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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

Matthias Claudius beschreibt in seinem Gedicht ,Der Mensch” aus der Zeit des Sturm und Drang
den aus seiner Sicht hoffnungslosen Kreislauf der Hohen und Tiefen eines Menschenlebens, 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 organismischen Tod die biologische Existenz endet, jedoch sind die
Spuren des Lebens keineswegs ausgeldscht und fiir immer verloren, sondern in den Hartgeweben
des Korpers gespeichert und konnen iiber einen grofden Zeitraum iiberliefert und erhalten wer-
den. So ist es mdglich, noch lange nach dem Tod eines Individuums anhand seiner Knochen und
Zahne Lebenslaufparameter wie die Erndhrungssituation, Krankheitsgeschehen, bestimmte Ver-
haltensmuster, die sich auf Skelett und Gebiss auswirken, Wanderbewegungen oder die geogra-
phische Herkunft zu rekonstruieren (vgl. 1.4). Dies ist insbesondere fiir das kulturelle Verstandnis
derjenigen Zeitrdume entscheidend, fiir die es noch keine schriftliche Uberlieferung der Lebens-
umstiande der Bevolkerungen gab und somit korperliche Relikte die einzige objektive Informa-
tionsquelle darstellen.

Dies setzt jedoch voraus, dass die physiologischen Signale in den Hartgeweben wahrend der
Liegezeit des Skeletts konserviert und nicht durch Abbau des Gewebes zerstort oder verfalscht
wurden, was die Interpretation der Daten erheblich beeintrachtigen und zu Informationsverlust
oder falsch positiven Resultaten fithren kann (z.B. Sillen 1989).

Knochen ist ein biologisches Gewebe, dessen organische und anorganische Bestandteile wichtige
Néahrstoffe fiir zahlreiche Organismen enthalten (vgl. 1.2) und so frither oder spater vollstandig
abgebaut und wieder dem natiirlichen Stoffkreislauf zugefiihrt werden. Da dieser Vorgang unter
anderem auch die Ergebnisse archdometrischer Analysen wie der Untersuchung der isotopischen
Zusammensetzung der Gewebe, welche zur Rekonstruktion von Lebensumstianden herangezogen
werden, verfalschen kann, sind der postmortale Abbau von Knochengewebe, dessen moglichst
genaue Charakterisierung und ein gutes Verstdndnis der beteiligten Mechanismen Gegenstand
wichtiger Forschungsfragen. Der aktuelle Kenntnisstand hierzu wird unter Punkt 1.3 zusammen-
fassend dargestellt.

Um diagenetische Veranderungen erkennen zu kénnen und so eine Fehlinterpretation der Daten

zu vermeiden, wurden anhand physiologischer Ausgangsdaten diverse Marker definiert, welche



1. EINLEITUNG

die Integritat der Daten gewdahrleisten sollen; jedoch wird deren Aussagekraft, speziell fiir die an-
organische Knochenfraktion, kontrovers diskutiert (z.B. Lee-Thorp und Sponheimer 2003). Auf

diese Problematik wird im Abschnitt 1.5 gesondert eingegangen.

Allgemeiner Konsens herrscht dariiber, dass die frithe Phase der Diagenese, also die ersten Jahre
und Jahrzehnte nach dem Tod des Individuums, die Weichen fiir das weitere taphonomische
Schicksal der Uberreste stellt (z.B. Bell et al. 1996, Child 19954, Collins et al. 2002, Zazzo et al.
2004a). Bislang existieren jedoch nur wenige systematische Studien, die sich mit der Fragestel-
lung der frithen postmortalen Verdanderungen des Knochengewebes beschaftigen, und besonders
der mineralogische Aspekt bleibt dabei meist weitgehend unberiicksichtigt. Die vorliegende Ar-
beit sollte hier ankniipfen, indem drei verschiedene Stichprobenkomplexe systematisch auf dia-
genetische Veranderungen der organischen und anorganischen Knochenfraktion untersucht und
die Eignung der giangigen Marker fiir die objektive Darstellung des Erhaltungszustandes ausge-
wertet wurden. Dadurch sollten Zusammenhédnge zwischen den jeweiligen taphonomischen Rah-
menbedingungen, dem mikro- und nanostrukturellen Erhaltungszustand des Gewebes sowie in-

terstrukturellen Diageneseeffekten charakterisiert werden.

1.1 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit konzentrierte sich dabei auf zwei Kernfragestellungen, welche in der prakti-

schen Anwendung der archaometrischen Forschung eine wichtige Rolle spielen:

1. Welche Auswirkungen haben diagenetische Prozesse auf die in vivo erworbene Isotopen-
zusammensetzung von Knochengewebe, und lassen sich diagenesebedingte Modifikatio-
nen mithilfe von Markern sicher nachweisen?

2. Welche Rolle kommt der frithen Diagenesephase des Leichnams hinsichtlich des Erhalts
von Knochengewebe zu, konnen Verdnderungen der Ausgangsisotopensignatur bereits
nach sehr kurzem postmortalen Intervall beobachtet werden, und wie gravierend mani-

festieren sich diese?

Die Klarung dieser Fragen soll bislang fehlende Bausteine zum Verstandnis des postmortalen
Knochenabbaus beisteuern und so einen wichtigen Beitrag fiir die praktische archiometrische
Forschung liefern, welche sich auf die Interpretation von Daten aus der Analyse stabiler Isotope

aus Knochengewebe stiitzt.
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1.1.1 Einfluss diagenetischer Vorginge auf die Validitit von Isotopenanalysen

Der erste Schwerpunkt lag auf der Untersuchung eventueller Auswirkungen postmortalen Kno-
chenabbaus auf die zu Lebzeiten erworbene isotopische Zusammensetzung des Gewebes, welche
fiir die Rekonstruktion der Erndhrung sowie der Herkunft des Individuums verwendet wird (1.4).
Degradative Einfliisse konnen durch eine Veranderung der biogenen Werte potenziell zu gravie-
renden Fehlinterpretationen fiihren, daher ist es entscheidend, auf zuverldssige Marker zuriick-
greifen zu konnen, welche mit grofdtmoglicher Sicherheit Modifikationen der in vivo erworbenen
Isotopenverhaltnisse anzeigen konnen. Neben der Untersuchung postmortaler isotopischer Ver-
adnderungen der Elemente Kohlenstoff und Stickstoff aus dem Kollagen sollte insbesondere unter-
sucht werden, ob sich auch fiir diagenetische Modifikationen der Isotopenverhaltnisse von Koh-
lenstoff und Sauerstoff aus dem strukturellen Carbonat der mineralischen Matrix praktisch an-
wendbare Indikatoren definieren lassen. Zwar werden in der archdometrischen Praxis diverse
Kriterien fiir die Anzeige der Erhaltungsqualitidt von Knochengewebe angewandt, jedoch sind die-
se insbesondere hinsichtlich der Aussagekraft fiir die mineralische Komponente mit grofsen Un-
sicherheiten verbunden und daher stark umstritten (siehe 1.5).

Die einzige Moglichkeit, diagenetische Verdnderungen und deren Auswirkung auf die isotopische
Zusammensetzung der Knochenkomponenten direkt nachvollziehen und somit Kriterien fiir die
kompositionelle und isotopische Integritit des Gewebes identifizieren zu kénnen, ist die experi-
mentelle Degradation frischer Knochenproben. Bei bekannter in vivo erworbener Isotopensigna-
tur konnen 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 Veran-
derungen der organischen und anorganischen Knochenmatrix sowie die Auswirkungen auf die
[sotopenverhéltnisse sowohl von Kollagen als auch von Carbonat untersuchten, wurde das hydro-
lytische Degradationsexperiment von Harbeck (2007) bzw. Harbeck und Grupe (2009) im Rah-
men der vorliegenden Arbeit wiederholt und entsprechend erweitert.

Da die Versuchsanordnung jedoch nur hydrolytische Abbauwege simulieren konnte und der Ef-
fekt mikrobieller Beeinflussung der Knochendegradation, welcher unter natiirlichen Dekomposi-
tionsbedingungen ebenso eine tragende Rolle spielt, so nicht erfasst werden konnte, wurde das
frische Knochenmaterial intentionell mit Mikroorganismen beimpft und tiber einen langeren Zeit-
raum inkubiert (vgl. Balzer et al. 1997). Neben der Inokulation der Knochen mit aeroben Bakteri-
en wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit zusatzlich erstmalig die Auswirkungen anaerober

Knochendegradation systematisch analysiert.

1.1.2 Erkenntnisse zur Friihdiagenese

Der zweite Hauptaspekt der vorliegenden Arbeit beschiftigte sich mit der grundlegenden Erfor-

schung der frithen postmortalen Phase der Knochendegradation. Obwohl dem Zeitraum unmittel-

bar bzw. wenige Jahre nach dem Tod generell eine Schliisselrolle hinsichtlich des diagenetischen
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Schicksals von Knochen zugewiesen wird (z.B. Collins et al. 2002, Trueman et al. 2004, Zazzo et al.
2004a), sind die in den Hartgeweben ablaufenden Prozesse wahrend der initialen Diagenese so-
wie eventuelle Auswirkungen auf die biogene Isotopensignatur des Gewebes unter regularen Be-
stattungsbedingungen noch nicht systematisch aufgeklart. Dies ist jedoch nicht nur fiir das gene-
relle Verstiandnis diagenetischer Mechanismen und die Extrapolation auf archdologische Funde
von Bedeutung, sondern auch fiir die Isotopenanalytik in forensisch relevanten Fallen von grofiem
Interesse.

Zu diesem Zweck wurde in der vorliegenden Arbeit iiber einen Zeitraum von 5 Monaten ein ein-
zigartiges Probenkollektiv von 50 Langknochenproben eines modernen Friedhofs akquiriert und
anschlief3end auf diagenetische Verdnderungen untersucht. Der Vorteil des Kollektivs bestand in
den exakt bekannten Liegezeiten der Knochen sowie den stets dokumentierten Individualdaten.
Zusatzlich konnte im Kontext jeder Bestattung eine Bodenprobe entnommen und so das Liegemi-

lieu charakterisiert und auf Zusammenhinge mit diagenetischen Prozessen untersucht werden.

In ihrer in vivo erworbenen Isotopensignatur postmortal potenziell verdnderte Proben sollten
mithilfe der nach Kapitel 1.1.1 definierten Diagenesemarker identifiziert und mit den Resultaten
des ebenfalls untersuchten archiologischen Probenkollektivs abgeglichen werden.

Postmortale diagenetische Prozesse sollten dabei von pathologischen Vorgiangen in vivo abge-

grenzt werden.

Da eine Vielzahl von Studien, welche sich mit der frithen postmortalen Phase beschaftigen, auf
unbestatteten Kérpern basieren, wurden als indirektes Vergleichskollektiv die Knochen von unter
natiirlichen Bedingungen degradierten Rehkadavern 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 méglichst sicher
ansprechen zu koénnen, muss der physiologische Grundzustand des Gewebes, der Aufbau seiner
Einzelkomponenten und deren Interaktion genau bekannt sein. Uber die detaillierte ontogeneti-
sche Entwicklung und den makrostrukturellen Aufbau von Knochen gibt es zahlreiche Ubersichts-
artikel, auf die an dieser Stelle verwiesen werden soll (z.B. Martin et al. 1998, Turner-Walker
2008, Safadi et al. 2009).
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1.2.1 Nanostrukturelle Organisation

Knochen ist ein komplex hierarchisch aufgebautes Gewebe, dessen Zusammensetzung, Bildung
und biomechanische Eigenschaften von zahlreichen verschiedenen Faktoren beeinflusst werden
(Carden und Morris 2000).

Ausgereifter menschlicher Knochen besteht zu etwa 65-70 Gewichtsprozent aus anorganischer
Mineralsubstanz, zu ca. 20-23 % aus organischem Material und zu 10 % aus Wasser sowie Lipiden
(z.B. Monge et al. 2014, Turner-Walker 2008). Die relativen Mengenangaben kénnen dabei je nach
Alter des Individuums bzw. des Gewebes, Gewebetyp, Erndhrung und Gesundheitszustand leicht

variieren (Boskey und Pleshko Camacho 2007).

1.2.1.1 Die organische Matrix

Von den bislang 2479 verschiedenen in Knochengewebe nachgewiesenen Proteinen (Jiang et al.
2007) stellt Kollagen Typ I mit 85-90 % die weitaus haufigste Fraktion (Carden und Morris 2000).
Die in ihrer Primarstruktur 1014 Aminosauren langen Polypeptidketten weisen eine charakteris-
tische Aminosaureabfolge auf, bei welcher Glycin (gly), die kleinste Aminosdure, an jeder dritten
Position lokalisiert ist, was der Struktur das generelle Wiederholungsmuster gly-X-Y verleiht (Bal-
zer et al. 1997). Die am haufigsten auftretende Konstellation fiir die Besetzung der X- und Y-Posi-
tion ist der Einbau der Iminosduren Prolin und Hydroxyprolin, die zweithdufigste Variante bein-
haltet Lysin und Hydroxylysin (Safadi et al. 2009). Etwa 30 % aller Aminosauren des Molekiils
sind damit Glycin, 14 % Prolin und 11 % Hydroxyprolin (Miller und Gay 1982). Kollagen ist das
einzige humane Protein, in welchem Hydroxyprolin in signifikanten Mengen vorkommt. Es bietet
dem Molekiil einen gewissen Schutz vor der Aktivitdt von Proteasen und erhéht damit dessen
physikochemische Stabilitat.

Die Position der Aminosauren ist entscheidend fiir die Sekundar- und Tertidrstruktur des Pro-
teins. Die Polypeptidketten sind in einer charakteristischen Konformation aus zwei linksgewun-
denen o 1-Ketten und einer o 2-Kette or-
ganisiert, welche rechtshelical miteinan-
der verwoben sind (Abb. 1.1). Die Abun-
danz von Glycin fiihrt zu einer sehr engen

Windung der Tripelhelix, indem es zu

Abb. 1.1 Darstellung einer linksgewundenen alpha-
Kette des Kollagenmolekiils (a, b). Die scharfen
Windungen kommen durch die Aminosaureabfolge
Glycin-Prolin-Hydroxyprolin zustande. Drei a-Ket-
ten lagern sich zu einer rechtsgewundenen Tripel-
helix zusammen, auch als Tropokollagen bezeich-
net (c). Die Aufsicht auf ein Ende der Tripelhelix (d)
verdeutlicht die enge Bindung, welche durch die in-
nen liegenden Glycin-Molekiile (rot dargestellt) be-
dingt ist (aus Lehninger et al. 2004).
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Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Aminogruppe des Glycins einer Kette mit einer
nicht-Glycin-Carboxylgruppe der benachbarten Kette kommt, was wiederum die Resistenz gegen
proteolytische Enzyme erhoht (Child 1995b). Jedes Triplet ist ca. 300 nm lang und weist einen
Durchmesser von 1,5 nm auf (DeCupere et al. 2003, Viguet-Carrin et al. 2006). Die Tripelhelices
lagern sich durch kovalente, thermodynamisch stabile Quervernetzung an den Positionen 87 und
930 iliber (Hydroxy-) Lysylreste enzymatisch katalysiert linear-parallel zu Faserbiindeln (Mikro-
fibrillen) zusammen, was in dufderst stabilen, nicht reduzierbaren Aldehyd- oder Pyridinolin-
verbindungen resultiert (Bailey et al. 1998, Fujimori 1989, Robins und Duncan 1983).

Die etwa 75 nm dicken Mikrofibrillen lagern sich wiederum zu Fibrillen zusammen, welche in
alternierender Anordnung in Fasern organisiert sind (Giraud-Guille 1988, Turner-Walker 2008).
Die Fibrillen sind nicht kraftschliissig angeordnet, sondern versetzt zueinander mit ca. 67 nm brei-
ten Liicken zwischen den Enden der Strdnge. Dies verleiht den Kollagenfasern bei elektronenmi-
kroskopischer Betrachtung ein charakteristisches Binderungsmuster (Abb. 1.2).

Die quasihexagonal gepackten Fasern zeich- _ i ‘
Aminosaure il g HYP-PRO-.

nen sich durch eine extreme Reif3festigkeit 1 Fi

aus und kéonnen mit dem Zehntausendfachen

ihres eigenen Gewichts belastet werden.

Damit sind sie belastbarer als ein Stahlseil Tr0p0k0"agen

: . ~300 nm

gleichen Durchmessers (Safadi et al. 2009).

Fibrillen
Abb. 1.2 Organisationsschema der hierarchischen & MM
Struktur des Kollagens. Die nicht kraftschliissige
Anordnung der Fibrillen, die zu 67 nm breiten
Liicken fiihrt, bedingt das charakteristische Bande- Fasern
rungsmuster der Kollagenfasern (verdndert nach ~10
Buehler 2006). Mm

1.2.1.2 Die anorganische Komponente des Knochens

Die mineralische Komponente des Knochens erfiillt neben den Aufgaben der mechanischen Stabi-
lisierung des Gewebes auch eine wichtige chemische Speicherfunktion fiir diverse Mengen- und
Spurenelemente, welche fiir den Kérper essenziell sind (Burger et al. 2008, Weiner und Wagner
1998, Rogers und Zioupos 1999, Glimcher 2006). Daher stellt sie ein wertvolles Archiv flir archdo-
metrische Analysen dar, da sich zu Lebzeiten in den Hartgeweben eines Korpers gespeicherte lo-
nen dauerhaft erhalten und somit Riickschliisse auf die Lebensumstdnde des Individuums gezo-
gen werden konnen (siehe 1.4.2).

Obwohl die mineralische Matrix des Knochens schon seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver For-
schungsbemiihungen ist (z.B. Beevers und McIntyre 1946, McConnell 1962, Biltz und Pellegrino
1971, LeGeros et al. 1978, Elliott 2002, Cho et al. 2003, Wilson et al. 2005, 2006, Glimcher 2006,

10
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Rey et al. 2009, Pasteris et al. 2014), ist die exakte Struktur des Knochenminerals noch nicht voll-
stindig aufgeklart.
Bereits vor einem knappen Jahrhundert wurde die Zusammensetzung der Festphase des
Knochens mittels chemischer Analysen und Rontgendiffraktometrie von de Jong (1926) als ein
dem geologischen Apatit dhnliches, kristallines Calciumphosphat identifiziert. In Abweichung zu
in Gesteinsformationen vorkommendem, stochiometrischem Hydroxylapatit mit der Summen-
formel Ca10(PO4)6(OH) (siehe Abb. 1.3) zeigen
Knochenmineral-Kristallite einige signifikante
Abweichungen, die den besonderen physiolo-
gischen Anforderungen an das Gewebe ge-
schuldet sind. Die oft als Bioapatit bezeichnete
Mineralkomponente ist gekennzeichnet durch
eine Reihe von uneinheitlichen lonensubstitu-
3.0A tionen innerhalb des Kristallgitters. Da die he-
xagonale Kristallstruktur von Apatitmineralen
sehr flexibel ist und damit eine Vielzahl von
Ionensubstitutionen toleriert, die lediglich das
Gesamtladungsequilibrium des Minerals er-
halten und strukturell in das Kristallgitter in-
korporierbar sein miissen (Bergslien et al.
2008, Dorozhkin und Epple 2002), sind im

Knochenmineral alle Gitterpositionen poten-

@ o

@ OH ziell von Substitutionen betroffen (z.B. Lebon

et al. 2008, Pasteris et al. 2004, Turner-Walker
2008, Thomas et al. 2007).

So kann Ca?* in Spuren durch mono-, di- oder

Abb. 1.3 Darstellung des Kristallgitters von Hydroxyl-
apatit (Pasteris et al. 2014). Eine Einheitszelle besitzt
vier verschiedene kristallographische Positionen:

Die sechs P5+-lonen sind tetraedrisch mit jeweils vier
Sauerstoffatomen koordiniert. CaZ+ besetzt zwei ver-
schiedene Gitterpositionen (vier Ca2+-Ionen an Position
I, sechs an Position II). Die Ca2* (II)-Ionen bilden durch
ihre Anordnung einen Kanal entlang der c-Achse des
Kristalls, den sogenannten Anionenkanal. Die dreifach
trigonal-planare Position in diesem Kanal wird pro Ein-
heitszelle von zwei monovalenten Anionen besetzt, ty-

trivalente Metallionen wie Na*, K*, Fe2+, Zn?+,
Srz+, Mg+, Cdz2+, Niz+, Co?+, Ba2+, Mn2+, Pb2+, Cu2+
und Y3+ ersetzt werden (Hughes und Rakovan
2002, Pan und Fleet 2002, Piccoli und Candela

2002), wahrend diverse Oxyanionen wie Car-

pischerweise OH- (Elliott 2002, Hughes und Rakovan

bonat und Arsenat die PO43--Gitterplatze ein-
2002, Wopenka und Pasteris 2005).

nehmen konnen.

Die OH--Position kann durch Carbonat oder Halide besetzt werden (Reiche et al. 2003, Skinner
2005, Thomas et al. 2007, Wopenka und Pasteris 2005, siehe Abb. 1.4). Die bedeutendste Ionen-
substitution im Kristallgitter von Knochenmineral ist die Inkorporierung von Carbonat, welches
etwa 5-8 % des Gesamtgewichts des Minerals ausmacht (Elliott 2002, Gross und Berndt 2002
Penel et al. 1998, Wopenka und Pasteris 2005).

5
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Dieser hohe Carbonatanteil des nach geologischer Nomenklatur auch als Dahllit bezeichneten
Carbonatapatits ist verantwortlich fiir die charakteristische plattchenartige Morphologie der

Knochenmineralkristallite, da reiner Hydroxylapatit nadel-

Ca10 (P04)6 (OH)Z formige Kristalle ausbildet (Trueman und Tuross 2002,
I I I Weiner und Traub 1992). Die Kristallite sind zudem mit
Ausmafien von 5 x 35 nm bei etwa 2 - 3 nm Dicke deutlich

Nat, AsOgs, CO;7,

kleiner als die nicht-carbonathaltigen Hydroxylapatits (Bur-
K, SO4%, F-

1)
Fe?, COs2, cl, ger et al. 2008, Glimcher 2006, Lowenstam und Weiner
Zn%, SiOs#,  Vakanzen 1989, Nielsen-Marsh et al. 2000, Rey et al. 2009, Weiner und
Sr#, VO3,
Mg?*, Vakanzen Wagner 1998).
Cd#,
Niz
Cozi, . . 1 .
Abb. 1.4 Aufgrund der flexiblen Kristallstruktur des Apatits konnen im

Ba?, Knochenmineral an jeder Gitterposition zahlreiche Ionen substituiert
Mn2, werden. Misra (1984) bezeichnete daher die mineralische Komponente
Pb?, des Knochens als mangelhaft kristallinen, kontaminierten Hydroxyl-
Cu2* apatit. Daher wird auch die modifizierte Strukturformel:
Y3+ ’ Caio-xVakanzx[(P0O4)e-x(CO3)x](OH)2-Vakanzy fiir die Charakterisierung

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

Dabei ist die absolute Grofie der Kristallite taxonspezifisch und variiert abhangig vom Knochen-
alter, der Position im Knochen, vom Knochentyp und der Spezies (Farlay et al. 2010, Jackson et al.
1978, Lowenstam und Weiner 1989, Paschalis et al. 1996, Posner et al. 1965). Ursachlich fiir die
geringe Grofie der Kristalle ist der Carbonatanteil des Minerals, da die Inkorporierung von Fremd-
ionen in das Kristallgitter des Hydroxylapatits zu einer Verzerrung der Einheitszellen fiihrt (siehe
Abb. 1.5) und damit die maximale Ausdehnung des Kristalls limitiert. Der hohe Carbonatanteil des
Knochenminerals wirkt sich jedoch nicht nur auf die Kristallmorphologie aus, er erh6ht auch die
Loslichkeit der Kristallite, was fiir die physiologischen Umbauprozesse des Gewebes (Remode-
ling) von entscheidender Bedeutung ist. Da Knochen wéhrend des gesamten Lebens ein hoch re-
aktives Gewebe ist, muss der Korper in der Lage sein, auch mineralisierte Strukturen um- und
abbauen zu kénnen (LeGeros etal. 1967, Turner-Walker 2008, Weiner und Wagner 1998, Ziv und

Weiner 1994).
% = Cluster identischer E
) Atome
D . = inkorporierte Fremdatome
Einheitszellen =7
_ Kristallitgrof3e,
Kristallographisch kontinuierlich Kristallographisch verzerrt

Abb. 1.5 Darstellung der Verzerrung des Kristalls durch die Substitution von Fremdionen wie CO32- fiir PO43- in das Gitter
von Hydroxylapatit. Das planare CO32- ist kleiner als das tetraedrische PO43-, was zu einer Kontraktion der Einheitszelle
fiihrt. Der hohe Carbonatgehalt des Knocheminerals limitiert dadurch die Grofie der Kristalle (verdndert nach Wopenka
und Pasteris 2005).

12
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Die Position des Carbonats im Knochen

Seit mehr als 40 Jahren wird tiber die exakte Position des Carbonats sowie das OH--Defizit des
Knochenminerals diskutiert, welches lediglich 20 mol % der OH--Konzentration stdéchiometri-
schen Hydroxylapatits enthalt (Cho et al. 2003, Pasteris et al. 2004, 2014, Rey et al. 1995, 2009)
und daher teilweise nicht als Hydroxylapatit nach der medizinischen Nomenklatur anerkannt
wird (Pasteris et al. 2004). Dennoch sind die absolute Struktur des Knochenminerals und die in-
terkristallinen Zusammenhange noch nicht vollstandig aufgeklart.

Theoretisch kann strukturell in den Hydroxylapatit-Kristall eingebundenes Carbonat in vivo zwei
verschiedene Positionen einnehmen und dabei entweder PO43- oder OH- ersetzen. Die Nomenkla-
tur der jeweiligen Substitutionsform, ,Typ A“ (OH-- Position) bzw. , Typ B“ (PO43-- Position) wurde
bereits 1940 durch den Geologen Duncan McConnell etabliert (McConnell und Gruner 1940, in
Wopenka und Pasteris 2005). Die Typ B-Substitution ist die deutlich haufigere Form, maximal 15
% der Carbonationen sind an der OH--Position zu finden (Rey et al. 2009). Dies wird auf den
zwingend noétigen Ladungsausgleich nach der Typ B-Substitution zuriickgefiihrt, welcher iiber
eine signifikante Verringerung der Hydroxylionenkonzentration erreicht wird.

Die damit frei gewordenen Anionenkanale, auch Channel-Sites genannt, werden vermutlich durch
Wassermolekiile blockiert und verhindern so eine Einlagerung von CO32 an dieser Stelle (Pasteris
et al. 2004, 2014, Wopenka und Pasteris 2005, Wright und Schwarcz 1996). Mit zunehmendem
Alter des Knochens nimmt die Anzahl der Carbonationen in den Anionenkanalen (= Typ A-Posi-
tion) jedoch zu, was vermutlich auf einen geringeren Wassergehalt des Kristalls zuriickgefiihrt
werden kann (Miller et al. 2001, Kuhn et al. 2008).

Neben dem strukturell im Kristallgitter gebundenen Carbonat findet sich weiterhin an der die
Auflenseite des Kristalls umgebenden Hydrathiille locker adsorptiv gebundenes Carbonatin Form
von CO32 oder HCOz-, welches bei Bedarf in den Kristall eingebaut werden kann, aber auch eine

entscheidende Rolle bei der Bicarbonatpufferung des Blutes spielt (Posner 1985, Rey et al. 2009).

1.2.1.3 Kollagen-Mineral Kompositstruktur

Die organische und anorganische Knochenfraktion sind eng miteinander verbunden und bilden
so die Grundlage fiir die auf3ergewohnlichen biomechanischen Eigenschaften des Gewebes in vivo
und die relativ hohe Resistenz gegeniiber degradativen Faktoren nach dem Tod des Individuums
(vgl. 1.3).

Das dreidimensionale Netzwerk aus Kollagen Typ I-Fasern wirkt dabei als Geriist fiir die
Nukleation der plattchenférmigen Mineralkristallite, welche epitaktisch mitihrer c-Achse entlang
der Kollagenfibrillen wachsen und diese dabei maskieren (Ascenzi et al. 2003, Fratzl et al. 2004,
McNally et al. 2012, Weiner und Traub 1992, Weiner und Wagner 1998, Weiner et al. 1999; siehe
Abb. 1.6). Etwa 20-30 % der Kristallite befinden sich dabei an der Aufienseite der Fibrillen (Katz

und Li 1973), die restlichen, die gleichférmiger entlang der Faserrichtung angeordnet sind (Fratzl
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und Weinkamer 2007, Spiesz et al.
2012), innerhalb der Fibrillen. Dabei
sind die kleinen Mineralplattchen nicht
liickenlos angeordnet, sondern gegen-
einander versetzt. Im lebenden System

sind die Liicken zwischen den Kristallen

mit organischen Makromolekiilen wie

Kollagenfibrille

Lipiden, nicht-kollagenen Proteinen und

Proteoglykanen sowie assoziiertem

Wasser besetzt (Malmberg und Nygren
2008). Neben der Rolle der nicht-kolla-

genen Proteine als Bindeglied zwischen

Abb. 1.6 Anordnung der Mineralkristallite innerhalb des Netz-
werks aus Kollagenfibrillen. Die Kristalle orientieren sich mit Mineral und Kollagen kommt weiterhin

ihrer c-Achse entlang der Fibrillen (nach Seidel et al. 2012 und
Turner-Walker 2008). den Hydroxylgruppen der beiden Kom-
ponenten eine entscheidende Funktion
bei der engen Verbindung zwischen den
Mineralplattchen und den Kollagenfibrillen zu. Es wird diskutiert, dass sich das OH--defizitare
Knochenmineral (siehe 1.2.1.2) und das im Gegensatz dazu stark hydroxylierte Kollagen (siehe
1.2.1.1) OH-Gruppen teilen und so durch den gegenseitigen Ladungsausgleich eng aneinander ge-
koppelt werden (Farlay et al. 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 bezeichnet wird (Newesely 1989), ist was-
serunlodslich und hoch resistent gegeniiber exogenen Noxen, weshalb Knochengewebe auch nach
dem Tod des Individuums lange erhalten bleiben kann (siehe auch 1.3.2). So schiitzt die minera-
lische Komponente das Kollagen vor Degradation, da es durch die dichte Packung der Kristallite
entlang der Fibrillen, ahnlich einem Stiitzkorsett, einerseits ein Aufquellen der Helices und damit
eine mechanische Expansion verhindert (McCutchen 1975, Turner-Walker 2008) und anderer-
seits die Einwirkung bakterieller Proteinasen auf das Polypeptid teilweise unterbinden kann, da
die Liicken zwischen den Kristalliten zu klein fiir die Passage der mikrobiellen Enzyme sind
(Gernaey et al. 2001, siehe auch 1.3.2). Aber auch die organische Matrix wirkt sich im Gegenzug
schiitzend auf die Mineralkristallite aus, da die enge Anlagerung der Kristallplattchen an das kolla-
gene Netzwerk die mit 100-200 m? pro Gramm Kristallgewicht sehr grofde und damit reaktive

Oberflache der Kristallite vor duféeren Einfliissen abschirmt (Newesely 1989, Posner 1985).

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

verschiedenen Organisationsformen angeordnet sein, die der jeweiligen biomechanischen Bean-

spruchung des Gewebes Rechnung tragen und ein Leben lang der Anpassung (Remodeling) un-
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terworfen sind. Dies fiihrt zur Unterscheidung von drei verschiedenen Grundtypen des Knochen-
gewebes. Da diese aufgrund ihres unterschiedlichen Aufbaus und Mineralisationsgrades eventuell
abweichenden degradativen postmortalen Prozessen unterworfen sein konnen, ist die Kenntnis
vom Aufbau der Gewebetypen entscheidend.

In der einfachsten Organisationsform, die als Geflechtknochen bezeichnet wird, liegen die minera-
lisierten Kollagenfasern in einem zufallig angeordneten, unstrukturierten Netzwerk vor. Das vas-
kuldre System versorgt den Knochen iiber grofdraumige Lakunen (Doblaré et al. 2004, Lieberman
1997, Martin et al. 1998, siehe Abb 1.7). Aufgrund der hohen Bildungsgeschwindigkeit dieses Kno-
chentyps findet sich Geflechtknochen typischerweise dort, wo eine moglichst hohe Stabilisierung
innerhalb kiirzester Zeit erforderlich ist. Dieser Knochentypus stellt bei Sdugetieren jedoch ledig-
lich eine Ubergangsform dar, welche nach und nach in fiir den Organismus giinstigere Organisa-
tionsformen, plexiformen oder lamelldiren Knochen (siehe weiter unten), umgewandelt wird
(Martin et al. 1998). Im menschlichen Skelett ist dieser Umbau spitestens im Alter von vier bis
fiinf Jahren abgeschlossen, wobei sich in Bereichen mit hoher mechanischer Belastung und damit
hohen Umbauraten, wie den Ansatzstellen von Sehnen oder der Alveolarregion des Kiefers, Ge-
flechtknochen auch dauerhaft findet. Tritt Geflechtknochen im adulten Skelett anderweitig auf,
wird dies als pathologisch angesehen (Martin et al. 1998, Schultz 1997).

Lamelldrer Knochen ist die iiberaus
stabile, ausgereifte Form adulten Kno-
chens. Er zeichnet sich durch einen ho-
hen Organisationsgrad parallel ange-
ordneter Kollagenfasern aus, welche in

kompaktem Knochen konzentrisch um

die vaskuldren Kanale (Havers’sche Ka-
nile) angeordnet sind, welche Blutge-
fafle, Nerven und Lymphe enthalten.
Diese als Osteone bezeichneten Struk-
turen durchziehen den Knochen in lon-
gitudinaler Richtung und spielen eine
entscheidende Rolle bei der Stabilisie-
rung des Gewebes (siehe Abb. 1.7). Auf-
grund des hohen Organisationsgrades
sind die Bildungsgeschwindigkeit und
die Umbaurate dieses Knochentyps
langsam (z.B. Safadi et al. 2009).

Der dritte mikrostrukturelle Organi-

Abb. 1.7 Mikrostrukturelle Organisationsformen von Knochenge- sationstyp kann als Intermediarform

webe: Geflechtknochen (oben) und lamelldrer Knochen mit osteo- aus Geflecht- und lamellarem Knochen
nalen Strukturen (unten). Links dargestellt sind jeweils elektronen- .

mikroskopische Aufnahmen der Gewebetypen sowie schematische ~ angesprochen werden und wird als
Zeichnungen {liber den Verlauf der Kollagenfasern (verandert nach

Beniash 2011 und Safadi et al. 2009). plexiformer Knochen oder fibrolamella-
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rer Komplex bezeichnet. Gekennzeichnet ist diese Form durch ein Grundgertist aus Geflechtkno-
chentrabekeln, deren Zwischenraume mit lamellirem Knochen ausgefiillt werden. Charakteris-
tisch ist der palisadenartige Aufbau des Gewebes, das diesem durch die geradlinig verlaufenden
vaskuldren Hohlrdume im Querschnitt eine ziegelmauerartige Erscheinung verleiht (Martin et al.
1998, Abb. 1.8).

Ahnlich dem Geflechtknochen ist die Bildungs-
geschwindigkeit des plexiformen Strukturtyps
schnell, jedoch verleihen der hohere Mineralisa-
tionsgrad und der systematisch angeordnete
Aufbau dem Gewebe einen hohen Grad an Stabi-
litat. Dies ist von entscheidender Bedeutung fiir
grofde, rasch wachsende Tiere (Boviden, Cer-
viden, Equiden, Suiden), die in der Lage sein

miissen, unmittelbar nach der Geburt aufstehen

und ihr eigenes Gewicht tragen zu kénnen, und
war damit auch bei den in der vorliegenden

) ] Abb. 1.8 Querschnitt vom Metatarsus eines Rehs (Capre-
Studie untersuchten Rehknochen zu finden. Da  olus capreolus) mit typischem, palisadenartig- plexifor-

sekundar lamellarer Knochen giinstigere bio- mem Strukturcharakter (Hellfeld, 50x).
mechanische Eigenschaften besitzt, jedoch
langsamer gebildet wird, finden sich, je nach Beanspruchungsgrad des jeweiligen Skelettelements,
auch Mischformen zwischen plexiformem und Havers’schen Knochen bzw. einzelne Knochen oder

Areale, die nur sekundar lamelldren Knochen aufweisen (Lihl et al. 2013).

1.3 Taphonomie

Aufgrund des hohen Proteinanteils und seiner Eigenschaften als Mineralspeicher stellt Knochen-
gewebe nach dem Tod des Individuums eine wertvolle Ressource fiir eine Vielzahl von Organis-
men dar, welche die zur Verfiigung gestellten Nahrstoffe vollstindig nutzen und verwerten kon-
nen und somit den Knochen friither oder spater komplett abbauen, wenn er nicht vorher fossili-
siert, was einen dauerhaften Erhalt bewirkt (Millard 2001, siehe auch 1.3.2). Trotz der Tatsache,
dass der postmortale Abbau von Knochengewebe bereits seit Jahrzehnten intensiv erforscht wird,
sind die ablaufenden diagenetischen Prozesse aufgrund ihrer Komplexitat noch nicht erschépfend
modelliert (Reiche et al. 2003).

Im lebenden Organismus wird die Homdostase der Struktur und Funktion von Knochengewebe
durch eine Reihe von extrazelluldren Signalsystemen garantiert (Cowan et al. 2012), und daher
gelten auch die Knochen nach dem Tod des Individuums und dem entsprechenden Wegfall regu-

lativer Mechanismen prinzipiell als instabil (Trueman und Tuross 2002).
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Generell beginnt die autolytische Destruktion der Gewebe durch korpereigene Enzyme un-
mittelbar nach dem Tod des Individuums (Child 1995a, Dent 2004). Im weiteren Verlauf der
Dekomposition breiten sich die als Kommensalen im Verdauungs- und Respirationstrakt nattir-
lich vorkommenden Mikroorganismen iiber das vaskuldre und lymphatische System im gesamten
Korper aus und zersetzen die befallenen Gewebe. Mit fortschreitender Faulnis wird der zur Ver-
fligung stehende Sauerstoff rasch durch aerobe Mikroorganismen verstoffwechselt, was zu einer
Zunahme anaerober Bakterien fiihrt, welche das dominierende Element wiahrend der Faulnispha-
sen darstellen (Campobasso et al. 2001, Child 1995a, Dent 2004, Gill-King 1997, Vass 2001). Ob-
wohl die Dekomposition eines toten Korpers ein kontinuierlicher Prozess ist, wird der Vorgang
von zahlreichen Autoren in einzelne Phasen eingeteilt, welche jeweils 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). Demnach durchlauft ein Kadaver in der Regel

folgende Zersetzungsschritte:

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

chemische Prozesse aerob aerob

korpereigene Enzyme anaerob
Die Dauer der einzelnen Phasen variiert dabei stark und hdngt von zahlreichen externen Faktoren
ab, welche die ablaufenden Prozesse deutlich verlangsamen oder teilweise scheinbar stoppen
konnen (siehe 1.3.3). Hierbei ist besonders die Ausschaltung der Faulnisprozesse entscheidend,
was zu speziellen Konservierungsformen der Kérper als Mumien, Moorleichen oder Fettwachs-
leichen! fiihrt (Fiedler und Graw 2003). Bei nicht beerdigten, an der biologisch hoch aktiven Erd-
oberflache liegende Kadavern ist die Skelettierung meist nach wenigen Wochen abgeschlossen
(Walcher 1937, siehe 1.3.3.2). Die Weichgewebszersetzung bestatteter Korper dagegen ist im
Schnitt unter fiir die Dekomposition giinstigen Bedingungen erst nach drei bis 12 Jahren komplet-
tiert; unter unglinstigen Voraussetzungen kann sich der Prozess jedoch auch tiber hunderte oder
sogar tausende Jahre hinziehen (Janaway et al. 2009, Ubelaker 1997). Die Erforschung dekompo-
sitioneller Veranderungen des Hartgewebes wird nach einer komplexen Nomenklatur jeweils un-
terschiedlichen Zeitraumen und Ereignissen zugeordnet, die auf den Tod des Individuums folgen.
Dabei werden die einzelnen Begriffe in der Literatur jedoch haufig synonym verwendet und nicht
klar voneinander abgegrenzt:
Der urspriinglich aus der Paldontologie stammende und von Efremov (1940) geprégte Begriff Ta-

phonomie? bezeichnet all jene dekompositionsbedingten Vorgange, welche einen Kérper vom Tod

1 Fettwachs, auch Leichenlipid oder Adipocire (lat. adeps = Fett; franz. cire = Wachs), bezeichnet das Produkt der Ver-
seifung (Saponifikation) des Korperfettgewebes unter feuchten, anoxischen Liegebedingungen. Die 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 hydrolysiert werden. Dies fiihrt zu einer Mischung aus ungesattigten (Palmi-
toleinsdure, Oleinsdure, Linolensdure) und gesattigten (Myristinsaure, Palmitinsdure, Stearinsaure) Fettsduren (Pfeif-
fer et al. 1998). Freie Fettsduren verbinden sich schliefdlich mit aus der interstitiellen Fliissigkeit freigesetzten Ionen
wie Natrium, Kalium oder Calcium und bilden so schwer 16sliche Fettsaure-Salze. Durch die Aktivitat von liberwiegend
Gram-negativen anaeroben Mikroorganismen entstehen schliefdlich 10-Hydroxyfettsduren, in der Regel meist 10-Hy-
droxy-Stearinsdure (Forbes et al. 2004, Pfeiffer et al. 1998, Takatori 1996). Die niedrigen Durchschnittstemperaturen
in Erdgrabern oder Gewdassern fiihren zu einer Auskristallisation und Hartung der Fettsduren, was die betroffenen
Gewebe oft in ihrer urspriinglichen Form konserviert. Adipocire ist duf3erst resistent gegen weitere Dekomposition und
daher ein bekanntes Problem auf Friedhofen (Fiedler und Graw 2003).

2 griech. taphos = Grab
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des Organismus an bis zu dessen Auffindung betreffen und damit den Ubergang des Gewebes von
der Biosphére in die Lithosphéare beschreiben. Die Taphonomie stellt damit gleichsam den Ober-
begriff flir weitere Teilbereiche, welche den Dekompositionsprozess in einzelne Abschnitte ein-
teilen.

Prozesse, welche nach dem Tod, aber vor der Bestattung (Verlochung bzw. Sedimentbedeckung)
auf den Knochen einwirken, werden unter dem Begriff Biostratonomie3 (Efremov 1940) zu-
sammengefasst. Biostratonomische Vorgange konnen einen erheblichen Einfluss auf die Zersetz-
ung des Knochens ausiiben, da sie simtliche Manipulationen umfassen, welche vor dem Begrabnis
auf das Gewebe einwirken konnen. Dies beinhaltet zum einen biotische und abiotische Faktoren
wie Tierfrafd und -verdau, mechanische Zerstérung sowie die Beeinflussung durch Witterungs-
verhaltnisse (Ubersicht z.B. bei Fernandez-Jalvo et al. 2002, Grupe 2007, Millard 2001), zum
anderen aber auch anthropogene Artefakte. Hierzu zahlen insbesondere Spuren von Schlachtung
an Tierknochen in Form von Schnittmarken oder Disartikulationen (Andrews 1995, Lyman 1994),
Verdanderungen durch Kochen oder Verbrennen, aber auch diverse rituelle Praktiken wie Ein-
balsamierungen, die Entfernung bestimmter Organe sowie intentionelle Bestattungen in Sargen,
Sarkophagen oder sonstigen Grabbauten (Roberts et al. 2002, Ubelaker 1997). Auf die Rolle von
Vorerkrankungen auf das taphonomische Schicksal wird im Kapitel 1.3.3 eingegangen.
Abbauvorgénge, die den Knochen nach der Bestattung betreffen, werden als Diagenese* be-
zeichnet (Efremov 1940) und konnen entweder physikochemischer oder biogener Natur sein.
Sind an den allgemeinen Zersetzungsvorgangen Pilze, Algen, Bakterien und sonstige Mikroorga-
nismen beteiligt, wird auch von Biodegradation gesprochen (Child 1995a, Hueck 2001). Obwohl
Pilze, insbesondere Vertreter der Gattung Aspergillus und Penicillium (Hucalak und Rogers 2009,
Piepenbrink 1989, Sidrim et al. 2009), Knochengewebe effektiv abbauen konnen (siehe auch
1.3.2), konzentriert sich die Forschung vornehmlich auf bakterielle Knochendegradation. Aber
trotz der Tatsache, dass eine grofse Anzahl von Bakterien sowohl aus der Kommensalenflora des
Leichnams als auch aus dem Bodenmilieu in der Lage ist, Knochen zu besiedeln und zu zersetzen,
herrscht keine Einigkeit dariiber, welche
Mikroorganismen welcher Art von Zersto-
rungsmuster zugeordnet werden konnen
(Child 1995a, Hackett 1981, Marchiafava et al.
1974). Hackett (1981) fasste die in Knochen-
querschnitten beobachteten mikrobiell indu-
zierten Defekte nach ihrer Erscheinung in vier
Kategorien zusammen, die als mikroskopische

fokale Destruktionen (mfd) bekannt sind,

deren Deutung jedoch kontrovers diskutiert

Abb. 1.9 Darstellung der von Hackett (1981) beschrie-
benen mikrobiellen Destruktionsmuster, die an Kno-
Carl Wedl im Jahr 1864 (Wedl 1864) beschrie-  chenquerschnitten beobachtet werden kénnen (aus Jans
et al. 2004): (1) Wedl-Tunnel, (2) linear-longitudinale
Tunnel, (3) knospige Tunnel, (4) lamellare Tunnel.

wird (Abb. 1.9). So werden die erstmals von

benen und nach ihm benannten verzweigten,

3 auch Biostratinomie; lat. stratum = Schicht
4 urspriinglich im geologischen Zusammenhang: Verdichtung von Sedimenten

18



1. EINLEITUNG

schlauchartigen Bohrkanale iiblicherweise der Aktivitit von Pilzen und damit dem Vordringen
von Hyphen in den Knochen zugeschrieben, wahrend die tibrigen Zerstorungsmuster bakteriellen
Ursprungs sein sollen (Bell 1990, Bell et al. 1996, Colson und Bailey 1997, Hackett 1981, Jans et
al. 2002, Trueman und Martill 2002).

Bei fortgeschrittener mikrobieller Degradation des Knochens breiten sich die Lasionen iiber den
gesamten Querschnitt aus und die urspriingliche mikrostrukturelle Organisation des Gewebes ist
dann meist nicht mehr erkennbar - vor allem, wenn die zerstorten Areale mit exogener organi-
scher oder anorganischer Substanz kontaminiert sind, welche hauptsachlich aus bakteriellen Ab-
bauprodukten, Pilzkérpern und mineralischen Partikeln besteht (Garland 1989, siehe auch 1.3.2).
Sichtbare mikrobielle Aktivitdt in Knochengewebe ist dabei nicht auf langere Liegezeiten be-
schrankt, sondern kann sich bereits innerhalb von Monaten oder wenigen Jahren nach dem Tod
des Organismus manifestieren (Bell et al. 1996, Collins et al. 2002, Hedges 2002, Jans et al. 2004,
Nielsen-Marsh et al. 2007, Yoshino et al. 1991). Generell sind die Verteilungsmuster bzw. die In-
tensitit bakteriellen Befalls innerhalb der einzelnen Skelettelemente eines Kadavers jedoch nicht
uniform, sondern variieren teilweise erheblich (Fernandez-Jalvo et al. 2010). Knochen mit einem
hohen Anteil an Substantia spongiosa und diinner Compacta wie Rippen oder Wirbel sind per se
deutlich anfalliger fiir diagenetischen Abbau als die robusteren Langknochen (Swift et al. 2001).
Hinzu kommt, dass die Knochen aus dem Thorax- bzw. Abdominalbereich wiahrend der Dekompo-
sition des Weichgewebes in direktem Kontakt mit der bakteriellen Hauptmasse aus dem Verdau-
ungs- und Respirationstrakt stehen, die fiir die Erstbesiedelung des Knochengewebes verantwort-
lich gemacht wird (Child 19954, b). So weisen beispielsweise Tierknochen, welche aus Schlacht-
abfillen stammen und disartikuliert begraben wurden, generell einen geringeren Grad an bakte-
riellem Befall auf als ganzheitliche Bestattungen (Jans et al. 2004, Nielsen-Marsh 2007, Trueman
und Martill 2002), da durch die Entfernung der Innereien die Initialinokulation mit kérpereigenen
Bakterien minimiert wurde (Child 1995b). Jedoch ist die Integritat der Knochen selbst ein ent-
scheidender Faktor hinsichtlich der Erhaltungschancen des Gewebes, da der ungehinderte Kon-
takt von Wasser und Umgebungssediment mit der exponierten Markhoéhle bzw. Spongiosa die De-

komposition beschleunigt (Denys 2002).

1.3.1 Dekomposition der organischen Matrix

Das im Knochen enthaltene Kollagen weist durch seine Wasserunléslichkeit, seine ungewdohnlich
hohe Gelatinisierungstemperatur und die enge Verbindung mit der mineralischen Matrix (siehe
1.2.1.3 und Collins et al. 1995) prinzipiell eine sehr hohe Resistenz gegeniiber degradativen Pro-
zessen auf und macht es damit postmortal haltbarer als andere im Kérper vorkommenden Prote-
ine (Buckley und Wadsworth 2014). Aber auch ohne die schiitzende Funktion der Mineralkristal-
lite sind Kollagenmolekiile durch ihren komplexen, mehrdimensionalen Aufbau, der durch zahl-
reiche inter- und intramolekulare Bindungen gekennzeichnet ist, iiberaus resistent. Um die sta-
bilisierenden Quervernetzungen aufzubrechen (vgl. 1.2.1.1), muss das Protein zunachst ,aufgefal-

tet“ werden, damit das molekulare Kohlenstoff-Stickstoff-Riickgrat exponiert ist und gespalten
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werden kann (Schweitzer 2004). So konnte mehrfach Kollagen in iiber 100.000 Jahre alten Kno-
chen nachgewiesen werden (Jones et al. 2001), vereinzelt und unter optimalen Erhaltungsbeding-
ungen jedoch sogar in wesentlich dlteren Funden. Buckley und Collins (2011) extrahierten aus in
Grofdbritannien gefundenem, 1,5 Millionen Jahre altem Skelettmaterial erfolgreich Kollagen, und
Rybczynski et al. (2013) konnten sogar aus einem 3,5 Millionen Jahre alten, im arktischen Perma-
frost gelagerten Knochen Kollagen isolieren.

Generell kann Knochen auf zwei unterschiedliche Arten abgebaut werden: Zum einen ist er der
Aktivitat von Mikroorganismen und Pilzen unterworfen (z.B. Bell et al. 1996, Hackett 1981), zum
anderen greift aber auch ein chemischer Degradationsprozess. Die chemische Degradation be-
zieht sich auf die hydrolytische Spaltung der Peptidbindungen und damit die Depolymerisierung
des Molekiils. Die abgespaltenen Polypeptidfragmente 1dsen sich aus dem Molekiilverband, was
eine zunehmende Schwachung der Wasserstoftbriickenbindungen bewirkt und damit die De-
gradation mehr und mehr beschleunigt. Dieser Vorgang wird aus thermodynamischen Griinden
durch héhere Temperaturen stark katalysiert (Collins et al. 1995). Auch extreme pH-Werte wir-
ken sich negativ auf die Stabilitat des Kollagens aus, da sie ein Aufquellen des Polypeptids fordern
und damit einer raschen Hydrolyse Vorschub leisten (Collins et al. 2002). Fluktuationen im
Wasserhaushalt des Liegemilieus, bedingt durch flieRendes Wasser oder hiufige Anderungen des
Grundwasserspiegels, bewirken eine Ausschwemmung der hydrolytisch gespaltenen Polypeptid-
fragmente aus dem Knochen und so einen rapiden Verlust des Kollagens. Dieser Vorgang wird
auch als Auslaugung bezeichnet (Collins et al. 1995, Hare 1980).

Doch nicht nur das Polypeptid ist von chemischen Abbaureaktionen betroffen, auch die einzelnen
Aminosiuren kdnnen auf nicht-enzymatischem Weg stark modifiziert werden. Diese Reaktionen
werden teilweise durch die in der Knochenmatrix vorkommenden Metallionen katalysiert. Durch
den kontinuierlichen hydrolytischen Abbau des Proteins diirften die Aminosduren, welche die sta-
bilsten Peptidbindungen eingehen, am langsten Bestand haben (Dungworth et al. 1975). Auch der
Grad der Quervernetzung der Polypeptidketten hat einen entscheidenden Einfluss auf die Resis-
tenz gegen chemische Degradation. Ist diese durch pathologische Prozesse gestort, depolymeri-
siert das Protein postmortem leichter und kann damit schneller abgebaut werden (Safadi et al.
2009).

Entscheidend bei der chemischen Degradation des Knochens ist, dass die Mikrostruktur im histo-
logischen Bild bei Hellfeldbetrachtung oft vollkommen intakt erscheint, da hydrolytische Abbau-
prozesse ohne die Beteiligung von Mikroorganismen ablaufen kénnen (Child 1995b, Smith et al.
2007, Trueman und Martill 2002). Mikrobieller und mykotischer Abbau von Kollagen geht in der
Regel rascher vonstatten als chemische Degradationsprozesse (Berna et al. 2004, Buckley und
Wadsworth 2014, Collins etal. 1995, 2002, Nielsen-Marsh et al. 2000), da das stickstoffreiche Sub-
strat einen wertvollen Energietrager fir zahlreiche saprobiontische Organismen darstellt. Zahl-
reiche Bakterienspezies sind dank hoch spezialisierter Kollagenasen in der Lage, Kollagen enzy-
matisch zu verdauen (Turban-Just 1997), was zu einer zunehmenden Gelatinisierung des Proteins
und einer Zunahme an freien Aminosauren fithrt, welche dann aus dem Knochen ausdiffundieren

(Collins et al. 1995). Bei intakter Kollagen-Mineralstruktur ist das Protein zunachst theoretisch
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bis zu einem gewissen Grad vor bakteriellem Abbau geschiitzt, da die Liicken zwischen den Mine-
ralkristalliten zu Kklein fiir die Passage von komplexen Enzymen wie Kollagenasen sind (siehe
1.2.1.3). Jedoch sind Mikroorganismen in der Lage, das Mineral mithilfe organischer Sauren anzu-
l6sen und somit das Kollagen zugénglich fiir ihre Enzyme zu machen (Duff et al. 1963, Turner-
Walker und Syversen 2002). Mikrobielle Kollagenasen erkennen dabei spezifische Aminosaure-
sequenzen, an denen sie das Polypeptid spalten. Diese Sequenzen scheinen fiir alle bakteriellen
Kollagenasetypen identisch zu sein (Berry und Shuttleworth 1988, Bond und van Wart 1984, Endo
et al. 1987). Nach dem initialen hydrolytischen Anverdau des Proteins durch Kollagenasen sind
die verbliebenen Molekiile fiir jede andere Protease angreifbar und kénnen so rasch zerstort
werden. Es wurde diskutiert, dass Aminosauren mit einer hohen Anzahl von Kohlenstoffatomen
bevorzugt abgebaut werden und zuerst verloren gehen, da diese den hochsten Nettoenergie-

gewinn flir Mikroorganismen liefern sollen (Grupe und Turban-Just 1998, Tuross 2002).

Die aus degradierten Knochen gewonnenen Daten weichen daher potenziell von der in vivo
erworbenen Isotopensignatur ab und bediirfen vor interpretativen Ansitzen der Validierung
(siehe 1.5).

