiefer gehende Braféwrbung des Gewebes. Die beobachtete Ver
teilung zwischen den Stichproben unterschied
sich dabei statistisch signifikant (Mann
Whitney-U-Test, p = 0,018). Es konnte fege-
stellt werden, dass im Probenkollektiv West
friedhof Huminstoffe im Schnitt tiefer eirge-
drungen waren als bei den archéologischekno-
chen (siehe Abb4.11).

Abb. 411 Huminstoffeinwanderung in die Probe WF 34 (Lie
gezeit 33 Jahre) Besonders haufig wude eine Auflésung der
periostalen Strukturen beobachtet, welche dann vaténdig

durchgefarbt waren.

Huminstoffe waren nicht die einzige Quelle anhand histologischer Schnitte festgestelltergani-

scher Kontaminationen in den Knochen, welchdurch ihren Beitrag an Kohlenstoff und Sticktoff

einen Einfluss auf die Ergebnisse der Ahgse stebiler Isotope haben kdnnen. Die im Fgenden
beschriebenen Merkmale wurden jedoch auschliefllich bei den friihdiagenetisch veénderten

Proben des Kollektivs Wedtied hof festgestellt. Ddei fanden sich vereinzelt Rete kdrpereigener
organischer Sulstanz wie die Ubereste des vaguldren Sysems in den HOAOOS3 OAEAT + Al
oder die physiologischen Hohtdume ausfiillendes Fettwachs, welches auch nach flinftagiger Ent

fettung mit Diethylether im Soxhlet und Reinigung im Witaschallbad nicht aus den Knochen ent

fernt werden konnte (Abb. 412).

Abb. 4.120rganischeRe§te in qen Knoct]en mit Liggezeiten ter 60 Jz-ihren. Links: Qberrgste des vaskgl@ren System
inden HOA OO OAEAT +ATRT AT §7& p1 AQ8dostaldriRamésdind&nidéntpksidldgE ¢
schen Hohtaumen der Campacta (WF 3).

Aber in einigen Fallen konnte auch exogenes orgmches Material detektiert werden. So wiesen
10% der Proben (n = 5) eine Kontamination mit Pilzsporen bzw. Fruchtkdrpern von Pilzen auf,
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welche nicht auf die Randbereiche beschrankt waren, sondern auch in HohlrAumen im Inneren
des Querschnitts beobachtetvurden (Abb. 4.13).

Abb. 4.13Pilzsporen (links) bzw. mutmaflich keimende Sporen (rechts) innerhalb der Compacta der Proben WF 3
(Hellfeld, 400x) und WF 37 (Hellfeld, 200x).

Bei zwei Proben (WF 10, WF 20b) fanden sich auRerdem Konglomerate von wurmférmigen-Or
ganismen in den physiologischen Lakunen der Compactalpb. 414). Da die entsprechenden Kno
chendaulerlich unbeschadigt waren, mussten diese Uber diEoramina nutritia in das Innere der
Knochen eirgedrungen sein. Bei einer der Proben, in weher mutmafliche Wimer gefunden
wurden (WF 20b), waren ebenso zahtiche Pilzsporen im Innerendes Queschnitts beobachtet

worden.

Abb. 4147 6O1 £FEOI ECA / OCAT EOI AT ET AAT n WFRA0 RikkE) &ird AVE Rdb (rectits).
Aufnahme jeweils Hellfeld, 400x.

Rekristallisation und Sekundarmineralisation

Im histologischen Bild zeigten sich nicht nur organische Degradationsartefakte, auch konnten di
verse Veranderungen der rmmeralischen Komponente ausgemacht welen. Aul3er bei den Proben
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der experimentellen bakieriellen Degradation waren alle mikrostrukturell untersuchten Proben-
komplexe von mneralischen Akerationen betroffen.

Dabeizeigten sich diese im Fall der Knohen vom Westfriedhof haupsécHich als peiostale Auf-
[6sungen des Minerals und diffuse Reistallisation (12 %, n = 6). Nur bei einer Proe (WF 18)
wur de eineauthigene Kristallbildung im Inneren desKnochemuerschnitts vermutet (Abb. 4.15).