1.3.2 Diagenese des Knochenminerals

Die anorganische Knochenfraktion tiberdauert zwar in der Regel postmortal langer als die biomo-
lekularen Komponenten, jedoch ist auch die mineralische Matrix keinesfalls immun gegen diage-
netische Prozesse. Aufgrund der plattchenférmigen Morphologie, der geringen Gréf3e und der ho-
hen Anzahl an Fremdionen im Kristallgitter des Knochenminerals (vgl. 1.2.1.2) gilt dieses, da die
Konstellation nicht dem kristallographischen Idealzustand entspricht, als thermodynamisch me-
tastabil und wird in vivo durch eine Anzahl regulativer Einfliisse wie der engen Verbindung mit
dem Kollagen oder diversen Kristallwachstumsinhibitoren stabil gehalten. Fallen die regulativen
Mechanismen nach dem Tod weg, nehmen die Kristallite zwangslaufig die nach kristallographi-
schen Aspekten stabilste Form ein (Lee-Thorp 2002, Trueman 2013) und erhéhen damit zugleich
ihre Resistenz gegen weitere degradative Veranderungen (Lee-Thorp 2002). Das Bodenmilieu ist
ein offenes System und im Hinblick auf die Verteilung und Konzentration von lonen grundlegend
anders zusammengesetzt als Knochengewebe (Turner-Walker 2008), weshalb diagenetische Ver-
anderungen des Minerals unausweichlich sind. Zahlreiche Studien belegen, dass sich deutliche
mineralogische Modifikationen, besonders eine spontane Vergroféerung der Kristalle im Zuge der
Ostwald-Reifung® mit zunehmender Kristallinitaté (Lebon et al. 2008), bereits innerhalb der ers-
ten 10 Jahre nach dem Tod manifestieren (Person et al. 1995, Shinomiya et al. 1998, Trueman et
al. 2008, Tuross et al. 19893, b, Wright und Schwarcz 1996). Zazzo et al. (2004a) beschreiben so-

5 Als Ostwald-Reifung, in diesem Zusammenhang auch Kristallreifung, wird die Vergroberung einer Substanz aus ur-
spriinglich kleineren Partikeln bezeichnet (Ratke und Voorhees 2002)
6 Struktureller Ordnungsgrad eines Kristalls
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gar Veranderungen innerhalb weniger Tage nach dem Begrabnis. Oft wird die beobachtete Zunah-
me der Kristallinitdt mit dem gleichzeitigen Verlust der organischen Phase korreliert, da durch
den Wegfall der Kollagenfibrillen die reaktive Oberflache der Mineralkristallite exponiert und au-
RReren Einfliissen ausgesetzt ist (Nielsen-Marsh und Hedges 1999, Person et al. 1995, Sillen und
Parkington 1996, Tuross et al. 1989Db).

Die Vergrofderung der Kristalle ist jedoch nicht die einzige postmortale Modifikation, die auf die
mineralische Komponente des Knochens einwirken kann. Diagenetische Prozesse des Bioapatits
sind weiterhin geprégt von An- bzw. Auflosung der instabilen Phasen des Minerals, Ausfallungs-
reaktionen und Rekristallisationen, Prazipitation von exogenen Mineralphasen in Hohlrdumen
und Rissen sowie selektivem lonenaustausch zwischen dem Bodenmilieu und den Calciumphos-
phat-Gitterpositionen durch Adsorption und Diffusion (Hedges und Millard 1995, Person et al.
1995, Trueman 2013, Wright und Schwarcz 1996, Zazzo et al. 2004b). Dabei sind diese Prozesse
keineswegs nur fiir dlteres Probenmaterial beschrieben. Dauphin et al. (1994) und Fernandez-
Jalvo (1998) konnten beispielsweise in Knochen aus rezenten Bestattungen eine starkere Inkor-
porierung von Spurenelementen aus dem Boden feststellen als in Knochen mit langeren Liegezei-
ten. Dennoch liegt der Schwerpunkt der Erforschung von dekompositionellen Verdnderungen des
Knochenminerals hauptsachlich auf der Charakterisierung von subfossilem oder fossilem Mate-
rial, wihrend das diagenetische Schicksal der mineralischen Knochenfraktion in den ersten Jah-

ren oder Jahrzehnten nach dem Tod weit weniger intensiv untersucht ist.

1.3.2.1 Auflésung des Minerals und Rekristallisationsphidnomene

Aufgrund seines hohen Carbonatgehalts, welcher in vivo die Loslichkeit des Knochenminerals im
Zuge physiologischer Prozesse garantiert (siehe 1.2.1.2), ist der Bioapatit des Knochens auch post-
mortal bei sauren pH-Werten durch Auflésung gefahrdet. Dabei werden die Ionen, aus denen die
Kristallite zusammengesetzt sind, unter Abspaltung von Wasser und CO;in Lésung gebracht. Sinkt
der pH-Wert erneut ab, rekristallisieren die freien lonen unter bestimmten Bedingungen zu ther-
modynamisch stabileren Aggregaten. Dabei kénnen bei der Bildung neuer Kristalle auch Ionen
aus dem Umgebungsmilieu mit einbezogen werden, was zu einer Kontamination des Knochens
und Entstehung neuer Mineralphasen fiihrt (Zazzo 2014, siehe auch 1.3.2.2 und 1.3.2.3). Auf diese
Weise kann die Integritat des Knochens durch Struktursprengung teils erheblich kompromittiert
werden (Herrmann und Newesely 1982). Ein Beispiel hierfiir ist die Bildung von Brushit, auch
unter dem Begriff Dicalciumphosphat-Dihydrat (DCPD) mit der Summenformel CaHPO4 x 2H,0
bekannt, welches infolge von saurer Anlésung des Bioapatits entsteht (Hirsch et al. 2014, Abb.
1.10). Brushitkristalle sind deutlich grofder als die des urspriinglichen Knochenminerals, was zu
Rissen in der Knochenstruktur sowie kristallinen Ausblithungen an der Knochenoberflache fiihrt
(Newesely 1989, Piepenbrink 1989, Abb. 1.10). Jedoch ist Brushit aufgrund seiner hohen Loslich-
keit sehr fragil und kann nur unter bestimmten Liegebedingungen wie bei Bestattungen in Stein-

sarkophagen beobachtet werden, da er sich im Boden rasch auflost (Turner-Walker 2008). Die
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lokale Entstehung eines sauren Umgebungsmilieus, welches einen korrosiven Effekt auf das Kno-
chenmineral ausiibt, wird nicht nur durch die wahrend der fortgeschrittenen Verwesung des
Leichnams auftretenden Nebenprodukte begiinstigt (Gill-King 1997, Towne 2000), wobei hier in
der Regel die Knochen im Abdominal- und Thorakalbe-
reich am starksten von demineralisierenden Effekten
betroffen sind (Child 1995a). Auch biogene Faktoren
spielen eine Rolle. So losen die den Knochen be-
siedelnden Bakterien die mineralische Komponente
teilweise gezielt auf, um Zugang zu den als Energie-
trager verwerteten Kollagenfibrillen zu gewinnen,
weshalb die bakteriellen Bohrkanéle mit von Rekris-
tallisation gepragten hypermineralisierten Bereichen
umgeben sind. Aber auch die lytische Zersetzung der

mikrobiellen Zellkérper im Knochen sowie das Vor-

dringen von Kapillarwurzeln von Pflanzen schaffen

eine lokale Ansduerung des Milieus (Child 1995a, Gru-  Abb. 1.10 Os occipitale aus einer Sarkophagbe-
stattung mit oberflachlichen Ausblithungen von
Brushit-Kristallen, welche deutlich gréfier sind

men, beispielsweise Vetreter der Gattungen Pseudo- als die des urspriinglichen Knochenminerals
(aus Piepenbrink 1989).

pe et al. 1993). Eine grofie Anzahl an Mikroorganis-

monas, Mycobacterium, Micrococcus, Flavobacterium,

Mucor, Penicillium und Aspergillus, ist ferner in der Lage, gezielt anorganische Phosphorverbin-
dungen zu zersetzen und zu verwerten (Higgins und Burns 1975). Ist das Liegemilieu zudem noch
sehr durchlassig (sandig) und erlaubt einen kontinuierlichen Wasserdurchfluss, kann der gesam-
te Knochen innerhalb kurzer Zeitrdume vollstandig aufgeldst sein. Zuriick bleibt nur noch seine
sich gegen den Boden abhebende Silhouette, die auch als Leichenschatten bezeichnet wird (Dent
2004, Bethell und Carver 1987, Bethell und 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 integrieren (siehe 1.2.1.2) - nicht nur in vivo,
sondern besonders auch postmortem, wenn die regulativen Mechanismen des Korpers wegfallen
(Hughes und Rakovan 2002, Pan und Fleet 2002, Piccoli und Candela 2002). Eine besondere Rolle
kommt hierbei dem Grundwasser zu, welches einerseits in grof3em Stil geloste Ionen in den Kno-
chen eintragen (Trueman et al. 2003) und andererseits aus dem Gewebe geloste lonen aus-
schwemmen kann, wodurch die Porositat des Knochens und damit seine Angreifbarkeit sukzessi-
ve erhoht werden (Hedges und Millard 1995). Starke Fluktuationen des Grundwasserspiegels po-
tenzieren diesen Effekt durch den Aufbau eines hydraulischen Moments. Neben geldstem Carbo-
nat in Form von HCO3- oder CaCOs-Partikeln, welche an die Oberflache der Knochenkristallite bin-
den oder aber in das Kristallgitter inkorporiert werden kénnen (Krueger 1991, Lee-Thorp und

van der Merwe 1991), werden auch, je nach Zusammensetzung des Bodens, zahlreiche andere
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Ionen wie Mn?+, Cu?+, Baz+, Mg?+, Zn?+, Si2+, Al2+, Fe2+, Sr2+, Na*, K+, F-, Cl, SO42- im Zuge der Diage-
nese in den Knochen aufgenommen (Person et al. 1995). Dies betrifft jedoch nicht nur die ober-
flachlichen Regionen, sondern die exogenen lonen konnen durch Diffusion den gesamten Kno-
chenquerschnitt kontaminieren (Elliott und Grime 1993, Reiche et al. 2003). Haufig beschrieben
istjedoch ein U-féormiges Diffusionsmuster eingewanderter exogener lonen entlang des Knochen-
querschnitts, wobei die physiologischen Kanile innerhalb des Gewebes nur wenig Einfluss auf
deren Verbreitung haben (Badone und Farquhar 1982, Millard und Hedges 1995, Trueman und
Tuross 2002). Grupe und Piepenbrink (1989) fanden heraus, dass diverse Metallionen aus dem
Umgebungsmilieu durch die Aktivitat von Pilzen tief in den Knochen eingetragen werden kénnen.
Jedoch sind auch die Kapillarwurzeln von Pflanzen in der Lage, bis in die dichten kortikalen
Schichten des Knochens vorzudringen und zum einen Spurenelemente aus dem Bodenmilieu ein-
zutragen, zum anderen Phosphat aus dem Gewebe herauszuldsen (Ascenzi und Silvestrini 1984,
Bell et al. 1996, Hackett 1981, Marchiafava et al. 1974).

Inkorporierungen von Fremdionen in den Kristall haben profunde Auswirkungen auf dessen
Raumordnung und Kristallinitit. Sind die Substitutionen nicht-stochiometrisch, fiihrt dies zu teils
erheblichen Verzerrungen des Kristallgitters (Baig et al. 1999, Handshin und Stern 1995). Zur
Stabilisierung des Kristalls werden im Zuge des zwingend notwendigen Ladungsausgleichs
weitere physiologisch im Kristall gebundene lonen ausgetauscht, was zu einem zunehmenden
Verlust der urspriinglichen Zusammensetzung des Minerals fiihrt und den Knochen somit in
seltenen Fillen sukzessive fossilisieren lasst, bis schliefdlich nur noch ein Pseudomorph des ur-
spriinglichen Gewebes erhalten ist (Kolodny et al. 1996).

Verschliefen sich die interkristallinen Porositdten im Laufe der Diagenese, werden die inkorpo-
rierten oder adsorbierten Fremdionen innerhalb des Knochens fixiert und bilden so ein taphono-

misches Archiv fiir die fritheren 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 Knochenminerals die biogene Signatur des Gewebes negativ beeinflussen,
auch kann deren Inkorporierung ganze Aggregate fremder Mineralphasen entstehen lassen und
so den Knochen massiv kontaminieren. Dabei findet meist eine Permineralisierung statt, wobei
vaskuldre Hohlrdume und Mikrorisse sukzessive mit authigenen’” Mineralen gefiillt werden. Ab-
hangig vom pH-Wert des Umgebungsmilieus und der jeweiligen Bodenchemie handelt es sich da-
bei meist um andere Apatite wie Frankolit (Cas[PO4, CO3]3F), Carbonate (CaCO3 FeCO3, BaCO3),
Sulfide (FeS, ZnS), Sulfate (BaSO4, CaS04) Quartz (SiO2), Tonminerale sowie Mangan- oder Eisen-
oxide wie Vivianit (Fe3[P04].8H20) (Child 1995b, Reiche et al. 1999, 2000, Trueman und Tuross
2002, Wings 2004). Die in den physiologischen Hohlrdumen des Knochens wachsenden Minerale

7 Der aus der Geologie stammende Begriff ,,authigen (griech. authigenés = einheimisch) bezeichnet die Bildung eines
Minerals innerhalb eines oder auf einem Wirtsgestein.
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deuten eher auf alkalische Liegebedingungen hin (Wings 2004), wahrend die Entstehung authi-
gener Phosphataggregate unter anoxischen und sauren Bedingungen stattfindet (Briggs und Kear
1993). So sind Calciumcarbonat-Ablagerungen aufgrund ihrer Empfindlichkeit gegen saures Mili-
eu unter anorganischen Bedingungen erst ab einem pH-Wert von 8 oder dariiber beobachtbar
(Ehrlich 2002, Knorre und Krumbein 2000).

Die Bildung diagenetischer Fremdmineralphasen in Knochen ist dabei nicht auf fossilen Knochen
beschrankt, sondern kann bereits nach wesentlich kiirzeren Liegezeiten beobachtet werden (Mc-
Gowan und Prangnell 2006, Molleson et al. 1998).

Mineralische Verunreinigungen kénnen jedoch nicht nur durch chemische Diffusion, sondern
auch mechanisch in den Knochen eingetragen werden (Swift etal. 2001), vornehmlich in dem hier
nicht ndher untersuchten aquatischen Kontext oder bei Liegebedingungen mit hoher Wasser-
fluktuation, wobei es sich hierbei meist um feine Sandpartikel (Quartz, SiO2) handelt (vgl. Abb.
1.11).

Abb. 1.11 Beispiel fiir extreme Aggregatkontamination: REM-Aufnahme der Silikatskelette von Kieselalgen, welche
innerhalb der Diploe eines Schidels eingewachsen waren. Der etwa 2000 Jahre alte Schiadel wurde aus dem Fluss
Eider (Schleswig-Holstein) geborgen (fiir Details siehe Harbeck 2007) (Foto: K. Macknapp, Deutsches Museum
Miinchen).

1.3.3 Einfluss intrinsischer und extrinsischer Faktoren auf dekompositionelle

Prozesse des Gewebes

Die Kenntnis iiber die Auswirkungen der Korrelation zwischen dem Liegemilieu, dem Grabkon-
text, mit der Bestattung assoziierten Artefakten sowie allen Parametern, die durch direkte oder
indirekte Interaktion mit dem Kadaver einen Einfluss auf den Verlauf der Dekomposition aus-
iiben, ist unabdingbar fiir das Verstandnis diagenetischer Prozesse und der Moglichkeit der Extra-
polation von Erkenntnissen auf vergangene Zeitraume (Fernandez-Jalvo et al. 2010).

Generell kdnnen der Ablauf und die Geschwindigkeit der Dekomposition eines toten Koérpers
durch verschiedene Variablen beeinflusst werden, welche zum einen den Leichnam selbst betref-
fen (intrinsische Faktoren), zum anderen das Umgebungsmilieu (extrinsische Faktoren). Zu den
intrinsischen Faktoren zdhlen das Sterbealter, die jeweilige Konstitution des Individuums zum

Zeitpunkt des Todes, die Todesursache sowie die Unversehrtheit des Kérpers (Campobasso et al.
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2001). So sind beispielsweise die Knochen subadulter Individuen aufgrund ihres geringeren Mi-
neralisierungsgrades und der geringeren Dichte eher durch Degradation und Kontamination ge-
fahrdet als die von Erwachsenen (Zapata et al. 2006). Traumata beschleunigen die Dekomposition
ebenso wie kachektische® Zustdnde, aber auch stark adipdse Leichname degradieren in der Regel
aufgrund ihres hohen Wassergehaltes schneller als die normalgewichtiger Individuen, sofern kei-
ne Fettwachsbildung stattfindet (Pinheiro 2006).

Die extrinsischen Faktoren, welche auf die Dekompositionsrate einwirken kénnen, sind vielfaltig
und oft nicht in ihrer Gesamtheit zu erfassen. Neben der Art und dem Vorhandensein von Kleidung
spielt auch die Bestattungsweise selbst eine tragende Rolle, ebenso wie die Umgebungstempera-
tur, die Luftzirkulation sowie die relative Feuchtigkeit, die Niederschlagsmenge und weitere ge-
nerelle Umweltfaktoren (Mann et al. 1990, Collins et al. 1995, Gernaey et al. 2001, Hedges und
Millard 1995, Nielsen-Marsh und Hedges 2000a, Reiche et al. 2003). Kleidung wirkt unmittelbar
nach dem Tod beschleunigend auf den Dekompositionsprozess, da sie das Auskiihlen des Korpers
(Algor mortis) verlangsamt und so zu einem rascheren Einsetzen der Faulnisphase fiihrt (Campo-
basso et al. 2001). Im spateren Verlauf der Degradation verzogert die Bekleidung die Dekompo-
sition jedoch. Neben der mechanischen Abschirmung vor der Einwirkung von Meso- und Mi-
kroorganismen aus dem Bestattungsmilieu bedingen Kleidungsgegenstiande die Riickhaltung von
Feuchtigkeit am Korper, was die Bildung von degradationsresistentem Fettwachs beglinstigt
(Mant 1987). Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Art der Bestattung. In Sdrgen bestattete Leich-
name zeigen einen anderen initialen Dekompositionsverlauf als solche, die ohne Sarg direktin der
Erde begraben wurden. Die langere Verfiigbarkeit von Sauerstoff und damit eine verlangerte Pha-
se der aeroben bakteriellen Degradation sowie die bessere Drainage von Fliissigkeiten beschleu-
nigen die Diagenese von Sargbestattungen im Vergleich zu reinen Erdgrabern (Dent 2004). Voll-
kommen anders verlduft dagegen die Dekomposition von Kadavern, die keiner Bestattung zuge-
fiihrt werden, sondern an der Erdoberflache verbleiben (siehe 1.3.3.2). Die Umgebungstempera-
tur ist ein weiteres Schliisselelement der Diagenese. Nach der Regel von van t'Hoff (RGT-Regel)
laufen chemische und auch biologische Prozesse bei einer Erhohung der Temperatur um 10°C mit
der doppelten Geschwindigkeit ab. Dies gilt auch fiir die Aktivitat von Bakterien (Carter und Tib-
bett 2006). Folglich ist die Dekompositionsrate bei kiithlen Umgebungstemperaturen, wie sie bei-
spielsweise in Erdgrabern vorherrschen, verlangsamt. Rodriguez und Bass (1985) erkannten
einen Zusammenhang zwischen der Tiefe der Bestattung und der Dekompositionsgeschwindig-
keit (Mant 1987, Jarvis 1997). Doch auch kiihlere Klimazonen sind nicht automatisch ein Garant
fiir einen dauerhaften Erhalt von Knochenmaterial. Alternierende Zyklen von Feuchtigkeitsein-
trag und Austrocknung fiihren in Kombination mit bakterieller Aktivitat sehr schnell zu einer voll-
standigen Zerstorung von Skelettresten (Jackes et al. 2001), denn die Hydrologie des Bodens ist
ein weiterer entscheidender Faktor, welcher sich massiv auf die Diagenese der Gewebe toter
Korper auswirkt (Gill-King 1997, Mann et al. 1990, Vass et al. 1992; fiir mehr Details siehe 1.3.3.1).

Von Bedeutung ist auch die Konzentration im Boden vorkommender organischer Verbindungen,

8 Kachexie (griech. kakos = schlecht, hexis = Zustand) bezeichnet eine krankhafte starke Abmagerung als Folge
chronischer Krankheiten, Untererndhrung oder Resorptionsstorungen des Verdauungstraktes (Kasper und Burghardt
2009).
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die unter dem Oberbegriff der Huminstoffe zusammengefasst werden. Huminstoffe sind ein
dunkel gefarbtes, hochmolekulares und uneinheitliches Stoffgemisch aus den Abbauprodukten
abgestorbener organischer Substanz und bestehen zum Grofsteil aus aromatischen bzw. alizykli-
schen Ringverbindungen, kénnen aber auch aus Carbonyl- und Carboxylgruppen sowie Alkyl-
ketten aufgebaut sein (Sutton und Sposito 2005). Huminstoffe, die entweder aus dem Bodenmi-
lieu oder aus der in situ Humidifizierung organischer Bestandteile des Knochens stammen (Collins
et al. 1992), konnen bereits nach sehr kurzen Liegezeiten in das Knochengewebe eindringen und
dort liber Maillard-Reaktionen schwer l6sliche kolloidale Melanoidin-Verbindungen mit den Kol-
lagenmolekiilen eingehen (Collins et al. 1992, van Klinken und Hedges 1995). Auf diese Weise
impragnierte Proteinkomplexe sind effektiv sowohl vor chemischer als auch bakterieller Degra-
dation geschiitzt, da die so entstandenen Kolloide schwer 18slich und aus Griinden der sterischen
Hinderung kaum zugdnglich fiir bakterielle Kollagenasen sind (van Klinken und Hedges 1995,
Zhang et al. 2000). Problematisch dabei ist, dass Huminstoffe aufgrund ihrer inhomogenen Zu-
sammensetzung dadurch einen unkalkulierbaren Anteil an Fremdstickstoff, -kohlenstoff und auch
-schwefel mit unbekannter isotopischer Zusammensetzung in den Knochen einbringen kénnen
(van Klinken und Hedges 1995).

1.3.3.1 Dekomposition bei Erdbestattung

Es gilt inzwischen als allgemein akzeptiert, dass nicht primar die Liegezeit der ausschlaggebende
Faktor fiir das Dekompositionsverhalten von Skelettmaterial ist, sondern vielmehr, in Kombina-
tion mit den oben genannten Faktoren, insbesondere das Bestattungsmilieu die entscheidende
Grundlage fiir die Erhaltung oder vollstindige Degradation toter Kérper bildet. Dabei konnen gra-
vierende Unterschiede in der Bodenbeschaffenheit wie der jeweiligen Zusammensetzung des Sub-
strats, der Textur, Struktur und den daraus resultierenden hydrologischen Eigenschaften des Bo-
dens auch sehr kleinrdumig auftreten und innerhalb eines Graberfeldes stark variieren, weshalb
der Erhaltungszustand der auf ein und demselben Friedhof bestatteten Individuen sehr unter-
schiedlich ausfallen kann.

Generell ist zu bemerken, dass sich das Substrat auf stark frequentierten Friedhéfen von dem spo-
radisch genutzter Bestattungsplatze oder einzelner Graber prinzipiell durch eine héhere Bioakti-
vitat unterscheidet, da sich mit der Zeit dort die Bodenbakterien anreichern und somit zu einer
hoéheren mikrobiellen Grundlast im Sediment fiihren (Janaway 1996). Tote Korper schaffen zu-
nachst durch ihre initiale Dekomposition unabhéngig von der Bodenbeschaffenheit selbst ein al-
kalisches Umgebungsmilieu, da durch die friihe aerobe Zersetzung des Weichgewebes grofde
Mengen Ammoniak freigesetzt werden (Carter et al. 2007, Hopkins et al. 2000, Rodriguez und
Bass 1985). Mit zunehmender Aktivitat anaerober Mikroorganismen sinkt der pH-Wert drastisch
ab, da durch den Abbau von Proteinen im Zuge der Faulnis organische Sduren wie Propionsdure
und Milchsaure sowie diverse gasférmige Substanzen (Thiole, Mercaptane, Schwefelwasserstoff)
entstehen, welche zur Ansduerung des Milieus im Bereich der Bestattung fithren (Child 1995b,
Dent 2004, Gill-King 1997, Towne 2000). Dichte Boden mit hohem Tonanteil verhindern ein
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schnelles Aussickern der sauren Dekompositionsprodukte, welche somit langer auf die Knochen
einwirken und diese korrodieren kénnen. Zudem fordern undurchlassige Boéden durch die behin-
derte Fluktuation von Feuchtigkeit die Bildung von Fettwachs. Grobkorniger, sandiger Boden mit
niedrigem Feuchtigkeitsgehalt und fehlender Wasserfluktuation dagegen bewirkt die Austrock-
nung des Gewebes (Fiedler und Graw 2003, Santarsiero et al. 2000), was sich positiv auf die Er-
haltung von Knochen auswirkt, da auf diese Weise die Aktivitdt von Bakterien reduziert und hy-
drolytische Enzyme inhibiert werden (Skujins und McLaren 1967). Auf3erst nachteilig fiir die Kon-
servierung von Knochen ist jedoch, wenn sandiger, durchldssiger Boden starke hydrologische
Schwankungen aufweist, denn so kann ein ungehinderter Transport von Wasser und Gasen statt-
finden, was den Knochen einerseits sehr schnell auslaugt und andererseits den Eintrag von
Fremdsubstanzen in das Gewebe bewirkt (Collins et al. 1995, Janaway 1996, Reiche et al. 2003).
Besonders negativ wirkt sich ein sich zyklisch abwechselndes Befeuchten und Dehydrieren des
Bodens aus. Trocknet das Sediment um die Bestattung aus, wird den Knochen mit Ca2+- und PO43-
-lonen gesattigtes Wasser entlang des osmotischen Gradienten entzogen. Durch schwere Regen-
fille oder ansteigendes Grundwasser saugt sich das Gewebe wieder mit Wasser voll, das
wiederum in Bezug auf Ca2+- und PO43--Ionen abgereichert ist (Hedges und Millard 1995). Durch
diesen Kreislauf verliert ein Knochen nach und nach immer mehr Ionen, die Porositit nimmt zu,
und somit wird die positive Riickkopplung des Systems weiter potenziert (Turner-Walker 2008).
Nielsen-Marsh et al. (2007) fassen in ihrer Studie die Bodentypen, welche sich negativ auf den
Knochenerhalt auswirken, der medizinischen Nomenklatur folgend unter dem Begriff benigne Se-
dimente zusammen. Positiv fiir eine dauerhafte Konservierung von Skelettresten sind neutrale bis

leicht alkalische, nicht zu durchlassige Boden mit konstantem Wasserhaushalt (Jackes etal. 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 beerdigter Individuen
(Trueman und Martill 2002). Aufgrund der besonderen Relevanz dieser Tatsache in Hinblick auf
forensische Falle wurde und wird die Dekomposition ohne Bestattung intensiv erforscht, wobei
besonders die an der im Jahr 1971 von William M. Bass in Tennessee, USA, gegriindeten ,,Body
Farm“? durchgefiihrten Studien an den Leichen menschlicher Kérperspender wichtige Erkennt-
nisse hinsichtlich der auf die Degradation von Kadavern einwirkenden Faktoren gewonnen wer-
den konnten (Bass 1997).

Generell verlauft die Dekomposition beerdigter Koérper wesentlich langsamer als an der Erdober-
fliche (Rodriguez 1997). Die in der Rechtsmedizin seit der Mitte des 19. Jahrhunderts als grobe
Richtlinie angewandte Casper’sche Regel besagt, dass der Grad der Verwesung einer Leiche, wel-
che eine Woche an der Erdoberflache lag, dem Zustand nach zwei Wochen im Wasser und acht
Wochen in einem Erdgrab entspricht (z.B. Ahne et al. 2011). Dieser Umstand ist auf verschiedene

Schliisselfaktoren zuriickzufiihren:

9 University of Tennessee Anthropological Research Facility
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Bestattungen in der Erde sind vor der Sonneneinstrahlung geschiitzt, was in tieferen Durch-
schnittstemperaturen als an der Oberflache resultiert. Nach den Gesetzen der Thermodynamik
verlaufen mikrobielle Aktivititen somit unter der Erde wesentlich langsamer. Hinzu kommt, dass
im Begrabnismilieu bereits nach sehr kurzer Zeit anaerobe Verhaltnisse entstehen, wahrend der
Grofiteil der oberflachlichen Dekomposition aerob ablauft (Dent 2004, Forbes 2008). Bakterielle
Abbauprozesse unter Beteiligung von Sauerstoff wirken schneller und effektiver als anaerobe De-
gradationsmechanismen (Child 1995b).

Die fortgeschrittene Verwesung, welche sich an die Faulnis anschlief3t, setzt bei einer Sommer-
temperatur von 20°C durchschnittlich nach etwa 20 Tagen ein. In kithleren Regionen dagegen,
wenn die Umgebungstemperatur lediglich 2°C betragt, dauert es etwa 200 Tage, bis das Stadium
der fortgeschrittenen Verwesung erreicht wird (Carter und Tibbett 2008). Neben der Temperatur
spielen noch weitere Faktoren eine entscheidende Rolle bei der schnelleren Dekomposition von

oberflachlich deponierten Kadavern. So

Frisch ist bei beerdigten Leichen die Besied-
Aufgebliht
0 “\T-H lung mit Insekten und die Aktivitdt von
\\\ Aasfressern nur von untergeordneter
207 Aktive \\\ Bedeutung, wahrend hauptsachlich In-
hY
Verwesung "-\ sektenfrafd mafigeblich fiir den rapiden
40 N . . . .
Sseo Masseverlust von frei zuganglichen Kor-
R N pern verantwortlich ist (Rodriguez
60 — S,
1997, Turner und Wiltshire 1999; siehe
Fortgeschrittene Abb. 1.12). Fliegen kénnen innerhalb
80 Verwesung .
Skelettierung von Sekunden nach dem Tod den Kada-
100 | | | : : ver erreichen und ihre Eier ablegen
0 5 10 15 20 25 (Mann et al. 1990), wobei Schmeissflie-

Zeit [Tage] gen (Calliphoridae) und Fleischfliegen
Abb. 1.12 Sigmoidaler Dekompositionsverlauf bei oberflachlich (Sarcophagidae) ~die dominierenden

deponierten Kadavern (durchgezogene Linie). Bereits wenige Ta- Vertreter der ersten, frithen Stufen der
ge nach dem Tod, besonders wahrend der aktiven Verwesung, ist

der Masseverlust des Korpers maximal (der Beginn der fortge- ~ Kadaverdekomposition sind (Carter und

schrittenen Verwesung ist durch die Abwanderung der Maden ge- Tibbett 2008). Dabei produziert die
kennzeichnet). Die gestrichelte Linie zeigt vergleichend den Mas- '

severlust bei beerdigten Kadavern (nach Carter und Tibbett  Dichte der auftretenden Madenpopula-
2008). tion enorme Warme, was wiederum die
Aktivitat von Mikroorganismen beschleunigt (Fiderer 2011, Haskell 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 Grofie eines Menschen in terrestrischen Okosystemen zu 35-75 % konsumieren
(DeVault et al. 2003), bei geringer mikrobieller Aktivitidt und begrenztem Insektenbefall, wie es
beispielsweise im Winter der Fall ist, auch zu anndhernd 100% (Carter etal. 2007). Dabei ist nicht
nur das Weichgewebe von Tierfraf betroffen, auch die Knochen werden als Energie- und Minera-

lienlieferant genutzt. So zeigen exponierte Knochen haufig Frafdspuren von Ratten und anderen
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Nagern (Klippel und Synstelien 2007). Die zuriickbleibenden Skelettreste sind im weiteren Ver-
lauf der Dekomposition nicht nur dem Abbau durch Bakterien und Pilze, sondern auch unge-
schiitzt der Witterung und damit der Verwitterung ausgesetzt (Behrensmeyer 1978).

Die Geschwindigkeit der Verwitterung hiangt dabei wiederum von der Umgebungstemperatur,
dem Feuchtigkeitsregime, der Intensitat der UV-Einstrahlung sowie der Bodenbeschaffenheit ab
(Behrensmeyer 1978, Ross und Cunningham 2011, Trueman et al. 2004, Tuross et al. 1989b). Ne-
ben der raschen Auslaugung von Kollagen aufgrund von sich abwechselnden Austrocknungs- und
Befeuchtungszyklen kann sich auch innerhalb kurzer Zeit nach dem Tod eine Reihe authigener

Minerale in an der Erdoberfldche exponierten Knochen bilden (Barker et al. 1997).

1.4 Informationspotenzial von Knochengewebe

Unabhdngig von der mikrostrukturellen Organisationsform des Gewebes stellt Knochen einen
wichtigen Informationstrdger dar, anhand dessen nicht nur makro- und mikromorphologisch
Merkmale des Individuums wie Korperhohe, Geschlecht, Sterbealter oder diverse, sich am Kno-
chen manifestierende Pathologien und Traumata rekonstruiert werden kénnen (z.B. Ortner und
Putschar 1981, Robling und Stout 2000, Ubersicht bei Herrmann et al. 1990). Auch auf molekula-
rer Ebene ist das zuséatzlich verwertbare Informationspotenzial enorm.

So birgt unter anderem die

isotopische Analyse der Ele- Klima Kérpertemperatur ~ Nahrung
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Abb. 1.13 Ubersicht iiber die verschiedenen Isotopensysteme der beiden

wohnheiten und Wanderbewe-
gungen sowie den zu Lebzeiten

des Individuums vorherrschen-

Hauptkomponenten des Knochens und deren Aussagepotenzial (nach Tiit-
ken 2010). In der vorliegenden Arbeit wurden die stabilen Isotope von C und
N aus Kollagen, C und O aus dem strukturellen Karbonat sowie O aus dem
Phosphat auf postmortale Veranderungen untersucht.

den klimatischen Bedingungen.

Abb. 1.13 stellt eine Ubersicht iiber die verschiedenen in Knochengewebe vorkommenden Isoto-
pensysteme und deren praktische Anwendbarkeit fiir die Rekonstruktion der Lebensumstiande
des untersuchten Individuums dar.

Da die chemische Reaktivitidt eines Atoms von dessen Elektronenhiille bestimmt wird, verhalten

sich die Isotope eines Elements aus chemischer Sicht, beispielsweise in Hinblick auf die Anzahl
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der moglichen Bindungen, qualitativ dhnlich. Jedoch unterscheiden sich Isotope auf physikali-
scher Ebene quantitativ, da die Schwingungsenergie des Atomkerns und damit die Reaktionsrate
und Bindungsstidrke von der Atommasse abhangt (Ben-David und Flaherty 2012, Fry 2006, Sulz-
man 2007). Hierbei sind die grofiten Unterschiede in den leichten Elementen zu finden, da bei
diesen die prozentuale Massendnderung zwischen den Isotopen am grofdten ist (Sulzman 2007).
Weicht die Anzahl von Neutronen und Protonen im Verhéltnis nicht wesentlich voneinander ab
(= 1,5), sind die entsprechenden Isotope energetisch eher stabil, d.h. sie zerfallen nicht. Andern-
falls kommt es zum radioaktiven Zerfall, bis ein stabiler Zustand erreicht wird.

Auf der Erde kommen in etwa 300 stabile und mehr als 1200 radioaktive Isotope vor, wobei le-
diglich 21 Elemente nur ein einziges Isotop besitzen (Hoefs 2009). Prinzipiell sind die schwereren
Isotope eines Elements in 6kologischen bzw. biologischen Systemen seltener anzutreffen als die
leichten (Ben-David und Flaherty 2012, Fry 2006; siehe Ubersicht in Tabelle 1.1). Dies ist unter
anderem darauf zuriickzufiihren, dass kinetische Reaktionen mit leichten Isotopen schneller ab-
laufen als mit dem schweren Aquivalent und daher in enzymatisch katalysierten Prozessen meist
das leichtere Isotop bevorzugt wird (z.B. Abelson und Hoering 1961). Dafiir sind Bindungen mit
schwereren Isotopen stabiler (Ben-David und Flaherty 2012), was eine entscheidende Rolle bei
Verdunstungs- oder Sekretionsprozessen spielt.
Diese Auftrennung nach Isotopengewicht an- Tabelle 1.1 Anteil der jeweiligen stabilen Isotope von
hand kinetischer und thermodynamischer Pro-  Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff an der Gesamt-
. . . korpermasse eines 50 kg schweren Menschen. Die
zesse wird als Fraktionierung bezeichnet (z.B. | ten Isotope sind deutlich hiufiger vertreten (Anga-
Pollard und Wilson 2001, Sulzman 2007).In le- ~ benaus Wadaand Hattori 1990, in Fry 2006).

benden Systemen wird diese Fraktionierung

durch das Zusammenspiel vom Bedarf und der Element Isotop  Gewicht [kg]/50kg
Verfligbarkeit des aufgenommenen Substrats Korpermasse
reguliert. Ist die Verfliigbarkeit eingeschrankt Kohlenstoff 12C 11,4
13
und der Bedarf hoch, wird kaum gegen das ¢ 0,137
S Stickstoff 14N 1,3
schwere Isotop diskriminiert und das aufge- icksto
_ S 15N 0,0051

baute Gewebe reflektiert dann in seiner isoto-

_ _ _ Sauerstoff 160 30,4
pischen Zusammensetzung direkt die des kon- 180 0,0686

sumierten Substrats. 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 und damit
schwer detektierbar ist, werden schweres und leichtes Isotop im Verhaltnis zueinander gemes-
sen, auf einen international anerkannten Standard bezogen und in Promille (%o0) angegeben (nach
McKinney et al. 1950):

R rve " R suns 1000 ; R - Schweres Isotop
R sundora leichtes Isotop

8 schweres Isotop =
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Details zu den in dieser Arbeit verwendeten Standards finden sich unter 3.5.2 und 3.8. Je héher
der Anteil an schwerem Isotop in einer Probe ist, desto hoher (positiver) wird folglich auch der -
Wert.

1.4.1 Isotopenanalyse der organischen Knochenkomponente

Die fiir den Aufbau des Knochenkollagens verwendeten essentiellen Aminosauren (siehe 1.2.1.1)
werden aus der Eiweifskomponente der Nahrung rekrutiert und bilden somit in der Regel die iso-
topische Zusammensetzung des aufgenommenen Proteins ab (Hare et al. 1991, DeNiro und
Epstein 1978). Dabei stammt der Stickstoff hauptsachlich aus tierischen Nahrungsquellen, wah-
rend der Kohlenstoff aus pflanzlichem Protein bezogen wird (Katzenberg 2000). Die §13C-Werte
des Knochenkollagens sind damit ein Marker fiir den Anteil an C3- und C4-Pflanzen an der Ge-
samterndhrung, da diese aufgrund verschiedener Photosynthesemechanismen unterschiedlich
stark gegen schweren Kohlenstoff diskriminieren!® (vgl. Abb. 1.14). Die pflanzliche Isotopensig-
natur wird schliefRlich mit einem Fraktionierungsfaktor von etwa +5 %o in das Kollagen des Kon-
sumenten verstoffwechselt, welches folglich isotopisch die Art der aufgenommenen pflanzlichen
Nahrung widerspiegelt (Hoefs 2009, Marshall et al. 2007).

Luft CO, I

ca-panzen | |

Abb. 1.14 Verteilungsbereich der
613C-Werte fiir C3- und C4-Pflan-
zen im Vergleich zu Luftkohlen-
stoff (Angaben aus Ambrose  C4-Pflanzen -
1993, Cerling etal. 1997, Dawson
et al. 2002, Marshall et al. 2007,
O’Leary 1988).

Der in seinem Isotopenverhdltnis ausgewogene Luftstickstoff (§15N = 0 %o) gelangt liber stick-
stofffixierende Pflanzen in die Nahrungskette. Da Stickstoff ein wichtiger molekularer Baustoffist,
fiir welchen in der belebten Umwelt ein hoher Bedarf besteht, wird der gesamte zur Verfiigung
stehende Pool ohne nennenswerte Fraktionierung genutzt. Dennoch findet von einer Trophie-

stufe zur ndchst hoheren eine Anreicherung des schweren Stickstoffs 15N um etwa 3-6 %o statt, da

10 Das von C3-Pflanzen fiir die Photosynthese als primérer CO2-Akzeptor genutzte Enzym Ribulose-1,5-bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) diskriminiert stark gegen 13C, was zu einer Abreicherung der Gewebe an schwerem
Isotop fiihrt. C4-Pflanzen dagegen fixieren den Luftkohlenstoff nach einem anderem Prinzip, und das hier als Akzeptor
dienende Enzym Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEP) ist weit weniger selektiv gegen 13C, weshalb die Gewebe
deutlich hohere §13C-Werte aufweisen. Die in Mitteleuropa urspriinglich heimische Flora zdhlt zu den C3-Pflanzen,
wahrend wichtige Vertreter der Siifigraser wie Mais und Hirse den C4-Pflanzen angehdren.
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das leichte Isotop bei Exkretionsprozessen bevorzugt ausgeschieden wird (Ambrose 1993, Peter-
son und Fry 1987). Somit lassen sich anhand des §15N-Werts Herbivore, Ominivore sowie primar
und sekundar Carnivore unterscheiden, da jener mit jeder Trophiestufe hohere Werte annimmt
(Hedges und Reynard 2007, Minagawa und Wada 1984). Jedoch weisen hohe §15N-Werte nicht
zwangslaufig auf proteinreiche Nahrung hin, denn auch bei Mangelerndahrung und Stoffwechsel-
krankheiten kommt es durch die katabole Verstoffwechselung korpereigener Proteine zu einer
Anreicherung des schweren Stickstoffisotops in den Geweben, was zu einer Erhéhung der Isotopie
um bis zu einer Trophiestufe fithren kann (Hobson et al. 1993, Katzenberg und Lovell 1999, Neu-
berger et al. 2013, Mekota et al. 2006). Auch bei Kleinkindern, die gestillt werden bzw. wurden,
zeigen die Kérpergewebe einschliefdlich des Knochenkollagens einen signifikant erh6hten 615N-
Wert, da das in der Muttermilch laktierender Saugetiere enthaltene Milchprotein in Bezug auf das
schwere Isotop angereichert ist (Steele und Daniel 1978). Somit lassen sich mithilfe der Analyse
stabiler Isotope Stilldauer und Entwohnungsalter 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 des Knochens eignet sich fiir isotopische Analysen zur Ent-
schliisselung von gespeicherten Lebenslaufparametern des Individuums. Die mineralische Matrix
riickt besonders dann ersatzweise oder erganzend in den Fokus, wenn Kollagen nicht mehr in
ausreichender Qualitat vorliegt oder gar nicht mehr zur Verfiigung steht, wie es meist bei Fossilien
der Fall ist (Lee-Thorp und Sponheimer 2003). Denn auch aus der strukturellen Carbonatfraktion
des Bioapatits lassen sich Erndhrungsgewohnheiten rekonstruieren. Jedoch spiegelt hier der aus
dem im Blut geldsten Bicarbonat eingebaute Kohlenstoff aufgrund anderer Stoffwechselmecha-
nismen nicht nur die Signatur des Nahrungsproteins wider, sondern stammt aus allen als
Energietrager aufgenommenen Nahrungsbestandteilen, also Kohlenhydraten und Fetten, aber
auch Proteinen, welche nicht fiir die Proteinsynthese des Individuums verwendet werden (Am-
brose und Norr 1993, Froehle et al. 2010, Howland et al. 2003, Kellner und Schoeninger 2007,
Loftus und Sealy 2012, Warinner und Tuross 2009). Dies fiihrt dazu, dass zwar anhand der §13C-
Werte ebenso zwischen herbi- und carnivoren Organismen unterschieden werden kann, jedoch
weisen die Fraktionierungsfaktoren im Vergleich zum Kohlenstoff aus dem Kollagen Unterschiede
auf. Nach Lee-Thorp et al. (1989) sind die §13C-Werte aus dem Carbonat im Vergleich zu denen
des Kollagens fiir Herbivore um ca. 7 %o, fiir Omnivore um etwa 5 %o und fiir Carnivore um ca. 4
%o angereichert. Die Differenzen zwischen den Trophiestufen sind durch die unterschiedliche 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 Kérper- oder Pflanzengewebe ist (DeNiro und
Epstein 1977, Tieszen und Fagre 1993, Winkler und Schmidt 1980). Somit kénnen durch einen

Vergleich von §13Ckoliagen Und 613Ccarbonat diejenigen Nahrungsquellen identifiziert werden, welche
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in der Gesamterndhrung iiber- oder unterreprasentiert sind, was besonders den Anteil kon-
sumierter Fette betrifft (Harrison und Katzenberg 2003, Loftus und Sealy 2012).

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

Eine weitere wichtige Informationsquelle stellt das Verhaltnis der stabilen Sauerstoffisotope 180
und 16011 dar, welches sowohl aus der strukturellen Carbonatfraktion als auch aus den Phosphat-
gruppen des Bioapatits gewonnen werden kann, da die Bausteine fiir beide Komponenten aus
dem Blut rekrutiert und fiir sie somit linear korrelierende 6180-Werte postuliert werden (Bryant
et al. 1996, lacumin et al. 1996, Kirsanow und Tuross 2011).

Dabei sind etwa 85-92 % des Gesamtsauerstoffs im Knochen im Phosphat und ca. 5 % im struktu-
rellen Carbonat gebunden (Kohn und Cerling 2002, Tiitken 2010). Da bei homoiothermen Tieren
wie dem Menschen wahrend der Bildung der kérpereigenen Hartgewebe immer dieselbe Korper-
kerntemperatur herrscht, ist auch der Fraktionierungsfaktor der Sauerstoffisotope zwischen Kor-
perwasser und Korpergewebe konstant (Bryant et al. 1996, Longinelli 1984, Luz und Kolodny
1985). Aus diesem Grund kann vom Sauerstoffisotopenverhaltnis des Carbonats und Phosphats
im Knochen auf die isotopische Zusammensetzung des Kérperwassers und damit auf die des auf-
genommenen Trinkwassers bzw. meteorischen Wassers!? geschlossen werden, da die meisten
grofieren, obligat trinkenden Sdugetiere den in das Knochenmineral eingebauten Sauerstoff
hauptsiachlich aus dem Trinkwasser sowie der Nahrungsfeuchte beziehen (Bocherens et al. 1996,
D’Angela und Longinelli 1990, Daux et al. 2008, Kohn et al. 1996, Luz und Kolodny 1985). Auf-
grund der hohen physiologischen und metabolischen Variabilitit der verschiedenen Tierarten
sind die Fraktionierungsfaktoren zwischen aufgenommenem Wasser, Kérperwasser und Kno-
chengewebe taxonspezifisch und miissen jeweils mit Kalibrationsgeraden verglichen werden
(Bryant und Froelich 1995, Kohn et al. 1996, Longinelli 1984, Sealy 2001, Sponheimer und Lee-
Thorp 1999). Generell ist jedoch der 6180-Wert des Carbonats und Phosphats aus dem Knochen
gegeniiber dem des Kérperwassers erhoht, sprich das Gewebe ist mit schwerem Sauerstoff ange-
reichert (Luz et al. 1990, White et al. 1998). Diese Grundlagen bilden das Gertist fiir die Rekon-
struktion der klimatischen Bedingungen vergangener Zeiten, da die isotopische Signatur des ver-
stoffwechselten Trinkwassers, welche sich in den Hartgeweben der Konsumenten widerspiegelt,
von der Entfernung zum Ozean, der orographischen Hohe, der geographischen Breite sowie der
Art und Menge des Niederschlags abhingt (zur Ubersicht siehe Abb. 1.15).

So ermdoglicht die Analyse stabiler Sauerstoffisotope aus Skelettmaterial von Menschen und
Tieren die Detektion und Rekonstruktion von Migrationsbewegungen und Handel zwischen
klimatisch voneinander abweichenden Regionen (Chenery et al. 2010, Dupras und Schwarcz
2001, Evans et al. 2006, Grimes et al. 2003).

11 Sauerstoff kommt auf der Erde in 3 stabilen Isotopen vor 160, 170 und 180. Da 170 jedoch mit nur 0,038 % einen sehr
geringen Anteil an der isotopischen Gesamtzusammensetzung hat (160 = 99,757 %, 180 = 0,205; Hoefs 2009), wird es
in der Isotopenanalyse nicht berticksichtigt.

12 Atmospharisches Wasser, welches als Niederschlag auf die Erde niedergegangen ist, wird als meteorisches Wasser
bezeichnet und umfasst daher Fliisse, Seen und Schmelzwasser.
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Zunehmende Abreicherung von 180

-0,28 %o pro 100
Bevorzugte Evaporation P e VW % Hoéhenmeter
von Hz160 I 1

Bevorzugte Abregnung
von H2180

Trinkwasser
Meerwasser: 8180 = 0 %o

Abb. 1.15 Darstellung des Prinzips der Rayleigh-Fraktionierung und deren Einfluss auf die lokale Sauerstoffisotopie des
konsumierten Trinkwassers durch fortlaufende Destillation und Abregnung (Gat 1996, Schiirch et al. 2003). Der §180-
Wert der Ozeane ist fiir biologische Zeitrdume als konstant zu betrachten und liegt bei etwa 0 %o (Hoefs 2009). Aus
thermodynamischen Griinden verdampft H2160 bereitwilliger als H2180, weshalb die Wasserdampf-Phase gegeniiber der
fliissigen Phase isotopisch abgereichert ist. Durch die anschlieflende Abregnung des kondensierten Wassers fallen
wiederum zuerst Wassermolekiile, welche aus dem schweren Sauerstoffisotop aufgebaut sind, als meteorisches Wasser
zurlick auf die Erde, was zu einer zunehmenden Abreicherung des Wasserdampfs in der Atmosphare mit zunehmender
Entfernung von der Kiiste fiihrt . Niederschlage, die als Schnee, Hagel oder aus stark konvektiven Systemen wie Gewit-
terzellen fallen, weisen jedoch einen héheren Anteil isotopisch leichter Molekiile auf, weshalb in Gebirgsregionen und
Gletschern stark erniedrigte §180-Werte anzutreffen sind (Dansgaard 1953, Gat 1996). Das von den Tieren konsumierte
Trinkwasser und damit auch deren Kérperwasser spiegelt damit die relative Entfernung zum Ozean, die klimatischen
Bedingungen sowie die Hohenlage wider, in der sie sich zu Lebzeiten aufhielten.

1.5 Qualitatssicherung von Isotopenanalysen

Es ist fiir archdometrische Analysen entscheidend, solche durch diagenetische Prozesse derart
modifizierten Proben zu erkennen, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit von der in vivo erwor-
benen Isotopensignatur aberrante und somit verfilschte Daten liefern, was zu gravierenden Fehl-
interpretationen hinsichtlich der biologischen und kulturhistorischen Aussage fiihren kénnte. Fiir
die Rekonstruktion biologischer und umweltbezogener Informationen miissen die physikoche-
mischen Eigenschaften des Knochens wahrend aller Diagenesestadien unverfalscht erhalten
bleiben (Trueman 2013). Daher wird seit mehreren Jahrzehnten an der Erforschung diageneti-
scher Verdnderungen von Knochengewebe und an der Erarbeitung verlasslicher Indikatoren ge-
arbeitet, welche das Ausmaf$ der chemischen Veranderungen der einzelnen Komponenten des
Knochens charakterisieren und somit dessen Brauchbarkeit fiir archdometrische Analysen anzei-
gen sollen. Knochen, deren Daten von den definierten Grenzwerten abweichen, werden von der
weiteren Auswertung ausgeschlossen. Obwohl es insbesondere fiir die organische Knochen-

fraktion eine Reihe publizierter und auch routineméafdig verwendeter Qualitatskriterien gibt, ist
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deren Aussagegehalt und Nutzen fiir die Aussortierung diagenetisch veranderter Proben in der

Fachwelt teilweise stark umstritten (Harbeck und Grupe 2009).

1.5.1 MarKer fiir die Integritit des Kollagens

Schon lange wurde versucht, den Erhaltungszustand bzw. die Aussicht auf eine erfolgreiche Ex-
trahierbarkeit des Knochenkollagens an makro- und mikroskopischen Merkmalen diagenetisch
veranderten Knochens festzumachen. So wurde in einigen Studien ein Zusammenhang zwischen
der Mikroporositit des Gewebes und dem Erhaltungszustand der Biomolekiile erkannt (Brock et
al. 2010, Nielsen-Marsh und Hedges 1999, Turner-Walker et al. 2002), andere Studien korrelieren
die histologische Integritit, also die Intensitit der bakteriellen Aktivitit, mit der Konservierung
von Kollagen (z.B. Hollund et al. 2013, Jans et al. 2002, Turner-Walker et al. 2002, Turner-Walker
und Syversen 2002). Jedoch bestatigen nicht alle Autoren einen unbedingt aussagekraftigen Zu-
sammenhang zwischen histologischem Erscheinungsbild und dem Erhaltungsgrad der Protein-
komponente des Knochens (Hedges et al. 1995, Hoke et al. 2011, Pfeiffer und Varney 2000). Eine
etwas bessere Korrelation zeigte sich in eigenen Studien mit der Farbe des Knochens bei
Bestrahlung des polierten Querschnitts mit UV-Licht. Die fiir frischen Knochen typische blauliche
Fluoreszenz kann demnach eher mit gutem Kollagenerhalt in Verbindung gebracht werden,
wahrend das Auftreten einer gelblichen/braunen Farbung eine diagenetische Kompromittierung
der Proteinkomponente andeutet (Hoke et al. 2011).

Unterschieden werden sollte generell nach einer quantifizierenden und qualifizierenden Beurtei-
lung der Kollagenintegritat, wenngleich einige Studien zu dem Schluss kommen, dass die Quan-
titat des extrahierbaren Kollagens in Prozent relativ zum Gesamtgewicht des Knochens selbst auf
dessen Qualitat schliefden lasst (z.B. Ambrose 1990, 1993). Dabei sind die festgesetzten Grenz-
werte, oberhalb derer das extrahierte Protein in ausreichend gutem Zustand fiir weiterfithrende
Analysen sein soll, variabel und reichen von 0,5 % bis 2,0 % (DeNiro und Weiner 1988, Dobber-
stein et al. 2009, van Klinken 1999). Die im Kollagen gespeicherten Informationen sollen demnach
relativ unberiihrt bleiben, bis ein kritischer Punkt der Denaturierung der Fibrillen und damit ein
zu grofder Verlust an Molekiilen erreicht ist (Koon et al. 2010). Dies ist jedoch umstritten. Wah-
rend einige Studien erst bei extrem geringen Extraktionsausbeuten von wenigen Gewichtspro-
zent-Werten signifikante Anderungen in den entsprechenden Aminosiureprofilen feststellen
(Hare 1980, Masters 1987), sehen andere bereits bei hoheren Gewichtsanteilen Modifikationen
(Harbeck und Grupe 2009, Grupe und Turban-Just 1998, Schoeninger et al. 1989, Tuross 2002).

Es gibt jedoch noch weitere Charakteristika, welche die Kollagenkonservierung qualitativ bewer-
ten, und diese ergeben sich direkt aus der chemischen Zusammensetzung des Polypeptids. Auf-
grund des homogenen Aufbaus der Kollagentripeptide aus einer relativ konservativen Anordnung
von Aminosauren sind auch die Gewichtsanteile der Hauptelemente der Aminosauren in etwa
konstant, woraus sich rechnerisch ein Anteil von % C ~ 43 und % N ~ 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 gangigster Indikator fiir den Erhaltungszustand von
Kollagen verwendet wird. Jedoch ist auch die uneingeschrankte Verwendung der oben genannten
Parameter bei isolierter Betrachtung durchaus kritisch zu bewerten, denn nicht alle degradierten
bzw. kontaminierten Proben werden auf diese Weise erfasst (DeNiro 1985, DeNiro und Weiner
1988, Losch et al. 2006, Nicholson 1998, Schoeninger et al. 1989). Die Verschiebung des molaren
C/N-Quotienten und der Gewichtsanteile von Kohlenstoff und Stickstoff durch den degradativen
(partiellen) Verlust von Bestandteilen des Polypeptids kann durch die Kontamination mit exoge-
nen organischen Substanzen, vornehmlich Huminstoffen (Brock et al. 2013) oder bakteriellen
Proteinen, potenziell in den Normbereich zuriick verschoben werden und so einen guten Kolla-
generhalt vorspiegeln. Weiterhin sind die fiir guten Kollagenerhalt definierten Grenzwerte (siehe
Tabelle 1.2) strittig und eventuell zu eng gefasst (Coltrain et al. 2004, Grupe et al. 2003). Taxon-
bedingte Abweichungen sowie die physiologische Spannbreite oder die Auswirkung pathologi-
scher Zustinde auf den molaren C/N-Quotienten sind bislang noch nicht systematisch erforscht.
Die augenscheinlich sicherste Methode, den Erhaltungszustand von Kollagen zuverlassig darzu-
stellen, ist die Erstellung eines Aminosaureprofils (Harbeck und Grupe 2009), da so direkt die
molekulare Komposition des Proteins offengelegt und Abweichungen von der Norm erkannt wer-
den kénnen.

Tabelle 1.2 zeigt eine zusammenfassende Darstellung der beschriebenen Qualitatskriterien und

ihre in der Literatur festgelegten Grenzwerte fiir ausreichend gut erhaltenes Kollagen.

Tabelle 1.2 Zusammenfassung der gangigsten Qualitatskriterien zur Beurteilung des Erhaltungszustands von Knochen-
kollagen .

L. Durchschnittswert fiir Grenzwerte fiir ausreichend guten
Kriterium

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
%N

Gewichtsprozent Kollagen

+43 (Ambrose 1990, 1993)
+ 15 (Ambrose 1990, 1993)

+ 20 (Ambrose 1990, van Klinken

30 - 45 (van Klinken 1999)
11 - 16 (van Klinken 1999)

> 0,5 - 2 (Ambrose 1990, Dobberstein et al.

1999) 2009, van Klinken 1999)
mol% gly + 33 (Balzer etal. 1997) 31-37 (Ambrose 1993)
mol% pro + 13 (Balzer etal. 1997) 8 - 14 (Ambrose 1993)

mol% OH-pro

+ 9 (Balzer et al. 1997)

7 - 11 (Ambrose 1993)

gly/glu 3-5 (Taylor et al. 1989, 1995) > 2,5 (Taylor et al. 1989)
gly/asp 6 - 7 (Tuross et al. 1988)
asp/gly <10 (Ambrose 1993)
OH-pro/asp > 1,5 (Ambrose 1993)

Aminosauregehalt [nmol/mg] 6000 (Tuross et al. 1988) > 250 (Ambrose 1993)

Neben den beschriebenen, bereits seit einigen Jahrzehnten fiir die Beurteilung der

Kollagenqualitat in Hinblick auf archdometrische Analysen angewandten Merkmalen, hat in den
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letzten Jahren die Bedeutung spektrometrischer Verfahren auf diesem Gebiet stirker zuge-
nommen. Jedoch ist auch hier die Datenbasis von Studien, welche sich auf diese Weise mit der
Untersuchung des Erhaltungszustands der organischen Knochenfraktion beschéftigen, noch
relativ gering (z.B. Chadefaux et al. 2009, Lebon et al. 2011, Turner-Walker und Syversen 2002).

1.5.2 Methoden zur Erkennung diagenetischer Veranderungen des Minerals

Trotz intensiver Forschungsbemiihungen und zahlreicher experimenteller Ansitze, die im Fol-
genden teilweise dargestellt werden, gibt es bislang noch keinen zuverladssigen Indikator fiir die
Erhaltungsqualitdt des Knochenminerals (Shin und Hedges 2012), was eine alles andere als opti-
male Ausgangssituation fiir die Analyse der stabilen Isotope der mineralischen Fraktion des Ge-
webes darstellt. Dabei stellen Wright und Schwarcz (1996) in ihrer Studie fest, dass auch in relativ
jungem archdologischem Material bereits eine gravierende Modifikation des Knochenminerals
stattfinden und aus diesem kein biogenes Isotopensignal mehr gewonnen werden kann. Anderer-
seits lasst sich aber auch nicht folgern, dass Knochen mit langeren Liegezeiten zu stark diagene-
tisch modifiziert sind, um die in vivo erworbene Isotopenzusammensetzung des Gewebes rekon-
struieren zu konnen (Lee-Thorp und Sponheimer 2003).

Das Hauptproblem bei der Untersuchung von Knochenmineral diirfte darin bestehen, dass diese
meist mit einem hohen apparativen Aufwand verbunden ist und daher oft nur von spezialisierten
Einrichtungen geleistet werden kann. Kolodny et al. (1996) empfehlen, die Auswahl von fiir Iso-
topenanalysen an der mineralischen Knochenfraktion geeignete prahistorische Proben von einem
Kriterienkatalog abhdngig zu machen, welcher neben der Verwendung von Zahnschmelz anstelle
von Knochen eine genaue mikrostrukturelle Untersuchung der Probe, eine Analyse hinsichtlich
eingewanderter Fremdionen sowie einen Vergleich zwischen dem Verhéltnis der stabilen Sau-
erstoffisotope aus Carbonat und Phosphat vorsieht. Da dies sowohl einen enormen materiellen
als auch zeitlichen Aufwand bedeutet, ist diese Vorgehensweise kaum geeignet fiir die routinemé-
Rige Untersuchung grofderer Probenkollektive.

Der Vergleich der Daten der Analyse stabiler Sauerstoffisotope gewonnen aus der strukturellen
Carbonat- und Phosphatfraktion wird als ein Verfahren diskutiert, das diagenetische Verande-
rungen des Knochenminerals anzeigen soll. Da sich sowohl das Sauerstoffisotopenverhaltnis von
Carbonat als auch das von Phosphat mit dem Korperwasser, aus dem der Sauerstoff rekrutiert
wird, im Gleichgewichtszustand befindet, wurde ein linearer Zusammenhang fiir die 6180-Werte
der beiden Komponenten postuliert (Longinelli 1984, lacumin et al. 1996, Zazzo et al. 2004a),

welcher beispielsweise durch die von [acumin et al. (1996) formulierte Gleichung:
8180Phosphat = 0,98 X 618OCarbonat - 8,5

ausgedriickt wurde. Abweichungen von der linearen Korrelation sollten die diagenetische Veran-

derung der Isotopenwerte einer oder beider Komponenten anzeigen. Jedoch konnte in anderen
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Studien wiederum keine sinnvolle Aussagekraft des Vergleichs der Isotopenverhaltnisse von Car-
bonat und Phosphat zur Detektion postmortaler Abbauprozesse festgestellt werden (Metcalfe et
al. 2009).

Ein weiterer hdufig verwendeter Ansatz, der das Knochenmineral hinsichtlich diagenetischer Mo-
difikationen charakterisieren soll, ist die Feststellung des Carbonat- zu Phosphat-Verhaltnisses
(C/P), welches mittels FTIR-Spektroskopie bestimmt wird (z.B. Lee-Thorp und van der Merwe
1991, Nielsen-Marsh und Hedges 2000a, Pucéat et al. 2004). Hierbei wird die Intensitat von Car-
bonat- und Phosphatbanden relativ zueinander verglichen und wiederum einer Wertespanne zu-
geordnet, welche die Eignung der Probe fiir Isotopenanalysen an der mineralischen Fraktion an-
zeigen soll. Niedrige C/P-Werte deuten dabei in der Regel auf einen diagenesebedingten Verlust
von strukturellem Carbonat hin, wahrend hohe Werte fiir die Inkorporierung von Carbonat aus
dem Begrabnismilieu durch lonensubstitution sprechen (Nielsen-Marsh und Hedges 2000a).
Ebenso kénnte auch ein Verlust von Phosphationen stattgefunden haben. Jedoch sind auch die
Qualitdten des C/P-Verhaltnisses als Diageneseindikator durch einige Probleme eingeschrankt.
Zum einen unterscheiden sich die in der Literatur angegebenen Grenzwerte fiir guten Knochen-
erhalt, da sich verschiedene Studien jeweils auf andere Berechnungsgrundlagen stiitzen. So geben
Wright und Schwarcz (1996) sowie Garvie-Lok et al. (2004) einen Wert von etwa 0,23 - 0,25 fiir
frischen Knochen an, welchen die Autoren iliber das Verhdltnis der vsz-Carbonatbande bei
1415 cm! zur Hauptphosphatbande (v3) bei 1035 cm! berechnen. Nielsen-Marsh und Hedges
(2000a) kommen mit derselben Berechnung auf einen Zielwert von 0,36, wahrend Patonai et al.
(2012) fiir forensische Proben Werte zwischen 0,38 - 0,88 angeben. Lee-Thorp und van der Mer-
we (1991) korrelieren die vz-Carbonatbande (1410 cm-!) mit der vis-Phosphatbande bei ca. 610
cm! und erhalten so fiir die untersuchten frischen Knochen Werte zwischen 0,9 - 1,0. Pucéat et
al. (2004) verfolgen in ihrer Studie einen weiteren Berechnungsansatz, indem sie die Intensitaten
beider vi-Carbonatschwingungen und beider v4-Phosphatschwingungen addieren und dann in
Relation setzen. Die so erhaltenen Werte fiir frische Knochen (Reptilien, Fische, Seekuh) reichen
von 0,50 - 0,92. Tabelle 1.3 fasst alle Berechnungsansitze und Grenzwerte in einer Ubersicht zu-
sammen. Aufgrund der grofden Spanne der Werte fiir modernes Knochenmaterial wird vermutet,
dass es speziesabhdngige, metabolische Variationen im Carbonatgehalt von Knochen geben konn-
te (Wright und Schwarcz 1996).

Der gangigste, aber zugleich auch einer der umstrittensten Qualitdtsindikatoren hinsichtlich der
Beurteilung diagenetischer Verdanderungen des Knochenminerals, ist die Feststellung von dessen
Kristallinitét, ausgedriickt durch den urspriinglich von Shemesh (1990) im mineralogischen Kon-
text eingefiihrten sogenannten Kristallinitatsindex (CI), welcher als Maf? fiir die Kristallgrofée der
im Knochen vorhandenen Phosphatphasen und deren Ordnungsgrad innerhalb des Kristallgitters
gilt (Schiegl et al. 2003).
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Tabelle 1.3 Zusammenfassung der in der Literatur verbreiteten Ansatze zur Berechnung des C/P-Wertes von Knochen-
mineral aus FTIR-Spektren und Wertebereich frischer Knochen.

Berechnungsgrundlage FTIR- C/P-Werte Autoren
Spektrum frische
Knochen
1415 cm1/1035 cm-?! 0,23-0,25 Wright und Schwarcz (1996), Garvie-Lok et al. (2004)
(v3 CO3%/v3 PO43) 0,36 Nielsen-Marsh und Hedges (2000a)

0,38-0,88 Patonai et al. (2012)
1410 cm1/610 cm-?!
(v3 CO3%/vs PO43)
(1460 cm! + 1425cm 1)/
(605 cm1 + 568 cm-1) 0,50-0,92 Pucéat etal. (2004)
[(v3 CO32 + v3 CO32)/(vs PO43 +v4 PO43)]

0,90-1,00 Lee-Thorp und van der Merwe (1991)

Am weitesten verbreitet ist die Bestimmung des CI anhand von FTIR-Spektren nach der von Wei-
ner und Bar-Yosef (1990) etablierten Methode, welche die Kristallinitat an der Intensitit der
Peakaufsplittung der vs-Phosphatschwingung bei 605 cm! bzw. 565 cm! festmacht (vgl. Abb
1.16). Es gibt jedoch auch andere Anséatze, nach denen die Kristallinitat aus Rontgendiffrakto-
grammen und Raman-Spektren errechnet wird (z.B. Person et al. 1995, Pucéat et al. 2004).

Die Analyse von Kristallinitatsverdnderungen

ol . . - . . -
0363 i stiitzt sich auf die Annahme, dass sich die Kris-

tallinitit des Knochenminerals nach dem Tod
0264 des Individuums durch den Einfluss externer
Faktoren erhoht, da sich die in vivo thermo-

dynamisch metastabilen Knochenkristallite in

Absorntion
o
@
@

eine nach physikochemischen Gesichtspunk-
0067 ten stabilere Form umwandeln (siehe auch

1.3.2). Ein Anstieg des CI soll damit unmittel-

-0032

bar das Ausmaf? diagenetischer Veranderung-

Wellenzahlen

en der mineralischen Knochenfraktion cha-
Abb. 1.16 Gangige Berechnung des Kristallinitdtsindexes .. . .

(CI) nach Weiner und Bar-Yosef (1990) anhand der Peak- rakterisieren. Dabei wird ein CI (FTIR) von 2,5
aufsplittung der v4 Phosphatschwingung im FTIR-Spek- -2,9 fiir unveranderten Knochen postuliert
trum. CI = (a+b)/c.

(Schiegl et al. 2003, Stiner et al. 1995, Weiner
et al. 1993), wahrend archéologisches Material Kristallinitatswerte zwischen 2,8 - 3,9 annehmen
soll (Sillen und Parkington 1996, Smith et al. 2007). Extrem degradierter oder verbrannter
Knochen mit hohem Organisationsgrad weist Werte tiber 4 auf (Smith et al. 2007), fossilisierte
oder calcinierte Proben zeigen Werte bis 7 (Stiner et al. 1995, Weiner und Bar-Yosef 1990). Es
gibt auch Versuche, den Kristallinitatsindex mit der Liegezeit zu korrelieren und so forensisch
relevante Proben von dlterem Material zu unterscheiden (Patonai et al. 2012). Jedoch kénnen sich
deutliche Veranderungen am Mineral und damit auch der Kristallinitdt bereits wenige Jahre nach

dem Tod manifestieren (Shinomiya et al. 1998, Trueman et al. 2008), wihrend auch in Knochen
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mit ldngeren Liegezeiten niedrige Kristallinititswerte auftreten kénnen, was in einer eigenen, an
neolithischem Material durchgefiihrten Vorstudie bestétigt wurde (Daten unveroffentlicht)13.
FTIR-Analysen bieten noch weitere Anhaltspunkte, anhand derer die generelle Integritat des Kno-
chenminerals beurteilt werden kann. Enthélt eine Probe Spuren authigenen Calcits, erscheinen im
FTIR-Spektrum charakteristische Banden, welche die Kontamination anzeigen. Dabei wird die
Bande bei etwa 713 cm! ausschlief3lich Calcit zugeordnet, weitere Banden bei 1435 cm-1 und 866
- 875 cmtwerden sowohl durch strukturelles als auch diagenetisches Carbonat erzeugt (Nielsen-
Marsh und Hedges 2000a, Metcalfe et al. 2009). Ein normalerweise nur in geologischem Hydro-
xylapatit auftretender Peak bei 3564 cm-1, welcher einer OH--Schwingung entspricht (Pasteris et
al. 2004, Rey et al. 1995), kann ein Hinweis auf Rekristallisationsphdnomene sein, wenn er in Kno-
chen beobachtet wird (Metcalfe et al. 2009).

Weit weniger gangig im Vergleich zu FTIR-Studien ist die Beurteilung von Raman-Spektren im
Hinblick auf die Beurteilung diagenetischer Verdnderungen des Knochenminerals. Thomas et al.
(2007) definierten in ihrer Studie zusammenfassend eine Reihe von Kriterien, welche Modifika-
tionen des Minerals anzeigen sollen. Dazu zahlt die absolute Wellenldnge der vi-Hauptphosphat-
bande, welche sich in unverdndertem Knochen in einem Bereich von 962 - 964 cm! bewegen
sollte. Ist die Bande in hohere Wellenlangenbereiche verschoben, wird eine Substitution von Ka-
tionen im Kristallgitter vermutet. Ist sie niedriger angesiedelt, wird von einer Anionensubstitu-
tion ausgegangen (vornehmlich durch F-). Die Bandenverschiebung resultiert aus einer Konfor-
mationsanderung des Kristalls durch Verzerrungen, welche durch die Inkorporierung von Fremd-
ionen entstehen. Ein weiterer Anhaltspunkt ist die Halbwertsbreite der vi-Hauptphosphatbande,
welche die Heterogenitat der PO43--Dehnungsumgebung anzeigt. Bei unveranderten Knochen soll-
te sie einen Wert von 15 - 17 cm! aufweisen. Die Prasenz von authigenem Calcit kann iiber eine
akzessorische Bande bei 1085 cm-! nachgewiesen werden, wahrend sich der Anteil von struktu-
rellem Typ B Carbonat im Knochen durch das Verhéltnis der Banden bei 1073 cm-1 und 963 cm'!
berechnen lasst (Awonusi et al. 2007, Penel et al. 1998). Fiir frische Knochen ergibt sich daraus
ein Wertvon 17,7 - 18,3%.

Lumineszierende Fremdionen (Seltenerdmetalle) lassen sich vermutlich nur mit langeren Anre-

gungswellenldngen (Nd:YAG!4-Laser) nachweisen.

Das generelle Problem bei der Definition solider Qualititskriterien ist die Inkonsistenz des Unter-
suchungsmaterials (verschiedene Spezies, unterschiedliche Skelettelemente) sowie der Mangel
an einer breiten Vergleichsdatenbasis aus frischem Knochenmaterial, welches eine zuverlassige
Definition der physiologische Spannbreite der Werte zulassen wiirde. Auch ist die Anzahl an Stu-
dien zu gering, welche systematische Untersuchungen an experimentell degradiertem, frischem
Knochenmaterial durchfithren und sowohl die organische als auch die anorganische Knochenfrak-

tion analysieren. Hier setzt die vorliegende Arbeit an.

13 Alle der 9 untersuchten Proben der in Siidost-Anatolien liegenden mesolithischen Fundkomplexe Gébekli- und Giir-
clitepe wiesen CI-Werte zwischen 2,6 und 3,3 auf, jedoch teilweise stark erhohte C/P-Werte, was auf einen Nettoge-
winn an Carbonat aus dem Bestattungsmilieu hindeutet.

14 Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Laser, Anregungswellenldnge iiblicherweise 1064 nm (z.B. Halcrow
etal. 2014)
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2. Material

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

Hierfiir wurden 50 Langknochenproben von einem rezenten Miinchner Friedhof untersucht, wel-
che durch kurze und exakt definierte Liegezeiten im Boden charakterisiert waren, und 35 archéo-
logischen Skelettfunden aus unterschiedlichen zeitlichen Epochen gegeniibergestellt. Alle Funde
stammen aus Deutschland und somit aus einer klimatisch geméf3igten Region, jedoch variiert die
Bodenbeschaffenheit von Fundort zu Fundort. Bodenproben standen allerdings zur genaueren
Analyse nur vom Westfriedhof Miinchen zur Verfiigung (siehe 3.1). Es wurde Wert darauf gelegt,
aus Griinden der besseren Vergleichbarkeit ausschlief3lich Langknochen zu analysieren, da ande-
re Knochen des Kérpers mit diinnerer Compacta, wie Rippen oder Finger, anderen diagenetischen
Mechanismen unterworfen sein kénnten (1.3.3). Die Knochen wurden stets im oberen Drittel der
Diaphyse beprobt.

Da toter, taphonomischen Prozessen unterworfener Knochen in Bezug auf den Erhaltungszustand
und insbesondere auf die isotopische Zusammensetzung des Gewebes nur den Status quo zum
Zeitpunkt des Auffindens abbildet, man jedoch durch die fehlende Referenz nicht auf die isotopi-
schen Ausgangswerte des Knochens vor bzw. zum Zeitpunkt des Todes schliefden kann, wurden
zwei verschiedene Degradationsexperimente an 3 frischen humanen Femora von Gewebespen-
dern durchgefiihrt. Zum einen wurden die Knochen fiir eine beschleunigte Degradation iiber ei-
nen definierten Zeitraum in Wasser gekocht (n = 33), zum anderen wurden sie mit ausgewahlten

aeroben und anaeroben Mikroorganismen beimpft und mehrere Monate lang inkubiert (n = 18).

Der vierte Stichprobenkomplex bildete lediglich ein indirektes Vergleichskollektiv, da sich die

Proben in mehrererlei Hinsicht von den librigen untersuchten Knochen unterschieden. Zum einen

43



2. MATERIAL

handelte es sich um tierisches Knochenmaterial, welches aufgrund des abweichenden Aufbaus
potenziell anderen diagenetischen Mechanismen unterworfen ist als menschliches Gewebe
(1.2.2). Zum anderen unterscheidet sich die Dekomposition unbestatteter Kadaver grundlegend
von der beerdigter Korper (vgl. 1.3.3.2). Jedoch ist bislang sehr wenig hinsichtlich des frithdiage-
netischen Verhaltens insbesondere des Knochenminerals bei oberflachlicher Deposition bekannt,
und es war in diesem Zusammenhang nicht moglich, humanes Material zu untersuchen. Daher
wurden in einem Kooperationsprojekt 10 frische Rehkadaver im Nationalpark Bayerischer Wald
ausgelegt, welche zum Zeitpunkt der Deposition und anschliefiend zwei Mal im Abstand von ca.

drei Monaten beprobt wurden. Daraus ergab sich ein Probenvolumen von n = 30.

Die analysierte Gesamtprobenanzahl aller Stichprobenkomplexe betrug somitn = 169 (siehe Abb.
2.1).

4 )
Westfriedhof Miinchen Archiologisches Material Bodenlagerung
n=50 n=35
(N ' ' J
r— T
Experimentell degradierter, frischer Knochen in vitro Degradation
n=51
Rehknochen Bayerischer Wald
n=30 oberflachliche Deponierung

Abb. 2.1 Ubersicht iiber die untersuchte Gesamtprobenmenge. Zu den 166 degradativ veranderten Proben kamen noch
3 frische humane Referenzknochen.

2.1 Frithdiagenetisch veriandertes Knochenmaterial (Westfriedhof
Miinchen)

Der 1902 eroffnete Westfriedhof im Stadtteil Moosach ist mit einer Ausdehnung von 49,75 ha und
41.700 Grabstellen einer der grofden vier stadtischen Friedhofe im Miinchner Stadtgebiet und
zeigt ein duflerst diverses landschaftliches Erscheinungsbild (siehe Ubersichtsplan Abb. 2.2).

Die Ruhezeit, welche nach der Bestattung eingehalten werden muss, bevor die Grabstatte neu ver-
geben werden kann, betrégt fiir Verstorbene ab dem 12. Lebensjahr in der Regel 10 Jahre, kann
aber durch die Friedhofsverwaltung bei abweichender Bodenbeschaffenheit oder einer bestimm-
ten Vorbehandlung der Leiche jeweils verlangert oder verkiirzt werden. Generell gilt bei Einbal-

samierungen von Leichen ab dem 12. Lebensjahr eine um fiinf Jahre verlangerte Totenruhe (§14
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der Satzung Uber die Bestattungseinrichtungen der Landeshauptstadt Miinchen (Friedhofsatz-
ung)15). Ist die Ruhezeit abgelaufen und wird nicht verldangert, kann die Grabstétte zur Neube-

legung freigegeben werden.

Abb. 2.2 Ubersichtsplan des Miinchner Westfriedhofs. Die Proben stammen aus verschiedenen, iiber die gesamte Fliche
gestreuten Parzellen (verdndert nach Google Maps, 2014).

Uber einen Zeitraum von ca. 6 Monaten wurden mit Zustimmung der stidtischen Friedhofsver-
waltung Miinchen und der Verwaltung des Westfriedhofs Miinchen im Zuge der Offnung und Neu-
belegung von Grabern 50 Langknochenproben akquiriert. Wenn moglich, wurden aus Griinden
der besseren Vergleichbarkeit Femora bevorzugt, jedoch musste in einigen Fillen ein anderer
Knochen beprobt werden (insgesamt 15 Tibiae und 5 Humeri), da beide Femora im Zuge der Ex-
humierung durch schweres Gerat beschadigt wurden.

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

15Stand 31.10.2011
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Probenaufstellung im Anhang, Tabelle 8.1). Das genaue Alter der Verstorbenen, das Geschlecht
und die individuelle Liegezeit, welche zwischen acht und 60 Jahren lag, konnten anhand noch vor-
handener Grabsteine oder der Friedhofsbiicher festgestellt werden (siehe Abb. 2.3 und Anhang
Tabelle 8.1).

Hiufigkeit
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Abb. 2.3 Grafische Darstellung 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 zu
44 % mannlichen Individuen nahezu ausgewogen.

Die Mehrzahl der Bestattungen (56 %, n = 28) war mit noch mehr oder weniger gut erhaltenen
Sargen und textilen Resten wie der Sargauskleidung und/oder Kleidungsstiicken, insbesondere
Strumpfhosen aus Nylon, Hemden und Pullovern assoziiert. Individuum WF 22, welches eine aus-
gedehnte Teilmumifizierung des Weichgewebes zeigte, war in ein vollstandig erhaltenes, schwe-
res Tuch eingewickelt. In 38 % der Falle (n = 19) waren Sarg und Bekleidung vollstandig vergang-
en. Bei zwei Bestattungen fiihrte die teilweise Erhaltung von verrottbarem Plastikmaterial, das
eventuell der Sargauskleidung gedient hatte, zur teilweisen Konservierung von Weichgewebsres-
ten in Form von Adipocire. WF 24 befand sich in einem gut erhaltenen Zinksarg, dessen hélzerner
Innensarg ebenfalls gut konserviert war.

Die beprobten Langknochen wurden nach der Entnahme schnellstméglich und ohne weitere Rei-
nigung oder Vorbehandlung bei -18°C eingefroren.

Bei den irreversibel anonymisierten Knochenproben handelt es sich um menschliche Uberreste,

die nicht unter die Deklaration von Helsinki¢ fallen und nach Anfrage bei der Ethikkommission

16 World Medical Association Declaration of Helsinki: Ethical Principles for Medical Research Involving Human
Subjects
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der LMU Miinchen vom 31.03.2011 nicht zwingend ein Votum des Gremiums erfordern. Der post-
mortale Wiirdeschutz nach Art. 1, Abs. 1 des Grundgesetzes!” wurde im Umgang mit dem be-
schriebenen Skelettmaterial ebenso beachtet und respektiert wie bei den anderen fiir das For-
schungsprojekt untersuchten menschlichen Knochen.

Die untersuchten Gebeine wurden nach der Beendigung des Forschungsprojekts der Friedhofs-

verwaltung des Westfriedhofs zur Wiederbestattung iibergeben.

2.2 Archdaologische Proben

Um die Resultate der friihdiagenetisch verdnderten Proben in einen umfassenden taphonomi-
schen Kontext setzen zu konnen, wurde auch bodengelagertes Knochenmaterial mit langeren Lie-
gezeiten vergleichend untersucht. Es wurden insgesamt 35 Langknochenproben von zehn ver-
schiedenen Fundorten in Deutschland analysiert, die sich hauptsachlich auf den bayerischen
Raum konzentrierten (vgl. Abb. 2.4). Die Liegezeiten umfassten einen Zeitraum vom Neolithikum
bis zur Neuzeit (Abb. 2.5). Da das Alter der Individuen, anders als beim Probenkollektiv West-
friedhof, nicht bekannt war, war es durch die jeweiligen Bearbeiter der Skelettserien morpholo-
gisch bzw. histologisch bestimmt worden (vgl. Anhang Tabelle 8.1). Die Alterseinteilung folgte

dem Schema nach Herrmann et al. (1990):

Infans | 0-6 Jahre
Infans I1 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 iiber die jeweiligen
Grabungscharakteristika und -hintergriinde wiedergeben. Fiir weiterfithrende, vertiefende Infor-

mationen muss auf die angegebene Literatur verwiesen werden.

17Die Wiirde des Menschen ist unantastbar. Sie zu achten und zu schiitzen ist Verpflichtung aller staatlichen Gewalt.
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Abb. 2.5 Zeittafel fiir Mitteleuropa (nach Kinne 2009). Die Zeitstellung der jeweiligen archdologischen Fundkomplexe
ist mit einem Stern markiert.

2.2.1 Bruchsal-Aue

Die fiinf neolithischen Proben aus dem Erdwerk Bruchsal-Aue, welche der Michelsberger Kultur
zugeordnet werden konnen, stellten mit einer Liegezeit von ca. 6000 Jahren die dltesten in der

vorliegenden Arbeit untersuchten Funde (Ubersicht siehe Tabelle 2.1).
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Bereits im Jahr 1987 wurde unter der Federfithrung des Landesdenkmalamtes Baden-Wiirttem-
berg mit der umfassenden Ausgrabung des Erdwerks begonnen, da dessen Erhaltung durch in-
tensive landwirtschaftliche Nutzung sowie fortschreitende Erosion des Lossbodens gefdhrdet
war. Detailliertere Informationen zum Erdwerk Bruchsal-Aue finden sich bei Wahl (2012) sowie
Keller et al. (2015).

Von den insgesamt sieben im Areal des Erdwerks freigelegten Bestattungen wurden fiinf im Rah-
men der vorliegenden Arbeit auf den Erhaltungszustand der organischen und mineralischen Kno-

chenmatrix untersucht.

Tabelle 2.1 Ubersicht iiber das untersuchte Skelettmaterial aus dem Erdwerk Bruchsal-Aue.

Probennummer internes Kiirzel Alter Geschlecht Skelettelement
Befund 162, Grab 1, Individuum 3 BrA 3 ca. 30 méannlich 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 stiddtebaulicher Erweiterungsmafinahmen des westlichen Stadtrands von Miinchen wur-
de aufgrund von Luftbildaufnahmen des zu bebauenden Areals, welche auf eine hohe Dichte ar-
chiologischer Befunde hindeuteten, vom Bayrischen Landesamt fiir Denkmalpflege eine Ret-
tungsgrabung angeordnet.

Hierbei wurde neben den Resten einer Siedlung ein Graberfeld mit 16 Bestattungen entdeckt, wel-
che anhand ihrer Art (Flachgraber mit Hockerbestattung), Lage, Ausrichtung und Beifunde als
frithbronzezeitlich angesprochen wurden.
Die Grabgruben waren jeweils mit sandig-
lehmigem, fein- bis grobkiesigem Material
verfillt, welches sich deutlich von dem fiir
die Miinchner Schotterebene typischen an-
stehenden Kiesboden abhob (siehe Massy
2011). Fir die vorliegende Arbeit wurden
zwei Individuen ausgewdhlt (Abb. 2.6 und
Tabelle 2.2), von denen noch langere Lang-

knochenreste zur Analyse erhalten waren,

welche nicht mit Konservierungsmittel be-

handelt worden waren. Abb. 2.6 Befundzeichnung der
untersuchten Individuen in

der Grabsituation (aus Massy
2011).

FH3520 A
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Tabelle 2.2 Ubersicht iiber die beiden untersuchten Individuen des Griaberfeldes Freiham.

Probennummer internes Kiirzel 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 nord-westlich von Miinchen gelegenen Ortschaft Maisach wurden
seit den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts immer wieder archdologische Funde gemacht, die eine
Zeitspanne vom Neolithikum bis in die Merowingerzeit umfassten und so auf eine kontinuierliche
Besiedelung des Areals von vorgeschichtlicher Zeit an hinwiesen (Massy 2011). So wurden auch
die Baumafdnahmen fiir die im Jahr 2002 fertig gestellte siidliche Umgehungsstrafde des Maisacher
Ortsteils Gernlinden von archaologischen Beobachtungen begleitet. Neben zahlreichen Befunden
aus unterschiedlichen Zeitstellungen traten auch frith- und mittelbronzezeitliche Bestattungen in
sechs verschiedenen Grabgruppen zutage (Massy 2011). Da Maisach, wie auch Freiham (siehe
2.2.2), in der durch eiszeitlichen Schotter charakterisierten Miinchner Schotterebene lokalisiert
ist, ist der makroskopische Erhaltungsgrad der Knochen eher schlecht, da sich die Drainagewirk-
ung des anstehenden groben Kieses negativ auf die Konservierung von Skelettmaterial auswirkt
(siehe 1.3). Dennoch konnten zwei frithbronzezeitliche Graber des Fundkomplexes Maisach-Gern-
linden fiir die Untersuchung diagenetischer Prozesse analysiert werden, bei denen genug Material
erhalten war, das nicht wahrend der Bergung mit Konservierungsmitteln stabilisiert worden war
(siehe Abb. 2.7 und Tabelle 2.3).

MG1340

Abb. 2.7 Befundzeichnungen der beiden untersuchten Indivi-
duen des Fundkomplexes Maisach-Gernlinden in der Grabsitua-
tion. Die Grabgruben waren mit kiesig-humosem Material ver-
fiillt (aus Massy 2011).

Tabelle 2.3 Aufstellung der analysierten Proben aus Maisach-Gernlinden .

Probennummer internes Kiirzel 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 intensiv landwirt-
schaftlich genutzten Flache im Ortsgebiet der Gemeinde Otzing, Kreis Deggendorf, im Jahr 2010
forderte neben zahlreichen jungneolithischen bis hallstattzeitlichen Funden auch ein reich ausge-
stattetes, hallstattzeitliches Kammergrab, welches von einem Kreisgraben mit 19 m Durchmesser
und 40 cm Tiefe umgeben war, zutage. Da die Praparation des Grabplanums neben der eigentli-
chen Bestattung, einem eher mannlichen, erwachsenen Individuum, sowie Tierknochen und Ke-
ramik auch organische Reste und bronzene Beschlagteile enthielt, die konventionell nicht zersto-
rungsfrei freigelegt werden konnten, wurde das gesamte Grab en bloc geborgen und fiir die wie-
tere Praparation in die Archdologische Staatssammlung Miinchen tiberfiihrt (Clafden und Schmotz
2011).

Dem bislang noch en bloc vorliegendem, anthropologisch unbefundetem Individuum wurde durch
Dr. Michaela Harbeck eine Probe des rechten Femurs entnommen, welche anschlieffend auf dia-

genetische Veranderungen untersucht wurde.

2.2.5 Regensburg-Minoritenweg

Im Jahr 2005 sollte ein seit 1973 als Parkplatz genutztes Grundstiick in der historischen Altstadt
von Regensburg neu bebaut werden. Da aufgrund der Lage mit archdologischen Funden zu rech-
nen war, wurden die Bauarbeiten von Sondagen der zustdndigen Denkmalpflege-Behorden be-
gleitet, welche auf eine hohe Befunddichte hinwiesen und so einen voriibergehenden Baustopp
bewirkten. Wahrend der anschliefRend durchgefiihrten Flachengrabung wurden neben acht la-
ténezeitlichen Individuen, von denen fiinf in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden (siehe
Tabelle 2.4), auch zahlreiche friihneuzeitliche Bestattungen sowie mindestens 462 Individuen ei-
nes mittelalterlichen Friedhofs freigelegt. Detailliertere Informationen iiber die Grabung finden
sich bei von Heyking (2013), die das mittelalterliche Graberfeld im Rahmen ihrer Dissertation

untersucht hat.

Tabelle 2.4 Aufstellung der fiinf auf diagenetische Verdnderungen untersuchten latenezeitlichen Individuen des Fund-
komplexes Regensburg-Minoritenweg. MWL55 wies eine unspezifische Periostitis an der rechten Tibia auf (Befundung
durch Dr. George McGlynn, Staatssammlung fiir Anthropologie und Paldoanatomie Miinchen).

Probennummer internes Kiirzel 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 grofde frithmittelalterliche Graberfeld
Burgweinting-Kirchfeld im Kreis Regensburg weist fiinf voneinander abgegrenzte Grabgruppen
auf, von welchen insbesondere eine auf 480 bis 525 n.Chr. datierte Separatgrablege mit 19 Be-
stattungen durch eine aufdergewohnlich reiche Ausstattung der Graber auffiel. Weiterhin konnten
bei einigen dieser Bestattungen Reste von Baumsargen nachgewiesen werden, welche im Mittel-
alter selten anzutreffen sind. Aufgrund dieser Tatsachen wurde angenommen, dass es sich bei den
Individuen um Mitglieder einer sozial hoher gestellten Bevolkerungsschicht handelte (fiir mehr
Details siehe Codreanu-Windauer und Schleuder 2013).

Fiir das vorliegende Projekt wurden flinf Skelette eben dieser Separatgrablege beprobt und auf

diagenetische Verdnderungen untersucht (vgl. Tabelle 2.5).

Tabelle 2.5 Aufstellung der untersuchten Skelette der frithmittelalterlichen Separatgrablege im Fundkomplex Burgwein-
ting-Kirchfeld. Individuum BW14 wies eine starke Auflagerung ungeklarter Genese an der linken Tibia auf (Codreanu-
Windauer und Schleuder 2013).

Probennummer internes Kiirzel Alter Geschlecht Skelettelement
3733 BW12 adult weiblich Femur links
3736 BW3 frithadult 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 durchgefiihrten Renovierungsarbeiten im Oberen Schlosshof der
Burg Sulzbach (Landkreis Amberg-Sulzbach in der Oberpfalz) stiefd man auf die Fundamente einer
nordlich der Burgkirche gelegenen hochmittelalterlichen Seitenkapelle, unter welcher ein aus der
Karolingerzeit stammender Adelsfriedhof zum Vorschein kam. Von den freigelegten Griabern von
vier Erwachsenen und fiinf Kindern waren drei befundfrei beziehungsweise bei fritheren Bau-
mafinahmen zerstért worden (vgl. Abb. 2.8). Fiir die Zeitstellung und Siiddeutschland uniiblich
waren die gemauerten, sarkophagdhnlichen Kopfnischengraber der Erwachsenen, was auf eine
besondere soziale Stellung der Bestatteten hindeutete und sie als Angehorige des karolingischen
Hochadels auswies. Aufgrund von Textil- und Pflanzenresten konnte rekonstruiert werden, dass
die Graber mit Stroh oder Gras ausgelegt und mit Blumen geschmiickt waren. Die Toten waren in
Leinenhemden oder in Leichentiicher gewickelt bestattet worden. Die Seitenwande der Grabkam-
mer waren mit Leinenstoff verkleidet und mit einer vermortelten Holzplatte verschlossen. Eine
steinerne Deckplatte an der Oberfladche markierte wohl die Position des Grabes (Hensch 2005).
Aufgrund der besonderen sozialen Stellung der Bestatteten wurde der Versuch unternommen, die

Identitat der erwachsenen Individuen aus Grab 664 und 626 unter Berticksichtigung der Datie-
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rung und der Geschichte der Linie der Nordgaugrafen zu bestimmen. Genetische Analysen erga-
ben, dass es sich bei Grab 664 wohl um das Griindergrab des Bauherren von Burg Sulzbach, Nord-
gaugraf Ernst[. (1 865 n.Chr.), handeln diirfte. Die weibliche Bestattung aus Grab 626 konnte nicht
identifiziert werden (siehe Plotz 2011).
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Abb. 2.8 Uberblickszeichnung iiber die Befundsituation des Adelsfriedhofs nach den Ausgrabungen im Schlosshof der
Burg Sulzbach. Die beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten Individuen aus den Kopfnischengrabern 664 und
626 sind hervorgehoben (nach Hensch 2005).

Fiir den hier untersuchten Erhaltungszustand des Skelettmaterials der beiden Individuen (siehe
Tabelle 2.6) ist die Diskussion der Ergebnisse der morphologischen Befundung durch Plotz
(2011) von Bedeutung, da pathologische Vorginge fiir Abweichungen in der physiologischen Zu-
sammensetzung des Knochengewebes verantwortlich sein konnen. So wurde bei SB 664 eine un-
spezifische Auflagerung auf dem rechten Femur festgestellt, sowie eine geriatrische Multimorbi-
ditat bei SB 626 (Osteoporose, Dekubitus-Lisionen nach Discusprolaps, Anzeichen fiir Andmie
und Diabetes).

Tabelle 2.6 Auflistung der beiden in Bezug auf ihren Erhaltungszustand analysierten Hochadelsbestattungen aus Sulz-
bach. Die 14C-Datierung ergab ein Sterbedatum von 762-894 n.Chr. fiir SB 664 bzw. 885-990 n.Chr. fiir SB 626 (Hensch
2005).

Probennummer internes Kiirzel 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 Pldne der Stadt Kempten (Allgdu), den Vorplatz der gotischen St. Mang Kirche in der Altstadt

stadtebaulich grundlegend umzugestalten, machten eine den Bauarbeiten vorangehende umfang-

reiche Rettungsgrabung notig. Aus archivalischen Quellen sowie diversen Knochenfunden bei

fritheren Baumafinahmen war bekannt, dass das Areal iiber mehrere Hundert Jahre als Friedhof

genutzt wurde, welcher erst 1537 wegen
Uberfiillung aufgelassen und an einen
anderen Ort verlegt wurde (Sontheim
2003). Die fast 500 freigelegten Bestat-
tungen konnten mit Hilfe von selektiven
14C-Datierungen einem Zeitrahmen von
der zweiten Halfte des siebten Jahrhun-
derts bis in das 12. Jahrhundert zuge-
wiesen werden. Die ebenfalls ausgegra-
benen Reste der ehemaligen Karnerka-
pelle St. Erasmus (siehe Abb. 2.9) wur-
den zu einem musealen Schauraum um-
gebaut, in welchem 50 der gefundenen
Individuen wiederbestattet wurden. Fiir
das vorliegende Projekt wurden fiinf Be-
stattungen ausgewahlt, welche auf dia-
genetische Verdanderungen der Kno-
chenmatrix untersucht wurden (vgl.

Tabelle 2.7). Dabei zeigten drei der In-

dividuen Anzeichen von Trauma (KE

174: verheiltes Trauma Metacarpus)

| | R
5t.-Mang-Flat2 M 20m \

Abb. 2.9 Ubersicht iiber das Grabungsareal ,St. Mang-Platz”. In der
Mitte sind die Umrisse der ehemaligen Karnerkapelle St. Erasmus
zu erkennen (aus Weinhardt 2010).

bzw. pathologische Verdnderungen (KE 145: Osteomyelitis mit Kloakenbildung Femur links, Pe-

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

Jessica Semmlinger im Rahmen eines Forschungspraktikums an der Staatssammlung fiir Anthro-

pologie und Paldoanatomie Miinchen (Daten unverdoffentlicht).

Tabelle 2.7 Aufstellung der untersuchten spatmittelalterlichen Individuen vom St. Mang-Platz Kempten.

Probennummer internes Kiirzel 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
menschlichen Skeletten, welche in vier Lagen iibereinander geschichtet waren, entdeckt. Auf-
grund der Anlage des Massengrabes, welche auf einen zeitlich nah beieinander liegenden Tod der
Individuen schlieféen lasst, sowie der zeitlichen Einordnung in das Spatmittelalter wurde vermu-
tet, dass die Verstorbenen Opfer des ,Schwarzen Todes“ geworden sind. Molekularbiologische
Analysen, bei denen DNA des Pesterregers Yersinia pestis in den Hartgeweben einiger Individuen
nachgewiesen werden konnte, bestatigten diesen Verdacht (Wiechmann et al. 2010, Seifert et al.
2013). Drei Individuen aus dem Massengrab (Tabelle 2.8) wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit auf den Erhaltungszustand der organischen und anorganischen Knochenkomponenten hin

analysiert.

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

Probennummer internes Kiirzel 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-Diiren

Die niederrheinische Bucht im siidlichen Nordrhein-Westfalen ist gepragt durch fruchtbare Loss-
boden und ausgedehnte Braunkohlefloze, welche intensiv bergbaulich genutzt werden.

Im Zuge einer grofdangelegten Umsiedelungsaktion durch die RWE Power AG zur Erweiterung des
Braunkohletagebau-Gebiets Inden, Kreis Diiren (Nordrhein-Westfalen), wurde die Ortschaft Alt-
dorf an ihrem urspriinglichen Standort komplett abgebrochen und etwa 3,5 km stidlich, zusam-
men mit der ebenfalls umgesiedelten Ortschaft Inden, als neue Ansiedlung Inden/Altdorf wieder-
aufgebaut. Im Jahr 2006 wurde im Kirchhof der abgerissenen neoromanischen Backsteinkirche
St. Pankratius in einer grofsangelegten Grabungskampagne der ehemalige Friedhof des Ortes auf
einer Flache von tiber 300 m? ausgegraben. Wahrend die jiingsten, im 20. Jahrhundert angelegten
Bestattungen auf den neu gestalteten Friedhof der Gemeinde Inden/Altdorf iiberfiihrt wurden,
iiberstellte man die tiber 240 Skelette umfassenden dlteren Funde, welche bis ins das Spatmittel-
alter zuriickdatieren, an die Staatssammlung fiir Anthropologie und Paldoanatomie Miinchen, wo
sie im Rahmen einer Dissertation (Grigat 2014) anthropologisch untersucht wurden. Fiinf Indivi-
duen dieser Serie, die zwischen 1886 und 1920 bestattet wurden (Aufstellung Tabelle 2.9), wur-
den fiir die vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt und hinsichtlich diagenetischer Veradnde-

rungen des Knochengewebes analysiert.

55



2. MATERIAL

Tabelle 2.9 Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit analvsierten Proben der Skelettserie aus Altdorf.

Probennummer internes Kiirzel Alter Geschlecht Skelettelement
Grab 1a 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) eher weiblich Femur

2.3 Rezentes Material humaner Gewebespender

Die rezenten menschlichen Femurdiaphysen, welche die Grundlage fiir die Degradationsexperi-
mente bildeten, wurde vom Institut fiir Rechtsmedizin der LMU Miinchen zur Verfiigung gestellt
und stammen von drei Verstorbenen, die einer postmortalen Gewebeentnahme fiir wissenschaft-
liche Zwecke zugestimmt hatten. In Koordination mit dem verantwortlichen Arzt fiir Gewebe-
spenden, Dr. Christian Braun, wurden im Vorfeld einige Anforderungen an die Proben formuliert.
So sollten die Patienten an keinen offenkundigen Krankheiten leiden, die Auswirkungen auf den
Stoffwechsel haben konnten, es sollten verschiedene Altersklassen vertreten sein, und das post-
mortale Intervall vor der Entnahme der Proben sollte eine Woche nicht iibersteigen, um poten-
tielle Dekompositionseffekte zu minimieren.

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

sucht sowie anschliefiend serologisch

auf Hepatitis und HIV getestet, um eine

Proben- Alter Geschlecht Gesamtproben-

nummer linge Ansteckungsgefahrdung wahrend der
Femur 1 36 mannlich 19,5 cm weiteren Probenbearbeitung auszu-
Femur 2 58 mannlich 22 cm schlief3en. Die Spender wurden anony-
Femur 3 72 mannlich 19,5cm misiert, lediglich Geschlecht und Ster-

bealter sind bekannt (Tabelle 2.10).
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2.4 Rezente Rehknochen

Dem bodengelagertem und dem experimentell degradiertem humanen Knochenmaterial wurden
die rezenten, nicht bestatteten Rehknochen als indirektes Vergleichskollektiv gegeniibergestellt.

Ziel war es zu untersuchen, ob und in wie weit biostratonomische Mechanismen nach sehr kurzem
postmortalen Intervall bereits Einfluss auf die makro- und mikrostrukturelle beziehungsweise
biomolekulare Integritit des Knochengewebes haben und inwieweit die gewonnenen Erkenntniss

mit den anderen untersuchten Kollektiven vergleichbar sind.

Im Rahmen einer Studie des Forstzoologischen Instituts der Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg
wurden im Jahr 2011 14 Rehkadaver (Capreolus capreolus) auf dem Geldnde des Nationalparks
Bayerischer Wald ausgelegt, um die Rolle von Luchsrissen fiir das Okosystem des Waldes sowie
die entomologische Besiedlung der Kadaver zu untersuchen (Fiderer 2011).

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

Bei den fiir den Versuch verwendeten Tieren handelte es sich um verunfallte beziehungsweise
eigens fiir das Projekt erlegte Stiicke aus der Umgebung des Nationalparks (fiir Details siehe Ta-
belle 2.11).

Die Kadaver wurden bis zur Auslegung bei -10°C in einem Kiihlraum eingefroren aufbewahrt und
zehn der 14 Tiere schliefdlich am 16.05.2011 (Reh 1-5) und 06.06.2011 (Reh 6-10) an vorher fest-
gelegten Standorten im Nationalpark, welche sich auf einer Hohe zwischen 700 und 900 m ii. NN
befanden, deponiert (Abb. 2.10). Die fotografische Dokumentation der Auslegungsorte, bei denen
es sich hauptsichlich um lichten Wald und feuchte Totholzareale handelte, findet sich bei Fiderer
(2011). Zur Simulation eines Luchsrisses wurde den Tieren jeweils einseitig die Oberschenkel-
muskulatur angeschnitten und das Fell lokal entfernt, bevor der Kérper teilweise locker mit Laub
bedeckt wurde. Um eine Verschleppung der Kadaver durch Aasfresser so lange wie moglich zu
verhindern, wurden die Rehe mit U-férmigen Stahlankern am Waldboden fixiert (Abb. 2.11). Eine
Wildkamera dokumentierte die Nutzung des Kadavers durch Aasfresser (vgl. Tabelle 2.11).

Den frischen Kadavern wurde unmittelbar nach der Auslegung mittels einer Handsége jeweils ein
Metatarsus als Referenzprobe entnommen. Nach 72 bzw. 51 Tagen (Reh 1-5 bzw. Reh 6-10) sowie
178 bzw. 157 Tagen (Reh 1-5 bzw. Reh 6-10) wurden die Auslegungsstandorte erneut beprobt,
wobei aus Griinden der besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse versucht wurde, erneut einen

Metatarsus oder Metacarpus zu sichern.

57



2. MATERIAL

Reh 1 (Buchwald) . s P
Reh 4 (Gféllreuten) Reh 9 (Racheldiensthiitte)
Reh 3 (Larchenberg)

Reh 5 (Taferlruck)
2 Reh 10 (Hirschkopf) ;

Reh 2 (Bocksberg)
Reh 8 (Hammerwald)

Reh 7 (Pocherstrafie)

Reh 6 (Kleine Ohe)

Google earth

Abb. 2.10 Auslegungsstandorte der 10 untersuchten Rehkadaver im Nationalpark Bayerischer Wald (Karte verandert

nach Google Earth 2014).

Jedoch erschwerte die teilweise erhebliche rdumliche Zerstreuung der Skelettelemente, beson-

ders wahrend des zweiten Beprobungsintervalls, die Probennahme, so dass in zehn von 30 Fillen

kein entsprechender Mittelhand-/ MittelfuRknochen mehr aufgefunden werden konnte. Hier

wurde auf einen anderen Langknochen ausgewichen (siehe Ubersichtstabelle 2.11). An drei

Standorten (Reh 4, Reh 6, Reh 10) ware nach
dem zweiten Beprobungsintervall keine weite-
re Probennahme moglich gewesen, da dort au-
3er wenigen Fragmenten von Wirbeln und Rip-
pen kein weiteres Skelettmaterial mehr auf-
findbar war. Da auch die restlichen Standorte
erkennen liefden, dass ein weiteres Bepro-
bungsintervall wenig erfolgversprechend sein
wirde, wurde der Versuch an dieser Stelle ab-
gebrochen.

Der Nationalpark verfiigt iiber eine eigene
Wetterstation, welche sich in der Nahe des Ver-
suchsgebiets befindet (940 m 1. NN)18. Daher
waren sowohl die Temperaturdaten als auch
Aufzeichnungen tliber die Niederschlagsmenge

iiber den Versuchszeitraum verfiigbar.

18 Wetterstation Waldhauser
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Abb. 2.11 Auslegung der Rehkadaver als Simulation eines
Luchsrisses (Anschneiden der Keule und Verblendung mit
Laub). Um ein rasches Verschleppen durch Aasfresser zu
verhindern, wurden die Kérper mit Stahlankern am Wald-
boden fixiert.



Tablle 2.11 Ubersicht iiber die Proben des Taphonomieversuchs im Nationalpark Bayerischer Wald.

Indivi- Gew.  Fellbe- Tiere am Knochen Knochen Knochen

duum Ablage Standort Geschl. kel schaffenheit Tod Traumata Kadaver frisch 27.07.11 10.11.11

1 16.05.11 Buchwald Iol 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; mutmafilich drossel tarsus li.
48°57'30.63" N) Schédelbasisbruch; teilweise

grofiflachige, multiple Thoraxruptur;
Fraktur/Luxation Hiiftgelenk re.

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

unterhalb des Sternums mit Eréffnung
der Bauchhohle

3 16.05.11 Larchenberg I 30,8 Fellwechsel (Reste  Unfall Linke Stange abgebrochen, sonst - Meta- Humerus  Radius/Ulna
(13°23'25.74"E (alt) Winterdecke) keine dufderen Verletzungen tarsus li. re. re.
48°56'46.56" N)

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

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

6 06.06.11 Kleine Ohe g 20,60 ? Erlegt Verletzung im Bauchraum Schwarzwild, Meta- Humerus Radius re.
(13°26'4891"E Fuchs tarsusre. re.
48°54'53.01" N)

7 06.06.11 Pocherstraf3e g 22,60  Winterdecke Unfall Kopf fehlt Kolkrabe, Meta- Meta- Tibia re.
(13°23'57.85"E Fuchs, Hund tarsus li. tarsus li. (dist. Ende
48°55'6.46" N) fehlt)

8 06.06.11 Hammerwald g 17,20 ? Erlegt  Ruptur der Bauchdecke; Mause- 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 g 25,30  Winterdecke Unfall Keine dufieren Verletzungen Mause- Meta- Meta- Metacarpus
(13°25'47.57"E bussard, tarsusre.  tarsusli. li.
48°57'13.00" N) Dachs

10 06.06.11 Hirschkopf Il 17,40  Winterdecke Erlegt  Schussverletzung Thorax Méuse- Meta- Meta- Tibia-
(13°26'26.07" E (jung) bussard, tarsus li. tarsusre.  fragmente
48°55'52.87" N) Fuchs
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Der Sommer war ungewdhnlich kiihl, und die durchschnittliche Tagestemperatur fiir 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 Durchschnitt. Auch die Niederschlags-
mengen fielen mit insgesamt nur 3,5 mm fiir Mai/Juni sehr gering aus (Angaben nach National-
parkverwaltung Bayerischer Wald). Abb. 2.12 zeigt den durchschnittlichen Tagestemperaturver-
lauf sowie die Intensitat der Niederschlage wahrend des Auslegungszeitraums und der frithen De-

kompositionsphasen der Kadaver.

40
35 mmm Niederschlag [mm]
30
25
20
15
10

= Tagestemperatur [°C]

Abb. 2.12 An der Wetterstation Waldhauser erfasste durchschnittliche Tagestemperatur sowie gemessene Nieder-
schlagsmenge wahrend des initialen Dekompositionszeitraums der im Nationalpark ausgelegten Rehkadaver (nach Da-
ten der Nationalparkverwaltung Bayerischer Wald).

Trotz der kithlen Umgebungstemperaturen war nach zwei bis spatestens drei Wochen das Weich-
gewebe an allen Standorten vollstindig vergangen und die Skelettierung abgeschlossen (Abb.
2.13; fiir mehr Details siehe Fiderer 2011). Die teilweise erhebliche raumliche Zerstreuung der
Uberreste war auf die Aktivitit aasverwertender Wirbeltiere zuriickzufiihren, welche typischer-

weise nicht nur das Fleisch eines Kadavers, sondern auch die Knochen nutzen.

Alle aquirierten Knochen wur- Sandort| 1 [ 2 | 3 | 4|5 6|7 [8&]¢e]| 10| MMl
Tag I o7 -90%
den nach der Entnahme I ss-70%
1 0,
schnellstmoglich eingefroren [; I o-s0%
- 49-30%
. . . 3
und bis zur weiteren Bearbei- " 29-10%
tung bei -18°C gelagert, wobei |5 [e-1%
. . N 6 [ Jo%
die frischen Proben zunichst [
mechanisch von Fell und |8 | 6 |
- - o | 6 | 7
Weichgewebe befreit wurden. [1o 7 | 6| s
11 | 6 6 s | 7 |6 ]| 8
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3. Methoden

Postmortaler Knochenabbau ist ein komplexer und vielschichtiger Prozess, fiir dessen Verstand-
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 Veranderungen der einen Komponente auch die andere be-
einflussen (siehe 1.2.1.3).

In der vorliegenden Arbeit kam folglich ein umfassendes methodisches Spektrum zum Einsatz,
das sich zum einen an biologischen Versuchsansitzen orientierte, um den Erhaltungsgrad des
Knochenkollagens zu untersuchen, zum anderen aber auch materialwissenschaftliche Anwen-

dungen umfasste, um die mineralische Matrix zu charakterisieren.

3.1 Qualitative Bodenanalyse

Im Kontext forensischer Fragestellungen werden Erdproben routinemafdig nach nationalen und
internationalen Standards reproduzierbar untersucht und klassifiziert, da eine rein subjektive
Wiedergabe der Bodenfarbe und -beschaffenheit keine einheitlichen Mafdstibe erlaubt. Laut
USDA?? lassen sich alleine in den USA aufgrund der Interaktionsmdoglichkeiten der fiinf bodenbil-
denden Faktoren (Mutterboden, Klima, Topographie, besiedelnde Organismen, Zeit) 50.000 ver-
schiedene Bodentypen unterscheiden. Da pedologische Fachtermini fiir Laien oft schwer inter-
pretierbar sind, wurde ein Leitfaden fiir forensische Anwendungen entwickelt, welcher es erlaubt,
auch adhnlich erscheinende Bodentypen exakt und eindeutig zu unterscheiden (siehe Fitzpatrick
2008). Die verwendeten Verfahren sind dabei deskriptiver Natur und lassen sich ohne den teils
hohen Aufwand analytischer Methoden durchfiihren.