Abb. 415 Bei den friihdiagenetisch veranderten Proben vorivestfriedhof beobachtete mineralische Veranderunger
Links: Periostale Auflésung und Rekristallisation des Knochenminerals (WF 27, Hellfeld, 200x). Rechts: Bildung &
talliner Strukturen innerhalb einer Resorptionslakune (WF 18, Hellfeld, 200x).

Bei den archéologischen Proben wiesen igesamt 21 der 35 untersuchten Knochen (60 %) mi
kroskopisch sichtbare Veénderungen an der mneralischen Matrix auf. Daon zeigten 7 Prdoen
periostale Rekristal lisationsmuster, wahrend in 12 Knochen die Bitlung authigener Kristallaggre-
gate stattgefunden hat (siehe Abb4.16).

Abb. 4.16Bildung authigener Kristallphasen in den archaologischen Knochen BrA 10 (links, Differential
inter ferenzkontrast, 400x) und BrA 12 (rechts, Polfilter, 50x).

Diese Beolachtung war dabei nicht fundortspezifisch, sordern umfasste Vetreter von fast allen
untersuchten Fundplatzen und Zeistellungen. Probe OTZ 1 wies zudem eine wkre Beson-

derheit in Form einer beeits makroskopisch eikennbaren intensiv griinen Verfarbung des Kne

chens auf, wethe auch im hisologischen Schnitt deutich zutage trat und auf die Bildung von
Grinspan zuickgefuhrt wer den dirfte.
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Die histologische Untersuchungles unbestatteten tierischen Vergleichkollektivs zeigtédereits
nach sehr kurzer Liegezeit Alterationen der mi
neralischen Matrix in Form einedokalen Rekris-
tallisationsmusters im Bereich bakerieller
Bohrkanéle innerhalb der CompactgReh 4, 178
Tage). Dies weistauf eine starke Ansauerung des
Bereichs durch die Aktivitat der Mikroorganis-
men hin (Abb. 4.17).

. Abb. 4.17 Mit mikrobiellen Bohrkanélen assoziierte Re
" kristallisationsmuster im Knochen von Reh 4, 178 Tage
~+ % nach der Auslegung des Kadaver®ifferential inter ferenz-
kontrast, 400x).

Histopatholoagie

Die Registrierung mikrostrukturell sichtbarer pathologischer Auffalligkeiten ist ein wichtiger
Baustein flr die Interpretation der Daten aus der Analyse der stabilen Isotope des Kollagens und
der mineralischen Fraktion des Knochens, da jene die Normwerte des Gewelgeentuell ebenso
verschieben kdnnen wie degradative Effekte und daher zu falschen Sahsfolgerungen hirsicht-
lich des Ehaltungszustands des Knochens fihren kdrian.

Insgesamt zeigte eine grol3e Anzahl von Proben histologische Auffalligkeiten, wobei sich die-Pro
benkollektive in ihrer Grundtendenz voneinander unterschiedenSowiesen mit 54 % Uber die
Halfte der Proben des Kadéktivs Westfriedhof (n = 27), 17,1 % der archémgischen Prden (n =
6) sowie 9 der 20 untersuchten Rehknochen diverse Afdiligkeiten auf. Dabei fiel bei den Proben
des Westfriedhofs die besonders hohe @=oporose-Frequenz auf. So waren hier irgesamt 76 %
der Knochen (n = 38) von mittelschwerer bis hochgradiger Knochenresorption leffen. Bei den
Proben des archéologischen Stigirobenkomplexes betrug die Rate mittlerer bis schweer Ostec
porosefalle immerhin 45,7 % (n = 16).

Auch bei den tierischen Vergleichsprobeizeigte ein Viertel der20 Knochendeutliche bis hoch
gradige Arzeichen von Knahernresorption.

In Bezug auf periostale Reaktionewie Porositaten bzw. Auflagerungerzeigtendie Proben vom
Westfriedhof mit 20 % registrier ter Falle (n = 10) eine relativ hohe Frequenz,wéhrend bei den
archadogischen Proben nur eirsolcher Fall beobachtet wurde. Bei den analysierten Reknochen
wiesen mit 9 von 20 Proben fast diHalfte zum Teil masive periostale Auflagerungen aufAbb.
4.18).
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