Fiir das Probenkollektiv ,Westfriedhof Miinchen“ wurde aus jedem Grab eine Erdprobe aus dem

unmittelbaren Bestattungsbereich (Grabtiefe 120 cm bzw. 180 cm) entnommen und in 10 ml

19 United States Department of Agriculture
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Schnappdeckelgldser (Roth) tiberfiihrt. Somit wurde der Austrocknung der Probe vor der Analyse
im Labor entgegengewirkt.

Abbildung 3.1 zeigt eine Ubersicht iiber die einzelnen Schritte bei der Charakterisierung einer
Bodenprobe sowie die Art der zu erwartenden Ergebnisse. Die exakte Klassifizierung aller unter-

suchten Erdproben findet sich im Anhang in 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 Schematische Vorgehensweise bei der Analyse von Bodenproben mit beispielhaftem Er-
gebnis. Zusammenstellung nach Fitzpatrick (2008).

3.1.1 Morphologische Methoden

3.1.1.1 Bestimmung der Bodenfarbe

Die Farbe des Bodens ist ein wichtiger Indikator fiir den Redoxstatus und zeigt damit dessen
Durchliiftung und den Gehalt an organischer Substanz an (Fitzpatrick et al. 1999), was einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Dekompositionsrate eines beerdigten Korpers hat (siehe 1.3.3.1)320.
Charakterisiert wird die Farbung eines Bodens anhand spezieller Farbtafeln, welche die zu erwar-
tenden Farben fiir Béden durch die eindeutige Zuweisung von Farbton, Helligkeit und Sattigung
reproduzierbar darstellen (Munsell Soil-Color Charts 2009, siehe Anhang a, Abb. 8.1). Die in-
dividuelle Farbe der Erdproben vom Westfriedhof wurde im bodenfeuchten Zustand durch Ver-

gleich mit den Munsell Farbkarten bestimmt.

20 Die Farbgebung ist abhédngig von der Art und Menge der im Boden enthaltenen Eisenoxide sowie der Prdsenz orga-
nischer Bestandteile (Schulze et al. 1993). So zeigen rote und gelbe Farbtone in hoher Sattigung oxidierende Bodenbe-
dingungen an, wahrend reduzierende Béden, also auch nasse und aquatische Verhaltnisse, dunkelgrau bis blaulich in
niedriger Sattigung erscheinen. Eine Mischform aus hellroten oder gelben Béden, welche eine dunkelgraue Marmorie-
rung aufweisen, entsteht bei periodischer Wassersattigung (USDA 1998).
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3.1.1.2 Konsistenz

Die Konsistenz der Erdproben wurde nach den Vorgaben aus Tabelle 8.12 im Anhang bestimmt,

indem ein ca. 1,5 x 1,5 cm grofRer Klumpen zwischen Daumen und Zeigefinger zerdriickt wurde?!.

3.1.1.3 Textur

Zur Ermittlung der Textur wurde eine etwa walnussgrofde 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 einem Band zu
formen. Die Lange des so gewonnenen Bandes und die Eigenschaften des befeuchteten Bodens

charakterisierten die Textur (nach Fitzpatrick 2008, siehe Tabelle 8.13 im Anhang)?2.

3.1.2 Semiquantitative Methoden

3.1.2.1 Bestimmung des Carbonatgehalts

Ein Teil der zu testenden Erde wurde auf eine Tiipfelplatte gegeben, grofiere Steine wurden aus-
sortiert. Auf jede Probe wurden 2-3 Tropfen 1M HCI (Roth) aufgetraufelt. Die Stiarke der Gasent-
wicklung, welche sich als mehr oder weniger intensives Schidumen der Probe zeigte, wurde nach

ihrer beobachteten Intensitat in 4 Stufen eingeteilt (siehe Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1 Semiquantitative Bestimmung des Carbonatgehalts der Erdproben nach dem Bldschenbildungstest (Fizz
Test, Schoeneberger et al. 2002).

Einstufung  Bldschenbildung nach Sdurezugabe Schitzung des Calciumcarbonatgehalts
1 Keine Reaktion Kein CaCO3
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 damit besonders die
allgemeine Wasserriickhaltekapazitdt und damit auch den Durchliiftungsgrad. Ob die Beschaffenheit des Bodens
locker, weich, fest, sehr hart oder felsig ist (USDA 1993), hangt von verschiedenen Faktoren, wie der Textur (siehe
Punkt 3.1.1.3), der mechanischen Verdichtung, dem Anteil organischer Substanzen, der Prisenz natiirlicher Zementie-
rungsmittel sowie dem totalen Wassergehalt ab (Fitzpatrick 2008).

22 Auch die Textur des Bodens, welche mafigeblich fiir die Konsistenz verantwortlich ist, ist ein Indikator fiir die
Wasserriickhaltekapazitat bzw. -durchldssigkeit. Sie spiegelt den Gesamtanteil an Sand, Schluff und Tonelementen
wider und ist damit ein Parameter fiir die Riickhaltefdhigkeit von Nahrstoffen und die Auslaugungsneigung des
Bodens. So leitet grober Sand Wasser schnell ab und kann Nahrstoffe nur in geringem Maf3e zuriickhalten, wihrend
tonhaltiges Sediment schlecht entwassert und Nahrstoffe anreichern kann. Weiterhin gibt die Textur Auskunft iber
die Erodierbarkeit und Verdichtung von Bdden (Fitzpatrick 2008).
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Da die Abspaltung von CO; aus dem Carbonat in einer zeitlich verzégerten Reaktion ablaufen
kann, wurde nach dem Auftropfen der Saure einige Sekunden gewartet, bevor die Blaschenbil-

dung aus der Erdprobe endgiiltig bewertet wurdez3.

3.1.2.2 Ermittlung des pH-Werts des Bodens

Die Messung des pH-Wertes der Erdproben aus den Grabern des Miinchner Westfriedhofes wurde
an luftgetrocknetem Material nach der Methode von Jackson (1958) durchgefiihrt. Hierzu wurde
jede Probe in ein Becherglas gegeben und sukzessive und ohne Umriihren mit deionisiertem Was-
ser aus einer Spritzflasche benetzt, bis die Probenoberflache leicht nass glitzerte. Tropfenweise
wurde nun mehr Wasser zugegeben und mit einem Glasstab umgertihrt, bis die Probe eine pas-
tenartige Konsistenz hatte und der maximale Sattigungsgehalt erreicht war. Der pH-Wert wurde
nun sofort mittels eines pH-Testgerats (Hanna Instruments) gemessen, um potenzielle Verande-

rungen des pH-Werts durch die Umgebungsluft auszuschlief3en.

3.2 Entfettung der rezenten Proben

Da das rezente Probenmaterial zum Teil noch stark fetthaltig war bzw. Anhaftungen von Fett-
wachs aufwies, mussten die Knochen vor der weiteren Bearbeitung entfettet werden. Riickstande
von Fett konnen sowohl die Probenpraparation erschweren als auch die Analyse stabiler Isotope
von Kohlenstoff beeinflussen (z.B. Lidén et al. 1995). Somit wurden die Knochen des Proben-
kollektivs ,Westfriedhof", die bakteriell degradierten frischen humanen Femora und die Rehkno-
chen des Taphonomieversuchs aus dem Nationalpark Bayerischer Wald nach dem Soxhlet-Ex-
traktionsverfahren entfettet. Die Knochen fiir die experimentelle chemische Degradation wurden
im Zuge der Vorbereitung nach einer anderen Methodik entfettet (siehe Punkt 3.4.1).

Vor der Entfettungsprozedur wurden die einzelnen Proben mit Hilfe von Wollfiden individuell
markiert und in den Soxhlet-Extraktor gegeben. Die Apparatur, bestehend aus einem mit dem L6-
sungsmittel Diethylether (Roth) und Watte gefiilltem 250ml Rundkolben, dem Extraktionskolben
und einem Dimroth-Kiihler (alle Schott Duran), wurde zusammengebaut und in eine Heizhaube
gestellt. Entfettet wurde auf niedrigster Heizstufe liber ca. 5 Tage, je nach Gréf3e der Proben und
Fettgehalt.

23 Neben im Grundwasser gelosten Hydrogencarbonat-lonen finden sich im Boden verschiedene Carbonatverbindung-
en, die als Feststoff vorliegen. Meist handelt es sich dabei um Calcite (CaCO3) und Dolomite (CaMg(C03)2) (Doner und
Lynn 1989). Da Carbonate unter Zugabe von Sdure nach dem Reaktionsprinzip: CaCO3 + 2HCI = H20 + COz + Ca%* + 2Cl-
Kohlendioxid abgeben, lassen sie sich einfach anhand des Blaschenbildungstests in Bodenproben nachweisen.
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3.3 Knochenhistologie

Die histologische Untersuchung der Knochenmikrostruktur anhand von Diinnschnitten bietet
eine Vielzahl von Informationen nicht nur hinsichtlich diagenetischer Fragestellungen (siehe 1.3),
sondern auch beziiglich des Sterbealters, Stressmarkern und pathologischer Veranderungen (z.B.
Schultz 2001).

Im Rahmen einer von der Autorin betreuten Bachelorarbeit (Lihl 2012) wurde ein Teil der tieri-
schen Vergleichsknochen fiir die histologische Analyse vorbereitet und hinsichtlich mikrostruk-
tureller Besonderheiten ausgewertet. Da sich das Interesse der vorliegenden Arbeit jedoch auf
diagenetische Aspekte konzentrierte, wurden samtliche Praparate im Anschluss nachbefundet

und neu bewertet.

3.3.1 Herstellung histologischer Diinnschnitte

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, entfettet (siehe 3.2) und luftgetrocknet.

Vor dem Schneiden wurden die Proben zur Stabilisierung in Zweikomponentenkunstharz einge-
bettet. Die Methode orientierte sich dabei an der Vorgehensweise von Herrmann et al. 1990, bei
welcher das Kunstharz Biodur E12 mit dem entsprechenden Harter E1 (beide Biodur®Products)
im Mischungsverhiltnis 100:28 vermengt wurde, bis eine schlierenfreie Homogenisierung er-
reicht war. Die vorbereiteten Knochenstiicke wurden jeweils mit der periostalen Seite nach oben
in einen Einweg-Kunststoffbecher gelegt und vollstindig mit dem vorbereiteten Kunstharzge-
misch bedeckt. Die Becher wurden anschliefiend fiir 48 Stunden bei einem Unterdruck von -0,8
bar evakuiert, um Luft aus der Probe heraus- und gleichzeitig das Kunstharz in diese hineinzuzie-
hen. Die Aushartung der Praparate erfolgte iiber 24 Stunden bei 30°C im Warmeschrank (Mem-
mert) und iiber weitere 24 Stunden bei Raumtemperatur. Danach konnten die eingebetteten Kno-
chenproben mit dem Mikrotom geschnitten werden. Dazu wurden die Kunstharzblocke in der
Transversalebene des eingebetteten Knochens einseitig auf einer Tellerschleifmaschine ange-
schliffen (Dap-V, Struers), um eine ebene Flache fiir das Aufkleben des Blocks auf den Probentra-
ger des wassergekiihlten Innenlochsdagemikrotoms (SP1600 und 1600, Leica) zu schaffen. Mit Hil-
fe eines Diamantsdgeblatts (D46N S35D, Winter) wurden nun vier bis fiinf Diinnschnitte entlang
der Transversalebene der Probe in einer Stirke von 60-80 um angefertigt. Nach kurzer Trock-
nungszeit der Schnitte wurden diese mithilfe des Kunstharzklebstoffs Eukitt (O. Kindler) auf Glas-
objekttragern (76 x 26 mm, Roth) fixiert, iiberschichtet und anschliefend mit einem Deckglaschen

(24 x 60 mm, Roth) luftdicht abgedeckt, um sie dauerhaft haltbar zu machen.

65



3. METHODEN

3.3.2 Mikroskopische Untersuchung und Digitalisierung der Praparate

Die Untersuchung der Diinnschnitte erfolgte lichtmikroskopisch (Axioskop 2 plus, Zeiss), typi-
scherweise mit einer 50-fachen Vergrofierung (Objektivvergrofderung 5-fach). Fiir Detailansich-
ten wurden hohere Vergrofderungen bis 400-fach gewdahlt. Neben der Beurteilung der Proben in
Hellfeldbetrachtung wurde weiterhin das Doppelbrechungsverhalten der Schnitte unter Beleuch-
tung mit polarisiertem Licht bewertet, da sich so erkennen lasst, ob das Mineral-Kollagen-Gefiige
noch in intakter Form vorliegt (siehe 1.2.1.3). Jede Probe wurde an einer reprasentativen oder
diagnostisch aussagekraftigen Stelle im RGB-Modus fotografiert (AxioCam MRc color, Zeiss) und
die Aufnahme anschliefRend mithilfe der Bildbearbeitungssoftware AxioVision (Version 5.0, Zeiss)

mit einem Maf3stab versehen.

3.3.3 Klassifizierung postmortaler Verdnderungen

Die mikroskopische Analyse von Knochengewebe ist ein wichtiges Hilfsmittel in der Diagenese-
forschung, da sich die taphonomische Geschichte der Bestattung anhand spezifischer Verande-
rungen an der Knochenhistologie rekonstruieren lasst (Hollund et al. 2012). Zur Klassifizierung
bakterieller Aktivitat wurde der Erhaltungszustand der Diinnschnitte nach 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 Knochen,

wahrend 0 den totalen mikrobiellen Abbau der Originalstruktur beschreibt (vgl. Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2 Einteilung des mikrostrukturellen Erhaltungsgrades nach Millard (2001).

OHI- % intakter

Klasse Knochen Beschreibung

0 0-5 Vollstandige Zerstérung der Originalstruktur, eventuell nur noch Havers’sche
Kanéle identifizierbar

1 5-15 Kleine Bereiche gut erhaltenen Knochens, lamellare Strukturen noch erkennbar

2 15-50 Bereiche gut erhaltenen Knochens zwischen zerstértem Gewebe

3 50-85 Grofiere Bereiche gut erhaltenen Knochens

4 85-95 Gute Erhaltung des Knochens mit Ausnahme kleiner zerstorter Bereiche

5 95-100 Sehr gute Gewebeerhaltung, frischem Knochen dhnlich

3.3.4 Histopathologie
Um zu erkennen, ob taphonomische Verdnderungen des Knochengewebes ursachlich fiir Abwei-

chungen in den fiir [sotopenanalysen gesetzten Qualitdtsgrenzen fiir Knochenkollagen und -mi-

neral sein konnten (siehe Punkt 1.5) oder ob eventuell pathophysiologische Ursachen zu einer
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Verschiebung der Werte aus dem Normbereich fiir gesundes Gewebe fiihren, wurden auch patho-
logische Auffalligkeiten der Knochenmikrostruktur beurteilt. So ist beispielsweise in der Literatur
belegt, dass vermehrte Knochenresorption (Osteoporose) in erh6hten Kristallinitditswerten des
Knochenminerals resultiert (z.B. Paschalis et al. 2003, 2004).

Die Resorption von Knochengewebe in der Corticalis wurde mithilfe eines dreistufigen Indexes,
welcher die Privalenz und Schwere des Knochenabbaus an histologischen Diinnschnitten klassi-
fiziert, beschrieben (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3 Beurteilung des Knochenresorptionsgrades anhand histologischer Schnitte.

Index Beschreibung

0 Keine Resorption oder nur leicht vergréfierte Havers’sche
Kanaile

1 Mittelschwere Resorption

2 Hochgradige Resorption
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3.4 Experimentelle Degradationsversuche

Sechs frische humane Femurdiaphysenstiicke (vgl. 2.3) wurden verschiedenen degradativen Be-
dingungen unterworfen (siehe 3.4.1 und 3.4.2). Hierfiir wurden die Proben zunachst mechanisch

von anhaftendem Weichgewebe befreit, und das Knochenmark wurde entfernt. Anschlief3end

1 cm Dicke

1 cm Dicke

]

Chemische Degradation

Bakterielle Degradation

wurden die Knochenstiicke
mithilfe einer Bandsédge (Me-
tabo) entlang der Sagittal-
ebene halbiert und in jeweils
1,0 cm dicke Stiicke geschnit-
ten (Abb. 3.2).

Abb. 3.2 Vorbereitung der Femurdia-
physen fiir die experimentelle Degra-
dation. Jeder Spenderknochen wurde
nach der mechanischen Sduberung
entlang der Linea aspera halbiert und
anschliefdend in gleich dicke Stiicke

gesagt.

Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -18°C eingefroren gelagert.

3.4.1 Chemische Degradation frischer Knochen

Auch unter Liegebedingungen, die fiir Mikroorganismen ungiinstig sind und damit die bakterielle
Degradation von Knochen hemmen, ist das Gewebe dennoch chemischen Abbauprozessen unter-
worfen. Zur Simulation dieses Abbauweges wurden die vorbereiteten Unterproben der drei fri-
schen humanen Femurdiaphysen bei 90°C unterschiedlich lange in Wasser gekocht.

Hierfiir wurden die Knochenstiicke zunachst verschiedenen Vorbehandlungsschritten unterzo-
gen, die hauptsachlich der Entfernung von Blutresten und Fett dienten (nach Dobberstein et al.
2009). Zunachst wurden die fiir die chemische Degradation vorgesehenen Unterproben der Spen-
derfemora jeweils in einem Becherglas tiber Nacht in 15 %iger NaCl-Losung auf einem Schiittler
bei 4°C im Kiihlraum gewaschen. Die Kochsalzlosung war vorgekiihlt sowie mit einem Protease-
Inhibitorcocktail (Inhibitorcocktail Plus, Roth; 500 pl auf 500 ml NaCl-Lésung) versetzt, um eine
mogliche Zersetzung des Kollagens noch vor dem Beginn des Degradationsexperiments auszu-
schliefden. AnschliefSend wurden die Proben 4-5 Mal mit deionisiertem Wasser gespiilt und 30

Minuten in einem Gemisch aus Ethanol und Diethylether (Roth) im Verhéltnis 3:1 im Kiihlraum
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auf einem Schiittler geschwenkt. Danach wurden die Knochenstiicke erneut 4-5 Mal in deionisier-
tem Wasser gespiilt, bevor sie mit vorgekiihlter und mit Protease-Inhibitorcocktail (Inhibitor-
cocktail Plus, Roth; 500 pl auf 500 ml SDS-Losung) versetzter 2 %iger SDS-Lésung (Roth)
uberschichtet wurden. Die Knochen verblieben fiir eine Stunde bei 4°C auf dem Schiittler, dann
wurden sie erneut 4-5 Mal mit Wasser gespiilt, um das Detergens und letzte Reste von Weichge-

webe abzuwaschen. Im Anschluss wurden die Proben gefriergetrocknet (Alpha 1-4 LD-2, Christ).

Fiir die eigentliche Inkubation wurden jeweils 11 Unterproben der drei Femora in mit Leitungs-
wasser gefiillten Erlenmeyerkolben (300 ml), welche mit Dura Seal® (Diversified Biotech) ver-
schlossen wurden, bei 90°C im Warmeschrank (Heraeus) gekocht. Die Knochen wurden bewusst
in Leitungswasser inkubiert, da dieses gelostes Carbonat enthdlt und so die Gegebenheiten im
Boden besser darstellt als deionisiertes Wasser. Die Konzentrationen an Hydrogencarbonat bzw.
Carbonat im Wasser betrugen im Median 290,4 mg/1 bzw. 0,4 mg/l1 (SWM, Miinchner Trinkwas-
seranalysenwerte, Stand Januar 2012), was in einer mittleren Hydrogencarbonatkonzentration
von 8,7 mg/30 ml bzw. 87,1 mg/300 ml und einer Carbonatkonzentration von 0,012 mg /30 ml
bzw. 0,12 mg/300 ml resultierte. Trotz Versiegelung im Laufe der Inkubation verdunstetes Was-
ser wurde durch deionisiertes Wasser ersetzt.

Da aus vorhergehenden Studien bekannt war, dass sich die deutlichsten Verdnderungen an der
Knochenmatrix nach einer Kochdauer von acht bis 12 Tagen manifestieren (Harbeck und Grupe
2009), wurden folgende Beprobungsintervalle ausgewahlt, nach welchen jeweils ein Knochen-

stiick entnommen, gefriergetrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -18°C gelagert wurde:

Beprobungsintervall in Tagen: 4—-56—-5>8—->10->12—>14—>16 > 20— 24— 28532

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 physiologischer Ausgangsisotopie
kontrolliert mit ausgewahlten Bakterienstimmen beimpft und iiber mehrere Monate inkubiert.
Dieser Anndherungsversuch wurde bereits in einigen Studien verfolgt (Balzer et al. 1997; Fernan-
dez-Jalvo et al. 2010), jedoch wurde fiir diese Versuche kein humanes Material verwendet, und
besonders die Erfahrungen mit anaeroben Bakterien sind aufgrund der erschwerten Anzucht-
und Inkubationsbedingungen gering.

Die Auswahl der Keime fiir die experimentelle Animpfung erfolgte anhand der Erfahrungswerte
aus vorangegangenen Studien (Balzer et al. 1997), nach dem ubiquitdren Vorkommen der Mikro-

organismen im menschlichen Korper oder der Bodenflora, der Fahigkeit, auch bei niedrigen
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Durchschnittstemperaturen, wie sie im Grabmilieu vorherrschen, wachsen zu kénnen sowie der

Effektivitit der jeweiligen Kollagenase.

3.4.2.1 Inokulation mit aeroben Mikroorganismen

Fiir die Animpfung der Knochen wurden nach oben genannten Kriterien zwei obligat aerobe Bak-
terienspezies ausgewdahlt, welche in der Lage sind, tote Materie zu zersetzen und durch ihre ubi-
quitdre Verbreitung auch im Grabkontext anzutreffen sind. Da es sich bei den Mikroorganismen
um Keime der Risikogruppe 1 nach TRBA24 handelt, es also unwahrscheinlich ist, dass diese eine
Infektionskrankheit bei Menschen hervorrufen, konnten die Animpfungsversuche in den Labora-
torien der Arbeitsgruppe durchgefiihrt werden.

Die zur Beimpfung vorgesehenen, jeweils 1 cm dicken Knochenstiicke wurden vor Versuchsbe-
ginn zu Sterilisierungszwecken von allen Seiten fiir jeweils 15 Minuten mit kurzwelligem UV-Licht
auf einem Transilluminator (Pharmacia Biotech) bestrahlt und anschlieféend bis zur Inokulation
in sterilen Zentrifugenrohrchen (Roth) aufbewahrt.

Als Inkubationstemperatur wurde dem Versuch die optimale Wachstumstemperatur der Mikro-
organismen zugrunde gelegt, da die gleichbleibend niedrigen Temperaturen, wie sie im Grabmili-
eu vorherrschen, das Wachstum und den Stoffwechsel der Bakterien zu stark verlangsamt und
somit zu einer tiberméafiigen zeitlichen Ausdehnung des Experiments gefiihrt hatten. Pseudomo-
nas fluorescens wachst optimal in einer Temperaturspanne zwischen 25 und 30°C, Streptomyces
griseus zwischen 25 und 35°C (Gtigi et al. 1991, Kampfer 2012). Da fiir den Versuch nur ein Inku-
bator zur Verfligung stand, wurde die Inkubationstemperatur fiir beide Arten auf 30°C festgelegt.
Inkubiert wurde liber einen Zeitraum von 9 Monaten. Um dem Austrocknen des Agars entgegen-
zuwirken, wurden die Platten alle zwei bis drei Tage jeweils mit 2-3 ml sterilem Wasser (Ampuwa,
Fresenius) befeuchtet.

Jeweils ein Knochenstiick pro Spender blieb unbeimpft und wurde auf einer Agarplatte mit GYM-
Streptomyces Medium (siehe Tabelle 3.5) platziert. Diese Proben wurden als unbeimpfte
Kontrollen iiber den Inkubationszeitraum mitgefiihrt.

Nach dem Ende der Inkubationszeit wurden die Agarplatten mit den angeimpften Knochenproben
sowie die drei Kontrollen fiir 40 Stunden bei 25 kGy?> Gamma-bestrahlt, um die Bakterien ab-

zutdten (GammacCell 2, Helmholtz-Zentrum Miinchen).

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); libliche Sterilisierungsdosis fiir medizinisches Gerat (z.B. Gorna und
Gogolewski 2003)
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Animpfung mit Pseudomonas fluorescens (Migula)

Bei Pseudomonas fluorescens handelt es sich um ein Gram-negatives, Oxidase-positives Stiabchen,
welches weit im Boden verbreitet und haufig auf sich zersetzendem pflanzlichem Material an-
zutreffen ist. Aufgrund seiner effektiven proteolytischen und lipolytischen Eigenschaften sowie
seiner Fahigkeit, auch bei niedrigen Temperaturen wachsen zu kdnnen, spielt es eine entschei-
dende Rolle bei der Verderblichkeit von Lebensmitteln (Rajmohan 2002).
P. fluorescens wurde als Stamm DSM 50090 (Isolat aus Vorfiltertanks) in Form eines gefrierge-
trockneten Pellets vom Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH bezogen.
Vor der Beimpfung der Knochen wurde das Bakterienlyophilisat nach den Vorgaben der DSMZ in
Fliissigmedium angeziichtet, welches nach Tabelle 3.4 durch Mischen der Nahrmedien angesetzt
und anschlief3end autoklaviert wurde.
Zur Anzucht wurde die Doppel-Glasam-
Tabelle 3.4 Herstellung des Fliissignahrmediums fiir die An- . . .
zucht von Pseudomonas fluorescens. pulle mit den gefriergetrockneten Kei-
men durch Erhitzen der Glasspitze der

dufleren Ampulle gedffnet und das inne-

Menge Niahrmedium

25¢g Pepton (Roth) re Réhrchen entnommen.

L5g Fleischextrakt (Roth) Der Verschlussstopfen wurde mit einer
ad 500 ml H20 deion. Pinzette entfernt und steril aufbewahrt.

Vor der Zugabe von 0,5 ml des vorberei-
teten Fliissigmediums wurde der Rand des Réhrchens abgeflammt, und anschliefRend wurde das
Rohrchen wieder verschlossen, um das Pellet ca. 30 Minuten quellen zu lassen. Nach der Quellzeit
wurde der Inhalt des Rohrchens mit einer sterilen Impfése umgeriihrt und in einen Erlenmeyer-
kolben mit 200 ml des Fliissigmediums tiberfiihrt. Die Bakterien wurden zur Vermehrung iiber
Nacht bei 30°C auf einem Schiittler im Brutschrank (Certomat H) inkubiert.

Da die angeimpften Knochenproben auf Agarplatten inkubiert werden sollten, mussten entspre-
chende Platten mit fiir P. fluorescens geeignetem Medium vorbereitet werden. Dazu wurden am
Vortag der Animpfung 150 ml des Fliissigmediums (Tabelle 3.6) mit 2,25 g Agar-Agar (Kobe I,
Roth) in einem Erlenmeyerkolben unter Rithren langsam erhitzt, aufgekocht und autoklaviert. Da-
nach wurden mithilfe von sterilen Einwegpipetten aus Kunststoff (Roth) jeweils 20 ml des Medi-
ums in Gamma-sterilisierte Petrischalen (Roth) pipettiert, welche anschliefdend nach dem Aus-
kiithlen im Kiihlschrank aufbewahrt wurden.

Auf die vorbereiteten Agarplatten wurden schlief3lich 50 ul der Bakteriensuspension mittels eines
sterilen Einwegspatels (Roth) ausplattiert, und jeweils vier Knochenstiicke pro Spender, welche
zuvor in die Bakterienlésung eingetaucht wurden, um eine gleichmaf3ige Exposition zu gewahr-
leisten, wurden anschlief3end 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 von P. fluorescens hinwies.
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Animpfung mit Streptomyces griseus (Krainsky; Waksman und Henrici)

Streptomyces griseus gehort zu den Actinobacteria (frither Actinomyceta) und ist ein Gram-posi-
tives, verzweigt pleomorph stabchenformiges Bakterium, welches in der Lage ist, Sporen als Dau-
erform zu bilden. Die Art ist ein wichtiger Antibiotikaproduzent und liefert etwa 70 % der natiir-
lich vorkommenden Antibiotika, die in der Medizin Verwendung finden. So wird beispielsweise
Streptomycin zur wirksamen Bekdmpfung von Tuberkulose eingesetzt. S. griseus Kolonien be-
sitzen einen charakteristischen erdigen Geruch, welcher durch den fliichtige Metaboliten Geosmin
hervorgerufen wird (Gerber und Lechevalier 1965).

Die Bakterien des Stammes Streptomyces griseus DSM 40236 (Isolat aus Bodenproben) wurden
ebenfalls in gefriergetrocknetem Zustand bei der DSMZ erworben und entsprechend dem Vorge-
hen bei Pseudomonas fluorescens (siehe oben) in Fliissigmedium vorkultiviert. Die Zusammen-
setzung des Nahrmediums ist in Tabelle 3.5 erlautert.

Da die Vermehrungsrate der Bakterien

Tabelle 3.5 Herstellung des Fliissigndhrmediums fiir die An- nach der Ubernachtkultur bei 30°C auf
zucht von Streptomyces griseus (GYM Streptomyces Medium).

dem Schiittler zu gering war, was an der

Menge Ndhrmedium fehlenden Triibung des Ndhrmediums
28 Glucose (Roth) erkennbar war, wurden die Kulturen fiir
2 Hefeextrakt (Roth . .
& efeextrakt (Roth) weitere 24 Stunden im Brutschrank auf
S5g Malzextrakt (Roth)
dem Schiittler belassen. Die starke Trii-
ad 500 ml H20 deion.

bung des beimpften Fliissigmediums

nach dieser zusatzlichen Inkubationszeit
zeigte an, dass sich die Bakterien in ausreichender Zahl vermehrt hatten, um die Animpfung der
Knochenproben durchzufiihren. Auch die Vorbereitung der Agarplatten fiir den Animpfungsver-
such erfolgte analog zu den fiir P. fluorescens beschriebenen Schritten am Vortag der Inokulation
der Knochenproben (siehe oben). Hierfiir wurden 150 ml des GYM-Fliissigmediums mit 0,3 g
CaCoOs3 (Roth) sowie 1,8 g Agar (Kobe I, Roth) vermischt. Auch hier wurden die vorbereiteten Plat-
ten bis zur Animpfung im Kiihlschrank gelagert. Anschlief;end wurden wiederum 50 pl der Bak-
teriensuspension auf den vorbereiteten Agarplatten ausplattiert und jeweils drei vorher in das
beimpfte Fliissigndhrmedium eingetauchte Knochenstiicke pro Spender mit der Querschnittsfla-
che auf den Agar aufgelegt. Bereits am nichsten Tag zeigte sich das fiir S. griseus charakteristische

graulich-weifde Myzel, das die Knochenstiicke und das Nahrmedium flachig iiberzog.

3.4.2.2 Animpfung mit anaeroben Bakterien

Obwohl besonders anaerobe Stimme dafiir bekannt sind, hocheffektive Kollagenasen zu expri-
mieren (z.B. Harrington 1996), sind die Effekte anaeroben Abbaus auf Knochengewebe kaum un-

tersucht und charakterisiert. Systematische Untersuchungen an experimentell anaerob degra-

diertem Material liegen bislang nicht vor. Dies mag darin begriindet sein, dass die Anzucht an-
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aerober Keime im Labor besondere Bedingungen erfordert, die nur von spezialisierten Einrich-
tungen erfiillt werden konnen. Unter ungiinstigen Bedingungen, wie sie bei langeren Inkubations-
zeitrdumen auftreten konnen (Ndhrstoffmangel, geringe Sauerstoffexposition), neigen viele an-
aerobe Arten dazu, Sporen als Dauerstadien zu bilden (Paredes et al. 2005), was das Experiment
vorzeitig stoppen wiirde. Zudem sind die aufgrund der oben genannten Kriterien fiir die experi-
mentelle anaerobe Degradation infrage kommenden Bakterien mehrheitlich in Risikogruppe 2
eingeordnet, konnen also Krankheiten beim Menschen hervorrufen. Das Arbeiten mit diesen Kei-
men erfordert daher Laboreinrichtungen, welche nach Schutzstufe 2 (S2) Kriterien gefiihrt wer-
den. Daher wurde die Animpfung der Knochenproben mit den beiden ausgewahlten anaeroben
Mikroorganismen am Institut fiir Lebensmittelsicherheit und Hygiene der Universitit Ziirich von
Dr. med. vet. Sophia Johler durchgefiihrt.

Vor dem Kurierversand der Proben nach Ziirich wurden die zur Beimpfung vorgesehenen Kno-
chenstiicke der frischen Spenderfemora zunachst zur Sterilisierung von allen Seiten fiir jeweils 15
Minuten mit kurzwelligem UV-Licht auf einem Transilluminator (Pharmacia Biotech) bestrahlt
und dann in sterilen Zentrifugenrohrchen (Roth) aufbewahrt. Bis zur Animpfung wurden die Pro-
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 fiir beide
Arten identisch gewahlt (Protokoll nach Johler, unveroffentlicht).

Da die leistungsfahigsten mikrobiellen Kollagenasen fiir die Gattung Clostridium beschrieben sind
(Jackes et al. 2001) und diese fiir den hauptsichlichen Abbau von Kollagen in der Phase noch vor
der Bestattung verantwortlich gemacht werden (Child 1995a), wurde die Art Clostridium histoly-
ticum, Stamm DSM 1126 (Bodenisolat), ein Gram-positives, sporenbildendes Stibchen, fiir die An-
impfung der Knochenproben vorgesehen. C. histolyticum ist als obligater Mensch- und Tierpatho-
gen mit seinem Repertoire an mindestens fiinf verschiedenen Toxinen der gefahrlichste Erreger
des Gasbrandes (Gangran) (Popoff und Stiles 2005). Aufgrund der Pathogenitat des Bakteriums
wurde es, trotz — oder gerade wegen - seiner stark gewebeauflésenden Eigenschaften, noch nie in
Degradationsexperimenten mit Knochengewebe kultiviert.

Auch der zweite Bakterienstamm, Prevotella melaninogenica (ehemals Bacteroides melanenogeni-
cus), wurde bislang nicht in Diageneseversuchen in Zusammenhang mit Knochen verwendet, ob-
wohl es sich hierbei um einen haufig vorkommenden Keim handelt, welcher als opportunistischer
Pathogen die menschliche Mundhohle besiedelt. Aufgrund seiner Abundanz gilt er als Leitkeim
der Rachenflora. P. melaninogenica ist ein strikt anaerobes, Gram-negatives, nicht sporulierendes,
kokkenférmiges Bakterium. Seine Biofilm-bildenden Eigenschaften machen den Keim zu einem
haufigen Ausloser diverser Parodontopathien (Eick et al. 2000). Fiir den Versuch wurde der

Stamm P. melaninogenica DSM 7089 (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-Rohrchen mit PRAS PYG FA/GLC26 Medium (Anaerobe Systems)
resuspendiert. Die meisten gefriergetrockneten anaeroben Kulturen, die von der DSMZ angeboten
werden, sind mit amorphem Eisensulfat (FeS) als Oxidator versetzt und somit auf kurzzeitige Ae-
rotoleranz ausgelegt. Die beimpften Kulturrohrchen wurden fiir 24 (Clostridium) bzw. 48 (Prevo-
tella) Stunden in einem Anaerobiertopf (Standard 2,5 Liter, MGC) inkubiert.

Zur Vorbereitung der Animpfung wurden die aufgetauten Stiicke der Spenderfemora auf 50 ml
Zentrifugenrohrchen (Greiner) verteilt. Jeweils eine Probe von Femur 1-3 wurden als Kontrollen
zuriickbehalten und direkt auf CDC27 Anaerobier Blutagarplatten (Anaerobe Systems) platziert.
Parallel dazu wurden fiir jeden Bakterienstamm jeweils sechs frische 10 ml PYG FA/GLC Kultur-
rohrchen mithilfe eines sterilen Spritzbestecks mit je 100 pl der vorbereiteten Vorkulturlésung
beimpft und wieder fiir 24 (Clostridium) bzw. 48 (Prevotella) Stunden im Anaerobiertopf inku-
biert.

Flir die Animpfung der Knochenproben war es nétig, die Kulturréhrchen zu 6ffnen und die 10 ml
Bakteriensuspension in die vorbereiteten Zentrifugenréhrchen mit den Proben zu iiberfiihren.
Um die Sauerstoffexposition moglichst gering zu halten, wurden die CDC Anaerobier Blutagarplat-
ten schon vorher beschriftet und die Anaerobierbox vorbereitet. Nach dem Uberfiihren der Bak-
teriensuspension in die Zentrifugenrohrchen wurden diese verschlossen und einmal umgedreht,
so dass die Probe von allen Seiten gleichméaf3ig benetzt wurde. Anschlief3end wurden die Kno-
chenstiicke auf die vorbereiteten Agarplatten gelegt und in die Anaerobierbox iiberfiihrt, welche
nach dem Einlegen des Gasentwicklers (AeroGen Sachet, 2,5 Liter, Oxoid) und eines Indikator-
streifens (Oxoid) verschlossen wurde. Der Indikator zeigte an, dass sich innerhalb kurzer Zeit eine
vollstandig anaerobe Atmosphare eingestellt hatte. Inkubiert wurde bei Raumtemperatur, um ei-
ner zu starken Gasentwicklung durch Garungsprozesse vorzubeugen. Nach sechsmonatiger Inku-
bation wurde die Anaerobierbox gedffnet, und die Agarplatten wurden einzeln eingeschweifdt und
in Sicherheitsbehalter verpackt, um anschliefiend per Expresskurier zuriick nach Miinchen ver-
sandt zu werden. Um eine sichere Abtotung der Mikroorganismen zu gewahrleisten und eine ge-
fahrlose Analyse der Proben zu garantieren, wurden die verschlossenen Sicherheitsbehélter je-
weils 40 Stunden lang mit einer Strahlendosis von 25kGy Gamma-bestrahlt (GammacCell 2, Helm-

holtz-Zentrum Miinchen).

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

Bevor das Kollagen des Knochens untersucht werden kann, muss es zunachst von der minerali-
schen Matrix getrennt werden. Zur Extraktion des Kollagens wurde die seit langem routinemaf3ig
etablierte Gelatine-Extraktionsmethode basierend auf dem Protokoll von Longin (1971), mit Mo-
difikationen nach Ambrose (1993), angewendet, bei welcher neben der Demineralisierung der
Proteinmatrix auch organische Kontaminationen und nicht-kollagene Proteine (NCP) vom Extrakt
abgetrennt werden sollen.

Vor der Extraktionsprozedur wurde mithilfe eines mit einer Trennscheibe aus Korund ausgestat-
teten Multifunktionswerkzeugs (Proxxon) eine Probe aus dem oberen anterioren Diaphysen-
drittel des jeweiligen Knochens entnommen. Die rezenten Proben wurden zur Entfernung von
Fettriickstdnden nach dem Soxhlet-Extraktionsverfahren zunachst entfettet (siehe 3.2), Knochen
mit einer Liegezeit von mehreren Jahrhunderten wurden direkt bearbeitet. Jede Probe wurde im
Ultraschallbad von anhaftendem Schmutz befreit, luftgetrocknet und in einer Kugelschwingmiihle
gemahlen (Retsch MM200, Mahlbecher aus gehartetem Stahl).

Jeweils ca. 500 mg Knochenpulver?8 wurden auf einer Analysenwaage (OHaus Analytical plus) in
10 ml Zentrifugenrohrchen (Nalgene Oak Ridge, Thermo Fisher) eingewogen, vorsichtig mit 10
ml 1 M HCl (aus 37 % HC], Roth) versetzt und 20 Minuten auf einem Schiittler demineralisiert.
Anschlieffend wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert (2K15, Sigma;
Z233MK-2, Hermle, jeweils mit Winkelrotor), der Uberstand verworfen und das Pellet mit destil-
liertem Wasser gewaschen. Dieser Schritt wurde wiederholt, bis der pH-Wert des Uberstandes
dem des destillierten Wassers entsprach (ca. pH 5,5-6). Das neutralisierte Pellet wurde anschlie-
Bend mit 10 ml 0,125 M NaOH (aus NaOH-Platzchen, Roth) versetzt und 20 Stunden auf dem
Schiittler belassen, um bodenlagerungsbedingte Huminstoffkontaminationen zu entfernen. Da-
nach wurde der oben beschriebene 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 bei 90°C
im Wasserbad (Memmert) gelatinisiert. Zur Entfernung unléslicher Schmutzpartikel wurde die
Flussigkeit anschliefend iiber Nutschen (100 ml, Schott Duran) und Filterfritten (50 ml, Por. 3,
Schott Duran), welche zusatzlich mit Rundfiltern aus Papier ausgekleidet waren (55 mm, Mache-
rey-Nagel), gefiltert und in 10 ml Rollrandgladschen tberfiihrt. In diesen wurde die Fliissigkeit tiber
drei bis 4 Tage bei -50°C gefriergetrocknet (Alpha 1-4LD, Christ)2.

28 Fiir rezente Proben jeweils 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) sowie massenspektrometrisch gemessen (vgl. 3.5.1
und 3.5.2). Die Daten der in jener Arbeit ebenfalls durchgefiihrten Aminosdureanalyse wurden jedoch im Anschluss neu
erhoben und ausgewertet, da dem Standard nachtraglich die Aminosdure Hydroxylysin hinzugefiigt wurde (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 prozentualen Gewichts-
anteils des deminieralisierten Knochens am Gesamtgewicht des eingesetzten Knochenmehls er-
rechnet. Hierfiir wurde das Lyophilisat auf einer Analysenwaage abgewogen und das ermittelte
Gewicht mit dem Einwaagegewicht vor der Extraktion verrechnet. Daraus ergab sich der Anteil
der Kollagenfraktion in Gewichtsprozent.

Das abgewogene Lyophilisat wurde bis zur weiteren analytischen Verwendung bei -18°Cin 1,5 ml

Reaktionsgefafien (Roth) gelagert.

3.5.2 Isotopenanalyse und Ermittlung des molaren C/N Verhaltnisses

Das Kollagenlyophilisat wurde zur massenspektrometrischen Analyse der stabilen Isotope von
Kohlenstoff und Stickstoff an das Isotopenlabor des GeoZentrums Nordbayern der Friedrich-Ale-
xander-Universitat, Erlangen, versandt. Hierfiir wurden vorbereitend jeweils zwischen 0,5 und
0,6 mg der gefriergetrockneten Proben auf einer Feinwaage in Zinnkapseln (5x12 mm, IVA Ana-
lysentechnik) eingewogen, welche anschliefdend zum Versand in 96-Well-Platten (Roth) platziert
wurden.

In einem Elementaranalysator (CE 1100, Carlo-Erba) wurden die Proben zunichst mit den Zinn-
kapseln verdampft und in die einzelnen Elemente aufgetrennt, bevor das Gasgemisch in einem
Helium-Strom iiber ein Conflo III Interface (ThermoFinnigan) in das gekoppelte Massenspektro-
meter (Delta V Plus, ThermoScientific) liberfiihrt wurde, wo die Isotopenverhaltnisse von Kohlen-
stoff und Stickstoff analysiert wurden. Das Verhaltnis von schwerem zu leichtem Isotop wurde in
der konventionellen 6-Notation in Promille (%o0) angegeben (nach Mc Kinney et al. 1950, in Am-
brose 1993, siehe auch 1.4), wobei Kohlenstoff gegen den Standard V-PDB3?, Stickstoff gegen at-
mosphérischen Luftstickstoff gemessen wurde (Craig 1957, Mariotti 1983). Da die massenspek-
trometrische Determinierung der Isotopenverhiltnisse hauptséchlich der Uberpriifung potenziel-
ler diagenetischer Veranderungen des Knochenkollagens diente, war besonders die Berechnung
des molaren C/N-Quotienten von Bedeutung, da dieser in Paldoerndhrungsstudien routinemaf3ig
als Indikator fiir die Integritat des Kollagens verwendet wird (siehe 1.5.1).

Hierflir wurde zunachst das Einwaagegewicht des Lyophilisats in den Zinnkapseln mit dem bei
der Elementanalyse bestimmten jeweiligen Atomgewicht (% C, % N) multipliziert. Daraus ergab
sich der Gewichtsanteil des gemessenen Elements an der Gesamtprobe in Milligramm. Zur Ermitt-
lung der Stoffmenge (n [mol]) wurde das berechnete Gewicht durch die molare Masse des je-
weiligen Atoms geteilt (M¢ = 12010,7 mg; My = 14006,7 mg). Das molare C/N-Verhaltnis konnte
anschliefdend durch die Division der Stoffmenge von Kohlenstoff durch die des Stickstoffs berech-

net werden.

30 Vienna-Pee Dee Belemnite
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3.6 Chromatographische Proteinanalytik (HPLC)

Die Aminosaureanalyse wurde bereits 1958 von Spackman et al. nach einer mit heutigen Verfah-
ren vergleichbaren Methodik durchgefiihrt und gilt somit als Routine-Messverfahren. Die Analyse
folgt dem Prinzip der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC31), einem chromatogra-
phischen Trennverfahren, bei dem nicht-fliichtige Substanzen liber eine Trennsdule mit einer Si-
lica-Matrix gepumpt und so anhand ihrer Polaritat aufgetrennt werden.

Weil das Kollagen des Knochens nach der Extraktion (siehe 3.5) in Molekiilform vorliegt, sprich
die Aminoséduren noch in Polypeptidketten organisiert sind, miissen diese fiir die Aminosdureana-
lyse zunachst aufgebrochen werden, um die einzelnen Aminosauren in Losung zu bringen. Da die
Gefahr besteht, dass die Molekiile durch ungeeignete Hydrolyseparameter einerseits nicht voll-
standig gespalten oder aber die Aminosduren durch Oxidation geschadigt werden, wurde vor der
Reihenmessung der Proben die Eignung verschiedener Hydrolysebedingungen im Rahmen eines
von der Autorin betreuten Forschungspraktikums getestet (Immler, Daten unveroffentlicht). Die
entsprechende Versuchsanordnung und die Ergebnisse der Analyse finden sich im Anhang (Punkt
c, Seiten 319 ff).

3.6.1 Hydrolyse des Lyophilisats

Da die Voruntersuchung der optimal fiir die vorliegenede Studie geeignete Hydrolysemethode er-
gab, dass die Spaltung des Kollagens mit 6 N HCI unter anoxischen Bedingungen gegentiber den
anderen getesteten Verfahren im Vorteil war, wurde diese Methode fiir die Hydrolyse aller unter-

suchten Proben verwendet.

Fiir die Hydrolyse unter Sauerstoffabschluss wurde jeweils 1 mg pro Probe in ein 1,5 ml Gewinde-
flaschchen aus Borosilikatglas (Roth) eingewogen und mit 1 ml 6 N HCI versetzt. Anschlieféend
wurden die Fldschchen jeweils mit einer passenden Schraubkappe aus PP verschlossen, welche
mit einem Silikon/PTFE Septum (Ultraclean) fiir multiple Injektionen (Roth) ausgestattet war.
Jedes Flaschchen wurde anschlief3end fiir ca. 20 Sekunden iiber eine Injektionskaniile (Sterican,
Roth) mit Stickstoff gespiilt. Zur Entliiftung wurde zeitgleich eine weitere Kaniile durch das Sep-
tum gestochen. Danach wurde der Deckel jeder Probe mit DuraSeal (Diversified Biotech) ver-
schlossen, und die Proben wurden in Aluminiumfolie eingewickelt, um eine gleichmafige War-
meverteilung zu gewahrleisten. Anschlief}end wurden die Proben ebenso auf die Heizplatte ge-
stellt (siehe weiter oben) und fiir 14, 18 bzw. 24 Stunden bei 115° C hydrolysiert. Nach erfolgter
Inkubation wurden die in Sdure gelosten Proben mit einer Pipette in beschriftete 3 ml PTFE-Ge-
fafle iiberfiihrt, welche mit Aluminiumfolie umwickelt und zum Abrauchen der Saure 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 Aminosdureanalyse

Unabhéngig von der verwendeten Hydrolysemethode wurde das Hydrolysat vor der Messung in
1 ml Lithium-Citrat-Probenverdiinnungspuffer (pH 2,20; Sykam) geloést und in 1,5 ml
Reaktionsgefafde (Roth) iberfiihrt, was eine Stammldsung mit einer Konzentration von 1 mg
Protein/ml ergab. Je nach vermutetem Erhaltungszustand des Kollagens musste die
Stammlésung, basierend auf der Extraktionsausbeute und Erfahrungswerten folgend, weiter
verdiinnt werden, da eine zu hohe Aminosaurekonzentration die Trennsaule iiberladen und so
irreversibel schiadigen kann. Mutmafllich gut erhaltenes und frisches Kollagen wurde im
Verhédltnis 1:5 verdinnt, bei schlechterem Erhalt wurde entsprechend eine hohere
Stammldsungsmenge eingesetzt. Verdiinnt wurden die Proben in 1,5 ml Gewindeflaschchen aus
Glas (Roth), welche mit Schraubkappen aus PP mit perforierbarem Silikon/PTFE-Septum (Ul-
traclean, Roth) verschlossen und in den Probengeber der HPLC-Maschine (Aminosdureanalysator
S 443, Li-System, Nachsaulenderivatisierung, Sykam) gestellt wurden. An letzter Position befand
sich jeweils eine Standardlésung (Physiological Fluids, Sykam) mit bekannten Aminosdurekon-
zentrationen32, Jeweils 100-150 pl jeder Probe wurden tiber eine Injektionskaniile in die Kapilla-
ren des Gerats gezogen, mit Li-Citrat-Puffer (A1, pH 2,9, Sykam) vermischt und auf die Trennsaule
gepumpt (LCA K14/Li, Sykam). Der niedrige pH-Wert des Puffers garantiert eine positive Ladung
der Aminosauren, welche so an dem negativ geladenen Austauscherharz in der Sdule binden. Eine
Verdanderung der Bedingungen in der Sdule (Anhebung des pH-Werts, der Sdulentemperatur und
der Ionenkonzentration der Puffer) durch die Zumischung weiterer 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 aufweisen und so aus der Saule ausge-
splilt werden. Fiir die Detektion der Aminosauren werden diese nach ihrer Elution von der Saule
in einem Mischblock mit Ninhydrin (Sykam) vermischt und iiber die 130° C heif3e Reaktorspule
geleitet, in der das Ninhydrin mit den Aminosaduren zu einem violett gefarbten Komplex reagiert
(Ruhemanns Purpur). Die Iminosaduren Prolin und Hydroxyprolin werden aufgrund der fehlenden
freien a-Aminogruppen gelb gefarbt. Die farbigen Komplexe werden photometrisch detektiert,
violett bei einer Wellenldnge von 570 nm und gelb bei 440 nm. Die Farbintensitit dient als di-
rektes Maf} fiir die Aminosdaurekonzentration, die Retentionszeit bestimmt die jeweilige Amino-
sdure - dargestellt als Chromatogramm in der Software ChromStar (Version 7.0, SCPA). Die

Nachweisgrenze dieses Verfahrens liegt bei einer Aminosdurekonzentration von 0,05 nmol/pl.

3.6.2 Nachbearbeitung und Auswertung der Chromatogramme

Um die Aminosaurekonzentrationen in den Proben exakt quantifizieren zu kdnnen, musste jeder

Probenlauf auf den mitgefiihrten Standard kalibriert werden. Hierfiir wurde sichergestellt, dass

alle Aminosaurepeaks in der gemessenen Standardlésung von der Software korrekt erkannt und

32 Hydroxylysin wurde dem Standard nachtraglich hinzugemischt.
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integriert worden waren. Anschliefdend wurde der ausgewahlte, bearbeitete Standard als Refe-
renzchromatogramm fiir den jeweiligen Lauf definiert und alle Proben dann auf diesen kalibriert.
Danach wurde jede Probe einzeln liberpriift, und nicht automatisch erkannte Peaks wurden nach-
integriert. Schlief3lich wurden die in nmol angegebenen Konzentrationen der Aminosduren zur
besseren Vergleichbarkeit in nmol % umgerechnet und die Gesamtproteinmenge in Relation zum

eingewogenen Probengewicht berechnet.

3.7 Deproteinierung der Knochenmatrix

Flir die Analyse von strukturellen und kompositionellen Verdnderungen der anorganischen Kno-
chenfraktion, besonders in Hinblick auf die Untersuchung der stabilen Isotope von mineralischem
Kohlenstoff und Sauerstoff, muss die organische Komponente entfernt werden.

Hinsichtlich der Extraktionsmethode muss ein Kompromiss eingegangen werden zwischen der
ausreichenden Entfernung der organischen Substanz sowie von exogenem, diagenetischem anor-
ganischen Material und zu starker Anlésung des Bioapatits mit potenziellem Verlust besonders
von strukturellem Carbonat und Initiierung von Rekristallisationsprozessen. Die vergleichende
Studie von Koch et al. (1997) zeigte, dass die Verwendung von NaOCl zur Entfernung des Protein-
anteils und die anschlief}ende Behandlung mit Ca-Acetat-Essigsdurepuffer, wie bei Balasse et al.
1999, in der Regel die Anforderungen an die Isolierung der mineralischen Fraktion am besten
erfiillt.

Hierflir wurde das nach 3.5.1 vorbereitete Knochenpulver zu jeweils 100 mg in 10 ml Zentrifu-
genrohrchen (Nalgene Oak Ridge, Thermo Fisher) eingewogen, mit 5 ml 4 % NaOCI-Lésung (aus
12 % Stammldsung, Roth) versetzt und drei Tage auf einem Schiittler (neolab) deproteiniert. Je
nach der Stiarke der Entwicklung von Bldschen, welche auf die Zersetzung der organischen Be-
standteile hinweist, wurde die NaOCl-Losung nach 24 Stunden gewechselt, bei Bedarf auch haufi-
ger. War keine Blaschenbildung mehr erkennbar, wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 5000 rpm
zentrifugiert (2K15, Sigma; Z233MK-2, Hermle). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
anschliefdend mit destilliertem Wasser durch wiederholtes Zentrifugieren bis zu dessen Neutral-
punkt gewaschen. Da NaOCl wihrend des Deproteinierungsprozesses atmospharisches Kohlen-
dioxid binden kann, welches die Isotopensignatur der Probe durch eine Mischung der Isotopien
verfalscht (Pellegrini 2013), wurden die Proben anschliefdend mit 5 ml Ca-Acetat-Essigsaurepuf-
fer (pH 4,75) versetzt und fir 6 Stunden auf dem Schiittler belassen, bevor erneut zentrifugiert
und das Pellet neutral gewaschen wurde. Der Riickstand wurde in 5 ml Schnappdeckelglaschen
(Roth) iiberfiihrt und drei bis 4 Tage lang gefriergetrocknet (Alpha 1-4 LD-2, Christ).
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Da die Sauerstoffisotopie der Carbonat- und Phosphatfraktion des Knochens in einer linearen Be-
ziehung zueinander stehen sollen (Bryant et al. 1996, lacumin et al. 1996, 1.5.2), wird dieses Ver-
haltnis als Diageneseindikator fiir die mineralische Knochenkomponente herangezogen - insbe-
sondere, um Modifikationen an den funktionellen Carbonatgruppen darzustellen.

Zur Uberpriifung dieses Zusammenhangs wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Extrak-
tion des Knochenphosphats zur Analyse der stabilen Sauerstoffisotope anhand von Protokollen
aus der Literatur laborintern etabliert. Da die Methodik jedoch nach erfolgreicher Etablierung
schlieflich nur an wenigen im Rahmen des Projekts untersuchten Proben angewendet wurde,

finden sich Details hierzu im Anhang unter Punkt d, Seiten 322 ff.

3.8 Analyse stabiler Kohlenstoff- und Sauerstoffisotope aus dem
strukturellen Carbonat

Nach erfolgter Trocknung wurde das Lyophilisat in 1 ml Reaktionsgefafde (Roth) eingewogen und
an das GeoZentrum Nordbayern der Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen verschickt, wo die
massenspektrometrische Messung durchgefiihrt wurde. Zur Ermittlung der Isotopenverhaltnisse
von C und O wurde ein gekoppeltes Analysensystem eingesetzt: Zunachst wurde das deprotein-
ierte Knochenpulver mit konzentrierter Phosphorsaure (103 %) versetzt. In einem Gasgenerator-
System (GasBench II, ThermoScientific) wurde das Carbonat des Knocheminerals bei einer Tem-
peratur von 70° C als CO; verdampft und mithilfe des Tragergases Helium in das Massenspektro-
meter (Delta V Plus, ThermoScientific) iiberfiihrt. Die Verhaltnisse der stabilen Isotope von C und
0 wurden gegen die Standards NBS 1933 und LSVEC34 gemessen und relativ zum Standard V-PDB

(siehe 3.5.2) in 8-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 Messmethoden der Materialwissenschaften gekoppelt. Aufgrund der Ahnlichkeit der minera-
lischen Matrix des Knochens mit geologisch vorkommendem Hydroxylapatit werden nanostruk-
turelle Analysen des Gewebes haufig in Zusammenarbeit mit geologischen und mineralogischen

Einrichtungen durchgefiihrt, da das fiir die Untersuchungen nétige apparative Spektrum meist

33 National Bureau of Standards (heute NIST, National Institute of Standards and Technology) 19, TS-Kalkstein
34 Lithiumkarbonat
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iiber die Anwendungsbereiche biologischer Studien hinausgeht (siehe z.B. Garland et al. 1987,
Hiller et al. 2004, Reiche et al. 2003, Trueman et al. 2004).

3.9.1 Fourier Transform Infrarot-Spektroskopie (FTIR)

Die Transmissions-Infrarot-Spektroskopie zahlt zu den altesten und aufgrund der einfachen
Durchfiihrbarkeit, der kostengiinstigen Analytik und der schnellen Messung am weitesten ver-
breiteten spektroskopischen Methoden fiir die Untersuchung von Festkorpern, Fliissigkeiten und
Gasen und wird daher auch schon lange fiir die Analyse von Knochenproben verwendet (Stuart
2004, Trueman 2013). Weitere Details und die Erlauterung des Funktionsprinzips der FTIR-Spek-

troskopie finden sich im Anhang unter Punkt e, Seite 330 f.

Die FTIR-Messung erfolgte an Knochenpulver, das sowohl in unbehandelter Form als auch depro-
teiniert (vgl. 3.7) analysiert wurde. FTIR-Spektren unbehandelten Knochens zeigen neben den
Signalen der funktionellen Gruppen der mineralischen Matrix auch den Gehalt an organischem
Material an.

Fiir die Messung wurden 200 mg des Knochenpulvers in einem Achatmérser mit 1 mg KBr (Roth),
welches aufgrund seiner hygroskopischen Eigenschaften im Trockenschrank aufbewahrt wird,
gemischt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Probe keinen Scherkraften ausgesetzt war, da
diese die Raumordnung der Knochenkristallite zerstéren und so den Kristalllinitdtsindex massiv
beeinflussen kann (1.5.2, Surovell und Stiner 2001). Das vorbereitete Pulvergemisch wurde an-
schliefiend in die zusammengesetzte, absolut trockene Pressform gegeben, mdglichst homogen
verteilt und danach mit eingesetztem St6f3el in eine manuelle Hydraulikpresse (Specac) einge-
spannt. Bei geschlossenem Beliiftungsrad wurde die Pressform fiir 10 Minuten evakuiert, um die
Probe vollstandig zu trocknen. Danach wurde langsam Druck aufgebaut, bis eine Presslast von 10
Tonnen erreicht war, welche liber 3-5 Minuten gehalten wurde. Durch den Druck verfliissigt sich
das KBr und verbindet sich so homogen mit der Probe. Die anschlief?ende langsame Reduktion
des Drucks fiihrt zu einer erneuten Verfestigung des KBr-Probengemisches zu einem transparen-
ten Pellet, welches frei von Rissen sein muss, um eine zuverlassige Messung zu gewéahrleisten.
Der Pressling wurde dann in die entsprechende Halterung in den Strahlengang des Spektrometers
(Bruker Equinox 55) eingesetzt. Vor jeder Probenmessung wurde zunichst ein ,Leerpressling”
hergestellt, der nur aus KBr bestand und als Referenz fiir den Untergrund gemessen und anschlie-
3end mithilfe der Software Opus (Version 6.5, Bruker) von den Probenspektren subtrahiert wur-
de. Gemessen wurde im Absorptions-Modus mit einer Auflésung von 4 cm! und 32 Scans im Wel-
lenzahlbereich von 4000-400 cm-1. Sowohl die Messung als auch die nichtlineare Kurvenanpas-
sung mithilfe der Software PeakFit (Jandel Scientific) wurden am Institut fiir Mineralogie, Petro-
logie und Geochemie der LMU durchgefiihrt.

Fir die Auswertung der Spektren wurden verschiedene, in der Literatur gingig verwendete Pa-
rameter angelegt, um sowohl die Zusammensetzung der mineralischen Matrix als auch die Kon-

servierung der organischen Komponente zu charakterisieren. Jedes Spektrum wurde individuell
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nach Merkmalen untersucht, welche eine Abweichung von knochentypischen Referenzspektren
erkennen lief3en (1.5.2). So wurden anhand der FTIR-Spektren der haufig verwendete Kristallini-
tatsindex, die durchschnittliche Lange der Knochenkristallite sowie das C/P-Verhaltnis errechnet
(Ubersicht siehe Tabelle 3.6). Ebenso wurde auf auffillige spektrale Abweichungen im Vergleich
zu dem typischen Signal fiir frischen Knochen geachtet, was besonders die mogliche Detektion der
fiir Calcit typischen Bande um 711 cm-! sowie weiterer moglicher Fremdsubstanzen umfasste (z.B.
Lee-Thorp & van der Merwe 1991, vgl. 1.5.2).

Abb. 3.6 Anhand der FTIR-Spektren berechnete Charakteristika des Knochens (a.u. = absorbance units).

Parameter Berechnung Quelle
Kristallinitatsindex (CI, IRSF) (a.u.[565cm1]+a.u.[605cm1])/a.u.[595cm 1] Shemesh (1990)
Carbonat/Phosphat-Verhiltnis (C/P)  a.u.[1415cm-]/a.u.[605cm-1] Pucéat et al. (2004)

@ Kristallgréfie [nm] (IRSF-0,822)/0,048 Trueman et al. (2008)

3.9.2 Raman-Spektroskopie

Eine detaillierte Beschreibung der Grundlagen der Raman-Spektroskopie findet sich im Anhang
unter Punkt f, Seiten 331 ff.

Zur Vorbereitung der Messung wurden mithilfe eines Multifunktionswerkzeugs (Proxxon) mit ei-
ner Trennscheibe aus Korund jeweils diinne Scheibchen von ca. 3mm Dicke aus den entfetteten
Compactaquerschnitten gesagt. Diese konnten anschliefdend direkt unter dem konfokalen Raman-
Mikroskop (XploRA, Horiba Jobin Yvon) betrachtet und eine fiir die Messung geeignete Stelle aus-
gewihlt werden. Uber die drei verschiedenen Lasertypen des Gerits kénnen verschiedene Anre-
gungswellenldngen zur Erzeugung der Raman-Spektren gewahlt werden, jedoch zeigte sich in
Vorversuchen, dass sich die Anregung im Nahinfrarotbereich (NIR) bei 785 nm (AlGaAs35-Dioden-
laser) am besten fiir die Analysen eignete.

Kiirzere Anregungswellenldngen im griinen und roten Wellenldngenbereich erzeugten zu starke
Fluoreszenzartefakte, welche die eigentlichen Spektren teilweise vollstiandig tiberlagerten. Die
Datenaufnahme erfolgte im Bereich zwischen 200 und 2000 cm-! (Hole 100, Slit 100, Filter 100%).
Die Visualisierung sowie die Untergrundkorrektur der Spektren erfolgten durch die Software Lab-
Spec (Version 5.0, Horiba Jobin Yvon). Die Messung sowie die Kurvenanpassung und Bandende-
tektion mithilfe der Software PeakFit (Jandel Scientific) wurden am Institut fiir Kristallographie
der LMU durchgefiihrt.

Abb. 3.3 zeigt das exemplarische Raman-Spektrum einer historischen Knochenprobe aus der

Studie von France et al. (2014) mit der Zuordnung der jeweiligen Banden.

35 Aluminium-Gallium-Arsenid
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Abb. 3.3 Typisches Raman-Spektrum von Knochen mit Zuordnung der jeweiligen Molekiilschwingungen zu den erkenn-
baren Peaks. Auf diese Weise lassen sich sowohl anorganische als auch organische Komplexe darstellen (aus France et
al. 2014).

Flir die Auswertung hinsichtlich etwaiger Abweichungen vom Signal fiir frischen, unveranderten

Knochen wurden die in Tabelle 3.7 aufgelisteten Parameter untersucht.

Tab. 3.7 Auswertungsparameter an Raman-Spektren, nach Thomas et al. (2007).

Merkmal

Absolute Wellenlange der vi-Phosphatbande Kationensubstitution: Rotverschiebung
(963 cm1 1 cm'?) Fluorid-Eintrag: Blauverschiebung
FWHM36 der vi-Phosphatbande (963 cm! 1 cm-1) Moderner Knochen 16 + 1

Bande bei 1085 cm'? Présenz von Calcit

3.10 Statistische Auswertungsverfahren

Da zahlreiche statistische Priifverfahren eine Normalverteilung der Daten voraussetzen, welche
jedoch in biologischen Systemen relativ selten auftritt (Field et al. 2012), wurden die einzelnen
metrischen Variablen vor weiterfithrenden Analysen auf eine Normalverteilung getestet. Hierfiir
wurde dem Shapiro-Wilk-Test aufgrund der hoheren Teststarke, auch bei kleineren Stichproben,
der Vorzug gegeniiber dem Kolmogorov-Smirnov-Test gegeben (Razali und Wah 2011). Die bes-
sere Eignung dieses Tests zeigte sich auch beim Vergleich mit den entsprechenden Boxplots und
Histogrammen. Da jedoch nur bei wenigen Merkmalen eine Normalverteilung der Daten bestatigt
werden konnte, wurden fiir die weitere Auswertung nicht-parametrische Priifverfahren vorgezo-
gen. Verteilungsfreie Tests gelten zwar als weniger sensibel als parametrische Testverfahren, al-

lerdings weisen sie eine hohere Robustizitat auf (Dormann und Kithn 2011). Dem potenziellen

36 Full Width Half Max, Halbwertsbreite
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Unterschitzen von Zusammenhingen wurde hier der Vorzug gegeniiber der Uberschitzung ein-
geraumt.

Da Korrelationsanalysen nach Pearson eine Normalverteilung der Daten voraussetzen, wurden
daher, auch fiir metrische Variablen, stets die Rangkorrelationskoeffizienten Rho (R) nach Spear-
man berechnet (Field et al. 2012), auch wenn die Rangkorrelation der Daten einen gewissen In-
formationsverlust bedeuten kann. R kann Werte zwischen -1 und 1 annehmen, wobei -1 und 1
einen vollkommen linearen Zusammenhang der Merkmale wiedergeben, wahrend 0 zumindest
eine lineare Korrelation ausschliefst (Bortz et al. 1990). Zusatzlich wurde bei jeder Korrelations-
analyse ebenso der Korrelationskoeffizient Tau (T) nach Kendall angegeben, da dieser weniger
empfindlich gegen Ausreiferpaare in kleineren Stichprobenumfangen ist (Bortz et al. 1990). Zu-
sammenhdnge zwischen nominalen Daten wurden mittels der quadratischen Kontingenz nach
Pearson (2) berechnet, wobei die Stirke des Zusammenhangs bei mehr als vier Feldern durch
das Mafd Cramérs V wiedergegeben wurde. V kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei
hohere Werte einen starkeren Zusammenhang andeuten.

Das Signifikanzniveau (a), also die Irrtumswahrscheinlichkeit zur Widerlegung der Nullhypothe-
se (Ho), wurde auf 5 % festgelegt (p < 0,05). Von einem hoch signifikanten Ergebnis wurde bei p
< 0,01 gesprochen. In der Regel wurde die Signifikanz zweiseitig getestet, wenn mehr als eine
Alternativhypothese (H1:x) in Betracht gezogen wurde.

Hinsichtlich der deskriptiven Statistik wurde stets die zweifache Standardabweichung (20) als
Maf3 fiir die Streuung der Werte angegeben. Sie wurde dem oft verwendeten Standardfehler vor-
gezogen, da dieser die teils grofie, biologisch bedingte Streubreite der Daten verschleiern kann.
Der Standardfehler hiangt von der Grofie der Stichprobe ab und wird bei grofReren Probenumfang-
en automatisch kleiner (Koschak 2008).

Fiir die Uberpriifung, ob die beobachteten Werte zweier unabhingiger Stichproben aus einer
Grundgesamtheit stammen oder ob sie sich signifikant unterscheiden, wurde der Mann-Whitney-
U-Test verwendet. Dabei handelt es sich um einen Rangsummentest, welcher die Werte in Form
von Rangreihen vergleicht. Bei einem nicht signifikanten Testergebnis kann davon ausgegangen
werden, dass kein Unterschied in der zentralen Tendenz der getesteten Stichproben vorliegt. Bei
mehr als zwei zu testenden Stichproben wurde der Kruskal-Wallis-H-Test verwendet, welcher
demselben Grundprinzip folgt wie der Mann-Whitney-U-Test. Die Vorteile dieser nicht-parame-
trischen Testverfahren liegen unter anderem darin, dass die analysierten Stichproben nicht den-
selben Umfang aufweisen miissen (Field et al. 2012).

Um den Einfluss von einer oder mehrerer unabhangiger Variablen auf eine abhdngige Variable zu
testen, wurden Regressionsanalysen durchgefiihrt. Diese erfordern keine Normalverteilung und
wurden daher einer Diskriminanzanalyse vorgezogen. Bei abhangigen Variablen (Regressanden)
mit metrischem Skalenniveau wurde die lineare Regressionsanalyse gewéhlt, bei bindr nominalen
Regressanden die logistische Regression (vgl. 5.3.1). Bei der linearen Regressionsanalyse ist die
Beurteilung des Bestimmtheitsmafdes R2 entscheidend, welches Werte zwischen 0 und 1 anneh-
men kann. Die F-Statistik gibt an, ob R2 zuféllig oder durch den tatsdchlichen Zusammenhang der

Daten entstanden ist. Ist diese signifikant, kann von einem Zusammenhang ausgegangen werden.
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Bei der etwas komplexeren logistischen Regression wurde zunachst die Eignung des Gesamtmo-
dells tiberpriift, sprich die Giite, mit welcher die gewahlten unabhangigen Variablen (Regresso-
ren) das Modell erklaren. Hierfiir wurde die Signifikanz des 2-fachen Log Likelihood-Wertes (2LL-
Wert) getestet. Ebenso wurden die Pseudo-R2-Statistiken in Form von Nagelkerkes-R? beurteilt,
welches Werte zwischen 0 und 1 annehmen kann, wobei Werte > 0,5 fiir eine gute Modelleignung
sprechen (Backhaus et al. 2006). Schlief3lich wurde die Signifikanz der einzelnen getesteten Va-
riablen analysiert, um deren Einfluss auf die abhdngige Variable zu untersuchen. Der Signifikanz-

test folgte der sogenannten Wald-Statistik, welche einer y2-Verteilung entspricht.

Um zu iiberpriifen, wie gut sich bestimmte diagenetische Merkmale fiir die Vorhersage verander-
ter Isotopenwerte des Knochengewebes eignen, wurden Testverfahren, wie sie in der klinischen
Diagnostik gebrauchlich sind, herangezogen. Diese folgen dem Satz von Bayes, einem wichtigen
Bestandteil der Wahrscheinlichkeitsrechnung (Lesaffre et al. 2007). Dabei handelt es sich um ei-
nen bindren Klassifizierungstest, bei welchem die Wahrscheinlichkeit von ursachlichen Ereignis-
sen (Antezedenzen) anhand des Auftretens daraus folgender Ereignisse (Konsequenzen) berech-

net wird. Dies folgt der Formel:
+m+y — P(T*/D*)-P(DH)
P(D*/T*) = Z—2i
wobei D+ das Auftreten des untersuchten Merkmals (,Isotopenwerte verdandert“) und T+ einen
positiven Testausgang (,Indikator zeigt verdanderte Isotopenwerte an“) bezeichnen.
Generell ergab die Klassifizierung der Testergebnisse hinsichtlich der Vorhersage verdanderter

Isotopenwerte anhand der untersuchten Marker die folgende Ausgangssituation:

Isotopenwerte veriandert (D*) | Isotopenwerte nicht verandert (D)

Test zeigt veranderte Werte

Richtig positiv Falsch positiv
an (T+)

Test zeigt keine Verdnderung

Falsch negativ Richtig negativ
der Werte an (T")

Daraus lief3en sich die Sensitivitat (richtig positiv/richtig positiv + falsch negativ x 100) sowie die
Spezifitat (richtig negativ/richtig negativ + falsch positiv x 100) der jeweiligen Indikatoren be-
rechnen, welche die Rate der insgesamt richtig positiv bzw. richtig negativ bewerteten Ergebnisse
wiedergeben. Der positive Vorhersagewert (positive predictive value, PPV) beschreibt den Pro-
zentsatz der Proben, welche korrekterweise als isotopisch verdndert klassifiziert wurden, wah-
rend der negative Vorhersagewert (negative predictive value, NPV) die richtig als unverandert
eingestuften Proben zusammenfasst (z.B. Parikh et al. 2008). Die Effizienz des getesteten Merk-
mals fiir die Vorhersage veranderter Isotopenwerte wurde aus der Summe aus richtig positiv und
richtig negativ klassifizierten Proben in Relation zur Gesamtprobenanzahl berechnet. Jedoch ist
fiir die Beurteilung der Effizienz die Pravalenz des Merkmals in der Gesamtstichprobe (verdanderte
Isotopenwerte/Stichprobe) entscheidend. Bei unrealistisch hohen Pravalenzen wurde das Wahr-
scheinlichkeitsverhaltnis (likelihood ratio, LR) bewertet. Ein LR von 1 bedeutete dabei, dass die
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Wahrscheinlichkeit fiir ein positives (LR*) bzw. negatives (LR-) Testergebnis bei veranderten und
unverdnderten Isotopenwerten gleich hoch war, was den entsprechenden Test als nicht sinnvoll
fiir die Vorhersage modifizierter Isotopenwerte erscheinen liefs. Hohere Werte zeigten eine bes-
sere Eignung der Indikatoren an (Parikh et al. 2009).

Alle statistischen Analysen der vorliegenden Arbeit, sofern nicht anders angegeben, wurden mit-
hilfe der Software SPSS (Version 20, IBM) durchgefiihrt. Die Erstellung von Grafiken erfolgte mit
SPSS, Excel (Office 2013, Microsoft) bzw. [llustrator (CS2, Adobe).
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4. Ergebnisse

Da sich die vorliegende Arbeit hauptsichlich auf die Charakterisierung frither diagenetischer Ver-
anderungen nach kurzen Liegezeiten fokussiert sowie die Auswirkungen der im Labor kiinstlich
beschleunigten Knochendegradation auf den urspriinglichen Zustand des Gewebes untersucht,
wurden neben der summarischen Analyse des gesamten Stichprobenkomplexes auch die einzel-
nen Probenkollektive getrennt beurteilt.

Das Kapitel wurde thematisch in vier Subgruppen gegliedert, welche zunachst die intrastruktu-
relle Auswertung der Einzelparameter auf makroskopischer, mikrostruktureller, biomolekularer
und nanostruktureller Ebene behandelte (4.1). Im zweiten Abschnitt wurden die analysierten
Merkmale bzw. deren Variabilitidt aufgrund der zumeist mangelnden Normalverteilung der Daten
mittels Rangkorrelationsanalysen (siehe 3.10) auf statistische Zusammenhange hin untersucht
(4.2), und schlieRlich wurde der potenzielle Einfluss intrinsischer und extrinsischer Faktoren auf
den Knochenerhalt dargestellt (4.3). Das letzte Kapitel des Ergebnisteils befasste sich im Zuge der
schliefSenden Statistik mit den Auswirkungen der beobachteten Merkmalsveranderungen auf das
Verhaltnis der stabilen Isotope der organischen und anorganischen Knochenfraktion. Dabei wur-
den zunachst die Beobachtungen aus den experimentellen Degradationsversuchen, bei welchen
die in vivo erworbene Ausgangs-Isotopensignatur bekannt war und Veranderungen sicher ange-
sprochen werden konnten, ausgewertet und anschliefiend auf die in situ degradierten Proben
extrapoliert.

Die Tabellen mit allen den Berechnungen zugrunde liegenden Rohdaten finden sich im Anhang
unter Punkt a, die Aufnahmen der histologischen Schnitte, die Aminosaure-Chromatogramme

sowie die FTIR- und Raman-Spektren auf dem beiliegenden Datentrager.

87



4. ERGEBNISSE

4.1 Merkmalsbeschreibung und Untersuchung diagenetischer Veran-

derungen auf intrastruktureller Ebene

Der erste Abschnitt des Ergebnisteils widmet sich der deskriptiven Darstellung der Ergebnisse
aus den Untersuchungen zur Charakterisierung diagenetischer Veranderungen zundchst der
mikrostrukturellen, dann der biomolekularen und schlief3lich der nanostrukturellen 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 konnten (siehe
4.3.1).

4.1.1 Bodenanalyse

Es standen fiir alle vom Fundkomplex Westfriedhof untersuchten Graber (n = 50) Bodenproben
fiir die Analyse zur Verfiigung, welche direkt aus dem Bestattungsbereich entnommen wurden.
Bei libereinander liegenden Grabern (a bzw. b) wurde jeweils eine Erdprobe pro Stratum akqui-
riert. Die nach der Bestimmung anhand der Munsell Bodenfarbkarten beobachtete Farbverteilung
istin Abb. 4.1 dargestellt.

25
44%
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22%
10

109
8% /0

5
6%
. 4% 4%
2%
0 = i i .

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. 4.1 Frequenz der Farbgebung der untersuchten Bodenproben. Die Farbe der Balken entspricht in
etwa dem jeweiligen Farbcode der Munsell-Bodenfarbkarten.

Dabei wies die Textur des Bodens in den meisten Fallen einen mehr oder weniger hohen Sandan-

teil auf. Abb. 4.2 zeigt eine Ubersicht iiber die Haufigkeitsverteilung der charakterisierten Textur-

typen.
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Tonlehm

Toniger Sand
Schluffiger Lehm
Sandiger Tonlehm
Sandiger Lehm
Sand

Mittlerer Ton

Lehmiger Sand

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Abb. 4.2 Ubersicht iiber die Verteilung der Texturtypen der Bodenproben. Etwa ein Drittel der untersuchten Proben
bestand aus sandigem Lehm.

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

Die Messungen des pH-Werts 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 und damit im neutralen bis
leicht alkalischen Milieu.

Der Grof3teil der analysierten Proben wies einen hohen Carbonatgehalt auf (54 %, n = 27), 20 %
(n = 10) zeigten eine maflige Reaktion mit Sdure und wurden danach als mittelmafdig carbonat-
haltig eingeschatzt. 26 % (n = 13) der Erdproben reagierten kaum mit der zugegebenen Saure,
was auf einen niedrigen Carbonatanteil im Boden hinweist. Dass Proben gar keine Reaktion zeigen

und damit kein Carbonat enthalten, wurde in keinem der Fille beobachtet.

Uberraschenderweise konnte lediglich zwischen Bodenfarbe und -konsistenz eine hoch signifi-
kante Korrelation nachgewiesen werden (%2 nach Pearson, y2= 0,000, Cramer’s V = 0,728), zwi-
schen allen anderen Bodenparametern bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang.
Auch die Farbung der Boden liefd nicht auf die Textur schliefien. So ist die am haufigsten beobach-
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 2.5YR/6 /4 waren nur bei Sand und sandigem Lehm
vertreten. Jedoch zeigten sich die meisten Texturtypen in ihrer Farbung variabel und konnten an-
hand ihrer Farbe auch nicht sinnvoll in Grofégruppen wie Tone oder Lehme eingeteilt werden.
Auch im Hinblick auf die Verteilung der gemessenen pH-Werte iiber die Bodentextur-Typen lief3
sich kein eindeutiges Bild entwerfen, da bei einigen Bodenarten eine sehr starke Streuung beob-
achtet werden konnte.

Ebenso bestand kein klarer Zusammenhang zwischen dem gemessenen pH-Wert des Bodens und
dem Carbonatgehalt. Jedoch lief3 sich feststellen, dass bei pH-Werten im sauren Bereich (< 7,0)
nur mafdige bis hohe Carbonatkonzentrationen anzutreffen waren, wahrend ein geringer Carbo-

natgehalt erst bei hoheren pH-Werten auftrat.
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4.1.2 Makro- und mikrostrukturelle Diagenesemerkmale

4.1.2.1 Makroskopisch beobachtbare Merkmale friither Dekompositionsphasen

Probenkollektiv Westfriedhof: makroskopische Besonderheiten der Frithdiagenese bei Erdbe-
stattung

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

An den Knochen fanden sich zum Teil grofiere Bereiche mit deutlichen weifden Ablagerungen,
welche als Fettwachs identifiziert wurden, jedoch war in den meisten Fillen eher das Knochen-
mark von Adipocirebildung betroffen (12 %, n= 6, siehe Abb. 4.3).

In einem Fall (WF 10) war das Knochenmark vollstindig in eine schwarze, erdige Masse umge-

wandelt worden.

Abb. 4.3 Adipocirebildung am proximalen Ende einer Tibia (WF 14b, links). Bei 8% der untersuchten Knochen
war das Knochenmark in Fettwachs umgewandelt (rechts, ebenfalls WF 14b).

Taphonomieexperiment Bayerischer Wald: Frithdiagenese unbestatteter Kadaver

Die im Frithsommer auf dem Geldnde des Nationalparks Bayerischer Wald im Zuge einer wildbio-
logischen Studie ausgelegten Rehkadaver waren bereits nach zwei bis drei Wochen vollstiandig
skelettiert. Details zu der Aktivitit von Insekten und Wirbeltieren in den Phasen der Weichge-
webszersetzung sowie der exakt protokollierte Masseverlust des Kadavers iiber die Zeit finden
sich bei Fiderer (2011). Die Auswertung der Bilder von den Wildkameras zeigte, dass die Kadaver
von Reh 2, 3 und 4 nicht durch Aasfresser genutzt, sondern lediglich von Insekten besiedelt wur-

den. Jedoch war die Rate des relativen Fleischverlustes an diesen Tieren vergleichbar mit den
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tibrigen Individuen (siehe 2.4), da an allen Standorten die Madenkonkurrenz hinsichtlich der Ka-
davernutzung enorm war. Sechs der zehn Rehe trugen zum Zeitpunkt des Todes ihre Winterdecke,
bei den iibrigen war der Fellwechsel grofdtenteils abgeschlossen. Das lange, dichte Haar des Win-
terfells verhielt sich im Laufe der Dekomposition anders als das kurze Sommerfell, welches insge-
samt langer am Korper verblieb, wahrend das Winterfell innerhalb von acht bis 10 Tagen ausfiel
und um den Kadaver herum verteilt war (vgl. Abb. 4.4). Jedoch hatte auch die Beschaffenheit der
Decke keinen Einfluss auf die Rate des Fleischverlustes. Die Skelettierungsgeschwindigkeit folgte

teilweise der temperaturabhingigen Formel von Vass (2001),

1285
y =

X

Legt man fiir den ersten Auslegungszeitraum (Reh 1 - 5) vom 06.05. bis zum 26.05.2011 die
durchschnittliche Tagestemperatur von 13,8°C37 zugrunde und rechnet die auf Menschen ange-
passte Formel (angenommenes Durchschnittsgewicht 75 kg) auf den leichtesten Jahrling (Reh 2,
19,2 kg) sowie den schwersten Bock (Reh 3, 30,8 kg) um, erhalt man eine durchschnittliche Ske-

lettierungsdauer von 24 bzw. 38 Tagen.

Abb. 4.4 Unterschiede in der Dekomposition zwischen Kadavern mit Sommerdecke (links) und Winterdecke
(rechts). Innerhalb weniger Tage waren die Haare des Winterfells vollstdndig ausgefallen und bildeten durch
die dicke Unterwolle einen dichten Filz um den Kérper (Bilder aus Fiderer 2011).

Flr den zweiten Auslegungszeitraum vom 06.06. bis zum 26.06.2011 (Reh 6 - Reh 10) ergibt sich
bei durchschnittlich 12,9°C eine Dauer von 23 bis 34 Tagen bis zur vollstandigen Dekomposition
des Weichgewebes. Fiir die leichteren Rehe stellt die Formel damit eine relativ gute Anndherung
dar, wihrend der theoretische Dekompositionszeitraum fiir die schweren Kadaver als zu lang ein-
geschatzt wird. Die Geschwindigkeit des Fleischverlustes korrelierte dabei nicht mit dem Aus-
gangsgewicht des Rehkorpers. Die ldngste Dekompositionsdauer zeigte Reh 10, ein mit 17,4 kg
sehr leichter Jahrling. Dagegen erfolgte der rapideste Fleischverlust bei Reh 9, dem mit 25,3 kg
zweitschwersten Bock der Serie. Die Aasfresseraktivitit war mit der Nutzung der jeweiligen Ka-

daver durch Rotfuchs (Vulpes vulpes) bzw. Dachs (Meles meles) anndhernd vergleichbar, und auch

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

Beim ersten Beprobungsbesuch der Depositionsstellen am 27.07.2011 (72 bzw. 51 Tage nach der
Auslegung 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 Mittelfuf3knochen mehr aufgefunden
werden konnten (Tibia bzw. Humerus, vgl. Tabelle 2.11 unter 2.4). Die beprobten Knochen waren
mehrheitlich dufierlich unbeschadigt und zeigten keine Anzeichen von Verwitterung nach dem
Schema von Behrensmeyer (1978). Lediglich die Probe von Reh 6 wies feine longitudinale Risse
und damit Verwitterungsstufe 1 auf, der Knochen von Reh 1 zeigte am proximalen Ende Spuren
von Tierfrafd (Tabelle 4.1). Bei der zweiten Beprobung am 10.11.2011 (157 bzw. 178 Tage nach
der Auslegung) war es bereits schwierig, jeweils noch einen Langknochen an den Ablageplatzen
aufzufinden. Einer der Knochen zeigte deutliche Beschadigungen durch Tierfrafs in Form von
Annagen im proximalen Epiphysenbereich (Reh 4), bei drei weiteren (Reh 1, Reh 7, Reh 10) war
die Diaphyse mehr oder weniger stark zersplittert. Bei Reh 1 und Reh 7 kann nicht ausgeschlossen
werden, dass dieser Befund eine Folge des fiir den Tod ursachlichen Verkehrsunfalls war, Reh 10
jedoch wurde durch einen Schuss in den Thorax erlegt. Die Zersplitterung des Knochens diirfte
somit auf die Aktivitidt von Wildschweinen (Sus scrofa) zuriickgefiithrt werden.

Auf fiinf der Proben hatte sich weiterhin ein ausgedehnter Algenbewuchs ausgebreitet. Anzeichen
von Verwitterung (nach Behrensmeyer 1978) waren in vier Fillen erkennbar, welche sich aus-
schliefilich als longitudinale Risse in der Diaphyse der Knochen dufderten (Tabelle 4.1).

Beim spateren Aufsagen der Knochen im Zuge der Probenentnahme fiir weitere Analysen fanden
sichin der Markhohle von 3 Knochen des ersten und 2 Knochen des zweiten Beprobungsintervalls
zahlreiche Fliegenmaden (Abb. 4.5).

Tabelle 4.1 fasst alle makroskopisch beobachtbaren taphonomischen Charakteristika an den un-

tersuchten Skelettelementen der Rehe in einer Ubersicht zusammen.
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Tabelle 4.1 Ubersicht iiber den makroskopischen Zustand der akquirierten Skelettelemente nach beiden Beprobungs-
intervallen.

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

Probe Skelettelement Beschidigung Verwitterungsgrad Maden in Markhéhle
Reh 1 Tibia Tierfraf 0
Reh 2 Metacarpus - 0
Reh 3 Humerus - 0 -
Reh 4 Metacarpus - 0 -
Reh 5 Metatarsus - 0 -
Reh 6 Humerus - 1 X
Reh 7 Metatarsus - 0 -
Reh 8 Metacarpus - 0 -
Reh 9 Metatarsus - 0 -
Reh10  Metatarsus - 0 -
157 (Reh 1 - 5) bzw. 178 Tage (Reh 6 - 10) nach Auslegung
Probe Skelettelement Beschadigung Verwitterungsgrad Maden in Markhéhle
Reh 1 Femur prox. und dist. Ende 1 (Risse) i
fehlen, Tierfraf3

Reh 2 Metacarpus Algenbewuchs 0 -
Reh 3 Radius und Ulna - 0 -
Reh 4 Tibia dist. Ende fehlt, 0

Tierfrafl X
Reh 5 Humerus - 1 (Risse) X
Reh 6 Radius Algenbewuchs 1 (Risse) -
Reh 7 Tibia Algenbewuchs, dist. 1 (Risse) i

Ende fehlt

Reh 8 Metacarpus Algenbewuchs 0 -
Reh 9 Metatarsus Algenbewuchs 0 -
Reh10  Langknochenfrag- Tierfraf} 0

mente (Tibia u.a.)

Abb. 4.5 Fliegenmaden in
der Markhohle einer mecha-
nisch intakten Tibia (Reh 1).

4.1.2.2 Histologische Untersuchungen

Mit Ausnahme der 10 frischen Rehknochen, die wiahrend der Auslegung gewonnen wurden, sowie

der Proben aus der experimentellen chemischen Degradation (n = 33) wurden alle restlichen 123

93



4. ERGEBNISSE

Proben der Probenkollektive Westfriedhof, archaologische Knochen, Rehknochen und experi-

mentelle bakterielle Degradation histologisch untersucht.

Biotischer Knochenabbau

Die Auswirkungen mikrobieller Aktivitat auf die Dekomposition der Knochenmikrostruktur wur-
den anhand des Oxford Histologischen Indexes (OHI) iiber den gesamten Knochenquerschnitt be-
urteilt und nicht getrennt nach ihrem periostalen, intermedidren und endostalen Erscheinungs-
bild bewertet, da der mikrostrukturelle Gesamterhaltungszustand entscheidend fiir die Korrela-
tion mit den aus Kollagen und Mineral ermittelten Isotopenwerten ist. Denn auch fiir die in dieser
Arbeit angewandten Isotopenanalysen wurde der Knochen in seiner Gesamtheit analysiert und
nicht nach Bereichen getrennt untersucht. Abb. 4.6 zeigt die ermittelte Verteilung des histologi-

schen Erhaltungszustands aller untersuchter Proben, aufgetrennt nach Stichprobenkollektiven.

Die analysierten Knochen des Fundkomplexes Westfriedhof spiegelten insgesamt die Auswir-
kungen eines beginnenden mikrobiellen Befalls wider. 86 % der Proben (n = 43) wiesen einen
OHI-Wert von 5 auf, also eine weitgehend intakte Mikrostruktur mit héchstens vereinzelt auftre-
tenden Bohrkandilen bzw. vergrofierten Osteozytenlakunen.

Mit 14 % (n = 7) war der Anteil an Proben mit immer noch gut erhaltener, aber bereits zu 5-15 %
mikrobiell zerstorter Bereiche wesentlich weniger haufig vertreten. Schlechtere Erhaltungs-
klassen konnten hier nicht beobachtet werden.

Dabei konnte festgestellt werden, dass die Verteilung der Bohrkanale bei den Proben vom West-
friedhof in den meisten Fallen (52 %) von den Havers’schen Kandlen und Osteozytenlakunen im
inneren Bereich des Knochenquerschnitts ausging, wahrend sich bei 30 % der Proben die Bohr-
kanale auf den periostalen Bereich konzentrierten. Der endostale Bereich war nur wenig von bak-

terieller Zerstorung betroffen.

Im Fall der archiologischen Proben er- W Westfricdhof
Archaologische Knochen
i 3 3 3 an experiment. bakterielle
gab sich ein umgekehrtes Bild. Keine O 5 adation
EZ] Rehlinochen

der Proben konnte der OHI-Klasse 5 zu-
geordnet werden. Bei der Mehrzahl der
Knochen (31,4%, n =11) war die Mikro-
struktur jedoch vollkommen durch bak-
terielle Aktivitdt zerstort (OHI-Klasse
0).
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Abb. 4.6 Verteilung der histologischen Erhal-
tungsgrad-Klassen nach dem Oxford Histologi-

schen Index zur Charakterisierung mikrobieller
Destruktion der Knochenmikrostruktur in den 0
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Die Reprasentierung der Proben in den Stufen zwischen OHI-Klasse 1 und 4 folgte einer exakt
bimodalen Normalverteilung.

Aufgrund der hohen Anzahl an Proben mit vollkommen zerstorter Mikrostruktur lasst sich
schwer abschétzen, von welchem Bereich des Knochenquerschnitts die urspriingliche bakterielle
Invasion ausging. Jedoch lief3en jene Proben, bei welchen noch Reste intakter Mikrostruktur sicht-
bar waren, erkennen, dass meist der innere Compacta-Bereich stiarker von Zerstérung betroffen
war als der endostale oder periostale Rand.

Der Unterschied in der Merkmalsverteilung der beiden bodengelagerten Stichprobensets war sta-
tistisch hoch signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,000).

Die vergleichende Untersuchung der Knochen der unbestatteten Rehkadaver auf bakterielle
Zerstorungsmuster zeigte, dass bereits 14 der 20 Proben einen OHI-Wert von 4 aufwiesen, ledig-
lich 6 Proben hatten noch eine durch Bakterien weitgehend unversehrte Mikrostruktur. Dabei
schien die Ausbreitung der Bohrkanile erneut mehrheitlich (75 %) von den inneren Bereichen
des Knochenquerschnitts auszugehen. Die Lasionen zeigten sich als fokale Destruktionen, welche
sich von den Osteocytenlakunen aus in das umliegende Gewebe ausbreiteten (Abb. 4.7).

Bei den Knochen des ersten Beprobungszeitraums wies immerhin bereits die Halfte deutliche Zei-
chen mikrobieller Aktivitat auf (OHI 4 bei 5 von 10 Proben), und nach dem zweiten Beprobungs-
besuch zeigten fast alle untersuchten Knochen deutliche bakterielle Zerstérungsmuster (OHI 4
bei 9 von 10 Proben).

Abb. 4.7 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 angeimpften fri-
schen humanen Knochenproben diente die histologische Untersuchung in erster Linie der Kon-
trolle, ob die Bakterien in den Knochen eindringen, in diesem wachsen und mikrostrukturelle Zer-
storungsmuster hervorrufen konnten, welche schliefdlich Auswirkungen auf das Verhaltnis der

stabilen Isotope des Gewebes haben konnten.
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Bei der aeroben Inkubation zeigte sich bei den mit Pseudomonas fluorescens angeimpften Proben
ein nach etwa einer Woche einsetzender Schimmelbewuchs, welcher sich im Laufe der Inkuba-
tionszeit auf die meisten Proben ausbreitete und bei Femur 3 besonders intensiv ausgepragt war.

Auch die Kontrollen waren hiervon betroffen (siehe Abb. 4.8).

Abb. 4.8 Erscheinungsbild der Agarplatten mit den angeimpften Knochenstiicken iiber die aerobe Inkubationszeit. Oben:
Femur 2, Pseudomonas fluorescens. drei Tage nach Ausplattierung (a), 27 Tage nach Ausplattierung (b) und nach 9-mo-
natiger Inkubation (c). Etwa eine Woche nach der Auslegung der Knochen zeigte sich auf einigen Proben Schimmel-
bildung. Mitte: Femur 1, Streptomyces griseus, zwei Wochen nach der Inokulation (links) und nach 9-monatiger Inkuba-
tionszeit (rechts). Die mit S. griseus beimpften Knochen zeigten keine Kontamination durch andere Bakterien oder
Schimmel. Unten: Auch die drei unbeimpften Kontrollen (von links nach rechts: Femur 1, 2 und 3) wiesen am Ende der
Inkubationszeit Kontaminationen durch Fremdkeime oder Schimmel auf.

Da die Kontaminationen von den Knochen selbst ausgingen und nicht vom Medium, werden die
Verunreinigungen nicht auf unsteriles Arbeiten wahrend der Auslegung, sondern auf in den
Knochen eingeschleppte Sporen zuriickgefiihrt, welche durch die Bestrahlung mit kurzwelligem
UV-Licht nicht abgetotet werden konnten und wahrend der Inkubation schliefdlich aufwuchsen.

Keine Kontaminationen mit Fremdkeimen oder Schimmel wurden bei den mit Streptomyces
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griseus beimpften Knochen festgestellt, was auf die effektive biozide Wirkung der von dem
Bakterium produzierten Antibiotika zuriickzufiihren sein dirfte.

Bei der anaeroben Inkubation konnte deren Verlauf nur schwer tiberwacht werden, da die Proben
in der Anaerobierbox nicht eingesehen werden konnten. Beim Offnen der Box am Ende des 6-
monatigen Inkubationszeitraums wurde jedoch deutlich, dass sich im Fall der anaeroben bakteri-
ellen Inokulation ebenfalls Kontaminationen vermutlich fakultativ anaerober Keime oder Schim-

mel an den Proben festgesetzt hatten (Abb. 4.9). Auch hier waren zwei der drei Kontrollen be-

troffen, jedoch in einem relativ geringen Ausmaf3.

77

Abb. 4.9 Erscheinungsbild der mit anaeroben Bakterien angeimpften Femurproben nach 6-monatiger Inkubationszeit
und nach erfolgter Gamma-Bestrahlung. Obere Reihe: Clostridium histolyticum, untere Reihe Prevotella melaninogenica
(Femur 1 bis 3 jeweils von links nach rechts). Die Pfeile bezeichnen die mutmafilich von den angeimpften Stimmen
hervorgerufenen Kolonien.

Die in Abb. 4.9 mit Pfeilen gekennzeichneten graulichen bzw. grau-weifden Kolonien werden mit
Clostridium histolyticum bzw. Prevotella melaninogenica in Verbindung gebracht.

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

Daesinder Studie jedoch nichtin erster Linie darum ging, die Bakterien in Reinkultur anzuziehen,
sondern die Auswirkungen der Besiedlung von Knochen mit Mikroorganismen zu untersuchen,
wurde der Befall mit Schimmel nicht als schwerwiegende Komplikation angesehen und die Aus-

wertung wurde fortgesetzt.

Insgesamt wiesen bei der histologischen Untersuchung 12 der 18 Proben einen OHI-Wert von 5
auf, zeigten also keine oder nur vereinzelte Bohrkanile. Darunter waren alle 6 Kontrollen. Bei den
mit aeroben Keimen beimpften Knochen zeigte lediglich eine Probe einen OHI-Wert von 5, die am

starksten von Schimmel betroffene Probe Femur 3, P. fluorescens. Bei den restlichen waren bereits
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grofdflachigere Zerstorungsmuster erkennbar (OHI-Wert 4), welche verdeutlichten, dass die
bakterielle Aktivitit einen sichtbaren Einfluss auf den Knochen hatte.

Die Proben des anaeroben Degradationsversuchs zeigten bei der Auswertung ein genau umge-
kehrtes Bild. Hier wiesen alle Proben bis auf eine Ausnahme (Femur 2, P. melaninogenica) einen
OHI-Wert von 5 auf.

Anders als bei den bodengelagerten Proben sowie den unbestatteten Rehkadavern waren bei den
mit Bakterien beimpften Knochen die Bohrkandle eher am periostalen und endostalen Rand des
Querschnitts lokalisiert bzw. gleichformig iiber den gesamten Querschnitt verstreut (Abb. 4.10).
Das geringere Auftreten von Bohrkandlen in den mit anaeroben Bakterien beimpften Knochen im
Vergleich zu den mit aeroben Keimen inokulierten Proben kdnnte auf die drei Monate kiirzere
Inkubationszeit zuriickzufiihren sein, denn auch bei OHI-Werten von 5 waren in den meisten Pro-
ben vereinzelte Bohrkanéle auszumachen.

Jedoch bestanden gegen eine langere Inkubationszeit Bedenken hinsichtlich der Gasentwicklung

innerhalb der Anaerobierbox, weshalb die Inkubation nach 6 Monaten abgebrochen wurde.

Abb. 4.10 Bakteriell induzierte fokale Lasionen in den intentionell beimpften frischen Knochenproben. Links: Aerobe
bakterielle Degradation (Femur 2, S. griseus, Polfilter, 100x). Rechts: Anaerobe bakterielle Degradation (Femur 2, P. me-
laninogenica, Hellfeld, 100x).

Huminstoffeinwanderung und andere organische Kontaminationen

Da sich die Infiltration von Huminstoffen in den Knochen potenziell erheblich auf den Kollagener-
halt bzw. den Extraktionserfolg des Kollagens auswirken kann (siehe 1.3.3), wurde bei der histo-
logischen Analyse der Proben auch der Einfluss von Huminstoffen auf das Gewebe erfasst.

Dabei wurde die Einwanderung von Huminstoffen in das Knochengewebe nur fiir die bodengela-
gerten Proben iiberpriift (n = 75), da Huminstoffe, mit Ausnahme der internen Humifizierung
durch knocheneigene organische Bestandteile, aus dem Bestattungssediment 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 fiir jede Probe digital aus-
gemessen. Dabei wurde deutlich, dass bei der Mehrzahl der Proben (74,1 %) lediglich der perios-
tale Rand bis zu einer Tiefe von 100 um von einer Einwanderung von Huminstoffen betroffen war.
In 12,9 % der Fille drangen die Huminstoffe bis 500 pum weit in das Innere des Knochens vor, und
ebenso 12,9 % zeigten eine noch tiefer gehende Braunfarbung des Gewebes. Die beobachtete Ver-
teilung zwischen den Stichproben unterschied
sich dabei statistisch signifikant (Mann-
Whitney-U-Test, p = 0,018). Es konnte festge-
stellt werden, dass im Probenkollektiv West-
friedhof Huminstoffe im Schnitt tiefer einge-
drungen waren als bei den archéologischen Kno-
chen (siehe Abb. 4.11).

Abb. 4.11 Huminstoffeinwanderung in die Probe WF 34 (Lie-
gezeit 33 Jahre). Besonders haufig wurde eine Auflésung der
periostalen Strukturen beobachtet, welche dann vollstandig
durchgefarbt waren.

Huminstoffe waren nicht die einzige Quelle anhand histologischer Schnitte festgestellter organi-
scher Kontaminationen in den Knochen, welche durch ihren Beitrag an Kohlenstoff und Stickstoff
einen Einfluss auf die Ergebnisse der Analyse stabiler Isotope haben kdnnen. Die im Folgenden
beschriebenen Merkmale wurden jedoch ausschliefilich bei den friihdiagenetisch verianderten
Proben des Kollektivs Westfriedhof festgestellt. Dabei fanden sich vereinzelt Reste korpereigener
organischer Substanz wie die Uberreste des vaskuldren Systems in den Havers’schen Kanilen
oder die physiologischen Hohlraume ausfiillendes Fettwachs, welches auch nach fiinftigiger Ent-
fettung mit Diethylether im Soxhlet und Reinigung im Ultraschallbad nicht aus den Knochen ent-
fernt werden konnte (Abb. 4.12).

Abb. 4.12 Organische Reste in den Knochen mit Liegezeiten unter 60 Jahren. Links: Uberreste des vaskuldren Systems
in den Havers’schen Kanélen (WF 14b). Rechts: Fettwachs entlang des endostalen Randes und in den physiologi-
schen Hohlrdumen der Campacta (WF 3).

Aber in einigen Fallen konnte auch exogenes organisches Material detektiert werden. So wiesen

10% der Proben (n = 5) eine Kontamination mit Pilzsporen bzw. Fruchtkérpern von Pilzen auf,
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welche nicht auf die Randbereiche beschrankt waren, sondern auch in Hohlrdumen im Inneren
des Querschnitts beobachtet wurden (Abb. 4.13).

Abb. 4.13 Pilzsporen (links) bzw. mutmafilich keimende Sporen (rechts) innerhalb der Compacta der Proben WF 31
(Hellfeld, 400x) und WF 37 (Hellfeld, 200x).

Bei zwei Proben (WF 10, WF 20b) fanden sich auflerdem Konglomerate von wurmférmigen Or-
ganismen in den physiologischen Lakunen der Compacta (Abb. 4.14). Da die entsprechenden Kno-
chen dufderlich unbeschadigt waren, mussten diese iiber die Foramina nutritia in das Innere der
Knochen eingedrungen sein. Bei einer der Proben, in welcher mutmafiliche Wiirmer gefunden
wurden (WF 20b), waren ebenso zahlreiche Pilzsporen im Inneren des Querschnitts beobachtet

worden.

Abb. 4.14 Wurmformige Organismen in den Havers’schen Kandlen der Proben WF 10 (links) und WF 20b (rechts).
Aufnahme jeweils Hellfeld, 400x.

Rekristallisation und Sekundarmineralisation

Im histologischen Bild zeigten sich nicht nur organische Degradationsartefakte, auch konnten di-

verse Verdnderungen der mineralischen Komponente ausgemacht werden. Auféer bei den Proben
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der experimentellen bakteriellen Degradation waren alle mikrostrukturell untersuchten Proben-
komplexe von mineralischen Alterationen betroffen.

Dabei zeigten sich diese im Fall der Knochen vom Westfriedhof hauptsachlich als periostale Auf-
losungen des Minerals und diffuse Rekristallisation (12 %, n = 6). Nur bei einer Probe (WF 18)

wurde eine authigene Kristallbildung im Inneren des Knochenquerschnitts vermutet (Abb. 4.15).

Abb. 4.15 Bei den frithdiagenetisch veranderten Proben vom Westfriedhof beobachtete mineralische Veranderungen.
Links: Periostale Auflésung und Rekristallisation des Knochenminerals (WF 27, Hellfeld, 200x). Rechts: Bildung kris-
talliner Strukturen innerhalb einer Resorptionslakune (WF 18, Hellfeld, 200x).

Bei den archéologischen Proben wiesen insgesamt 21 der 35 untersuchten Knochen (60 %) mi-
kroskopisch sichtbare Verdnderungen an der mineralischen Matrix auf. Davon zeigten 7 Proben
periostale Rekristallisationsmuster, wahrend in 12 Knochen die Bildung authigener Kristallaggre-
gate stattgefunden hat (siehe Abb. 4.16).

Abb. 4.16 Bildung authigener Kristallphasen in den archédologischen Knochen BrA 10 (links, Differential-
interferenzkontrast, 400x) und BrA 12 (rechts, Polfilter, 50x).

Diese Beobachtung war dabei nicht fundortspezifisch, sondern umfasste Vertreter von fast allen
untersuchten Fundplatzen und Zeitstellungen. Probe OTZ 1 wies zudem eine weitere Beson-
derheit in Form einer bereits makroskopisch erkennbaren intensiv griinen Verfarbung des Kno-
chens auf, welche auch im histologischen Schnitt deutlich zutage trat und auf die Bildung von

Griinspan zuriickgefiihrt werden diirfte.
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Die histologische Untersuchung des unbestatteten tierischen Vergleichkollektivs zeigte bereits
nach sehr kurzer Liegezeit Alterationen der mi-
neralischen Matrix in Form eines lokalen Rekris-
tallisationsmusters im Bereich bakterieller
Bohrkanale innerhalb der Compacta (Reh 4,178
Tage). Dies weist auf eine starke Ansduerung des
Bereichs durch die Aktivitdt der Mikroorganis-
men hin (Abb. 4.17).

. Abb. 4.17 Mit mikrobiellen Bohrkanilen assoziierte Re-
" kristallisationsmuster im Knochen von Reh 4, 178 Tage
+ %~ nach der Auslegung des Kadavers (Differentialinterferenz-
=M kontrast, 400x).

Histopathologie

Die Registrierung mikrostrukturell sichtbarer pathologischer Auffilligkeiten ist ein wichtiger
Baustein fiir die Interpretation der Daten aus der Analyse der stabilen Isotope des Kollagens und
der mineralischen Fraktion des Knochens, da jene die Normwerte des Gewebes eventuell ebenso
verschieben kdnnen wie degradative Effekte und daher zu falschen Schlussfolgerungen hinsicht-

lich des Erhaltungszustands des Knochens fiihren kénnten.

Insgesamt zeigte eine grofde Anzahl von Proben histologische Auffilligkeiten, wobei sich die Pro-
benkollektive in ihrer Grundtendenz voneinander unterschieden. So wiesen mit 54 % tber die
Halfte der Proben des Kollektivs Westfriedhof (n = 27), 17,1 % der archaologischen Proben (n =
6) sowie 9 der 20 untersuchten Rehknochen diverse Auffalligkeiten auf. Dabei fiel bei den Proben
des Westfriedhofs die besonders hohe Osteoporose-Frequenz auf. So waren hier insgesamt 76 %
der Knochen (n = 38) von mittelschwerer bis hochgradiger Knochenresorption betroffen. Bei den
Proben des archiologischen Stichprobenkomplexes betrug die Rate mittlerer bis schwerer Osteo-
porosefalle immerhin 45,7 % (n = 16).

Auch bei den tierischen Vergleichsproben zeigte ein Viertel der 20 Knochen deutliche bis hoch-
gradige Anzeichen von Knochenresorption.

In Bezug auf periostale Reaktionen wie Porositidten bzw. Auflagerungen zeigten die Proben vom
Westfriedhof mit 20 % registrierter Falle (n = 10) eine relativ hohe Frequenz, wahrend bei den
archaologischen Proben nur ein solcher Fall beobachtet wurde. Bei den analysierten Rehknochen
wiesen mit 9 von 20 Proben fast die Halfte zum Teil massive periostale Auflagerungen auf (Abb.
4.18).
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Abb. 4.18 Periostale Reaktionen an den histologisch untersuchten Knochen. Links: Periostale Porositdt, WF 19
(Hellfeld, 50x). Rechts: Periostale Auflagerung, Reh 10, 51 Tage (Differenzialinterferenzkontrast, 100x).

Eine weitere mikrostrukturelle Auffalligkeit, welche in den histologischen Schnitten einer Probe
vom Westfriedhof (WF 21a) und 4 der archdologischen Knochen (11,4 %) beobachtet wurde, war
das Auftreten von Haltelinien (Lines of Arrested Growth, LAGs, siehe Abb. 4.19, links).

Jeweils ein Knochen des archédologischen Probenkollektivs (OTZ 1) und des Westfriedhofs (WF
21a) wiesen zusatzlich zu den zahlreich festgestellten Haltelinien weiterhin einen gestérten Kno-
chenumbau auf, welcher sich in einem fiir das Alter der Individuen untypisch niedrigen Anteil

sekundar osteonalen Knochens widerspiegelt (Abb. 4.19, rechts).

Abb. 4.19 Links: Zahlreiche Haltelinien (Pfeile) im Querschnitt der archdologischen Probe OTZ 1 (Hellfeld, 50x). Rechts:
Gestorter Knochenumbau in Probe WF 21a (Hellfeld, 50x). Es handelt sich hierbei um den Querschnitt des Knochens
eines 67-jahrigen Mannes, welcher fiir das Alter erheblich zu wenig sekundér osteonalen Knochen zeigt. Auch in diesem
Schnitt sind zahlreiche Haltelinien erkennbar.
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4.1.3 Charakterisierung des Kollagenerhalts

Alle 169 Proben wurden einer Kollagenextraktion unterzogen, und in allen Fallen konnten zumin-
dest Spuren von organischer Substanz extrahiert werden. Lediglich in einem Fall (experimentelle
chemische Degradation, Femur 3, Tag 32) war die Ausbeute so gering, dass eine massenspektro-
metrische Analyse der Probe nicht moglich war. Ebenso konnte bei insgesamt 4 Proben keine
Aminosaureanalyse durchgefiihrt werden, da die Prioritét in erster Linie auf der Ermittlung der
isotopischen Zusammensetzung des Kollagens lag und somit fiir die chromatographische Protein-
analytik nicht mehr genug Extrakt verfiigbar war. Dabei handelte es sich um beide Proben des
archdologischen Fundplatzes Maisach-Gernlinden (MG 1087, MG 1340) sowie zwei Proben der
experimentellen chemischen Degradation (Femur 2, Tag 32, Femur 3, Tag 32).

Bei den unbestatteten Rehknochen wurde aus Kostengriinden lediglich die Halfte des Kollektivs

(n = 15) massenspektrometrisch und chromatographisch untersucht.

4.1.3.1 Kollagenausbeute nach Extraktion, prozentualer Anteil von C und N und molares
C/N-Verhaltnis

Das prozentuale Gewicht des Kollagenextrakts ist ein Maf$ fiir den Anteil der organischen Sub-
stanz am Gesamtgewicht des eingesetzten Knochenpulvers. Die in der vorliegenden Studie ermit-
telten Gewichtsanteile fiir Kollagen aus den frischen, diagenetisch unveranderten humanen Kno-
chen (n =3) betrugen 11,7 %, 14,4 % bzw. 20,9 %, alle anderen Proben, auch die frischen Rehkno-
chen (10,0 % - 14,1 %), lagen zum Teil deutlich unter diesen Werten.

Da das Kollagen des Knochens im Normalfall eine recht homogene Aminosdaurezusammensetzung
aufweist, sollten sich auch die prozentualen Anteile der Kohlenstoff- und Stickstoffatome in einem
konstanten, eng gefassten Rahmen bewegen. Die fiir die diagenetisch unveranderten humanen
Referenzproben ermittelten prozentualen Anteile von Kohlenstoff und Stickstoff aus dem Kolla-
gen des Knochens betrugen zwischen 42,7 % und 44,9 % fiir C und zwischen 15,1 % und 16,2 %
fiir N. Alle analysierten Stichprobenkollektive wiesen deutlich breitere Spannen auf und unter-

schieden sich untereinander signifikant (Kruskal-Wallis-H-Test, p = 0,000).

Der molare C/N-Quotient ergibt sich aus den prozentualen Anteilen der Kohlenstoff- und Stick-
stoffatome am Kollagen unter Berticksichtigung des Molekulargewichts und ist der am haufigsten
verwendete Qualitatsindikator fiir den Erhaltungszustand fiir Kollagen (siehe 1.5.1). Die frischen
humanen Referenzknochen zeigten eine eng gefasste Wertespanne von 3,22 bis 3,35, welche von
den degradativ veranderten Proben meist eingehalten bzw. zum Teil deutlich unterschritten wur-
de, wenn ein extremer Ausreifder bei den chemisch degradierten Knochen (Femur 2, Tag 32: 9,56)
ausgeklammert wird. Lediglich im Fall der archdologischen Proben wurde die von den frischen

Knochen vorgegebene Spanne mehrheitlich auch deutlich iiberschritten (63 %, n = 22). Die mola-
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ren C/N-Werte der tierischen Vergleichsknochen lagen dagegen alle deutlich unterhalb der vor-
gegebenen Spanne (siehe Tabelle 4.2). Dies wirft die Frage nach einer direkten Vergleichbarkeit
zwischen tierischen und menschlichen Knochen auf.

Die Verteilung der erhobenen molaren C/N-Werte unterschied sich zwischen den Stichproben
signifikant (Kruskal-Wallis-H-Test, p = 0,000).

In Tabelle 4.2 sowie Abb. 4.20 sind die in den einzelnen Stichproben ermittelten Minima, Maxima
und Mediane (Mittelwert im Fall der frischen Referenzproben) in einer Ubersicht zusammenge-
fasst. Zur besseren grafischen Veranschaulichung wurden die beiden extremen Ausreifier hin-
sichtlich der molaren C/N-Werte bei der experimentellen chemischen Degradation (Femur 2, Tag
28: C/N-molar = 0,72; Femur 2, Tag 32: C/N-molar = 9,56) nicht abgebildet.

Tabelle 4.2 Haufigkeitsverteilung der ermittelten Kollagenparameter in den untersuchten Stichproben.

Gew % Kollagen % C %N C/N

Probenkollektiv n | Min Max X/X 20 |Min Max X/X 20 Min Max X/X 20 Min Max X/X 20

Frische hum.
Knochen

Westfriedhof 50| 26 128 7,6 23372 487 430 20 11,5 175 11,5 07 28 34 32 01
Archéol. Proben 35| 0,2 12,2 49 35|193 49,7 40,1 62 70 168 138 21 30 36 33 02
Rehknochen 30| 74 145 11,2 1,8(385 553 43,5 47 145 205 160 1,7 31 32 31 00
Exp.chem. Degr. 33| 0,1 22,1 10,6 58| 50 47,0 37,7 13,7 12 174 146 45 07 96 32 14
Exp. bakt. Degr. 18| 89 153 13,8 1,7|34,3 51,2 453 34 125 186 125 11 30 33 32 01

31117 209 15,7 3,9|42,7 449 43,7 10 151 162 156 04 32 34 33 01
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Experimentelle chemische Degradation

Die iiber 32 Tage in heifem Wasser inkubierten Knochenproben zeigten erwartungsgemaf eine
grofde Spanne in der Verteilung des prozentualen Gewichtsanteils von Kollagen. Generell
schwankten die Proben nach einem initialen Abfall der Werte bis zum 12. bis 14. Inkubationstag
um einen mittleren Wert von 12,4 % (mittlere Standardabweichung 2,4 %). Dabei verlief der ini-
tiale Kollagenverlust in den drei Proben unterschiedlich. Femur 1 verlor innerhalb der ersten 8
Tage relativ konstant 26 % des prozentualen Kollagenanteils. Bei Femur 2 war nach 4 Tagen sogar
ein Anstieg des Kollagengewichts relativ zur unveranderten Vergleichsprobe erkennbar und da-
mit der Verlust bis Tag 8 mit 47 % sehr hoch. Bei Femur 3 war am 6. Tag ein Anstieg zu beobach-
ten, der prozentuale Verlust an prozentualem Kollagengewicht nach 8 Tagen betrug 16 %.

Nach dem 8. Inkubationstag zeigten alle drei Proben einen erneuten Anstieg der Werte, bevor ab
dem 14. Tag ein steiler Abfall des prozentualen Kollagengewichts gegen 0 verzeichnet wurde
(Abb. 4.21a). Ab diesem Zeitpunkt zeigten die Proben auch makroskopisch eine deutlich fassbare
Strukturveranderung, welche sich beim spateren Zermahlen der Knochen in einer kreidigen Kon-

sistenz duflerte.

Auch hatte das Erhitzen in Wasser einen gravierenden Einfluss auf den prozentualen Anteil von
Kohlenstoff und Stickstoff aus dem extrahierten Kollagen, was in Abb. 4.21b und c deutlich zum
Ausdruck kommt. Besonders die % C-Werte schwankten nach einem initialen Einbruch bis zum
4. Inkubationstag sehr stark, was in der sehr hohen Standardabweichung von 13,7 % deutlich
wird. Die prozentualen Stickstoffwerte waren dabei wesentlich stabiler. Fiir beide Atome wurde
ab dem 16. Inkubationstag ein drastischer Abfall beobachtet, was einer kurzen zeitlichen Versetz-
ung hinsichtlich des Abfalls des prozentualen Kollagengesamtgewichts entspricht, welcher be-
reits nach 14 Tagen einsetzte. Der kurzzeitige Einbruch des Kollagengewichts am 8. Inkubations-
tag korrespondierte hier mit einem kurzfristigen Anstieg sowohl der prozentualen Kohlenstoff-
als auch der Stickstoffwerte.

Hinsichtlich des molaren C/N-Verhéltnisses zeigten die drei Femora einen sehr uneinheitlichen
Verlauf (vgl. Abb. 4.21d). Wahrend der Wert fiir Femur 3 bis zum 8. Inkubationstag relativ kon-
stant blieb, konnte sowohl bei Femur 1 als auch bei Femur 2 ein starker Abfall des C/N-Wertes
innerhalb der ersten 4 Inkubationstage festgestellt werden (30 % fiir Femur 1, von 3,35 auf 2,36;
57 % bei Femur 2, von 3,22 auf 1,38). Nach dem 4. Tag stieg dieser wieder auf das Niveau des
Ausgangswertes an. Ab dem 8. Inkubationstag fielen die Werte fiir Femur 1 und Femur 3 erneut
ab, wiahrend das molare C/N-Verhaltnis aus den Unterproben von Femur 2 bis zum 16. Inkuba-
tionstag stabil blieb. Insgesamt schwankten die von Femur 3 gemessenen Gesamtwerte mit einer
Standardabweichung von 0,38 am wenigsten stark (Femur 1: 0,63; Femur 2: 2,05). Femur 2 zeigte
ab dem 28. Inkubationstag mit C/N-molar = 0,72 bzw. 9,56 die extremsten Werte des Stichpro-
benkollektivs.
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Abb. 4.21 Verlauf des gemessenen prozentualen Kollagengewichts (a), der Anteile von Kohlenstoff (b) und Stickstoff (c) sowie des molaren C/N-Verhaltnisses (d) aus dem
extrahierten Kollagen iiber die Inkubationszeit der Knochenstiicke in heiflem Wasser.
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Experimentelle bakterielle Degradation

Die mit Bakterien angeimpften frischen Femurdiaphysenstiicke erzielten bei der Extraktion des
Kollagens mit einer Spanne von 8,8 % - 15,3 % insgesamt niedrigere Werte als die unverdanderten
Knochen vor der Degradation. Dabei bestand in der Extraktionsausbeute kein signifikanter Unter-
schied zwischen den mit aeroben und anaeroben Keimen beimpften Knochen (Mann-Whitney-U-
Test). Es lasst sich dennoch feststellen, dass, wahrend die Knochen nach der aeroben Degradation
durchgehend niedrigere Kollagenausbeuten lieferten als die entsprechenden frischen Knochen,
die Proben der anaeroben Degradation mit Ausnahme von Femur 2 stets hohere Gewichtsanteile
organischen Materials aufwiesen als das unveranderte Ausgangsmaterial.

Den insgesamt niedrigsten Gewichtsprozent-Anteil wiesen die mit P. fluorescens beimpften Pro-
ben auf, welche zugleich am starksten von Schimmelbefall betroffen waren. Der geringste prozen-
tuale Gewichtsunterschied im Vergleich zu den frischen Ausgangsproben war bei den mit S. grise-
us inkubierten Knochen zu erkennen, wobei auch hier Femur 2 die Ausnahme bildete (vgl. Abb.
4.22).

Auch in den prozentualen Anteilen von Kohlenstoff und Stickstoff aus dem Kollagen zeigten sich
einige Abweichungen im Vergleich zu den frischen Referenzknochen, wobei die beiden Werte in
ihrem Trend grofdtenteils nicht abweichend voneinander verliefen, was in einer statistisch hoch
signifikanten Korrelation der beiden Merkmale zum Ausdruck kommt (siehe 4.2.4) sowie auch bei
grafischer Darstellung gut erkennbar ist (vgl. Abb. 4.22). Lediglich in der unbeimpften, unter an-
aeroben Bedingungen inkubierten Kontrolle von Femur 2, fiel der % N-Wert im Vergleich zum %
C-Wert ab. Die deutlichsten Verdanderungen waren bei Femur 1, welcher mit P. fluorescens in-
okuliert wurde, zu beobachten. Hier war ein simultaner Anstieg beider Werte um 15 % bzw. 19 %
erkennbar. Bei Femur 2, S. griseus, fielen beide Werte um 24 % ab. Jedoch zeigten auch weitere
Proben einen, wenn auch leichteren, Anstieg der % C- und % N-Werte (Femur 1, P. melaninogeni-
ca; Femur 2, Kontrolle (anaerob); Femur 3, S. griseus).

Hinsichtlich des prozentualen Gehalts an C und N konnte insgesamt kein Trend zwischen den Bak-
terienspezies ausgemacht werden, und auch die Tendenzen zwischen den Knochen, welche unter
aeroben und anaeroben Bedingungen inkubiert wurden, unterschieden sich statistisch nicht sig-

nifikant voneinander (Mann-Whitney-U-Test).

Mit einer Wertespanne zwischen 3,00 und 3,33 nach der Inkubation zeigten die experimentell
beimpften Knochen insgesamt leicht niedrigere molare C/N-Werte als die frischen, diagenetisch
unveranderten Referenzproben (C/N-molar = 3,22-3,35). Generell waren die Werte, bis auf eine
Ausnahme, liber alle Proben relativ konstant und schwankten mit einer Standardabweichung von
0,05 um einen mittleren Wert von 3,23. Dies liegt innerhalb des Messfehlers, weshalb die Werte
als stabil angesehen werden kénnen.

Lediglich eine Probe, die unter anaeroben Bedingungen inkubierte Kontrolle von Femur 3, hob

sich mit einem molaren C/N-Wert von 3,00 deutlich von den anderen ab (vgl. Abb. 4.22). Fiir diese
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Probe wurde ebenfalls ein Abfall des prozentualen Kohlenstoffwerts festgestellt, wahrend der

Stickstoffanteil konstant blieb.
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Abb. 4.22 Darstellung der analysierten Kollagenparameter der experimentell bakteriell degradierten Proben (prozen-
tuales Kollagengewicht, %C, %N, C/N-Verhaltnis) im Vergleich. Die Kontrollen sind jeweils grau eingekreist. Der molare
C/N-Wert weicht dabei jeweils nur unwesentlich von dem gemittelten Wert der unverdnderten Referenzproben ab. Die
einzige Ausnahme bildet die unter anaeroben Bedingungen inkubierte Kontrolle von Femur 3.

Bodengelagerte Proben und unbestattete Vergleichsknochen

Bei einem Vergleich der Extraktionsergebnisse der beiden bodengelagerten Stichprobensets zeig-
ten die archaologischen Proben tendenziell geringere Kollagenausbeuten (vgl. Tabelle 4.2), was
zu einem statistisch signifikanten Unterschied fiihrt (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,008), wobei ein

grof3er Uberschneidungsbereich zwischen den Probenkollektiven bestand.

Deutlicher unterschieden sich die beiden bodengelagerten Stichproben und die unbestatteten
Rehknochen in Bezug auf die Kollagenausbeute (Kruskall-Wallis-H-Test, p = 0,000).

Abb. 23, in welcher die Tendenzen in den Kollagenausbeuten iiber die Depositionszeit der Uber-
reste dargestellt sind, macht deutlich, dass alle Proben, mit Ausnahme von Reh 9, hinsichtlich der
ermittelten Gewichtsprozent-Werte fiir Kollagen in den Knochen des ersten Beprobungszeit-

raums zum Teil deutlich einbrachen und im zweiten Beprobungszeitraum wieder anstiegen.
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Abb. 4.23 Ermitteltes Kollagengewicht nach Extraktion aus den unbestatteten Rehknochen iiber die Liegezeit.

Die beiden bodengelagerten Stichprobensets unterscheiden sich sowohl in der Verteilung des
prozentualen Kohlenstoff- als auch Stickstoffanteils statistisch hoch signifikant voneinander
(Mann-Whitney-U-Test, p = 0,000). Die Werte der archdologischen Proben streuten mit einer
Standardabweichung von 6,2 fiir % C und 2,1 fiir % N wesentlich stiarker als die vom Westfriedhof

gewonnenen Daten (2,0 flir % C und 0,7 fiir % N).

Die Rehknochen zeigten mit 55,3 % fiir C und 20,5 % fir N sehr hohe Maxima, womit sie sich
deutlich von den anderen analysierten Proben abhoben. Die Verteilung der Werte tiber die Liege-
zeit folgte dabei einem interessanten Verteilungsmuster (vgl. Abb. 4.24). Der Vergleich der gemit-
telten Werte zeigt, dass sowohl der prozentuale Kohlenstoff- als auch der Stickstoffanteil bei den
Proben des ersten Beprobungsintervalls im Vergleich zu den Ausgangswerten mitunter erheblich
(im Fall von % C) erhoht waren. Wahrend die Werte fiir % N aus den Knochen des zweiten Bepro-

bungsintervalls relativ konstant blieben, stieg der prozentuale Kohlenstoffwert weiter an.
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Abb. 4.24 Gemittelter Verteilungstrend der prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffanteile aus dem Kollagenextrakt
der untersuchten Rehknochen, dargestellt im Vergleich zum prozentualen Kollagengewicht iiber die Depositionszeit.
Wahrend der Gewichtsanteil des extrahierten Kollagens in den Knochen des ersten Beprobungsintervalls sank, stieg
sowohl der Wert fiir % C als auch fiir % N an. Dies deutet auf eine nicht-kollagene Kontamination der Proben hin.
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Die beiden bodengelagerten Stichprobensets unterschieden sich hinsichtlich der Verteilung des
molaren C/N-Quotienten statistisch signifikant voneinander (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,001).
Wahrend die Mehrzahl der Proben vom Westfriedhof (68%, n = 34) innerhalb der durch die fri-
schen Vergleichsproben vorgegebenen Spanne zu finden war und die restlichen 32 % ausschlief3-
lich niedrigere Werte aufwiesen, zeigten die archdologischen Proben insgesamt eine grofiere
Streuung und mehrheitlich hohere Werte als 3,24.

Die unbestatteten Rehknochen wiesen insgesamt statistisch signifikant niedrigere molare C/N-
Werte auf als die humanen Proben (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,000). Da dies auch fiir die fri-
schen Knochen galt (X = 3,15, n = 5), kann dies einen systematischen Unterschied zwischen
menschlichen und tierischen Knochen darstellen. Beim Vergleich der Werte iiber den Depositi-
onszeitraum fiel auf, dass die gemittelten Werte im ersten Beprobungszeitraum, dem Muster der
prozentualen Kohlenstoffwerte folgend, zwar leicht anstiegen, jedoch nur um durchschnittlich 0,4
%. Letztendlich schwankten alle Werte, auch die der Knochen des zweiten Beprobungszeitraums,
innerhalb der fiir die massenspektrometrische Messung angegebenen Standardabweichung von
+ 0,1. Das molare C/N-Verhaltnis kann daher tiber die Depositionszeit der Knochen als konstant

angesehen werden.

4.1.3.2 Verhaltnis der stabilen Isotope von Kohlenstoff und Stickstoff

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Auswirkungen diagenetischer Veran-
derungen des Knochens auf die aus der Isotopenanalyse des Gewebes gewonnenen Daten. Da Ver-
anderungen der Werte jedoch nur bei einer bekannten Ausgangskonstellation sicher angespro-
chen werden kdnnen, ist besonders die Auswertung der Degradationsexperimente, bei welchen
diagenetisch unverdnderte, frische Referenzproben zur Verfiigung standen, von entscheidender

Bedeutung.

Experimentelle chemische Degradation

Bei der Auswertung des Verlaufs der Daten aus der Analyse der stabilen Isotope aus dem Kollagen
der durch Inkubation in heifem Wasser experimentell degradierten Knochenproben fiel auf, dass
die 8§13C-Werte iiber einen langen Zeitraum konstant blieben.

Bis zum 20. Inkubationstag schwankten die Werte mit geringer Standardabweichung (0,11-0,29
%o) um mittlere Werte von -20,03 %o bis -20,40 %o. Erst danach waren deutliche Anderungen in
den Daten erkennbar.

Bei allen Proben stieg der §13C-Wert ab dem 20. Inkubationstag an, bei Femur 1 um 1,8 %o und
bei Femur 2 um 2,3 %o. Femur 3 zeigte mit 1,0 %o den geringsten Anstieg. Ab dem 24. Tag wurde
kein einheitlicher Trend mehr beobachtet. Bei Femur 1 fiel der §13C-Wert bis zum Ende der

Inkubationszeit rapide ab, bei Femur 2 und 3 erfolgte erst ein erneuter leichter Abfall, bevor die
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Werte kurz vor Ende der Inkubation deutlich anstiegen. Aufgrund der Beobachtungen kénnen die
613C-Werte bis zum 20. Inkubationstag bei allen Proben als verldsslich angesehen werden.

Flir die §15N-Werte ergab sich ein weniger einheitliches Bild. Femur 3 wies fiir hinsichtlich der
615N-Werte einen ebenso konstanten Verlauf iiber die Inkubationszeit auf wie bei den §13C-Wer-
ten. Auch hier fand eine fundamentale Anderung erst ab dem 20. Inkubationstag statt, indem der
615N-Wert deutlich auf 8,31 %o am 28. Inkubationstag abnahm. Fiir den 32. Tag lagen keine Daten
vor, da aus der Probe kein Kollagen mehr extrahiert werden konnte. Femur 1 und 2 zeigten beide
einen kurzzeitigen Einbruch des Wertes am 4. Inkubationstag (Femur 1 um -0,86 %o, Femur 2 um
-3,53 %o0). Danach stiegen die 6!>N-Werte wieder annahernd auf das Niveau der Ausgangsdaten
an. Der Verlauf blieb im Fall von Femur 2 anschliefend bis zum 16. Inkubationstag relativ kon-
stant und fiel erst danach kontinuierlich ab. Femur 1 zeigte am 14. Tag einen erneuten deutlichen
Einbruch des §15N-Wertes, welcher am 16. Tag kurzzeitig wieder auf das Ausgangsniveau anstieg,
um danach schliefilich kontinuierlich zu fallen. Abb. 4.25 verdeutlicht den Verlauf der Isotopen-

werte iiber die Inkubationszeit fiir alle 3 Proben in einer Ubersicht.
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Abb. 4.25 Verlaufstrend der §13C- und §15N-Werte {iber die Inkubationszeit der 3 Femurproben in heifiem Wasser. Die
613C-Werte blieben bei allen Proben bis zum 20. Inkubationstag relativ konstant, bei den §15N-Werten waren starkere
Schwankungen erkennbar.
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Experimentelle bakterielle Degradation

Die mit Bakterien beimpften Knochenproben zeigten insgesamt nur geringe Variationen hinsicht-
lich der isotopischen Verhaltnisse von Kohlenstoff und Stickstoff aus dem Kollagen, welche fiir die
013C-Werte unter 1 %o und fiir die 615N-Werte in etwa 1 %o ausmachte.

Der Unterschied im Vergleich zu den frischen Referenzproben war weder fiir 613C noch 615N
statistisch signifikant (Mann-Whitney-U-Test). Tabelle 4.3 stellt die Isotopendaten der frischen,
diagenetisch unverdnderten Referenzproben im Vergleich mit den gemittelten Werten der aero-

ben und anaeroben bakteriellen Inkubation in einer Ubersicht dar.

§13C S§15N Tabelle 4.3 Vergleich zwischen den Isotopendaten der frischen Referenz-
frisch frisch knochen sowie den gemittelten Werten aus den Degradationsexperimenten
mit aeroben und anaeroben Mikroorganismen. Die Werte zeigten nur ge-

Femur1l -20,12 10,94 ringe Variationen. Der bakterielle Einfluss auf die Isotopenwerte des Kol-
Femur2  -20,22 11,13 lagens war damit unerheblich. Die Standardabweichung der Messung
Femur3 -20,27 11,55 betrug 0,04 %o fiir §13C und 0,03 %o fiir §15N.

X 813¢ 20 513 X 815N 20 515N X 813¢ 20 513¢ X 8158

(aerob) (aerob) (aerob) (aerob) (anaerob) (anaerob) (anaerob)
Femur1 -20,01 0,03 10,78 0,07 -19,98 0,30 0,17
Femur2 -20,29 0,08 11,10 0,06 -20,09 0,08 0,12
Femur3  -20,22 0,36 11,53 0,12 -19,87 0,11 0,10

Die grofdte Varianz in den 613C-Werten zeigte Femur 3, wobei hier die mit P. fluorescens und P.
melaninogenica beimpften Proben die positivsten Werte annahmen. Auch die §15N-Werte waren
in diesen beiden Unterproben leicht erhoht. Bei den anderen Proben war diese Beobachtung je-
doch nicht reproduzierbar. Femur 1 und 2 zeigten eher eine gewisse Streuung beziiglich der §15N-
Werte, jedoch war die Differenz zwischen hochstem und niedrigstem Wert mit jeweils 0,4 %o sehr
niedrig. Es war kein statistischer Trend zwischen den aerob und anaerob inkubierten Proben aus-
zumachen (Mann-Whitney-U-Test). Abb. 4.26 fasst alle Ergebnisse in einer Ubersichtsgrafik zu-

sammen.
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Abb. 4.26 Verteilung der Isotopenverhéltnisse von Kohlenstoff und Stickstoff in den mit Bakterien angeimpften Knochen-
proben. Die Unterproben von Femur 2 und 3 sind zur besseren grafischen Abgrenzung eingekreist.

Bodengelagerte Proben

Fiir die Knochen der beiden bodengelagerten Probenkollektive konnte nur der isotopische Status
quo erhoben werden, da keine Méglichkeit bestand, auf das Verhaltnis der stabilen Isotope in vivo
zuriickzuschlieflen. Somit konzentrierte sich die Auswertung auf die Identifizierung im Vergleich
zu der Mehrzahl der Proben auffilligen Isotopenwerten des Kollagens, um so einen mdglichen
Zusammenhang mit diagenetischen Modifikationen des Biomolekiils herzustellen.

So war die iiberwiegende Anzahl der Proben des Westfriedhofs (76 %, n = 38) in einem Wertebe-
reich zwischen §13C = -20,2 %o und -19,5 %o sowie 615N = 10,7 %o und 12,2 %o lokalisiert.

Einige Proben hoben sich jedoch anhand ihrer 613C-, §15N- oder beider Werte teilweise im Rahmen
mehrerer %o von der Mehrheit ab (Abb. 4.27). Dabei handelte es sich um die Proben: WF 8b, WF
16, WF 31, WF 42a, WF 48, WF 49b (8§13C) sowie WF 2, WF 15, WF 29b, WF 49b und WF 51 (615N).
Abb. 4.28 zeigt, dass die archédologischen Proben eine hohere Streuung hinsichtlich ihrer isotopi-
schen Zusammensetzung sowohl fiir den Kohlenstoff als auch fiir den Stickstoff aus dem Kollagen
aufwiesen. Die Erndahrungsgewohnheiten historischer Populationen sind nicht mit denen einer
modernen mitteleuropdischen Bevolkerung, wie sie auf dem Westfriedhof vertreten ist, vergleich-
bar. Es wurde jedoch deutlich, dass die Werte der einzelnen Fundpldtze meist eng beisammen
lagen (z.B. Bruchsal, Burgweinting, Kempten, Manching, Maisach-Gernlinden), was eine dhnliche
Ernahrungssituation bzw. den Zugang zu denselben Lebensmitteln innerhalb einer Population na-
helegt. Jedoch ist im Fall einiger Fundplatze eine starkere Streuung der Werte erkennbar. Beson-
ders deutlich wurde dies bei den Proben der Fundkomplexe Regensburg-Minoritenweg und Alt-
dorf.
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Abb. 4.27 Verteilung der Isotopenverhaltnisse von Kohlenstoff und Stickstoff in den Proben des Kollektivs Westfried-
hof. Die Mehrzahl der Werte konzentriert sich in einem relativ eng gefassten Bereich. Jene Proben, welche sich mit
ihrer Isotopensignatur von den restlichen Werten absetzen, sind hervorgehoben.

Im Vergleich zu den iibrigen Individuen der Fundplatze auffillige Datenpunkte sind hier durch
das vergleichsweise hohe Stickstoffisotopenverhaltnis bzw. iberwiegend positivere §13C-Werte
gekennzeichnet (§13C: Alt 1, Alt 220, MWL 137, FH 3520; 615N: Alt 1, Alt 93, SB 626, FH 3520).
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Abb. 4.28 Verteilung der Isotopenverhéltnisse von Kohlenstoff und Stickstoff in den archdologischen Proben. Die je-
weiligen Fundorte sind nach Farben sortiert, potenziell abweichende Werte sind hervorgehoben.
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Tierische Vergleichsknochen

Generell zeigten die Knochen der unbestatteten Rehkadaver mit einem durchschnittlichen §13C-
Wert von -24,2 %o fiir die frischen Knochen und einem durchschnittlichen §15N-Wert von 3,1 %o
die erwartete typische Isotopensignatur fiir herbivore Individuen. Reh 1 und Reh 9 wiesen dabei
die niedrigsten 613C-Werte auf. Reh 1 zeigte auf3erdem auch fiir Herbivore extrem niedrige §15N-
Werte, welche sich zwischen 1,3 %o und 1,9 %o bewegten. Ein Messfehler kann hier ausgeschlos-
sen werden, da alle 3 akquirierten Knochen des Individuums dhnlich niedrige Werte aufwiesen.
Auch der vom frischen Kadaver von Reh 7 gewonnene Knochen wies mit einem Wert von §15N =
2,11 %o eine sehr niedrige Stickstoff-Isotopensignatur auf. Der Wert stieg jedoch im Laufe der
Depositionszeit bis zum zweiten Beprobungsintervall nach 178 Tagen um etwa 2 %o auf §15N =
4,13 %o an. Reh 9 zeigte einen deutlichen Anstieg des §13C-Wertes mit zunehmender Liegezeit der
Knochen. So unterschieden sich die Werte des frischen Knochens und dem des ersten Bepro-
bungsintervalls um + 1,3 %o. Zwischen dem ersten und zweiten Beprobungsintervall lagen erneut
+ 1,2 %o. Auch der 615N-Wert stieg kontinuierlich an, von urspriinglich 3,6 %o auf 5,1 %o. Abb.

4.29 fasst alle Werte in einer Ubersicht zusammen.
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Abb. 4.29 Verteilung der Isotopenverhdltnisse von Kohlenstoff und Stickstoff in den Knochen der unbestatteten

Rehkadaver. Die grofite Anderung der Werte weisen Reh 7 (615N) und Reh 9 (§13C und §15N) auf. Die Daten der iibrigen
Individuen streuten weniger stark.

Ein allgemeiner Trend beziiglich der Entwicklung der Isotopenwerte {iber die Liegezeit lasst sich
nicht formulieren, jedoch ist die Anderung der Werte in den meisten Proben, mit Ausnahme der
Individuen Reh 3, Reh 7 und Reh 9 relativ gering und bewegt sich im Bereich unter 1 %o. Der
Messfehler betrug 0,01 %o fiir 613C und 0,06 %o fiir §15N.

Um auszuschlieRen, dass die beobachteten Anderungen der Isotopenwerte eine Konsequenz aus
der Untersuchung unterschiedlicher Skelettelemente sein kdnnte, wurde ein potenzieller Zusam-

menhang statistisch analysiert. Es konnte jedoch keine Korrelation festgestellt werden.
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4.1.3.3 Chromatographische Proteinanalytik (HPLC)

Alle Proben der bodengelagterten Stichprobenkollektive mit Ausnahme beider Proben aus Mai-
sach-Gernlinden, welche eine zu geringe Kollagenausbeute fiir die Messung hatten, (n = 73), sowie
die 3 frischen humanen Referenzknochen, alle chemisch degradierten Proben, welche genug Ex-
trakt fiir die Analytik lieferten (n = 31), alle bakteriell degradierten Proben (n = 18) und die Halfte
der Rehknochen (n = 15) wurden chromatographisch auf ihre Aminosdaurezusammensetzung hin
untersucht.

Die Aminosduren werden im Folgenden lediglich mit Abkiirzungen bezeichnet, die vollen Namen

sind im Anhang in Tabelle 8.6 aufgelistet.

Reihenmessung der Stichprobenkollektive

Die in den Messungen ermittelten Werte der humanen Probenkollektive wurden mit den Daten
der frischen humanen Femora als Referenz fiir physiologisches, unveriandertes Knochenkollagen
verglichen, und als Vergleichsproben fiir die Rehknochen dienten die frischen Proben der jewei-
ligen Individuen. Vergleiche mit Referenzwerten aus der Literatur (z.B. Ambrose 1993) sind pro-
blematisch, da in der Regel weder die verwendete Hydrolysemethode noch Details zu den Mes-
sungen selbst bekannt sind, was einen deutlichen Einfluss auf die Interpretation der Ergebnisse
haben kann. Aus Griinden der verladsslichen Reproduzierbarkeit wurden daher nur direkte Ver-
gleiche mit eigenen Messungen gezogen. Tabelle 8.9 im Anhang zeigt eine Ubersicht iiber die ge-
messenen Minima, Maxima, gemittelten Werte sowie der Standardabweichung der einzelnen im
Kollagen vorkommenden Aminosduren in nmol % fiir alle analysierten Stichprobensets, fiir wel-

che die Daten im Folgenden im Detail ausgewertet wurden.

Die Beurteilung der Kollagenqualitdt anhand der Aminosdurezusammensetzung erfolgte zunichst
anhand der in der Einleitung unter 1.5.1 aufgelisteten Qualitatskriterien. Tabelle 4.4 fasst diese
fiir die gemittelten Werte der frischen Referenzproben und der bodengelagerten Probenkollekti-
ve zusammen. Fiir gly, pro und OH-pro lagen die durchschnittlichen Werte der Proben jeweils im
vorgegebenen Normbereich. Jedoch fiel auf, dass im Fall des Quotienten aus gly/glu alle Proben-
kollektive aus dem Raster von gly/glu = 3 -5 fiir gut erhaltenes Kollagen herausfielen. Selbst einer

der frischen, diagenetisch unveranderten Femora wies einen leicht hheren Wert als 5 auf.

Dasselbe Bild ergab sich bei der Analyse des gly/asp- Verhaltnisses, dessen angegebene Spanne
selbst durch die frischen Knochen fast um das Dreifache tberschritten wurde. Dagegen unter-
schritten alle Werte die vorgegebene Toleranzspanne fiir das Verhaltnis zwischen asp/gly, jedoch

erscheinen diese extrem niedrig.
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In Hinblick auf den Quotienten aus OH-pro und asp lagen alle Werte iiber der kritischen Schwelle
von 1,5 und damit nach den Vorgaben im Normbereich. Die Gesamtkonzentration aller Amino-
sduren pro mg Extrakt lag bei beiden Stichprobensets weit iiber der kritischen Grenzwert filir
ausreichenden Kollagenerhalt, welche mit 250 nmol/mg angegeben wird. Die frischen Referenz-
proben zeigten durchschnittlich eine doppelt so hohe Aminosaurekonzentration wie die Proben
des Kollektivs Westfriedhof, welche wiederum etwa 20% mehr Aminosduren/mg aufwiesen als

die archdologischen Knochen.

Tabelle 4.4 Marker fiir die Kollagenqualitét in den bodengelagerten Stichprobensets im Vergleich zu frischem Knochen.

gly pro OH-pro gly/ gly/ asp/ OH-pro/ nmol AS/ mg
glu asp gly asp

frische Knochen Min 33,74 1195 9,27 4,49 14,78 0,03 4,11 3947,00
Max 34,78 15,15 11,76 5,44 30,01 0,07 10,30 8061,59
20 042 1,34 1,06 0,39 7,14 0,02 2,90 1883,82
X 34,25 13,34 10,29 5,02 19,92 0,06 6,20 5401,33

Westfriedhof Min 32,41 10,29 7,61 4,20 12,05 0,03 3,37 336,66
Max 44,06 14,62 10,51 20,31 28,68 0,08 7,38 7053,09
20 2,84 0,94 0,73 3,40 3,57 0,01 0,76 1334,76
x 3641 12,57 9,34 6,90 16,22 0,06 4,13 2768,69

arch. Knochen Min 29,14 11,80 7,45 3,69 11,26 0,01 3,45 179,37
Max 37,65 1825 11,01 371,65 8899 0,09 21,55 5283,18
20 2,55 1,20 0,90 77,62 13,61 0,02 3,04 1491,25
x 3450 13,79 9,39 31,44 1991 0,07 519 2228,92

Aufgrund der Tatsache, dass selbst die frischen, diagenetisch sicher unveranderten und auch phy-
siologisch nicht auffilligen Referenzknochen hinsichtlich der Kriterien des Anteils von pro und
OH-pro sowie teilweise der Verhdltnisse von gly/glu und gly/asp aus dem in der Literatur
vorgegebenen Rahmen fiir ausreichend gut erhaltenes Kollagen herausfielen, wurden die Quali-
tatskriterien fiir die Beurteilung des Kollagenerhalts der untersuchten Proben an die vorliegende
Studie angepasst.

Da die physiologisch normale Spanne fiir die prozentualen Anteile bestimmter Aminosduren wei-
ter gefasst zu sein scheint, als urspriinglich angenommen, wurde diese fiir pro, OH-pro und das
Verhaltnis von gly/ glu an die Werte der frischen Knochen angepasst. Weiterhin wurde der Anteil
von glu selbst in die Auswertung mit einbezogen, da die Werte fiir diese Aminosaure innerhalb
der Probenkollektive mit die stdrksten Schwankungen aufwiesen. Verhaltnisse, welche mit asp
gebildet werden, wurden aus der Auswertung ausgeklammert, da auch die Referenzproben fiir
asp sehr starke Schwankungen zeigten und ein Hydrolyseartefakt an dieser Stelle nicht voll-
stdndig ausgeschlossen werden kann.

Der Grenzwert flir die Beurteilung der Gesamtaminosiurekonzentration wurde von > 250
nmol/mg auf > 500 nmol/mg erhoht.

Tabelle 4.5 zeigt die nach den vorangegangenen Uberlegungen modifizierten Qualititskriterien

fiir die Beurteilung der Integritat des Aminosaureprofils mit den neuen Grenzwerten, und Tabelle
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4.6 fasst die daraus resultierende Einteilung der Kollagenqualitdt der untersuchten Proben zu-

sammen.

Tabelle 4.5 Angepasste Qualitatskriterien fiir die Beurteilung Tabelle 4.6 Bewertung de.r Kollagenqualitat an-
der Konservierung von Kollagen. hand der Aminosaureprofile.

Marker Grenzwerte (alt) Grenzwerte (neu)

Kollagenqualitit ASA Abweichung
gly 31-37 31-37 Kriterien
pro 8-14 8-16 Sehr gut keine
glu - 5-8 Gut 1
OH-pro 7-11 7-12 Mafig 2
gly/ glu >25 4-7 Schlecht 3
nmol AS/ mg > 250 > 500 Sehr schlecht 4 oder mehr

Experimentelle chemische Degradation

Die liber 32 Tage in heifRem Wasser inkubierten Knochenproben zeigten insgesamt sehr hohe Va-
riationen in den Aminosdureausbeuten im Vergleich zu den Standardabweichungen in den Wer-
ten der frischen Referenzknochen. Am stirksten hiervon betroffen waren OH-pro, glu, pro, gly,
ala, leuy, lys und arg. Jedoch verlief das Konzentrationsmuster in den drei Einzelproben sehr un-
terschiedlich, wie in Abb. 4.31 dargestellt. Die Aminosdureanteile in den Proben von Femur 1 wa-
ren sehr starken Schwankungen unterworfen und durch zwei grofse generelle Einbriiche der Wer-
te im Laufe der Inkubationszeit gekennzeichnet.

Die Aminosaurewerte von Femur 2 dagegen zeigten sich mit Ausnahme von glu und OH-lys er-
staunlich konstant iiber die Inkubationszeit. Erst ab Tag 20 war ein rapider Abfall der Daten er-
kennbar, wobei auch hier fiir pro und OH-pro als einzige Aminosduren ein Anstieg verzeichnet
wurde. Bei Femur 3 blieben die Aminosaurekonzentrationen im Vergleich der drei Proben insge-
samt am stabilsten. Auch hier konnten die gréfiten Schwankungen in den Werten von glu und OH-

lys beobachtet werden.
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Abb. 4.31 Konzentrationsverlauf der Aminosduren [nmol%] mit der hochsten Standardabweichung fiir die drei Einzel-
proben iiber die Inkubationszeit. Wahrend die Aminosdurekonzentrationen in Femur 2 und 3 tiber weite Strecken bis
zum Ende des Versuchs vergleichsweise stabil blieben, zeigte Femur 1 enorme Schwankungen.

121



4. ERGEBNISSE

Die anhand der Aminosdurezusammensetzung bestimmte Kollagenqualitit zeigte eine hoch sig-
nifikante Korrelation mit der Inkubationszeit (R = -0,461, T = -0,421), wobei die Spanne sehr gut
erhaltenen Kollagens fast liber den gesamten Versuchszeitraum reichte. Ein sehr stark verander-
tes Aminosaureprofil konnte bereits nach 10 Tagen Kochzeit beobachtet werden (siehe Abb.
4.32). Fast alle Aminosduren zeigten einen statistisch hoch signifikanten Zusammenhang mit dem
prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt des Kollagens sowie dem molaren C/N-Verhaltnis.

Die stirksten Korrelationen
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Experimentelle bakterielle Degradation

Der Vergleich der Standardabweichungen zwischen den Aminosaurewerten der mit Bakterien be-
impften Knochen und jenen der frischen Referenzknochen zeigte fiir fast alle analysierten Amino-
sduren geringe Abweichungen in den Daten der experimentell degradierten Proben auf. Lediglich
im Fall von gly und val schwankten die Werte in den angeimpften Knochen stéarker als in den fri-
schen Vergleichsproben.

Zwischen den drei Femora bestand jedoch kein statistisch feststellbarer Unterschied hinsichtlich
der Gesamtaminosdurekonzentration nach Ende der Inkubationszeit (Kruskal-Wallis-H-Test),
aber es konnte eine signifikante Differenz zwischen den inkubierten Proben und den frischen Re-
ferenzknochen festgestellt werden (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,006).

Weiterhin wurde hinsichtlich der Konzentration der einzelnen Aminosauren zwischen den unter
aeroben und anaeroben Bedingungen inkubierten Knochen ein statistisch signifikanter Unter-
schied in Bezug auf OH-pro (p = 0,011), pro (p = 0,040), lys (p = 0,001) sowie arg (p = 0,003)
beobachtet (Mann-Whitney-U-Test). Die Ergebnisse zwischen den 4 Bakterienspezies unterschie-

den sich statistisch nicht signifikant (Kruskal-Wallis-H-Test).
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Generell waren die Werte fiir die verschiedenen Aminosduren liber das Gesamtprobenkollektiv
der bakteriell degradierten Proben relativ konstant, jedoch fiel bei der unter aeroben Bedingung-
en inkubierten Kontrolle von Femur 3 ein extrem hoher val- Wert auf, welcher die bei den iibrigen
Proben gemessenen Werte um fast das Fiinffache iiberstieg. Zugleich waren hier die Werte fiir
andere Aminosauren (thr, ile, phe, his, arg) teils deutlich erniedrigt. Die unter anaeroben Be-
dingungen inkubierte Kontrolle von Femur 3 wies erniedrigte Werte fiir thr, ser, phe und his auf.
Ebenso niedriger als der Durchschnitt waren die thr- und ser-Werte der frischen Referenzprobe
Femur 1. Die gezielt mit Bakterien beimpften Proben zeigten untereinander nur geringe
Schwankungen in den Werten.

Es konnten ebenso diverse statistisch hoch signifikante Assoziationen zwischen den proteinoge-
nen und nicht-proteinogenen Aminosiuren festgestellt werden, welche teilweise durch sehr hohe
Korrelationskoeffizienten (> 0,600) gekennzeichnet waren. Besonders stark, mit Korrelationsko-
effizienten > 0,800, war der Zusammenhang zwischen asp und P-ser, glu und P-ser sowie gly und
b-ala. Auffallig war, dass auch zahlreiche andere Aminoséduren eine hoch signifikante, wenn auch
leicht schwachere Korrelation mit der Konzentration von P-ser zeigten (thr, ser, tyr, OH-lys). Auch
mit aaaa korrelierten einige Aminosauren (glu, pro, ala, OH-lys, lys), ebenso wie mit b-ala (pro,
ala, tyr).

Die Kollagenqualitdt war in allen Proben sehr gut. Erstaunlich konstant war insbesondere das gly/
glu-Verhaltnis, welches mit einer Standardabweichung von lediglich 0,23 schwankte.

Fiir keine Aminosdure konnte eine statistisch signifikante Korrelation mit dem prozentualen Koh-
lenstoffanteil nachgewiesen werden, und mit dem prozentualen Stickstoffanteil zeigte nur met
einen schwach signifikanten Zusammenhang mit niedrigem Korrelationskoeffizienten (R <
0,400). Das molare C/N-Verhaltnis korrelierte schwach signifikant mit leu, phe und his (R <
0,400). %C und %N dagegen wiesen einen hoch signifikanten Zusammenhang auf (R = 0,843).

Bodengelagerte Proben

Die beiden bodengelagerten Stichprobenkollektive mit kurzen und langen Liegezeiten unterschie-
den sich hinsichtlich der gemessenen Konzentrationen einiger Aminoséduren. So wichen die Kon-
zentrationen im Fall von asp*, thr*, ser**, pro**, gly*, val**, met*, ile**, leu**, tyr**, phe**, his**,
OH-lys**, lys** und in den beiden Stichprobensets statistisch signifikant (*) bzw. hoch signifikant
(**) voneinander ab (Mann-Whitney-U-Test).

Der Vergleich zwischen den Aminosaurekonzentrationen der frischen Knochen mit denen der bo-
dengelagerten Proben ergab lediglich fiir met und OH-lys einen signifikanten Unterschied. Das-
selbe statistische Resultat zeigte sich fiir den Vergleich zwischen frischen Proben und Westfried-
hof (Mann-Whitney-U-Test).

Die grofdte Variabilitdt in den Aminosaurekonzentrationen (Standardabweichung > 1) konnte im
Probenkollektiv Westfriedhof im Fall der Aminosduren glu und gly beobachtet werden, bei den
archaologischen Proben waren glu, pro, gly, ala und arg betroffen. Jedoch zeigten auch die frischen

Proben teilweise eine hohe Variabilitdt, insbesondere in Bezug auf OH-pro und pro.
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Die vergleichende Analyse der einzelnen archdologischen Fundorte ergab weiterhin einen statis-
tisch signifikanten bzw. hoch signifikanten Unterschied in den Konzentrationen der meisten Ami-
nosauren zwischen den Fundplatzen (Kruskal-Wallis-H-Test). Lediglich fiir ala konnte kein statis-

tischer Unterschied belegt werden.

Die Konzentration einiger Aminosduren zeigte einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit
der Liegezeit (nach Spearman). Bezogen auf die Auswertung des gesamten Kollektivs der boden-
gelagerten Proben waren dies pro, gly, met, ile, leu, tyr, phe, his, OH-lys, lys und arg. Fiir die Proben
des Westfriedhofs konnte nur ein sehr schwacher Zusammenhang zwischen ile und der Liegezeit
hergestellt werden, die Konzentrationen der iibrigen Aminosduren wiesen keine Assoziationen
auf.

Im Hinblick auf die gemessenen Konzentrationen im Kollagen normalerweise nicht vorkommen-
der Aminosidurederivate oder Dipeptide fielen die grofdten Variationen sowohl in den frischen
Knochen als auch bei den bodengelagerten Proben hinsichtlich der Menge von car sowie Ammo-

nium, dem Deaminierungsprodukt von Aminosauren, auf.

Die Evaluierung der Daten nach den weiter oben (Tabelle 4.5, Seite 120) festgesetzten Qualitats-
kriterien fiir die Aminosdurezusammensetzung des Kollagens zeigt, dass 54 % der Proben vom
Westfriedhof (n = 27) alle Kriterien erfiillen konnten und somit eine sehr gute Kollagenkon-
servierung aufwiesen.

Bei den archdologischen Proben erfiillten 36 % der Knochen (n = 12) alle Qualitatskriterien und
zeigten somit einen sehr guten Kollagenerhalt. Abb. 4.33 fasst die Ergebnisse in einer Ubersicht
zusammen. Dabei zeigte sich bei den archdologischen Knochen kein Zusammenhang zwischen der

Kollagenqualitiat und den einzelnen Fundorten.

Westfriedhof archdologische Proben

= sehr gut gut ®m mittelmdRRig ® schlecht @ sehr schlecht

Abb. 4.33 Ubersicht iiber die Bewertung der Kollagenqualitit in den bodengelagerten Stichproben nach den festge-
setzten Kriterien (Prozentangaben gerundet).
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Rehknochen

Die ermittelten Daten der im Kollagen vorkommenden Aminosduren fiir die unbestatteten Reh-
knochen unterschieden sich weder nach 3 noch nach 6 Monaten Liegezeit signifikant von den Aus-
gangswerten der frischen Proben (Mann-Whitney-U-Test).

Die Schwankungen in den Werten, ausgedriickt in der Standardabweichung, war innerhalb der
frischen und der degradierten Knochen relativ dhnlich, wobei die gréfdten Varianzen bei glu, pro
und ala auftraten. Lediglich arg fiel durch eine wesentlich hohere Varianz in den Knochen des
ersten und zweiten Beprobungsintervalls auf.

Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Depositionszeit und den
Aminosaurekonzentrationen hergestellt werden (nach Spearman).

In Hinblick auf die Konzentration der gemessenen nicht-kollagenen Aminosauren, Aminosaure-
derivate oder Dipeptide fiel auf, dass die Proben des zweiten Beprobungsintervalls im Schnitt zum
Teil deutlich hohere Konzentrationen von car, gaba und Ammonium aufwiesen als die frischen
Knochen und die nach 3 Monaten akquirierten. Jedoch waren hier auch generell die Schwankung-

en in den Werten zwischen den einzelnen Proben am hochsten.

Im Hinblick auf potenzielle Zusammenhénge mit nicht-proteinogenen Molekiilen vielen beson-
ders zahlreiche statistisch hoch signifikante Zusammenhange mit car, trp und NH4* auf. So zeigten
OH-pro, asp, ser, glu und OH-lys eine sehr starke (R > 0,800) inverse Beziehung zu car und trp,
und die Aminosduren pro, gly, val und phe zu NH4*.

Bei der Beurteilung der Kollagenqualitdt nach den weiter oben beschriebenen Qualitdtsmarkern
wurde auf die Bewertung von glu sowie gly/glu verzichtet, da einige Proben einen sehr niedrigen
glu-Wert bzw. einen Totalausfall des Wertes zeigten. Darunter befanden sich auch die beiden fri-
schen Knochen von Reh 3 und Reh 5, bei denen keine Degradation des Kollagens stattgefunden
haben kann. Die Konzentrationen der restlichen Aminosauren schienen dagegen normal zu sein.
Da die entsprechenden Chromatogramme auch keinen Peak fiir Glutamin anzeigten, wird ein Hy-
drolysefehler, der auf eine unvollstindige Hydrolyse hinweist, ausgeschlossen.

Da sich durch den Ausfall einer Aminosaure auch die Verhaltnisse der anderen leicht verschieben,
erfolgte die Beurteilung der Kollagenqualitat vielmehr anhand interner Vergleiche mit den Proben
derselben Serie, um falsche Schlussfolgerungen zu vermeiden. Vor diesem Hintergrund wurden
schlief3lich alle Proben hinsichtlich ihrer Kollagenqualitat als sehr gut erhalten eingestuft, obwohl
2 Proben den Grenzwert fiir pro leicht iiberschritten (Reh 3, frisch und Reh 5, 178 Tage) und
weitere 2 Proben minimale Abweichungen fiir gly und pro zeigten. Dies kann in direkten Zusam-
menhang mit einem Teil- oder Vollausfall des glu-Peaks gebracht werden, der zu einer leichten

Verschiebung der anderen Aminosaureverhaltnisse gefiihrt hat.
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4.1.4 Untersuchungen am Mineral des Knochens

4.1.4.1 Prozentualer Gewichtsanteil der anorganischen Fraktion

Das prozentuale Gewicht der anorganischen Knochenfraktion nach der Deproteinierung stellt le-
diglich ein quantitatives Maf3 dar und ist reziprok mit dem Gewichtsanteil der organischen Kom-
ponente gekoppelt (Spearman R =-0,657, p = 0,000). Abb. 4.34 zeigt die ermittelten prozentualen
Gewichtsanteile der Anorganik in den untersuchten Stichprobenkollektiven. Dabei unterschieden
sich die prozentualen an-
organischen Gewichts-
75,00= anteile zwischen den
Probenkollektiven hoch
signifikant (Kruskal-
Wallis-H-Test, p =
0,000).
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0
45,00~ Abb. 4.34 Verteilung des pro-
zentualen Gewichts der anorga-
nischen Knochenfraktion nach
Deproteinierung. Der Wertebe-
reich der frischen humanen Re-

35007 fische humane  Chemische Bakterielle ~ Westfriedhof  Archéologische  Rehknochen ferenzknochen ist grau unter-
Knochen Degradation Degradation Knochen legt

Experimentelle chemische Degradation

Das prozentuale Gewicht der anorganischen Knochenfraktion variierte erwartungsgemaf? in den
experimentell chemisch degradierten Proben sehr stark (20 = 7,40). Das durchschnittliche Mini-
mum lag mit 54,5 Gew% bei den frischen, unverdnderten Knochen, wahrend der maximale Ge-
wichtsanteil der anorganischen Fraktion am 24. Inkubationstag festgestellt wurde (76,8 %). Bis
zum Ende der Inkubation am 32. Tag fiel das prozentuale Gewicht der anorganischen Fraktion
wieder leicht ab.

Abb. 4.35 zeigt den Verlauf der Gewichtsausbeute fiir die drei Femora iiber die Inkubationszeit.
Interessant war der prozentuale Anstieg des Gewichts am 4. Inkubationstag, welcher unmittel-
bar von einem sofortigen Gewichtsriickgang abgel6st wurde. Ein erneuter Anstieg mit anschlie-
3endem Riickgang war an den Versuchstagen 10 und 14 zu beobachten. Danach nahm der pro-

zentuale Gewichtsanteil der Anorganik stetig zu und brach erst nach dem 24. Tag erneut ein.
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Experimentelle bakterielle Degradation

Die Gewichtsanteile der anorganischen Knochenfraktion in den mit Mikroorganismen beimpften
Knochenproben zeigten grofée Schwankungen (20 = 3,05) und unterschieden sich zum Teil erheb-
lich von den frischen, unbeimpften Referenzknochen. Das geringste prozentuale Gewicht der An-
organik lag bei 54,1 Gew% (Femur 2, C. histolyticum), der hochste Gewichtsanteil bei 60,2 Gew%
(Femur 3, NK anaerob). Zwischen den drei Femora waren deutliche Unterschiede auszumachen.
Im Fall von Femur 1 waren die Schwankungen in den Gewichtsausbeuten der anorganischen Frak-
tion am starksten (20 = 1,99), wobei die starke prozentuale Zunahme hier jeweils bei den ange-
impften Proben beobachtet werden konnte (am deutlichsten bei der mit P. fluorescens beimpften
Probe). Die relative prozentuale Gewichtszunahme der Anorganik bei den beiden Kontrollen fiel

nur gering aus (vgl. Abb. 4.36).

62,0

60,0
E 58,0 PUIS R (i i B IR o -~---le . _
56,0 -~ ] .
54,0

52,0

Gew% Anorganik

50,0

48,0 . e e e e e .

B Femur 1l OFemur 2 CJFemur 3

Abb. 4.36 Verteilung des prozentualen Anteils der anorganischen Knochenfraktion nach der Deproteinierung der
experimentell bakteriell beimpften Proben. Die gestrichelte Linie stellt den gemittelten Wert der drei untersuchten
Femora dar. In allen Proben des Experiments war eine Zunahme des prozentualen Anorganikanteils im Vergleich zu
den frischen Referenzknochen erkennbar. NK = Negativkontrolle.
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Bei Femur 2 und 3 dagegen waren auch die unbeimpften Kontrollen von einem deutlichen
Gewichtsanstieg der anorganischen Komponente betroffen und =zeigten sogar hohere
Gewichtsanteile als die jeweils gezielt mit Mikroorganismen beimpften Proben (Femur 2, NK
aerob; Femur 3, NK anaerob). Femur 3 wies insgesamt nur relativ geringe Schwankungen in den

anorganischen Gewichtsanteilen auf (20 = 1,36).

Bodengelagerte Proben

Die beiden bodengelagerten Stichprobenkollektive unterschieden sich hoch signifikant hinsicht-
lich ihres prozentualen Anteils der anorganischen Knochenfraktion (Mann-Whitney-U-Test, p =
0,000). Die archiologischen Proben zeigten im Schnitt deutlich hohere Werte als die Proben des
Westfriedhofs, und auch die Varianz innerhalb des Probenkollektivs war héher (vgl. Tabelle 4.7).

Daher bestand auch ein statis-

tisch hoch signifikanter Zusam- Tabelle 4.7 Verteilung des prozentualen Gewichts der anorganischen
] Knochenfraktion in den bodengelagerten Stichprobenkollektiven.
menhang des Merkmals mit

der Liegezeit (Spearman R = Min

Max 20
0,730,p = 0,000)_ Westfriedhof 46,4 60,2 2,8
archaologische Proben 56,7 76,9 5,6

Einen Gewichtsanteil von unter
50 % wies mit 46,4 % lediglich
eine Probe auf (WF 29b). Ein Wert von iiber 60 % wurde bei lediglich einem Knochen des Proben-
kollektivs Westfriedhof beobachtet (WF 22), wahrend alle archdologischen Knochen mit
Ausnahme von MP 68, MWL 137, MWL 408 und SB 664 diesen Wert iiberstiegen. Bei 31 % der
Proben (n = 11) konnte sogar ein prozentualer mineralischer Anteil von iiber 70 % festgestellt
werden (MP 54, MWL 193, FH 3419, FH 3520, MG 1340, BW 9, BW 10, BW 14, Alt 1, Alt 220, BrA

3). Innerhalb der einzelnen Fundorte konnte kein allgemeiner Trend beobachtet werden.

Tierisches Vergleichskollektiv

Bei der Auswertung des prozentualen Anteils der mineralischen Fraktion am Gesamtgewicht des
Knochens bei den unbestatteten Rehkadavern fiel eine hohe Varianz des Werts bereits bei den
untersuchten frischen Knochen auf (41,8 % - 53,6 %; 20 = 3,7 %).

Drei Individuen zeigten Werte unter 50 % (Reh 2, Reh 4, Reh 10), alle anderen konzentrierten sich
um einen mittleren Wert von etwa 52 %. Auffdllig war, dass die Knochen des ersten Beprobungs-
intervalls mehrheitlich, in 7 von 10 Féllen, erniedrigte Gewichtsanteile der anorganischen Kom-
ponente aufwiesen. Der Durchschnittswert sank von anfangs 50,1 % auf 45,0 % nach 3 Monaten
Liegezeit ab (niedrigster Wert 34,4 %, Reh 6). Hierbei waren die Schwankungen zwischen den 10

Knochen mit einer Standardabweichung von 5,7 % besonders hoch.
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In den Knochen des zweiten Bepro-
570 / bungsintervalls nach etwa 6 Monaten

stieg der prozentuale Anteil der anor-

~ - ganischen Knochenfraktion in 8 von
c
% \ N / 10 Fallen erneut an und lag mit einem
9 47,0 e
g= \_/ durchschnittlichen Wert von 53,6 %
% iiber dem Ausgangswert der frischen
3 42,0
© \ Knochen (siehe Abb. 4.37).
37,0
32,0 ) Abb. 4.37 Prozentualer Gewichtsanteil der anor-
frisch 3 Monate 6 Monate ganischen Knochenfraktion am Gesamtknochen-
——Reh 1 Reh 2 ——Reh 3 Reh 4 gewicht nach Deproteini.erung in den }mbestat-
= Reh 5 e Reh 6 Reh 7 Reh 8 tet.en Rehk.nochen. Deutlich erkennbar 1s.t der re-
Reh 9 Reh 10 lative Gewichtsverlust nach 3 Monaten Liegezeit.

4.1.4.2 Analyse stabiler Kohlenstoff- und Sauerstoffisotope aus dem strukturellen Carbo-

nat

Die Analyse der stabilen Isotope von Kohlenstoff und Sauerstoff aus dem strukturellen Knochen-
carbonat wurde an allen Proben des chemischen Degradationsversuchs inklusive der frischen,
unverdnderten Referenzknochen (n = 36), den bakteriell angeimpften Proben (n = 18), den friih-
diagenetisch veranderten, bodengelagerten Proben (n = 50), den archaologischen Proben (n = 35)
sowie der Halfte der Rehknochen (n = 15) durchgefiihrt.

Experimentelle chemische Degradation

Die Analyse der stabilen Isotope von C und O iiber den Inkubationszeitraum in heiféem Wasser
ergab ein unterschiedliches Bild hinsichtlich des Verhaltens der Isotopenverhéltnisse der beiden
Elemente.

Wahrend der §13C-Wert iiber den gesamten Versuchszeitraum kaum Veranderungen zeigte (20 =
0,28), wies der §180-Wert einen linearen Negativtrend auf, welcher bis zum 6. Versuchstag eine
Abreicherung des schweren Sauerstoffisotops um 3 %o bewirkte. Danach stieg der 6180-Wert
kurzzeitig wieder leicht an (um etwa 1 %o), bevor er ab dem 10. Tag erneut abfiel (Abb. 4.38).
Uber den gesamten Versuchszeitraum fiel der §180-Wert damit um insgesamt 4,1 %o ab, was einen
massiven Verlust des schweren Sauerstoffisotops aus dem Gewebe bzw. die Inkorporierung von

isotopisch leichtem Sauerstoff in das Gewebe andeutet.
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Experimentelle bakterielle Degradation

Die experimentell bakteriell degradierten Proben wiesen zum Teil erhebliche Schwankungen in
den Verhéltnissen der stabilen Isotope des Knochencarbonats auf, wobei die 6180-Werte beson-
ders stark betroffen waren. In fast allen untersuchten Proben sanken die Sauerstoffwerte im Ver-
gleich zu den frischen Referenzknochen ab (vgl. Abb. 4.39). Am deutlichsten war dies bei der mit
P. melaninogenica beimpften Probe von Femur 3 erkennbar, hier sank der §180-Wert um 2,7 %o.
Aber auch bei 3 anderen Proben (Femur 3, Kontrolle anaerob: 1,5 %o; Femur 1, Kontrolle anaerob:
1,3 %o; Femur 1, Kontrolle aerob: 1,3 %o) konnte eine starke Abnahme des 6180-Werts beobachtet
werden.

Die 613C-Werte bewegten sich insgesamt in einer engeren Spanne (maximale Differenz 0,7 %o),
jedoch fielen auch hier einige tendenzielle Abweichungen im Vergleich zu den frischen Knochen
auf. Die Proben von Femur 2 und 3 zeigten im Vergleich zu den Ausgangswerten durchgehend
eine Zunahme der 613C-Werte, was sich besonders deutlich in den Proben Femur 3, P. fluorescens,
Femur 2, Kontrolle (anaerob) und Femur 2, C. histolyticum manifestierte. Femur 1 wies eher eine
Verschiebung in den negativeren Bereich auf, wobei sich die Probe Femur 1, Kontrolle (anaerob)
deutlich von den iibrigen Werten abhob. Es zeigte sich aufderdem, dass der Trend der Sauerstoff-

Isotopenwerte nicht zwangslaufig mit den Kohlenstoff-Isotopenwerten gekoppelt war.
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Abb. 4.39 Darstellung der Verhaltnisse der stabilen Kohlenstoff- und Sauerstoffisotope in den mit Bakterien beimpften
Knochenproben. Besonders der 6180-Wert war teilweise von starken Verdnderungen betroffen.

Bodengelagerte Proben

Da fiir die bodengelagerten Proben kein Referenzwert verfiigbar ist, welcher das in vivo Isotopen-

verhaltnis des Gewebes anzeigt, wurden im Zuge der graphischen Darstellung zunachst solche

Proben herausgegriffen, welche anhand ihrer Werte von den restlichen Proben des jeweiligen

Kollektivs abwichen und somit als potenziell auffallig beurteilt wurden. Abb. 4.40 zeigt, dass die

Mehrzahl der Proben in einem §13C-Wertebereich von -16,2 bis -14,8 %o angesiedelt war und sich
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Abb. 4.40 Darstellung der
Verhéltnisse der stabilen
Kohlenstoff- und Sauerstoff-
isotope aus dem strukturel-
len Knochencarbonat in den
Proben des Westfriedhofs.
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Auch hinsichtlich des Verhaltnisses der stabilen Sauerstoffisotope zeigten zwei Proben mit Wer-
ten von -12,6 %o bzw. -6,3 %o Abweichungen im Vergleich zu denen der restlichen Individuen des
Kollektivs (-11,53 %o bis -7,58 %o). Die so bestimmten isotopisch auffalligen Proben sind in einer

Ubersicht in Tabelle 4.8 aufgelistet.

Tabelle 4.8 Ubersicht iiber die hinsichtlich der Isotopie des strukturellen Knochencarbonats von der Mehrzahl der
Proben des Kollektivs Westfriedhof abweichenden Individuen nach grafischer Auswertung der Daten (vgl. Abb. 4.40).

auffillig §13C auffillig §180 auffillig 813C (abger.) und 8180 (anger.)
WF 8b (-14,3 %o) WF 15 (-12,6 %o) WF 10 (-16,3 %o, -7,0 %o0)
WF 41 (-14,3 %o) WF 24 (-6,3 %o) WF 44 (-16,3 %o, -7,4 %o0)
WF 45 (-14,2 %) WF 14b (-16,3 %o, -6,7 %0)

WF 47 (-14,4 %o)
WF 11 (-16,6 %0)
WF 21a (-16,4 %0)
WF 26 (-16,7 %0)

Bei den Proben des archéologischen Probenkollektivs war keine so deutliche Clusterbildung hin-
sichtlich der stabilen Kohlenstoff- und Sauerstoffisotope des Carbonats erkennbar wie bei den
Proben des Westfriedhofs, abweichende Werte waren so nur schwer auszumachen.

Aufgrund der geographischen Unterschiede der Fundorte war es sinnvoller, diese untereinander
zu vergleichen, um so Schwankungen in den Isotopendaten identifizieren zu konnen. Tabelle 4.9
fasst diejenigen Proben zusammen, welche im Vergleich zu den iibrigen desselben Fundorts in
ihren 613C- und/oder 6180-Werten Abweichungen von mehr als 1 %o aufwiesen und damit po-
tenzielle diagenetische Verdnderungen des Knochenminerals anzeigen kénnten.

Die niedrigsten 613C-Werte wurden generell in den Fundorten Altdorf, Sulzbach und Kempten be-
obachtet (Minimum -15,2 %o, Alt 240), die hochsten in den Proben aus Burgweinting, Maisach
und Freiham (Maximum -11,73 %o, MWL 137). Bei den §180-Werten zeigten die Fundorte Kemp-
ten, Maisach und Freiham die niedrigsten Signaturen (Minimum -10,77 %o, KE 161), die héchsten
Werte wurden, mit jeweils zwei Ausnahmen, in den Fundorten Altdorf und Bruchsal beobachtet
(Maximum -5,26 %o, Alt 1).

Dies deckt sich prinzipiell mit der An- Tabelle 4.9 Anhand ihrer Isotopenverhiltnisse auffillige Proben

ordnung der Fundorte nach ihrer oro- innerhalb der archédologischen Fundorte.

graphischen Hohe, wonach die hoheren

auffallig §13C auffillig 180

Lagen eine Abreicherung des schweren Alt 240 (-15,2 %o) Alt 64 (7,7 %o)
Sauerstoffisotops zeigen (vgl. 1.4.2 und MWL 408 (-15,1 %o) Alt 93 (-7,6 %o)
MWL 137 (-11,7 %o) MP 68 (-9,0 %o)
Abb. 4.41). BrA 12 (14,3 %o) SB 626 (-6,9 %)

BW 3 (-8,4 %0)
MWL 193 (-7,4 %o)
BrA 11 (-8,2 %o)
BrA 12 (-8,0 %)
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Abb. 4.41 Hohenprofil der archdologischen Fundorte. Die Knochen der am hochsten gelegenen Orte zeigten generell die
niedrigsten 6180-Werte, die Proben aus dem Flachland die hochsten. Abweichende Werte innerhalb der Fundorte
konnen auf Migrationsereignisse hindeuten, jedoch kénnen sie auch eine Konsequenz diagenetischer Verdnderungen
sein. Die Zahlen in Klammern reprasentieren die Probenmittelwerte ohne Ausreifer.

Tierische Vergleichsknochen

Bei den unbestatteten Rehknochen konnten Verdanderungen der Isotopenwerte des strukturellen
Knochencarbonats dank der frischen Referenzknochen iiber die Depositionszeit direkt verfolgt
werden.

Es zeigte sich, dass die 613C-Werte generell nur geringe Schwankungen aufwiesen und tiber den

gesamten Versuchszeitraum um
-6

einen Wert von -18,8 %o relativ °
konstant blieben (20 = 0,24 %o). 6,5 .
o
Die einzige Ausnahme bildete Reh -7
3, bei welchem eine kontinu- 0-7,5 "
ierliche Zunahme des 8§13C-Werts % -8 * 1
nach der Auslegung des Kadavers  -8,5 A. A
beobachtet werden konnte. Die -9 A .
Anderungen waren deutlich und 9,5
beliefen sich insgesamt auf etwa -20 -195 -19 -185 -18 -17,5 -17 -165 -16 -155 -15
13

+2 %o (vgl. Abb. 4.42). 6=C

® Reh 1 frisch # Reh 1,72 Tage AReh 1,178 Tage
Abb. 4.42 Ubersicht iiber die aus dem @ Reh 3 frisch & Reh 3,72 Tage A Reh 3,178 Tage
Knochencarbonat der unbestatteten @® Reh 5 frisch ® Reh 5, 72 Tage A Reh 5,178 Tage
Rehknochen gewonnenen Verhaltnisse ® Reh 7 frisch #Reh 7,51 Tage AReh 7,157 Tage
der stabilen Isotope von Kohlenstoff und .
Stickstoff. Besonders die §180-Werte ver- Reh 9 frisch Reh 9, 51 Tage Reh 9,157 Tage

dnderten sich liber die Depositionszeit
zum Teil erheblich.
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Die Verhdltnisse der stabilen Sauerstoffisotope zeigten eine weitaus hohere Variabilitit, wobei
sich kein einheitlicher Trend bei allen untersuchten Individuen ausmachen lief3. Wahrend die Pro-
ben von Reh 1 und 3 eine kontinuierliche Abreicherung des schweren Sauerstoffisotops zeigten
(insgesamt 1,6 %o bei Reh 1, fast 3 %o bei Reh 3), konnte bei Reh 5 erst im letzten Beprobungsin-
tervall eine deutliche Abreicherung beobachtet werden (insgesamt 1,6 %o).

Die Proben von Reh 7 wiesen weder in Bezug auf die §13C- noch die §180-Werte nennenswerte
Anderungen auf, Reh 9 zeigte einen kontinuierlichen Anstieg des §180-Wertes um insgesamt 1,4

%o0.

4.1.4.3 Spektroskopische Untersuchungen des Knochens

Alle Proben des chemischen Degradationsexperiments (n = 36), der bakteriellen Animpfungsver-
suche (n = 18) sowie die bodengelagerten Knochen (n = 85) wurden mittels Infrarotspektroskopie
in unbehandeltem, nativem Zustand untersucht. Zudem wurden alle Proben des Kollektivs West-
friedhof (n = 50), 30 der archdologischen Knochen sowie 16 der experimentell bakteriell degra-
dierten Knochen zusatzlich in deproteinierter Form (vgl. 3.7) gemessen. Von den Knochen der
unbestatteten Rehe stand lediglich ein Spektrum zur Auswertung zur Verfiigung (Reh 5, frisch),
welcher einen aus dem Spektrum errechneten Kristallinititsindex von 2,6 bei einer

Kristallitgrofe von 37 nm aufwies. Das C/P-Verhaltnis betrug 0,69.
Mit Ausnahme der unbestatteten Rehknochen wurden alle tibrigen Stichprobenkollektive mittels

Raman-Spektroskopie untersucht. Lediglich im Fall der archdologischen Knochen konnten 5 der
insgesamt 35 Proben nicht gemessen werden (MP 54, BW 14, MWL 137, MWL 251 und MWL 408).

Experimentelle chemische Degradation

Die Untersuchung der experimentell thermisch-hydrolytisch degradatierten frischen humanen
Femora mittels FTIR-Spektroskopie machte deutlich, dass nicht nur die organische Komponente
des Knochens von Veranderungen wahrend der Inkubationszeit betroffen war, auch das Knochen-
mineral zeigte deutliche Alterationen. So nahmen die errechnete Kristallinitdt und damit auch die
Kristallgrof3e der Knochenkristallite von Versuchsbeginn an (X = 2,3) bis zum 6. Kochtag ab (X =
2,1), wahrend das C/P-Verhaltnis anstieg (von X = 0,79 auf 0,90). Danach stiegen Kristallinitat und
Kristallgrofie erneut kurzzeitig an, bevor sie am 10. Inkubationstag wieder abnahmen. Erstam 16.
Beprobungstag war schlief3lich ein kontinuierlicher Anstieg der beiden Parameter zu beobachten
(bis CI = 2,7 bzw. einer Kristallgrof3e von 43 nm). Der C/P-Wert verhielt sich stets gegenlaufig zum
Kristallinitdtsindex und erreichte am 20. Versuchstag mit 0,51 seinen Tiefstand. Am Ende des
Experiments wurde ein durchschnittlicher Wert von 0,60 errechnet. Abb. 4.43 fasst den Verlauf
von Kristallintat, Kristallgrof3e und dem C/P-Verhaltnis liber den Versuchszeitraum in einer Gra-

fik zusammen.
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Es fielen jedoch noch weitere Besonderheiten an den FTIR-Spektren auf. Die Position der v,C03%
-Bande, welche sowohl die Typ A- als auch B-Carbonat-Umgebung des Kristalls reprasentiert, ver-
schob sich ab dem 20. Inkubationstag in hdhere Wellenzahlenbereiche um 872 cm-1, wahrend die
Bandenposition in den frischen Knochen und nach den kiirzeren Beprobungsintervallen durchge-
hend in niedrigeren Wellenzahlenbereichen angesiedelt war (um 871 cm-! oder niedriger, siehe
Abb. 4.44).
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Weiterhin fiel auf, dass ab dem 20. (Femur 1) bzw. 24. (Femur 2 und 3) Inkubationstag ein zusatz-
licher Peak im Wellenzahlenbereich von etwa 3600 cm-! sichtbar wurde, welcher auf die Prasenz
von OH- zuriickgefiihrt werden kann (Abb. 4.45).
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Abb. 4.45 FTIR-Spektren der Proben Femur 1, frisch, Tag 20, Tag 24, Tag 28 und Tag 32 (von oben nach unten). Neben
der Reduktion der Amid-Banden, welche die Prasenz von Organik anzeigen, ist ab dem 20. Inkubationstag ein zusatzli-
cher Peak im Wellenzahlenbereich um 3600 cm-! erkennbar (Pfeil).

Bei der vergleichenden Betrachtung der iliber die Inkubationszeit der Knochenproben gemessen-
en Raman-Spektren fiel auf3er der rapiden Reduktion der fiir organische Molekiile typischen Ban-
den ab dem 20. Inkubationstag keine unmittelbar greifbare Anderung der mineralischen Para-
meter auf. Die Position der v1P0O43--Bande zeigte sich durchgehend konstant bei 960-961 cm-1.
Lediglich die errechnete Halbwertsbreite der Hauptphosphatbande wies durchschnittlich eine
tendenzielle Reduktion iiber die Inkubationszeit von anfangs 17 auf 15 auf. Besonders deutlich
zeigte sich dies ab dem 20. Inkubationstag und korrespondiert damit mit dem beobachteten Ver-

lust der organischen Knochenbestandteile (vgl. Abb. 4.46).
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Experimentelle bakterielle Degradation

Bei den experimentell bakteriell degradierten Proben konnte lediglich bei der Halfte der nativen
Proben ein auswertbares FTIR-Spektrum gewonnen werden. Bei den restlichen Proben stellte
sich die Messung als schwierig dar, und trotz teilweise mehrfacher Nachmessung konnten keine
verwertbaren Spektren generiert werden, da das knochentypische Signal iiberlagert zu sein
schien. So konnte beispielsweise kein einziges Spektrum der mit P. fluorescens bzw. S. griseus be-
impften Knochen sinnvoll analysiert werden. Bereits bei der Probenvorbereitung zeigten sich die-
se Proben als auffillig, da die hergestellten Presslinge trotz mehrfachen Neuansatzes eine Art
schmierigen Schleier aufwiesen.

Die Berechnung der mineralischen Indizes wurde daher aus Griinden der besseren Vergleichbar-
keit innerhalb des Probenkollektivs an den deproteinierten Proben durchgefiihrt, welche deutlich
besser messbar waren, um so eventuelle Abweichungen sichtbar zu machen.

Es zeigte sich, dass einige Proben hinsichtlich ihrer Kristallinitdt und Kristallitgrofie teilweise
deutliche Zunahmen im Vergleich zu den frischen Referenzknochen zeigten. Besonders priagnant
war dies bei den mit dem Anaerobier P. melaninogenica beimpften Knochen sowie der unter
anaeroben Bedingungen inkubierten Kontrolle von Femur 3 zu beobachten (siehe Tabelle 4.10).
In den meisten Fallen war das Ansteigen der Kristallinidt mit einer deutlichen Abnahme des C/P-
Verhailtnisses verbunden, was ein Hinweis auf den Verlust von Carbonat aus dem Knochen sein
kann. Dies traf fiir die Proben Femur 2, S. griseus, Femur 2, P. melaninogenica, Femur 3, P.
fluorescens, Femur 3, Kontrolle anaerob sowie Femur 3, P. melaninogenica zu. Teilweise zeigte
jedoch das C/P-Verhiltnis einen signifikanten Anstieg, ohne dass die Kristallinitdt dramatische
Anderungen zeigte. Dies konnte eine Indikation fiir den Verlust von Phosphat aus dem Knochen
sein. Besonders deutlich war dies bei den Proben Femur 1, P. melaninogenica, Femur 2, Kontrolle
aerob und anaerob sowie allen mit C. histolyticum beimpften Knochen und betraf somit nahezu
ausschliefdlich unter anaeroben Bedingungen inkubierte Proben.

Die Tatsache, dass auch die unbeimpften Kontrollen teilweise von Alterationen betroffen waren,
macht deutlich, dass vermutlich auch in diesem Fall der kontaminierende Schimmel Auswirkung-

en auf die Knochenintegritit gehabt haben muss.

Tabelle 4.10 Ubersicht {iber die aus den FTIR-Spektren der deproteinierten Proben des bakteriellen Degradationsex-
periments errechneten Mineralisationsindizes. NK = Negativkontrolle.

Femur 1 Femur 2 Femur 3

CI Kristallgr.  C/P CI Kristallgr. C/P CI Kristallgr. C/P
Knochen frisch 2,4 32 0,76 2,3 32 0,79 2,2 29 0,83
NK aerob 2,3 31 0,72 2,2 28 0,94 2,4 33 0,73
P. fluorescens 2,4 33 0,78 2,3 30 0,86 2,4 32 0,67
S. griseus 2,3 31 0,69 2,5 35 0,69 2,3 32 0,80
NK anaerob 2,4 32 0,69 2,2 28 0,94 3,0 45 0,46
P. melaninogenica 2,5 34 0,99 2,7 39 0,66 2,7 38 0,66
C. histolyticum 2,3 31 0,96 2,4 33 0,94 2,3 31 0,97
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Im Zuge der Auswertung der jeweiligen Position der v,-Carbonatbande (siehe Tabelle 4.11) fiel
auf, dass alle mit den anaeroben Keimen P. melaninogenica und C. histolyticum beimpften Kno-
chen, ebenso wie die unter aeroben Bedingungen inkubierte Kontrolle von Femur 2 und die mit S.
griseus inokulierte Probe von Femur 1 eine Verschiebung der Bande in hohere Wellenzahlenbe-
reiche aufwiesen und damit auch mit den starken Erh6hungen bzw. Erniedrigungen des C/P-Ver-

héltnisses korrelierten.

Tabelle 4.11 Ubersicht iiber die Position der v2C0O32-Bande in den FTIR-Spektren der mit Bakterien beimpften Knochen-
proben. NK = Negativkontrolle.

Position v2C032- [cm-1]
Femur 1 Femur 2 Femur 3
Knochen frisch 870,21 871,03 868,93
NK aerob 871,82 872,17 871,87
P. fluorescens 871,90 871,51 871,79
S. griseus 872,20 871,83 871,65
NK anaerob 871,31 871,69 871,8
P. melaninogenica 872,06 872,23 872,24
C. histolyticum 872,58 871,93 872,06

Ein zusatzlicher OH-Peak im Bereich von 3600 cm-! konnte zudem in den Spektren der Proben
Femur 1, S. griseus, Femur 2, Kontrolle (aerob) und Femur 1, C. histolyticum nachgewiesen wer-
den.

Bei der Auswertung der Raman-Spektren der Knochen des bakteriellen Degradationsversuchs fiel
auf, dass die vi-Hauptphosphatbande bei etwa 963 cm-! im Fall von 3 Proben deutlich blauver-
schoben (940 cm1) war (Femur 1, Kontrolle aerob; Femur 1, P. fluorescens; Femur 2, S. griseus).
Die Tatsache, dass die Verschiebung des Peaks auch bei einer der Kontrollen beobachtet wurde,
lasst vermuten, dass ein Zusammenhang mit dem kontaminierenden Befall von Schimmel besteht.
Sechs andere Proben fielen durch eine im Vergleich zu den frischen Knochen sowie den restlichen
Proben des Experiments erhohte Halbwertsbreite der viP0O43--Bande auf.

Mit einem Wert von jeweils 18,6 liberschritten die Proben Femur 3, NK aerob, Femur 3, P.
fluorescens, Femur 1, S. griseus, Femur 3, S. griseus, Femur 1, NK anaerob sowie Femur 2 und 3, P.
melaninogenica auch den von Thomas et al. (2007) vorgegebenen oberen Grenzwert von 17 fiir
unverdndertes Knochenmineral (vgl. 1.5.2), was eine Abnahme der Kristallinitdt suggeriert (Free-
man et al. 2001). Da hiervon sowohl unter aeroben als auch anaeroben Bedingungen inkubierte
Proben sowie unbeimpfte Kontrollen betroffen waren, lasst sich der Effekt der Zunahme der Halb-

wertsbreite keinem bestimmten Mikroorganismus zuordnen.

Bodengelagerte Proben

Die aus den FTIR-Spektren errechneten Kristallinititswerte der Proben des Kollektivs West-

friedhof waren relativ eng gefasst und bewegten sich zwischen 2,3 und 2,6, wobei der gemittelte
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Wert bei 2,4 lag. Lediglich drei Proben wiesen den oberen Grenzwert von 2,6 auf. Die archadologi-
schen Proben zeigten mit Werten zwischen 2,2 und 2,9 insgesamt eine etwas grofiere Spanne,
wobei auch hier lediglich vier Proben einen Wert von 2,9 erreichten (MP 54, BW 14, MWL 137, KE
192). Der Median lag mit 2,6 etwas hoher als der des Westfriedhofs. Keine der Proben iiberschritt
damit den in der Literatur als obere Grenze angegebenen Wert von 2,9 fiir unveranderten Kno-
chen (siehe 1.5.2), jedoch unterschritten mehr als die Hélfte der Knochen mit kurzen Liegezeiten
(n =27) sowie acht der archdologischen Proben den unteren Grenzwert von 2,5.

Die aus den FTIR-Spektren berechnete Kristallitgrofde war daraufhin sogar bei 33 von 50 Proben
des Westfriedhofs kleiner als die angegebene Untergrenze von 35 nm (1.5.2, Median 34 nm,
Minimum 31 nm, Maximum 37 nm), wiederum in Entsprechung zu den frischen Referenzproben.
In den archaologischen Proben war die beobachtete Wertespanne wiederum weiter gefasst. So
konnte in 13 von 35 Fillen eine VergrofRerung der Kristalle auf iber 40 nm festgestellt werden,
zwei Proben wiesen geringere Kristallgrofden als 30 nm auf (Median 37 nm, Minimum 29 nm, Ma-
ximum 43 nm).

Hinsichtlich des errechneten C/P-Verhiltnisses zeigten die Proben des Kollektivs Westfriedhof
bis auf wenige Ausnahmen eine recht eng gefasste Wertespanne, welche Werte zwischen 0,70 und
0,80 umfasste (Median 0,76). In fiinf Fallen {iberstieg der C/P-Wert 0,80, in einer Probe erheblich
(WF 43, C/P =1,05). Mit Ausnahme von Probe WF 26 konnten in den FTIR-Spektren der iibrigen
Knochen mit einem C/P-Wert > 0,80 jeweils deutliche Signaturen einer Fremdsubstanz nachge-

wiesen werden, bei welcher es sich vermutlich um Fettsduren handeln diirfte (vgl. Abb. 4.47).
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Abb. 4.47 FTIR-Spektrum Probe WF 43 mit charakteristischen Banden fiir detektierte Fette.
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Im schwersten Fall (WF 43) konnten diese auch im Zuge der Deproteinierung des Knochenpulvers
nicht vollstindig entfernt werden. Zwei Proben (WF 21a, WF 45) wichen mit einem Wert von je-
weils 0,67 nach unten ab.

Auch hier variierten die Werte der archiologischen Proben wiederum starker (Median 0,73, Mi-
nimum 0,57, Maximum 1,02). Zehn Proben zeigten Werte tiber 0,80, sechs davon sogar tiber 0,90.
Elf Proben wiesen niedrigere Werte als 0,70 auf. Mit Ausnahme einer Probe (BrA 3) konnte in
allen archiologischen Knochen mit erhéhten C/P-Werten (> 0,90, BrA 7, BrA 10, BrA 11, BrA 12,
MWL 251) im FTIR-Spektrum ein Calcit-typischer Peak bei ca. 710 cm-! detektiert werden (siehe
Abb. 4.48).
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Abb. 4.48 FTIR-Spektrum der archédologischen Probe MWL 251 mit dem fiir Calcit charakteristischen Peak bei 713 cm-!
(Pfeil).

BrA 3 wies zwar kein Calcitsignal auf, jedoch zeigte das Spektrum akzessorische Banden bei 1670
cml, 2300 cm't, 2850 cm! sowie 2920 cm!, welche auf die Kontamination mit einem anderen
carbonathaltigen Mineral hindeuten (Abb. 4.49).

In den Spektren des jeweiligen deproteinierten Knochenpulvers, welches fiir die massenspektro-
metrische Analyse der stabilen Isotope des Knochenminerals verwendet wird, waren jedoch in

keinem der Fille noch Fremdmineralphasen detektierbar (siehe Abb. 4.49).
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Abb. 4.49 FTIR-Spektrum der archiologischen Probe BrA 3. Griin = unbehandelter Knochen, blau = nach Deproteinie-
rung und Ca-Acetat-Essigsdurepufferbehandlung. Die nicht-knochentypischen Banden des nativen Spektrums (Pfeile)
wurden durch die Behandlung entfernt. Der Ursprung der Bande bei ca. 2300 cm-! ist unklar und kann eventuell auf ein
Messartefakt zurtickgefiihrt werden.

Jedoch war nach der Deproteinierung und Entfernung kontaminierender Mineralphasen eine zum
Teil erhebliche Anderung der mineralischen Indizes erkennbar, welche im Fall von BrA 3 beson-
ders deutlich sichtbar wurde. So stieg hier die Kristallinitat von 2,2 auf 2,9 an, was einer Vergro-
3erung der Knochenkristallite von 30 auf 43 nm entsprach. Das C/P-Verhaltnis sank von 0,99 auf
0,71 und deutet damit einen relativen Verlust von Carbonationen aus dem Mineral an. In allen
deutlich kontaminierten Proben konnte der C/P-Wert nach der Behandlung in einen Bereich zwi-
schen 0,70 und 0,84 abgesenkt werden, lediglich fiir BrA 10 wurde ein Anstieg von 0,90 auf 1,10
verzeichnet. Die Anderungen in der Kristallinitit der Proben waren eher gering und zeigten kei-
nen einheitlichen Trend.

Bei 10 der archaologischen Proben fiel weiterhin im Zuge der Auswertung der FTIR-Spektren eine
zusatzliche OH-Bande im Wellenzahlbereich von etwa 3600 cm-! auf, welche bereits bei den ex-
perimentell chemisch degradierten Proben in den spaten Inkubationsphasen beobachtet wurde
(Abb. 4.50, siehe auch Abb. 4.45, S.138). Keine der forensischen und bakteriell degradierten Pro-

ben zeigte diesen Peak.
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Abb. 4.50 FTIR-Spektrum der unbehandelten archédologischen Probe KE 192. Im Wellenzahlenbereich von etwa 3600
cm-! ist eine zusatzliche schwache, in frischem Knochen nicht beobachtbare OH-Bande erkennbar (Pfeil).

In Bezug auf ihre gemessenen Raman-Spektren zeigten sich die bodengelagerten Proben im Ver-
gleich relativ homogen. Lediglich die archdologischen Proben BW 3 und MG 1087 hoben sich bei
der Analyse der Spektren durch die Detektion von zusatzlichen Banden bei ca. 350 cm-1, 650 cm'?
(nur bei MG 1087), 720 cm-! sowie 877 cm! von den restlichen Proben ab (vgl. Abb. 4.51). Zudem
zeigten die Proben einen ungewodhnlich hohen Fluoreszenzuntergrund. Dies weist auf die Kon-
tamination mit Fremdmineralphasen hin, welche normalerweise nicht in Knochen zu finden sind.
Das entsprechende Spektrum der Probe OTZ 1, welche bereits makroskopisch eine deutliche
Griinfarbung zeigte und somit eine Kontamination des Gewebes mit Griinspan (Malachit) vermu-

tet wurde, wies keine fiir dieses Mineral typischen Banden auf (Frost et al. 2002).
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Abb. 4.51 Vergleichende Darstellung der Raman-Spektren exemplarisch ausgewahlter Proben nach Bodenlagerung iiber unterschiedliche Liegezeiten (Frithbronzezeit: MG 1087, bis rezent:
WF 22). Die Proben MG 1087 und BW 3 zeigten im Bereich zwischen 250 cm-1 und 900 cm-! zusatzliche, in den anderen Proben nicht detektierte Banden, Grafik von Alexander Reul (unverof-

fentlicht).
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Im Zuge der Analyse der Position der vi1PO43--Dehnungsschwingung (Hauptphosphatbande) fiel
auf, dass innerhalb der bodengelagerten Stichprobenkomplexe eine klare Aufspaltung anhand der
Position des Peaks stattfand (siehe Abb. 4.52). Dabei waren die meisten Proben, deren Haupt-
phosphatpeak von der fiir Knochen typischen Position zwischen 958 cm-! und 961 cm-! abwich,

mit Positionen zwischen
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Abb. 4.52 Auftrennung der Proben anhand der Position der vi-Hauptphosphatban- wurde (sieche weiter
de in den Raman-Spektren der bodengelagerten Proben. Zahlreiche Proben sowohl oben, S.140).

des forensischen als auch des archédologischen Kollektivs wichen deutlich von der

fiir Knochen typischen Position der Bande zwischen 958 cm'! und 961 cm-! ab.

Die fiir die viP0O43--Bande errechnete Halbwertsbreite ergab fiir die archidologischen Proben eine
insgesamt hohere Streuung als fiir die Knochen mit kurzen Liegezeiten (20 = 1,46 bzw. 0,88). Die
Proben des Kollektivs Westfriedhof bewegten sich relativ konstant im Wertebereich zwischen
17,6 und 18,0. Lediglich 12 Proben wichen von dieser Spanne ab, wobei nur zwei Werte iiber 18
lagen (WF 1, WF 50; vgl. Abb. 4.53). Die restlichen zehn unterschritten den durchschnittlichen
Wert, jedoch waren alle diese Proben innerhalb der von Thomas et al. (2007) gesetzten Spanne
fiir guten Knochenerhalt. Im Fall der archiologischen Proben zeigten vier eine Halbwertsbreite
des Phosphatpeaks, die unter 15 lag (Alt 1, MWL 55, KE 192, FH 3520), was auf eine erhohte Kris-
tallinitat hindeutet. Zwei Proben wiesen eine Verbreiterung des Peaks auf und iiberschritten den
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Halbwertsbreite zeigten jedoch keinen statistisch signifikannten Zusammenhang (nach Spear-

man).

4.2 Intra- und interstrukturelle Zusammenhange der analysierten

Diageneseparameter

4.2.1 Intrastrukturelle Zusammenhinge histologisch festgestellter Diagenesepara-

meter

Tendenziell schien die Bildung authigener Kristalle vermehrt bei schlechtem mikrostrukturellem
Erhalt aufzutreten (OHI = 0-2), jedoch konnten diese auch in allen anderen Klassen des
histologischen Indexes beobachtet werden.

Die statistische Analyse ergab ebenso einen hoch signifikanten Zusammenhang zwischen dem his-
tologischen Index, welcher das Ausmafd des bakteriellen Angriffs klassifiziert, sowie histolo-
gischen Auffalligkeiten wie Haltelinien, Auflagerungen und einer anomalen Mikrostruktur (Spear-
man R =0,276, Kendall T = 0,246). Aufgrund der sehr niedrigen Korrelationskoeffizienten und der
hohen Frequenz von periostalen Auflagerungen bei den Proben des Westfriedhofs, welche aus-
schliefllich den OHI-Klassen 4 und 5 (guter bis sehr guter mikrostruktureller Erhalt) zugeordnet
waren, wird der Zusammenhang jedoch eher als Scheinkorrelation eingeschitzt und nicht etwa

als Folge eines verstiarkten bakteriellen Abbaus von histopathologisch auffilligem Knochen.

4.2.2 Korrelation histologischer Parameter mit dem Erhaltungsgrad von Kollagen

4.2.2.1 Bakterielle Zerstorungsmuster

In Bezug auf das gesamte Probenkollektiv zeigte die im histologischen Bild sichtbare bakterielle
Zerstorung (ausgedriickt durch den Oxford histologischen Index, OHI) statistisch hoch signifi-
kante Korrelationen mit fast allen festgestellten Kollagenmerkmalen, lediglich die an der Amino-
saurezusammensetzung festgemachte Qualitdt des Kollagens korrelierte nicht mit dem mikro-
strukturellen Erhaltungszustand.

Den hochsten Korrelationskoeffizienten wies der Zusammenhang zwischen bakteriellen Zersto-
rungsmustern und prozentualem Stickstoffanteil des Kollagens auf, wobei Abweichungen von den
als physiologische Spanne definierten Werten von % C und auch % N keiner bestimmten OHI-

Gruppe zugeordnet werden konnten (nicht signifikant, x2 nach Pearson).
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Wahrend bei den experimentell bakteriell degradierten Proben und den Knochen des West-
friedhofs erh6hte % C- und % N-Werte vornehmlich in den Proben detektiert wurden, welche eine
vollkommen intakte Mikrostruktur aufwiesen (OHI = 5), war bei den archdologischen Proben
genau das Gegenteil der Fall. Hier fanden sich die hinsichtlich ihrer % C- und % N-Werte auf-
falligen Knochen beziiglich ihres mikrostrukturellen Erhaltungsgrads in den OHI-Klassen 0 bzw.

2 wieder. Jedoch handelte es sich hierbei um jeweils lediglich 2 Proben.

Prozentuale Kollagen-Gewichtsanteile von unter 1 % waren nur in der OHI-Klasse 0 zu finden
(Mikrostruktur vollkommen zerstort), jedoch waren dies lediglich 3 Falle von 126, was die statis-
tische Aussagekraft relativiert.

Eine schlechte und sehr schlechte Kollagenqualitit, reflektiert durch die Aminosdurezusammen-

setzung, waren besonders mit gutem mikrostrukturellem Erhalt korreliert.

Innerhalb der einzelnen Stichprobenkollektive stellten sich die Zusammenhange unterschiedlich
dar. Bei keinem der untersuchten Probensets konnte ein statistischer Zusammenhang zwischen
histologischem Erhaltungszustand, molarem C/N-Quotienten und der Kollagenqualitdt herge-
stellt werden (vgl. Tabelle 4.12).

Im Hinblick auf die prozentualen Anteile von Kohlenstoff und Stickstoff wiesen lediglich die ar-
chdologischen Proben eine statistisch hoch signifikante Korrelation auf, ebenso mit recht hohen
Korrelationskoeffizienten, wobei die Proben mit erh6hten Werten mit schlechterem mikrostruk-
turellen Erhaltin Verbindung gebracht werden konnten (siehe weiter oben). Jedoch war eine gute
und sehr gute Kollagenqualitat hinsichtlich der Integritdt der Aminosdurezusammensetzung hier
ebenfalls eher in den unteren OHI-Klassen vertreten, wahrend eine mafdige bis schlechte Kolla-
genqualitat tendenziell mit einer unversehrten Mikrostruktur korrelierte. Jedoch konnte dies sta-

tistisch nicht als signifikanter Zusammenhang bestéatigt werden.

Tabelle 4.12 Korrelation des histologischen Erhaltungsgrades mit Merkmalen des Kollagens in den einzelnen unter-
suchten Probenkomplexen (obere Zeile: Spearman R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante Zusammenhéange sind
mit *** markiert, signifikante Korrelationen mit ,*“, n.s. = nicht signifikant. Bei den experimentell bakteriell
degradierten Proben und den Rehknochen wurde die Kollagenqualitét jeweils als sehr gut beurteilt und war damit
konstant.

Gew % % C % N C/N-molar Qualitat (ASA)
o *

Westfriedhof 0,312 n.s. n.s. n.s. n.s.
-0,257*

% k * %k * %k

archaol. Proben 0,747 0,533 0,634 n.s. n.s.

0,566** 0,416** 0,458%**
OHI

Bakt. Degradat. n.s. n.s. n.s. n.s. -
_ * %

Rehknochen 0,738 n.s n.s n.s -
-0,617**
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4.2.2.2 Organische Kontaminationen

Fir histologisch feststellbare organische Kontaminationen konnten nur bedingt Zusammenhange
mit der Integritat des extrahierten Knochenkollagens hergestellt werden. So zeigte zwar die sta-
tistische Analyse eine hoch signifikante Korrelation zwischen der Eindringtiefe von Huminstoffen
in den Knochen sowie dem prozentualen Anteil von Kohlenstoff und Stickstoff in der extrahierten
organischen Fraktion, jedoch waren die Korrelationskoeffizienten nicht sonderlich hoch (siehe
Tabelle 4.13). Auffdllig hohe % C- bzw. % N-Werte konnten nicht mit der Eindringtiefe der Humin-
stoffe assoziiert werden. Mit den librigen festgestellten Kollagenparametern konnte kein statisti-
scher Zusammenhang hergestellt werden.

Das Auftreten von Pilzsporen, Nematoden oder sonstigen organischen Kontaminationen, die bei
den Proben des Kollektivs Westfriedhof nachweisbar waren, hatte keinen nachweisbaren Einfluss

auf die festgestellten Parameter des Kollagenerhalts.

Tabelle 4.13 Korrelation der periostalen Eindringtiefe von Huminstoffen in das Knochengewebe mit den Merkmalen
des Kollagens in Bezug auf die Gesamtstichprobe (obere Zeile: Spearman R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante
Zusammenhdnge sind mit ,**“ markiert, signifikante Korrelationen mit ,*“, n.s. = nicht signifikant.

Gew % % C % N C/N-molar Qualitat (ASA)
Eindringtiefe
. & n.s. 0,343** 0,284** n.s. n.s.
Huminstoffe 0,273** 0,223*

4.2.2.3 Rekristallisierung und authigene Kristallformation

Tabelle 4.14 zeigt die errechnete Korrelation zwischen dem Auftreten von authigenen Kristallen
innerhalb der Mikrostruktur der Knochen bzw. meist periostal lokalisierten Rekristallisations-
mustern und den erhobenen Kollagencharakteristika fiir die beiden bodengelagerten Stichpro-
benkollektive (nach Spearman und Kendall).

Die statistische Analyse ergab einen hoch signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von Kristallen, dem prozentualen Kollagenanteil am Gesamtgewicht, den prozentualen Anteilen
von Kohlenstoff und Stickstoff am Kollagen sowie dem molaren C/N-Verhaltnis. Lediglich mit der
Kollagenqualitat war keine statistisch signifikante Korrelation erkennbar. Eine getrennte Analyse
von Westfriedhof und archdologischem Material ergab jedoch keinerlei Anhaltspunkte fiir Kor-
relationen der getesteten Parameter.

Aufgrund dieses Widerspruchs und um die Stiarke eines moglichen Effekts auf die Kollagenpara-
meter zu untersuchen, wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt. Daraus ergab sich
eine potenzielle Beeinflussung des prozentualen Kollagengewichts von 18,1 % durch den Faktor
JAuftreten authigener Kristalle/ Rekristallisation®, was einer mittleren Effektstirke entspricht (R2
=0,181,p =0,000).
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Tabelle 4.14 Korrelation zwischen histologisch detektierten Fremdkristallen bzw. Rekristallisationsphdnomenen und
den erhobenen Kollagencharakteristika (obere Zeile: Spearman R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante Zusam-
menhange sind mit ,*** markiert.

Gew % % C %N C/N-molar Qualitat (ASA)
* % * %k * %k * %
Kristalle -0,444 -0,351 -0,444 0,339 ns.
-0,364** -0,288** -0,365** 0,282**

Die errechneten Auswirkungen auf die % C- sowie % N-Daten waren mit 8,6 % bzw. 15,8 % (p =
0,000) ebenfalls nicht sonderlich hoch. Die Korrelation zwischen dem Auftreten von Kristallen
und der Kollagenqualitdt nach Aminosadureanalyse war zwar nach dem y2-Test ebenfalls hoch

signifikant (p = 0,004), jedoch war der Korrelationskoeffizient nur sehr gering.

4.2.2.4 Histopathologie

Die pathologische Resorption von Knochensubstanz zeigte nach entsprechender Analyse mittels
y2-Test, Rangkorrelationstest und linearer Regression keinerlei statistisch feststellbaren Zusam-
menhang mit den getesteten Kollagenparametern (prozentualer Gewichtsanteil, % C, % N, C/N-
molar, Kollagenqualitat).

Im Hinblick auf andere histologisch festgestellte Auffilligkeiten wie Haltelinien, Auflagerungen
oder einen gestorten mikrostrukturellen Knochenaufbau zeigte sich zunéchst ein statistisch sig-
nifikanter Zusammenhang mit den prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffanteilen des Kolla-
gens, allerdings waren die Korrelationskoeffizienten dufierst gering (vgl. Tabelle 4.15).

Jedoch wiesen die im Vergleich zum ,Normbereich“ erh6éhten % C- bzw. % N-Werte keine statis-
tische Korrelation mit histopathologischen Auffilligkeiten auf (y2 nach Pearson). Lediglich zwei
der Proben des Westfriedhofs, bei welchen im histologischen Bild periostale Auflagerungen fest-
gestellt wurden, zeigten auffillig erh6hte Werte fiir den prozentualen Anteil sowohl von Kohlen-
stoff als auch Stickstoff in ihrem Kollagen. Da aber mit einem Anteil von 20 % viele der Knochen
des Kollektivs Westfriedhof periostale Auffilligkeiten zeigten, kann hier keine Tendenz festge-

stellt werden.

Tabelle 4.15 Korrelation zwischen dem Auftreten von Haltelinien, Auflagerungen, eines gestérten Knochenaufbaus
und den erhobenen Kollagencharakteristika (obere Zeile: Spearman R; untere Zeile: Kendall T). Signifikante Zusam-
menhénge sind mit ,*“ markiert.

Gew % % C % N C/N-molar Qualitdt (ASA)
Histologische Auffilligkeiten n.s. 0,246* 0,205* n.s. n.s.
0,198* 0,162*
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4.2.3 Assoziationen zwischen histologischer Integritit und Alterationen der mine-

ralischen Knochenfraktion

4.2.3.1 Bakterielle Bohrkanale

Das Auftreten bakterieller Destruktionsfoci konnte statistisch mit diversen Mineralisierungsindi-
zes aus den FTIR-Messungen korreliert werden (nach Spearman und Kendall, siehe Tabelle 4.16).
Auch die lineare Regressionsanalyse ergab eine hoch signifikante Korrelation, wobei das Be-
stimmtheitsmafd eine mittlere Effektstarke fiir die Merkmale offenbarte (R2 = 0,173 bzw. 0,191).
Der hoch signifikante Zusammenhang zwischen histologischem Index und dem Auftreten einer
OH-Bande bei 3600 cm'! im FTIR-Spektrum wurde durch den y2-Test bestitigt, fiir welchen ein
vergleichsweise hohes Zusammenhangsmafi errechnet wurde (Cramérs V = 0,456).

Es zeigte sich, dass die akzessorische Bande in allen OHI-Klassen beobachtet werden konnte, mit
Ausnahme der durch die Kategorie 5 reprasentierten histologisch unversehrten Mikrostruktur.
Bei einer Einteilung des Kristallinitdtsindexes in die Kategorien: < 2,2, 2,2-2,8 und > 2,8 fiel auf,
dass Werte iiber 2,8 fast ausschliefdlich in den OHI-Klassen 0-2 (schlechter mikrostruktureller Er-
halt) zu finden waren, wahrend eine geringere Kristallinitat als 2,2 nur bei einer bakteriell voll-

kommen unversehrter Mikrostruktur (OHI = 5) vorkam.

Tabelle 4.16 Korrelation zwischen dem Auftreten bakterieller Zerstérungsmuster, ausgedriickt durch den histologi-
schen Index, und den Mineralisationsindizes aus den FTIR- und Raman-Messungen (obere Zeile: Spearman R; untere
Zeile: Kendall T). Hoch signifikante Zusammenhénge sind mit ,**“ markiert, n.s. = nicht signifikant.

Pos. OH-Bande Pos. v1-PO43- FWHM
Cl KristallgroBe c/p v,COs% (Raman) v1P0O43 (Raman)
OHI 0,366™ 0,353* n.s. n.s. -0,390* n.s. n.s.
-0,312%** -0,278** -0,361**

Bei der Einteilung der Kristallitgrofie in die Klassen ,< 30 nm*, ,30-39 nm"“ und ,> 39 nm"“ zeigte
sich, dass sowohl sehr grofde (> 39 nm) als auch sehr kleine Kristallite (< 30 nm) zwar in allen
OHI-Klassen beobachtet werden konnten, jedoch war die Haufigkeit von Kristallen > 39 nm bei
sehr stark bakteriell angegriffener oder vollkommen zerstorter Mikrostruktur hoher als bei bes-
serem Strukturerhalt (Abb. 4.54).

Insgesamt korrelierte der histologische Index hoch signifikant mit dem prozentualen Gewichts-
anteil der anorganischen Knochenfraktion (Spearman R =-0,623, Kendall T = -0,501, siehe Abb.
4.55).
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Innerhalb der beiden histologisch
und mineralogisch untersuchten bo-
dengelagerten Stichprobensets
konnten diese Zusammenhdnge je-
doch grofdtenteils nicht bestatigt
werden.

Im Fall der archdologischen Proben
wurde lediglich zwischen dem pro-
zentualen Gewicht der anorganisch-
en Knochenfraktion und dem his-
tologischen Index eine hoch signi-
fikante Korrelation nachgewiesen,
welche anhand der hohen Korrela-
tionskoeffizienten als recht stark
beurteilt werden konnte (Spearman
R=-0,661, Kendall T =-0,533).

Bei den Knochen des Westfriedhofs
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Abb. 4.54 Verteilung der erhobenen Kristallinitidtsindex-Werte (IRSF =
infrared splitting factor; Kristallinititsindex, a) und der errechneten
Kristallitgrofde (b) tiber den histologischen Index.

dagegen bestand ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen dem histologischen Index und

der Halbwertsbreite der viP0O43--Schwingung der Raman-Spektren (Spearman R =-0,404; Kendall

T =-0,363), wobei hier ein OHI von 4 (beginnender bakterieller Angriff) mit einer Verbreiterung

des Peaks einherging. Da im Probenkollektiv der archdologischen Knochen kein Fall mit vollkom-
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men intakter Mikrostruktur
reprasentiert war, ist an die-
ser Stelle der fehlende Korre-
lationsnachweis bei den ar-
chdologischen Proben aber

nicht direkt vergleichbar.

Abb. 4.55 Anteiliges Gewicht der an-
organischen Knochenfraktion in den
Klassen des histologischen Indexes.
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4.2.3.2 Organische Kontaminationen

Es konnte keinerlei statistischer Zusammenhang zwischen der Eindringtiefe von Huminstoffen
bzw. anderweitiger organischer Kontamination des Knochens wie Pilzsporen oder Nematoden,
den untersuchten mineralischen Indizes und spektralen Besonderheiten nach FTIR- und Raman-

Messung hergestellt werden.

4.2.3.3 Rekristallisierung und authigene Kristallbildung

Das histologisch detektierte Auftreten von Rekristallisationsphdnomenen bzw. authigen Kristal-
len innerhalb des Knochenquerschnitts zeigte liberraschenderweise keinen statistisch belegbaren
Zusammenhang mit den mineralogischen Indizes oder sonstigen spektralen Auffélligkeiten.

Die Korrelationsanalyse ergab fiir das gesamte Probenkollektiv lediglich eine hoch signifikante
Korrelation zwischen mikrostrukturell detektierbaren Kristallen und dem Auftreten einer akzes-
sorischen OH-Bande bei 3600 cm-! im FTIR-Profil (Spearman R = 0,351, Kendall T = 0,351). Auch
die Analyse mittels y2-Test ergab mit p = 0,000 und dem Zusammenhangsmafi Cramérs V = 0,351
ein identisches Bild.

Die Auswertung der einzelnen untersuchten Probenkollektive zeigte hinsichtlich der archaologi-
schen Proben keinen statistischen Zusammenhang zwischen einer histologisch nachweisbaren
Kristall-Um- bzw. -Neubildung und den spektroskopisch erhobenen Parametern des Knochenmi-
nerals. Bei den Proben des Westfriedhofs ergab sich keine statistisch signifikante Korrelation mit
dem C/P-Verhaltnis (nach Spearman und Kendall). Jedoch zeigten jene Proben, in welchen his-
tologische Rekristallisationsmuster nachgewiesen wurden, tendenziell niedrigere C/P-Werte,
wahrend Knochen ohne mineralische Umlagerungen mit Ausnahme von drei Ausreifern sehr

konstante C/P-Werte aufwiesen.

Im Fall der archédologischen Proben dufderten sich mineralische Verdanderungen der Mikro-
struktur hauptsachlich in Form von authigener Kristallbildung in den physiologischen Hohl-
rdumen des Knochens. Hier wurde deutlich, dass die fiinf Proben, bei welchen ein C/P-Wert > 0,9
festgestellt wurde, histologisch alle zum Teil massive kristalline Kontaminationen aufwiesen, was
fiir eine Kontamination mit carbonathaltigem Fremdmineral spricht. Vier der restlichen sieben
Proben mit authigener Kristallbildung zeigten dagegen deutlich erniedrigte C/P-Werte (< 0,7), ein
Hinweis auf den Verlust von strukturellem Carbonat. Proben mit reinen Rekristallisationsmus-
tern, vornehmlich als Folge bakterieller Zerstorung, lagen mit ihrem C/P-Verhaltnis jeweils im

Bereich zwischen 0,7 und 0,9.
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4.2.3.4 Histopathologie

Im Hinblick auf pathologisch auffillige mikrostrukturelle Merkmale konnte lediglich zwischen der
vermehrten Resorption von Knochen (Osteoporose) und der Halbwertsbreite der viP043—
Schwingung der Raman-Spektren eine statistisch signifikante Korrelation nachgewiesen werden,
wobei sich die Korrelationskoeffizienten sehr niedrig darstellten (Spearman R = 0,251, Kendall T
=0,218). Bei mittelméafiiger bis hochgradiger Knochenresorption wurde tendenziell eine Verbrei-
terung des entsprechenden Peaks beobachtet.

Bei den Proben des Westfriedhofs bestand kein Zusammenhang, nur die Knochen des archiologi-
schen Kollektivs wiesen ebenfalls eine signifikante Korrelation auf (Spearman R = 0,399, Kendall
T = 0,348). Es war jedoch auffillig, dass die beiden Proben des Westfriedhofs, welche einen ge-
storten mikrostrukturellen Aufbau aufwiesen (WF 21a, WF 45) auch im Vergleich zu den anderen
Knochen deutlich erniedrigte C/P-Werte zeigten (jeweils 0,67). Dasselbe galt fiir die gleicherma-
3en auffallige archdologische Probe OTZ 1 (0,68).

4.2.4 Zusammenhinge diagenetischer Merkmale des Kollagens

Die Korrelationsmatrix in Tabelle 4.17 zeigt, dass die festgestellten Parameter fiir den Kollagen-
erhalt in Bezug auf das Gesamtprobenkollektiv grofitenteils statistische Zusammenhange unter-
einander aufweisen, wobei das molare C/N-Verhéltnis die geringsten Korrelationen mit den rest-

lichen Parametern zeigte.

Lediglich mit dem prozentualen
Tabelle 4.17 Statistischer Zusammenhang zwischen den analysier-
ten Kollagenparametern in Bezug auf das Gesamtprobenkollektiv
(obere Zeile: Spearman R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante eine hoch signifikante Korrelation
Zusammenhange sind mit ,**“ markiert, n.s. = nicht signifikant.

Kohlenstoffanteil des Kollagens war

festzustellen, jedoch waren die Kor-

% C %N c/N-molar Qualitat (asa)  relationskoeffizienten sehr niedrig.
ewse 0,400**  0,458** . -0,359%* Den starksten Zusammenhang zeig-
0,286**  0,318** -0,364** ten das prozentuale Kohlenstoff- und
%C 0,898**  0,260**  -0,215** Stickstoffverhaltnis mit sehr hohen
0744%*  0,182* _0’167:: positiven Korrelationskoeffizienten.
%N n.s. :g:ié:** In Bezug auf die einzelnen Stichpro-
benkollektive wurden diverse Unter-

C/N-molar n.s.

schiede in den Korrelationen deut-
lich.

Die experimentell chemisch degradierten Knochen zeigten dhnliche Zusammenhéange wie das Ge-
samtkollektiv, jedoch waren hier die Korrelationskoeffizienten insgesamt héher, besonders in

Hinblick auf den statistischen Zusammenhang zwischen dem molaren C/N-Verhéltnis und dem
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prozentualen Kohlenstoffanteil sowie dem prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt und
der Kollagenqualitdt nach Aminosdureanalyse. Kein Zusammenhang wurde zwischen dem pro-
zentualen Gewicht der organischen Fraktion und der chromatographisch bestimmten Kollagen-

qualitat gefunden.

Bei den experimentell bakteriell degradierten Proben zeigten sich nur wenige Korrelationen zwi-
schen den untersuchten Kollagenparametern. Lediglich der prozentuale Kohlenstoff- und Stick-
stoffgehalt des Kollagens wiesen einen hoch signifikanten Zusammenhang mit sehr hohen Korre-
lationskoeffizienten auf. Das molare C/N-Verhiltnis und der prozentuale Kohlenstoffgehalt waren
nur nach Spearman signifikant korreliert.

Die Gesamtzahl der Proben war mit n = 18 jedoch sehr niedrig fiir aussagekréaftige statistische

Analysen.

Die statistische Untersuchung von Zusammenhdngen der untersuchten Kollagenparameter bei

den in situ in der Frithphase degradierten Proben des Westfriedhofs ergab eine hoch signifikante

Korrelation zwischen dem ermittelten anteiligen Gewicht der organischen Knochenfraktion am

Gesamtgewicht und der qualitativen Aminosdurezusammensetzung des Kollagens, wobei schlech-

ter Kollagenerhalt eher mit

1500 niedrigen Gewichtsausbeu-

ten in Zusammenhang ge-

57 bracht werden konnte (Abb.
4.56, Tabelle 4.18).

< 1000
a
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©
x
=
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Abb. 4.56 Zusammenhang zwi-
schen prozentualem Kollagenge-
wicht und der anhand der Amino-
sdurezusammensetzung bestimm-
ten Kollagenqualitdt. Schlecht er-
00 haltenes Kollagen wies mehrheit-

sehr gut gut mariig schlecht sehr schlecht lich die geringsten Gewichtsanteile

Kollagenqualitiit (ASA) auf.

Die statistische Analyse der archaologischen Proben in Hinblick auf Korrelationen der festgestell-
ten Kollagenparameter ergab andere Zusammenhange als die fiir die frithdiagenetisch verander-
ten Proben des Westfriedhofs berechneten. Die einzige Kongruenz bestand in der hoch signifikan-
ten und starken Korrelation zwischen dem prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt des

Kollagens.
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Tabelle 4.18 Statistischer Zusammenhang zwischen den Anders als bei den Proben des Westfriedhofs
analysierten Kollagenparametern der frithdiagenetisch

verdanderten Proben des Westfriedhofs (obere Zeile: Spear- zeigte sich in den archdologischen Proben

man R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante Zusam- kein statistisch signifikanter Zusammen-
menhdinge sind mit ,**“ markiert, signifikante mit ,*“, n.s. = ]
nicht signifikant. hang zwischen dem prozentualen Kollagen-

gewicht und der qualitativen Aminosaure-

%C %N C/N-molar Qualitét (ASA) Zusammensetzung.

0,337* -0,375%* Auch der prozentuale Stickstoffgehalt war

Gew % n.s. n.s. 0.236* 0.300**
’ o statistisch nicht mit der Kollagenqualitat

* %
%C g’ézi** h.s. h.s. korreliert. Der errechnete signifikante Zu-
0282+ sammenhang zwischen prozentualem Koh-
%N n.s. 0,221* lenstoffgehalt und Kollagenqualitit war je-
doch zu schwach, um eine echte Korrelation
C/N-molar n.s.

zu postulieren.

Ein hohes Zusammenhangsmafd wiesen dagegen der prozentuale Kohlenstoff- und Stickstoffge-

halt des Kollagens sowie dessen Gewichtsanteil am Gesamtknochen auf.

Im Fall der tierischen Vergleichsknochen konnte statistisch lediglich zwischen dem prozentualen
Kohlenstoff- und Stickstoffanteil ein hoch signifikanter und stark linearer Zusammenhang besta-
tigt werden (Spearman R = 0,968**, Kendall T = 0,886**).

4.2.5 Korrelation mineralischer Indizes und spektraler Besonderheiten

Die verschiedenen anhand der FTIR- und Raman-Spektren berechneten Indizes zur Charakteri-
sierung des Zustands des Knochenminerals und vom Durchschnitt abweichende spektrale Auffal-
ligkeiten zeigten hinsichtlich des Gesamtprobenkollektivs diverse statistische Zusammenhange.
Kristallinitdt und Kristallgrofe sind zwangslaufig stark linear korreliert, da die relative Grof3e der
Knochenkristallite aus der Kristallinitat errechnet wird. Es handelt sich demnach hierbei statis-
tisch um eine Autokorrelation. Den starksten hoch signifikanten Zusammenhang wiesen die Kris-
tallinitat bzw. die Kristallitgrofie und das C/P-Verhiltnis auf (Tabelle 4.19). Das negative Vorzei-
chen macht deutlich, dass die Zunahme des einen Faktors mit einer Abnahme des anderen in Ver-

bindung steht.
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Tabelle 4.19 Korrelationsmatrix zwischen den mineralischen Charakteristika in Bezug auf das Gesamtprobenkollektiv
(obere Zeile: Spearman R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante Zusammenhéange sind mit ,*** markiert, signifi-
kante mit ,*“, n.s. = nicht signifikant. CI = Kristallinitatsindex, FWHM = Halbwertsbreite.

KristallgroBe C/P Pos.v,CO3* OH-Bande Pos. viPOs**(Raman) FWHM v;PO,3-(Raman)
0,984** -0,589** 0,571** 0,226**
Cl n.s. n.s.
0,924** -0,469**  0,449%** 0,198**
Kristalleré® -0,585**  0,570** 0,224**
ristallgroBe n.s. n.s.
& -0,437**  0,418** 0,184**
c/p -0,221** 0,212%**
n.s. n.s.
-0,185** 0,160**
Pos. -0,366**
n.s. n.s.
V2C032' —0,301**
-0,256*
OH-Bande n.s.
-0,218*
Pos. v1PO43
n.s.
(Raman)

Das prozentuale Gewicht der anorganischen Knochenfraktion zeigte mit fast allen untersuchten

mineralischen Indizes eine statistisch hoch signifikante Korrelation, aufier mit der Position der

vi-Phosphatbande. Die Korrelationskoeffizienten waren jedoch in der Regel gering (< 0,300), was

auf ein nicht-lineares Verhaltnis schlief3en lasst. Eine mit R = 0,542 (T = 0,444) stiarkere Korrela-

tion bestand mit dem Auftreten der akzessorischen OH-Bande in den FTIR-Spektren (Abb. 4.57).
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Abb. 4.57 Zusammenhang zwischen den prozentualen Gewicht der an-
organischen Knochenfraktion und dem Auftreten einer akzessorischen
OH-Bande im FTIR-Spektrum.

Die experimentell chemisch de-
gradierten Proben zeigten insge-
samt ein dhnliches Korrelations-
muster wie das Gesamtprobenkol-
lektiv, jedoch waren die Korre-
lationskoeffizienten = insgesamt
noch héher. Dies zeigte sich be-
sonders deutlich bei der akzesso-
rischen OH-Bande im FTIR-Spek-
trum, welche mit fast allen ande-
ren Mineralparametern hoch sig-
nifikant Kkorrelierte. Auch hier
stellte sich die Korrelation zwi-
schen dem prozentualen Gewicht-
santeil der anorganischen Frak-
tion und dem Auftreten einer ak-
zessorischen OH-Bande im FTIR-
Spektrum, welche erst ab einem
Gewichtsanteil > 65 % beobachtet
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werden konnte, als sehr stark

R? Linear = 0.643

5o linear und hoch signifikant dar

(Spearman R = 0,837, Kendall T =
0,696, Abb. 4.58).

Aber auch mit weiteren Parame-
tern bestand ein starker, hoch sig-
nifikanter Zusammenhang (Posi-
tion vz-Carbonatbande: R = 0,782,
T = 0,587; siehe Abb. 4.58; CI: R =
0,720, T =0,520; Kristallgrofde: R =
0,727, T =0,506).

Gew¥% Anorganik

5069 00 870,00 87100 87200 gracn  In den iibrigen Probenkollektiven

Position Carbonatpeak stellten sich die Zusammenhange
Abb. 4.58 Verschiebung der vz-Carbonatbande mit zunehmendem pro- deutlich schwécher dar.
zentualen Gewicht der anorganischen Knochenfraktion in den experi- Dabei dhnelten sich interessanter-
mentell chemisch degradierten Proben.
weise die Korrelationsmuster der
experimentell bakteriell degra-
dierten und der archéologischen Proben. Dabei konnte lediglich zwischen der Kristallinitat/Kris-
tallgr6f3e und dem C/P-Verhéltnis ein hoch signifikanter Zusammenhang erkannt werden (Korre-
lationskoeffizienten jeweils >0,500). Dasselbe galt fiir die Korrelation zwischen der Halbwerts-
breite der Hauptphosphatbande des Raman-Spektrums sowie dem C/P-Verhaltnis. Eine Verbrei-
terung des Peaks war hierbei mit einem Absinken des C/P-Verhéltnisses korreliert. Bei den
archiologischen Proben war weiterhin ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
prozentualen Gewicht der anorganischen Knochenfraktion und der Position der v;-Carbonat-

bande erkennbar (R = 0,448, T = 0,339).

Die frithdiagenetisch in situ veranderten Proben des Westfriedhofs zeigten generell nur geringe
Variationen hinsichtlich der untersuchten mineralischen Parameter, weshalb auch die Korrela-
tion der einzelnen Merkmale schwécher war als im Gesamtprobenkollektiv. Es konnte lediglich
ein statistisch hoch signifikanter Bezug zwischen Kristallinitdt bzw. Kristallgrof3e und der Position
der v;-Carbonatbande im FTIR-Spektrum hergestellt werden (R = 0,495, T = 0,407 bzw. R = 0,537,
T = 0,354). Eine akzessorische OH-Bande wurde in keiner der 50 Proben nachgewiesen. Der ein-
zige Faktor, in welchem die Proben eine deutliche Variabilitdt aufwiesen, war die Position der v;-

Phosphatbande der Raman-Spektren.
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4.2.6 Zusammenhang zwischen Kollagenerhalt und mineralischen Indizes

Es zeigte sich, dass die untersuchten Kollagenparameter und die festgestellten mineralischen In-
dizes auf zahlreichen Ebenen hoch signifikant korreliert waren, wobei die Korrelationskoeffizien-
ten grofdtenteils sehr niedrig erschienen und damit einen strikt linearen Zusammenhang aus-
schliefen.

Die hochsten Korrelationskoeffizienten konnten fiir den Zusammenhang zwischen relativem Kol-
lagengewicht und Kristallinitat bzw. Kristallgrofse nachgewiesen werden, wobei das negative Vor-
zeichen ein inverses Verhaltnis andeute (siehe Tabelle 4.20). Ein ebenso guter Zusammenhang
bestand mit der Position der v,-Carbonatbande in den FTIR-Spektren, welche jedoch ausschlief3-
lich mit dem relativen Kollagengewicht korrelierte, sowie dem Auftreten der akzessorischen OH-
Bande des FTIR-Spektrums.

Tabelle 4.20 Statistische Zusammenhange zwischen den untersuchten Kollagen- und Mineralparametern bezogen auf die
Gesamtstichprobe (obere Zeile: Spearman R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante Zusammenhange sind mit ,**“
markiert, signifikante Zusammenhdange mit ,*“, n.s. = nicht signifikant. CI = Kristallinitatsindex, FWHM = Halbwertsbreite.

. N Pos. viPO4* FWHM
Cl KristallgroRe c/p Pos. v;C03> OH-Bande
(Raman) v1P0O43- (Raman)
G % -0,469%** -0,479%** 0,179* -0,482** -0,347** -0,205*
ew n.s.
) -0,359** -0,346** 0,122* -0,342** -0,284** -0,135%*
% C -0,230* -0,235%* 0,229%* N -0,262** ns 0,210%*
.S. .S.
° -0,168* -0,181* 0,156* -0,223** 0,142*
% N -0,250** -0,247** 0,203* -0,377** 0,199*
n.s.
° -0,190** -0,171%** 0,148* n.s. -0,309** 0,132*
0,213*
C/N-molar n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
0,153*
Qualitat (ASA) 0,233** 0,193* -0,201*
n.s. n.s. n.s. n.s.
0,216** 0,146* -0,158*

Der Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil der anorganischen und der organischen
Knochenfraktion war zwar statistisch hoch signifikant, aber nicht so stark linear wie erwartet (R
=-0,445, T =-0,305). Stattdessen bestand eine etwas starkere Korrelation zwischen dem prozen-
tualen Stickstoffgehalt des Kollagens und dem prozentualen Gewicht der anorganischen Matrix (R
=-0,487, T = -0,337). Die Korrelation mit dem prozentualen Kohlenstoffgehalt war etwas schwa-
cher (R =-0,387, T = -0,267), und der Zusammenhang mit der chromatographisch bestimmten
Qualitat des Kollagens kaum linear (R = 0,286, T = 0,221).

Fir die experimentell chemisch degradierten Proben ergaben sich wesentlich stirkere Zusam-
menhdnge zwischen den untersuchten Parametern des Knochenkollagens und -minerals als fiir
das Gesamtprobenkollektiv. Die starkste, hoch signifikante Korrelation wurde zwischen dem Auf-
treten der akzessorischen OH-Bande in den FTIR-Spektren, dem prozentualen Kollagengewicht
sowie dessen Stickstoff- und Kohlenstoffgehalt festgestellt (siehe Tabelle 4.21). Aber auch die
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Kristallinitdt und damit ebenso die Kristallgrofie korrelierten hoch signifikant und mit hohen

Korrelationskoeffizienten mit diesen Parametern.

Tabelle 4.21 Korrelationsmatrix zwischen den untersuchten Kollagen- und Mineralparametern der experimentell che-
misch degradierten Proben (obere Zeile: Spearman R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante Zusammenhéange sind
mit ,*** markiert, signifikante Zusammenhénge mit ,*“, n.s. = nicht signifikant. CI = Kristallinitatsindex, FWHM = Halb-
wertsbreite.

. .. Pos. viPO43 FWHM
Cl KristallgroRe c/p Pos. v,CO3% OH-Bande
(Raman) v1P0O43 (Raman)
G % -0,684** -0,661%** 0,416* -0,681** -0,817** 0,361*

ew n.s.

’ -0,472%* -0,431%** n.s. -0,466** -0,680** 0,284*
% C -0,565** -0,572%** 0,421* -0,420%* -0,744%** s s

0 -0,401%*  -0,399**  0,299* n.s. -0,621** > >

%N -0,652** -0,650** 0,499** -0,474* -0,825** 0,356*
n.s.

’ -0,471%* -0,454** 0,353* n.s. -0,686** n.s.
C/N-molar n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Qualitit (ASA) -0,391*

n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
-0,343%*

Ein hoch signifikanter Zusammenhang bestand weiterhin zwischen der Position der v,-Carbonat-
bande in den FTIR-Spektren und dem prozentualen Kollagengewicht, wobei eine niedrige Ge-
wichtsausbeute mit hheren Wellenzahlen in Zusammenhang gebracht werden konnte (vgl. Abb.
4.59).

Der Zusammenhang zwischen den
R? Linear = 0.509

25~ prozentualen Gewichtsanteilen der
. organischen und anorganischen
20~ Fraktion stellte sich hier wesentlich

starker dar als im Vergleich mit der
Gesamtstichprobe (R = -0,816, T = -
0,605).

Gew% Kollagen
I
|

o
]

£
Abb. 4.59 Zusammenhang zwischen dem
prozentualen Kollagengewicht und der Po-

| »* I sition der vz-Carbonatbande in den FTIR-
871.00 872,00 87300 Spektren der hydrolytisch degradierten
Proben.

0- 1 |
869,00 870,00

Position [cm] v,-CO32%

In den anderen Stichprobensets waren die Zusammenhange nicht oder wesentlich schwacher
erkennbar. Dies lag vor allem daran, dass die mineralischen Indizes in den experimentell
bakteriell degradierten und den Proben des Westfriedhofs generell eine hohe Konstanz
aufwiesen. Lediglich die archdologischen Proben zeigten ein abweichendes Bild. Hier konnten

deutlichere, zum Teil hoch signifikante Zusammenhange beobachtet werden (vgl. Tabelle 4.22).
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Die hoch signifikante Korrelation der in den FTIR-Spektren auftretenden akzessorischen OH-Ban-
de und des molaren C/N-Verhéltnisses basierte auf der tendenziell starkeren Assoziation hoherer
C/N-Werte mit einem Auftreten der zusatzlichen FTIR-Bande. Bei den experimentell chemisch
degradierten Proben war genau das Gegenteil der Fall. Auch das C/P-Verhaltnis korrelierte hoch
signifikant mit dem molaren C/N-Quotienten. Hier war auffallig, dass C/P-Werte > 0,9 mit er-
hohten C/N-Werten in Zusammenhang standen. Derselbe Trend zeigte sich in allen Proben-
kollektiven.

Das prozentuale Gewicht der anorganischen Knochenfraktion korrelierte statistisch hoch signifi-
kant mit dem organischen Gewichtsanteil, jedoch waren die Korrelationskoeffizienten relativ nie-
drig (R =-0,440, T =-0,310).

Tabelle 4.22 Korrelationsmatrix zwischen den untersuchten Kollagen- und Mineralparametern der archédologischen Kno-
chenproben (obere Zeile: Spearman R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante Zusammenhéange sind mit ,**“ markiert,
signifikante Zusammenhdnge mit ,*, n.s. = nicht signifikant. CI = Kristallinitatsindex, FWHM = Halbwertsbreite.

. " Pos. viPO43 FWHM
Cl KristallgroRe c/p Pos. v,C03>  OH-Bande
aman v1PO43 (Raman
(R ) PO, (R )
-0,509**
Gew % n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s.
-0,364**
-0,372* -0,364* -0,389* 0,369*
% C n.s. n.s. n.s.
-0,293* -0,273%* -0,256* 0,306*
-0,337%*
% N n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
-0,245%*
/N | -0,629** -0,641** 0,482** 0,514**
-molar n.s. n.s. n.s.
-0,475** -0,461%* 0,379** 0,429**
Qualitat (ASA)
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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4.3 Auswirkungen intrinsischer und extrinsischer Faktoren auf die

Integritit des Gewebes

4.3.1 Einfluss des Liegemilieus

4.3.1.1 Auswirkungen der Bodenparameter auf den mikrostrukturellen Erhalt des

Knochens

Die statistische Analyse zeigte, dass lediglich die Farbe des Bodens einen hoch signifikanten Zu-

sammenhang mit dem histologischen Index, sprich der Klassifizierung mikrostrukturell erkenn-

baren bakteriellen Angriffs, aufwies (%2 nach Pearson, Cramérs V=10,675). Alle anderen getesteten

Bodenparameter zeigten keine Korrelation.

Bei der mit 44 % am haufigsten vertretenen Bodenfarbe, 2.5YR/3/3, konnten in keinem Fall bak-

terielle Bohrkanale in der Mikrostruktur der Knochen festgestellt werden, wahrend die Pravalenz

in anderen Farbklassen teilweise sehr hoch war (siehe Abb. 4.60). Dies betraf vor allem die hel-
leren Farbschattierungen 2.5YR/6/3, 2.5YR/ 6/4, aber auch den dunkleren Ton 2.5YR/4/2.

Die Eindringtiefe von Huminstoffen in die Knochen zeigte keinen statistisch nachweisbaren Zu-

sammenhang mit den erhobenen Bodenparametern, jedoch wurde eine schwach signifikante Kor-

relation zwischen der Konsistenz des Bodens und dem Auftreten von periostalen Rekristallisa-

0-

OHI

| T
s

2EYRI3M 2 EYR33 2 EYRMAI 2EYR/32 2EYRM/A 2 E5YR/M2 25YRE/3 2. 5YRIE/M
Bodenfarbe

Abb. 4.60 Assoziation von unversehrter Mikrostruktur bzw. beginnender

bakterieller Zerstérung mit der jeweiligen Bodenfarbe.
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tionsphdnomenen errechnet
(%2 nach Pearson = 0,028, Cra-
mérs V = 0,377), welche eher
in lockerem, seltener in
weichem Boden auftrat.

In festem Boden wurde keine
Rekristallisation beobachtet,
jedoch kann dies aufgrund der
geringen Anzahl der Falle fes-
ten Bodens (n = 3) nicht als
sonderlich aussagekriftig ge-
wertet werden, was auch
durch das recht niedrige Zu-
sammenhangsmaf} reflektiert

wird.
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Ebenso wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem pH-Wert des Bodens und dem Auf-
treten von Rekristallisationsmustern festgestellt (32 nach Pearson = 0,018, Cramérs V = 0,809),
wobei sich hier nur eine Tendenz abzeichnete. Periostale Rekristallisation konnte zwar eher bei
niedrigeren Boden-pH-Werten (Median < 7,5) beobachtet werden, jedoch war die Variationsbrei-

te sehr hoch und umfasste pH-Werte von < 7,0 bis > 8,0.

4.3.1.2 Einfluss des Liegemilieus auf den Kollagenerhalt

Hinsichtlich der getesteten Kollagenparameter (Gew %, % C, % N, C/N-molar, Kollagenqualitat
nach Aminosdureanalyse) konnte keine statistisch signifikante Korrelation mit den analysierten
Bodenmerkmalen (Farbe, Konsistenz, Textur, pH-Wert, relativer Carbonatgehalt) nachgewiesen

werden.

4.3.1.3 Einfluss des Bestattungsmilieus auf die mineralische Matrix

Die Knochen des Probenkollektivs Westfriedhof, fiir welche Bodenproben ausgewertet werden
konnten, wiesen insgesamt recht homogene Werte hinsichtlich der untersuchten Mineralparame-
ter auf, deutliche Abweichungen waren nur in Bezug auf das C/P-Verhaltnis bzw. Unterschiede in
der Position der Hauptphosphatbande in den Raman-Spektren erkennbar. Die Bodenfarben, wel-
che mit den meisten Verdnderungen der mineralischen Parameter assoziiert waren, waren die
hellere Nuance 2.5YR/6/3 sowie 2.5YR/3/2. Es konnten jedoch in Verbindung mit allen Boden-
farbklassen Verdnderungen der mineralischen Parameter beobachtet werden, lediglich bei
2.5YR/4 /2 traten keine Auffilligkeiten auf. Jedoch handelte es sich hierbei auch nur um zwei Falle.
Im Hinblick auf den pH-Wert des Bodens wurde festgestellt, dass C/P-Werte > 0,9 ausschlieflich
bei alkalischen pH-Werten (> 8,0) auftraten.

4.3.2 Liegezeit

4.3.2.1 Zusammenhang zwischen der Liegezeit und histologischen Markern

Es konnte insgesamt eine statistisch hoch signifikante Korrelation zwischen der Liegezeit der
Knochen und dem Ausmaf? des histologisch feststellbaren bakteriellen Befalls festgestellt werden,
wobei die Korrelationskoeffizienten nach Spearman und Kendall zu deutlich unterschiedlichen
Ergebnissen kamen (R =-0,520, T = -0,388). Ebenso hoch signifikant korreliert waren die Liege-
zeit und das Auftreten von Rekristallisationsphdanomenen bzw. die Bildung authigener Kristalle
innerhalb der Knochenquerschnitte (R = 0,551, T = 0,459). Dabei wurde bei den frithdiagenetisch

beeinflussten Proben des Westfriedhofs eher eine lokale periostale Auflésung des Minerals mit
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Rekristallisation beobachtet, wahrend die archdologischen Proben vorwiegend echte Kristallfor-
mation aufwiesen (siehe 4.1.2.2).

Kein statistisch nachweisbarer Zusammenhang bestand zwischen der Liegezeit und der Eindring-
tiefe von Huminstoffen in das Gewebe.

Bei getrennter Betrachtung der Probenkollektive ,Westfriedhof* und , archdologische Knochen“
konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Liegezeit und dem bakteriellen Be-
fall der Knochen belegt werden, aber die histologisch beobachtbare Eindringtiefe von Huminstof-
fen zeigte einen signifikanten Zusammenhang, wobei die Korrelationen jeweils nur schwach wa-
ren (R=0,311, T =0,250 bzw. R = 0,337, T = nicht signifikant).

Durchschnittlich waren Huminstoffe erst nach einer Liegezeit von iiber 35 Jahren tiefer als 500
um in den Knochen eingedrungen, was sich in etwa mit der durchschnittlichen Haltbarkeitsdauer
der Sarge deckte, welche im Schnitt 27 Jahre betrug (vgl. 4.3.4.1). Bei den archdologischen Proben
wurde eine Eindringtiefe von mehr als 500 um nur in Knochen mit Liegezeiten unter 1000 Jahren
beobachtet, wobei lediglich drei Proben eine derart starke Kontamination mit Huminstoffen zeig-

ten, was die statistische Aussagekraft als wenig reprasentativ erscheinen lasst.

Auch bei den unbestatteten tierischen Vergleichsknochen bestand kein Zusammenhang zwischen

der Depositionszeit und dem Auftreten von bakteriellen Zerstérungsmustern.

4.3.2.2 Einfluss der Liegezeit auf die Integritat des Kollagens

In Bezug auf das gesamte Probenkollektiv zeigte die Liegezeit teilweise sehr deutliche Zusammen-
hinge mit den untersuchten Kollagenparametern, wobei der relative Gewichtsanteil der organi-
schen Knochenfraktion und der prozentuale Stickstoffgehalt die hdchsten Korrelationskoeffizien-
ten aufwiesen (siehe Tabelle 4.23, Abb. 4.61). Den schwachsten, lediglich signifikanten Zusam-
menhang zeigte die auf die Aminosdurezusammensetzung basierte Kollagenqualitat.

Bei den frithdiagenetisch beeinflussten Proben wiesen jene mit langeren Liegezeiten eine hohere
Gewichtsausbeute der Organik auf als Knochen mit kiirzerem postmortalem Intervall. Das nie-
drigste prozentuale Gewicht des Kollagens zeigten hier liberraschenderweise Proben bis 20 Jah-
ren Liegezeit. Derselbe Trend war hinsichtlich der chromatographisch bestimmten Kollagenqua-
litdit auszumachen (siehe Abb. 4.62), welche jedoch nach beiden Korrelationsberechnungen ledig-
lich eine signifikante Korrelation mit der Liegezeit zeigte (R =-0,352, T =-0,274).

Bei den archdologischen Proben konnte kein Zusammenhang zwischen der Liegezeit und der Kol-
lagenqualitat festgestellt werden. Dafiir korrelierten hier neben dem prozentualen Kollagenge-
wicht nach der Extraktion (R =-0,396, T = -0,268) auch der prozentuale Stickstoff- (R =-0,421, T
= -0,271) und Kohlenstoffgehalt (R = -0,445, T = -0,275) mit der Liegezeit. Jedoch war nur die
Korrelation mit letzterem statistisch hoch signifikant, wobei die Regressionsanalyse nur einen
schwachen Einfluss der Liegezeit auf den prozentualen Kohlenstoff- (R? = 0,038) und Stick-

stoffgehalt (R2 = 0,088) ergab. Tendenziell waren diese Parameter in dlteren Proben niedriger.
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Tabelle 4.23 Statistischer Zusammenhang zwischen der R? Linear = 0,258
Liegezeit und den untersuchten Kollagenparametern 50—

der bodengelagerten Proben (obere Zeile: Spearman R;

untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante Zusammen-

hange sind mit ,** markiert.

(85 ]
[}

Liegezeit
-0,665**
-0,461**
-0,483**
-0,345**
-0,610**
-0,448%*
0,396%* 5
0,287**
Qualitit (ASA) 0,229*
0,179*

Gew% Kollagen

Gew’% Kollagen
=]

% C
% N

C/N-molar

o- | | | I | ] I I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Liegezeit

R? Linear = 0.288 R? Linear = 0.182
[ 60—

20—

| | I I I |
- | | I I I |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 10- 1000 000 3000 4000 000 6000

Liegezeit Liegezeit

Abb. 4.61 Graphischer Zusammenhang zwischen der Liegezeit, dem extrahierten relativen Gewicht der organischen Knochen-
fraktion sowie dem prozentualen Stickstoff- und Kohlenstoffgehalt.
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4.3.2.3 Zusammenhange zwischen der Liegezeit und den mineralischen Indizes

Die statistische Analyse ergab hinsichtlich der Gesamtstichprobe eine hoch signifikante und star-
ke Korrelation zwischen der Liegezeit und dem relativen Gewicht der anorganischen Knochen-
fraktion, welches in den archdologischen Knochen durchschnittlich héher war als bei den Proben
des Westfriedhofs. Jedoch unterschieden sich die beiden Korrelationskoeffizienten mafdgeblich
(siehe Tabelle 4.24). Ebenfalls statistisch hoch signifikant zeigte sich das Verhaltnis zwischen Lie-
gezeit und Kristallinit bzw. Kristallgrofien der

Tabelle 4.24 Statistischer Zusammenhang zwi-
schen Liegezeit und mineralischen Indizes in Be-
zug auf die Gesamtstichprobe (obere Zeile: Spear-
man R; untere Zeile: Kendall T). Hoch signifikante
Zusammenhdnge sind mit ,*** markiert, signifi-

Proben, welche in den Knochen mitlangen Liege-
zeiten hoher waren als bei den frithdiagenetisch

beeinflussten Proben.

Innerhalb der Proben des Westfriedhofs wurde le-

kante mit ,*“

.1k . s . . Li it
diglich eine signifikante Korrelation zwischen der O‘;g;ffl
Liegezeit und dem C/P-Verhiltnis errechnet (R = - cI 0:314**
0,307, T = -0,241). Jedoch ergab die lineare Re-  gyistaligroge gé;;:
gressionsanalyse nur einen sehr schwachen Ein- '

c/p n.s.
fluss der Liegezeit auf das C/P-Verhiltnis (R? = 0,225
) )
0,088). Pos. v2C03 0,151*
OH-Bande 0,204*
0,170*
Auch bei den archéologischen Proben konnte le-

Lo . . Pos. viP043- (Raman) ns.
diglich ein Zusammenhang zwischen dem C/P-

Verhaltnis und der Liegezeit hergestellt werden, FWHM v1P0O4* (Raman) n.S.
jedoch war dieser statistisch hoch signifikant (R = GewY% Anorganik g'izg:

0,471, T = 0,377). Diese Beobachtung scheint aber
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vielmehr fundort- als zeitabhdngig zu sein, da alle der fiinf neolithischen Proben aus Bruchsal,
welche die altesten Knochen des Kollektivs sind, stark erhohte C/P-Werte aufwiesen. Werden die
entsprechenden Proben aus der Analyse ausgeschlossen, zeigt sich kein signifikanter

Zusammenhang mehr zwischen der Liegezeit und dem C/P-Verhiltnis.

4.3.3 Einfluss von Geschlecht, Sterbealter und Skelettelement auf den Knochener-
halt

4.3.3.1 Auswirkungen auf die mikrostrukturelle Integritit

Die statistische Analyse ergab einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und
der histologisch feststellbaren Knochenresorptionsintensitit (R = -0,270, T = -0,270). Dies ist
insofern relevant, da der Porosititsgrad der Knochen einen Einfluss auf das Dekompositionsver-
halten des Gewebes haben konnte.

Erwartungsgemafd war die Osteoporose-Privalenz bei weiblichen Individuen héher als bei Man-
nern, wobei auch bei diesen zahlreiche Falle mit mittlerer bis schwerer Knochenresorption fest-
gestellt wurden. So wiesen 2/3 der Knochen von Frauen deutliche Anzeichen von Osteoporose
auf, wahrend es bei mannlichen Individuen immerhin die Halfte betraf. Weder die Intensitat post-
mortalen bakteriellen Angriffs, noch die Eindringtiefe von Huminstoffen oder das Auftreten
mikrostruktureller Auffilligkeiten wie Haltelinien oder periostalen Auflagerungen zeigten jedoch
einen Zusammenhang mit dem Geschlecht des Individuums.

Dagegen wies das Individualalter eine statistisch hoch signifikante und starke Korrelation mit
dem histologischen Index auf (R = 0,651, T = 0,582). Dabei dominierte die Altersklasse Senilis die
histologischen Indexstufen 4 und 5 deutlich. Jedoch diirfte dies eher den hohen Anteil seniler Indi-
viduen im Probenkollektiv Westfriedhof reflektieren, in welchem die Proben einen erheblich bes-
seren histologischen Erhalt zeigten als die archdologischen Proben, bei welchen die Mehrzahl der
Individuen adult oder matur waren. Der Zusammenhang ist somit eher als Pseudokorrelation ein-
zuschatzen. Dasselbe gilt fiir den hoch signifikanten Zusammenhang zwischen dem Individualal-
ter und der Formation authigener Kristalle bzw. Rekristallisationsphdnomenen (R =-0,375, T = -
0,358), welcher suggeriert, dass deutlich weniger Individuen der Altersklasse Senilis Kristallbil-
dung im histologischen Schnitt zeigten. Dies diirfte wiederum auf die ungleiche Altersverteilung
in den Probenkollektiven zurtlickzufiihren sein und wird dadurch deutlicher, wenn die Stichpro-
bensets getrennt analysiert werden. Bei getrennter statistischer Auswertung wurden keine Kor-
relationen festgestellt, jedoch waren im archaologischen Probenkollektiv {iberwiegend adulte
Individuen in den histologischen Klassen 0 bis 2, welche einen schlechten mikrostrukturellen

Erhalt beschreiben, anzutreffen.
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Das Individualalter korrelierte weiterhin hoch signifikant mit der Knochenresorption (R = 0,282,
T = 0,269). Die schwachen Korrelationskoeffizienten geben den Umstand wieder, dass das ver-
mehrte Auftreten von Osteoporose zwar auf keine Altersklasse beschrankt war (in allen Klassen
war jeweils etwa die Halfte der Individuen von vermehrter Resorption betroffen), jedoch wurde
sie bei senilen Individuen haufiger beobachtet. Hier zeigten 2/3 der Knochen mittlere bis hoch-

gradige Knochenresorption.

Die statistische Beurteilung des Einflusses der Art des untersuchten Skelettelements auf den his-
tologischen Knochenerhalt ist in Hinblick auf die humanen, bodengelagerten Proben schwierig,
da im Vorfeld die Untersuchung eines Skelettelements bevorzugt wurde, um Einflusseffekte aus-
zuschliefien. Die Knochen des Westfriedhofs variierten zwar leicht in ihrer Zusammenstellung
(Femur: n = 30, Tibia: n = 15, Humerus: n = 5), jedoch wurden hier lediglich sieben Félle mit be-
ginnender bakterieller Zerstorung (OHI = 4) registriert, bei welchen es sich ausschlief3lich um Fe-
mora handelte. Die archdologischen Proben setzten sich bis auf eine Ausnahme ausschlief3lich aus

Femora zusammen.

Bei den unbestatteten tierischen Vergleichsknochen bestand eine héhere Varianz hinsichtlich der
untersuchten Skelettelemente, jedoch konnte auch hier kein Zusammenhang mit dem histologi-

schen Erhalt festgestellt werden.

4.3.3.2 Zusammenhange mit der Integritat des Kollagens

Die statistische Korrelationsanalyse ergab zwar einen hoch signifikanten Zusammenhang zwi-
schen der Individualaltersklasse und dem prozentualen Kohlenstoff- (R = 0,332, T = 0,265) und
Stickstoffgehalt (R = 0,443, T = 0,343) des Kollagens, jedoch deutete die lineare Regressionsana-
lyse auf einen relativ geringen Einfluss des Merkmals hin (R2 = 0,112 bzw. 0,174), und auch die
grafische Auswertung lief} keinen zwingenden Trend erkennen. Individuen der Altersklasse
Senilis schienen jeweils etwas hohere Durchschnittswerte aufzuweisen, jedoch war dies nur eine
Tendenz.

Eine signifikante Korrelation konnte weiterhin mit dem molaren C/N-Verhaltnis festgestellt wer-
den (R=-0,251, T =-0,197), wobei auch hier die Knochen seniler Individuen lediglich tendenziell
niedrigere Durchschnittswerte aufwiesen als die Proben aus anderen Altersklassen.

Diese Beobachtungen kénnten wiederum auf die ungleiche Verteilung der Altersklassen in den
Stichprobenkollektiven zuriickzufiihren sein. Bei getrennter Auswertung der Stichprobensets
konnten die oben beschriebenen statistischen Zusammenhénge nicht bestatigt werden. Weder
das Geschlecht noch das Skelettelement, wobei hier wiederum menschliche und tierische Kno-
chen getrennt untersucht wurden, hatten einen Einfluss auf die Auspragung der analysierten Kol-

lagenparameter.
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4.3.3.3 Korrelationen mit den mineralischen Indizes

Das Individualalter zeigte eine statistisch hoch signifikante Korrelation mit der Kristallinitat (R =

-0,324, T =-0,274) bzw. der Kristallitgrofle (R = -0,348, T = -0,344) des Knochenminerals. Bei al-

teren Individuen war die Kristallinitat geringer und die Kristallite waren damit kleiner als in den

Altersklassen Juvenis und Adultas (vgl. Abb. 4.63a). Auch das prozentuale Gewicht der anorgani-

schen Knochenfraktion korrelierte hoch signifikant mit dem Alter der Individuen (R =-0,593, T =

-0,484, Abb. 4.65b), obwohl fiir die organische Komponente kein Zusammenhang festgestellt wer-
a) den konnte (siehe 4.3.3.2).

430- Die Altersklasse Adultas zeigte
] l hier das hochste anteilige Ge-
wicht der Anorganik des Kno-
80— chens, Senilis das geringste.
Auch die Position der v;-Carbo-
natbande (R = -0,500, T = -
0,373) sowie das Auftreten der

Kristallgréfe [nm]

330—

0,361, T = -0,344) korrelierten
statistisch hoch signifikant mit
Juvenis Adultas Maturitas Senilis der AlterSklasse. ES flel auf, daSS

80— die v2CO3%-Position bei juveni-

I akzessorischen OH-Bande (R = -

28,0—

b) £ len und adulten Individuen
117 durchschnittlich in hoéheren
Wellenzahlenbereichen lag als
108 in den Klassen Maturitas und
o

besonders Senilis (vgl. Abb.
4.64).

Gew% Anorganik

50—
k)
i o™ Abb. 4.63 Beobachtete Verteilung der
Kristallitgrof3e des Knochenminerals
(a) und des prozentualen Gewichtsan-
Juvenis Adultas Maturitas Senilis teils der anorganischen Matrix (b)

iiber die Altersklassen.

40=

Die akzessorische OH-Bande in den FTIR-Spektren wurde in dlteren Individuen (Maturitas und
Senilis) eher seltener beobachtet als in den Knochen jiingerer Menschen. Es stellt sich jedoch auch
hier wiederum die Frage, ob die Beobachtungen nicht eher eine Konsequenz der ungleichen Al-
tersverteilung in den Stichprobenkollektiven sind und tatsdchlich weniger von der Altersklasse

abhéngen.
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Die getrennte Analyse der 874,00~
Stichprobenkollektive be-
statigte jedoch grofdtenteils
die beobachteten Zusam- 873,00~
menhédnge, besonders deut-
lich hinsichtlich der archéo-

logischen Proben, welche Bra00=

ebenso statistisch signifi-

kante Korrelationen zwi-

Position Carbonatbande FTIR [em-1]

871,00=

schen der Altersklasse, der 1089, 59
Kristallinitat und der Kris- &3
tallgrof3e aufwiesen. o
g 870,00 Juvenis Adultas Maturitas Senilis
Es konnte kein statistischer
Zusammenhang zwischen Abb. 4.64 Position der v2C032-Bande in den verschiedenen untersuchten Alters-
klassen.

dem Geschlecht der Indivi-
duen und den erhobenen
mineralischen Indizes hergestellt werden, und auch hinsichtlich der untersuchten Ske-

lettelemente zeigten sich keine statistischen Korrelationen.

4.3.4 Weitere extrinsische Faktoren und makroskopisch beobachtbare Besonder-
heiten

4.3.4.1 Einfluss von Bekleidung und Sargen auf den Knochenerhalt

Der Erhaltungszustand von mit der Bestattung assoziierten Materialen zeigte eine hoch signifi-
kante Korrelation mit der Liegezeit mit mafdigen Korrelationskoeffizienten (R = -0,419, T = -
0,341), dargestellt in Abb. 4.65. Die Zusammenhangsstarke wird etwas besser (R =-0,476, T = -
0,392), wenn der Sonderfall der Bestattung im Zinksarg aus der Berechnung ausgeklammert wird,
da Metall im Erdboden unter normalen Umstdnden konsequenterweise wesentlich langer haltbar
ist als organische Materialien. Die durchschnittliche Erhaltungsdauer von Sargen bzw. Beklei-
dungsresten betrug 27 Jahre.

Es bestand kein statistisch belegbarer Zusammenhang zwischen dem Erhalt von Sargen bzw. Be-
kleidungsresten und dem histologischen Index (2 nach Pearson), jedoch war der Prozentsatz von
Proben mit beginnendem bakteriellem Angriff bei vollstindig vergangenen Sargen oder assoziier-
ten Materialien h6her (26 %) als bei deren Erhalt (7 %).

Auch die Eindringtiefe von Huminstoffen in den Knochen zeigte keine statistisch signifikante Kor-
relation mit dem Erhalt von mit der Bestattung assoziierten Materialien (%2 nach Pearson). Bis zu

einer Eindringtiefe von 500 pm waren jedoch héufiger solche Knochen betroffen, die noch mit
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Sargen und/oder Bekleidung asso-
60~ zilert waren. Bei tieferer In-
filtration waren Uberreste mit und
ohne Sarg oder Kleidung gleicher-

mafien vertreten.

o
T
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Abb. 4.65 Zusammenhang zwischen mit der Bestattung assoziierten Ma- keinen Zusammenhang mit assozi-
terialien und der Liegezeit.
ierten Materialien. Weiterhin wie-

sen weder die untersuchten Para-
meter des Kollagens noch die mineralischen Indizes eine statistisch signifikante Korrelation mit

dem Erhalt von Sargen oder Bekleidung auf.

4.3.4.2 Makroskopische Besonderheiten der frithdiagenetisch beeinflussten Proben

Eine Besonderheit, welche nur bei den Proben des Westfriedhofs beobachtet wurde, war das Auf-
treten von Fettwachs in den Knochen, das sich hauptsachlich als saponifiziertes Knochenmark
darstellte und meist den kompletten Knochenquerschnitt durchzog. Dies konnte nur bis zu einer
Liegezeit von 34 Jahren beobachtet werden und deckte sich damit grob mit der durchschnittlichen
Erhaltungsdauer von mit der Bestattung assoziierten Materialien, was sich in der statistisch hoch
signifikanten Korrelation mit dem Erhaltungszustand von Sargen bzw. Kleidungsresten wider-
spiegelt (R = 0,386, T = 0,377). Fettwachs konnte nicht nachgewiesen werden, wenn keine Sarg-
bestandteile oder Textilien mehr erhalten waren. Sowohl die Knochen, welche aus Grabern
stammten, in denen Plastikfolie gefunden wurde, als auch die Bestattung aus dem Zinksarg wiesen
Fettwachsbildung auf.

Jedoch bestand kein statistisch nachweisbarer Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Adi-
pocire und dem bakteriellen Befall, wobei alle Knochen, welche Zeichen von Fettwachs zeigten,
eine vollstindig unversehrte Mikrostruktur erkennen liefden. Auch Huminstoffe waren in diesen
Knochen weniger als 100 um tief in das Gewebe eingedrungen.

Die Prasenz von Fettwachs hatte keinen statistisch belegbaren Einfluss auf die untersuchten Kol-
lagenparameter, aber hinsichtlich der mineralischen Indizes konnte ein signifikanter Zusammen-
hang mit dem Verhaltnis von C/P nachgewiesen werden, wobei die Korrelationskoeffizienten nur
schwach waren (R = 0,282, T = 0,244).
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4.3.4.3 Taphonomische Besonderheiten der unbestatteten tierischen Vergleichsproben

Die Uberreste der unbestatteten Rehkadaver zeigten im Zuge des Taphonomieverlaufs einige Be-
sonderheiten, welche bei den bestatteten Knochen nicht beobachtet werden konnten und auf die
Deposition an der Oberflache zuriickzufiihren sind. Dabei handelte es sich um die Priasenz von
Maden in der Markhohle einiger Knochen, die Veralgung der Knochenoberflache bzw. Verwitte-
rungserscheinungen der Knochen (vgl. 4.1.2.1).

Hinsichtlich der histologischen Integritiat der Proben bestand kein statistisch signifikanter Zusam-
menhang mit den oben genannten Merkmalen, jedoch trat die Veralgung der Knochenoberflache
nur in Zusammenhang mit einem histologischen Indexwert von 4 auf, welcher beginnenden mi-
krobiellen Angriff auf die Knochenmikrostruktur reflektiert.

Es bestand eine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten von Maden in der
Markhohle und dem prozentualen Gewicht der organischen Knochenfraktion (R = 0,377, T =
0,313), wobei die mit Maden befallenen Knochen eine durchschnittlich niedrigere Gewichtsaus-
beute aufwiesen als Knochen ohne Maden (knapp 10 Gew % gegeniiber 12,5 Gew %). Jedoch war
die Anzahl der Fille zu gering, um valide statistische Aussagen titigen zu konnen. Ahnliches galt
fiir den Einfluss von Algenwachstum auf der Knochenoberflache, welches zumindest nach der
Korrelationsanalyse nach Spearman einen signifikanten Zusammenhang mit dem Gewichtsanteil
der organischen Knochenfraktion andeutete (R = 0,363).

Auffallig war jedoch die statistisch hoch signifikante und stark lineare Korrelation zwischen dem
Verwitterungsgrad der Knochen und dem prozentualen Kohlenstoff- (R =-0,656, T = -0,553) und
Stickstoffgehalt (R = -0,694, -0,586) des Kollagens (siehe Abb. 4.66). So zeigten die Knochen mit
Anzeichen von Verwitterung deutlich niedrigere Werte fiir % C (< 40 %) und % N (< 15%) als

Knochen mit Verwitterungsgrad 0.

55—

0=

50—

I = T

35—

keine Yerwitterung Venwitterung keine Yerwitterung Verwitterung

Abb. 4.66 Prozentualer Kohlenstoff- (a) und Stickstoffgehalt (b) in den Rehknochen ohne und mit Anzeichen von Verwitte-
rung.
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Es konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Maden in der Mark-
hohle, der Veralgung der Knochenoberflache, dem Verwitterungsgrad der Knochen und dem an-
teiligen Gewicht der anorganischen Knochenfraktion hergestellt werden.

Bei veralgten Knochen wurde zudem ein tendenziell hdheres prozentuales Gewicht der Anorganik

festgestellt als bei Knochen ohne Algenbewuchs (55 % gegentiber 52 %).

4.4 Implikationen fiir die Isotopenanalyse aus Kollagen und Mineral

Im folgenden Abschnitt sollte nun zunachst mithilfe statistischer Verfahren tiberpriift werden, ob
und welchen Einfluss die einzelnen getesteten Parameter des Knochenkollagens und -minerals
auf die Anderung der Werte der stabilen Isotope von C, N und O des Gewebes hatten.

Hierfiir wurden zunichst die Ergebnisse aus den experimentellen Degradationsversuchen auf Zu-
sammenhdnge hinsichtlich abweichender Isotopenwerte getestet, da hier die jeweiligen in vivo
erworbenen und diagenetisch unveranderten Ausgangswerte bekannt waren.

Als ,,Abweichung” wurden prinzipiell zundchst alle Verschiebungen ab einer Isotopensignatur von
> 0,8 %o im Vergleich zu den frischen Referenzknochen registriert, da dies deutlich iiber etwaige
Messfehler hinausging. Jedoch zeigten sich die als modifiziert registrierten Isotopenwerte fiir C, N
und O bei den experimentell degradierten Proben meist teils deutlich tiber einem Wert von 1 %o
(vgl. Tabelle 4.25).

Sinnvolle Regressionsanalysen waren hier aufgrund der geringen Fallzahl in den analysierten Ka-
tegorien jedoch nicht moglich. Erst im Zuge der Extrapolation der Erkenntnisse auf die in situ de-
gradierten Proben wurde anhand logistischer Regressionsmodelle der Einfluss der untersuchten

Variablen auf potenzielle Abweichungen in den Isotopendaten analysiert (siehe 5.3.2).

Tabelle 4.25 Zusammenstellung der in den experimentell degradierten Stichprobenkollektiven als diagenetisch modi-
fiziert eingestuften Probenzahlen. Obwohl die meisten Proben Verschiebungen der Isotopensignaturen im Bereich zwi-
schen 1-2 %o aufwiesen, waren auch deutliche Modifikationen erkennbar, welche die Trophiestufenschwelle von 3 %o
tiberschritten. Die Zahlen in Klammern bezeichnen die Gesamtzahl der Proben des Kollektivs mit einer Verschiebung >
0,8 %o.

Degradations- Verschiebung Verschiebung §15N | Verschiebung Verschiebung
experiment 813Cion 813Ccarb 8180car

> 1 %o >3 %o > 1 %o >3 %o > 1 %o >3 %o > 1 %o >3 %o
Hydrolytisch 7(7) 3(7) 4(13) 7 (13) 0 0 15 (33) 18 (33)
Bakteriell 0 0 0 0 0 0 7 (8) 0(8)
Rehknochen 2(2) 0(2) 3(3) 0(3) 1(1) 0 7(8) 0(8)
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4.4.1 Analyse der stabilen Isotope von C und N aus der organischen Knochen-

fraktion

Tabelle 4.26 fasst die statistisch berechneten Korrelationen zwischen allen erhobenen Parame-
tern, welche einen Einfluss auf die isotopische Zusammensetzung des Knochenkollagens haben
konnten, und den in den experimentellen Degradationsversuchen beobachteten Abweichungen in

den Isotopenverhiltnissen der Elemente Kohlenstoff und Stickstoff in einer Ubersicht zusammen.

Tabelle 4.26 Zusammenfassung der mit der Abweichung der 613C-Werte sta-
tistisch korrelierten analysierten Merkmale der experimentell degradierten
Proben und unbestatteten Rehknochen (nach Spearman und Kendall). Hoch

signifikante Zusammenhange sind mit ,**“ gekennzeichnet, signifikante mit
i

Abweichungen §13C

Es fiel auf, dass die analysier-
ten mineralischen Parameter
teilweise starkere Zusammen-
hdnge mit Abweichungen des
613C-Werts aufwiesen als die

Organik-Merkmale. So zeigte

0, i - *% - *% .
Gew % Organik R =-0,495%, T =-0,407 das Auftreten der akzessori-
% C R=-0,300*%T =-0,247*

%N R=-0,269* T = -0,222* schen OH-Bande in den FTIR-
C/N R=-0,252%T =-0,209* Spektren die starkste hoch sig-
c R = 0,580**, T = 0,505** . _ _

KristallgroRe R = 0,562** T = 0,465 nifikante Korrelation mit Ab-
c/p R=-0,437*T=-0,364"* weichungen des Isotopenver-

R=-0,672*%T =-0,672**
R=0,408**T =0,337**
R=-0,320% T=-0,279*
R=0,359*% T =0,295*

akzessorische OH-Bande (FTIR)
Position v2C032- (FTIR)

FWHM v1P043- (Raman)

Gew % Anorganik

haltnisses des Kohlenstoffs aus

dem Kollagen, gefolgt der Kris-

tallinitdt bzw. Kristallitgrofie
des Knochenminerals.

Der schwachste Zusammenhang wurde zwischen Veranderungen der §!3C-Werte und dem mo-
laren C/N-Verhaltnis sowie dem prozentualen Stickstoffgehalt des Kollagens festgestellt. Jedoch

war auch die Korrelation mit dem prozentualen Kohlenstoffanteil nicht sonderlich gut.

Hinsichtlich der von den unverdnderten Ausgangsproben abweichenden §!3N-Werte des Kno-
chenkollagens wurden zwar weniger statistisch signifikante Korrelationen mit den getesteten or-
ganischen und anorganischen Parametern gefunden als fiir Veranderungen des Verhaltnisses der
stabilen Kohlenstoffisotope, jedoch konnte auch hier die stiarkste Korrelation mit dem Auftreten
der zusatzlichen OH-Bande im FTIR-Spektrum bei 3600 cm-! bestdtigt werden (vgl. Tabelle 4.27).
Im Unterschied zu den Veranderungen des §13C- Werts Ubten hier auch der prozentuale Kohlen-
stoff- und Stickstoffgehalt des Kollagens einen starken Einfluss auf das Verhaltnis der stabilen
Stickstoffisotope aus.

So konnten veranderte Stickstoff-Isotopenwerte bei durchschnittlich 20 % C-Gehalt des Kollagens
beobachtet werden, wobei der Kohlenstoffanteil des Kollagens bei veranderten §!5N-Werten zwi-
schen 5 % und 55 % schwankte. Unverdnderte Isotopenwerte wurden bei einem Kohlenstoffanteil
zwischen 30 % und 53 % festgestellt. Hinsichtlich des Stickstoffanteils wurden Verschiebungen
des 815N-Werts bei durchschnittlich 13 % N beobachtet, wobei die Spanne von 2 % bis 21 %

172



Anzahl

4. ERGEBNISSE

reichte. Keine Verdnderung des Isotopenverhéaltnisses wurde in einem Bereich zwischen 13 %
und 20 % Stickstoffgehalt des Kollagens konstatiert.

Interessant war auch die

Tabelle 4.27 Zusammenfassung der mit der Abweichung der §!5N-Werte .
statistisch korrelierten analysierten Merkmale der experimentell degra- Beurteilung des prozentualen
dierten Proben und unbestatteten Rehknochen (nach Spearman und Antei :

nteils der anorganischen Frak-
Kendall). Hoch signifikante Zusammenhange sind mit ,**“ gekennzeichnet. 8

tion am Gesamtgewicht des Kno-

Abweichungen §15N chens. 78 % der Proben mit
0, i =- )k =- k% . .
Gew % Organik R=-0,462"%T=-0,380 einer Gewichtsausbeute < 1 %
% C R =-0,543**T =-0,447**
% N R =-0,513% T = -0,422%* Organik zeigten eine Abwei-
C/N R=-0,395"%T=-0,328* chung der 813C-Werte, und bei
Kollagenqualitit (ASA) R =0,392*%T=0,376** .
a R = 0.534%* T = 0.464%* mehr als 1 % Gewichtsausbeute
Kristallgréfie R=0,526"T=0,435** wiesen 89 % der Proben keine
c/p R=-0,537*% T =-0,447** "
13(C-

akzessorische OH-Bande (FTIR) R=0,551*%T =0,551** Anderung des §13C-Wertes auf.
Gew % Anorganik R =0,363**, T = 0,299** Hinsichtlich der 6&15N-Werte

zeigten sogar 100 % der Proben
mit einem anteiligen Kollagengewicht < 1 % eine Verschiebung des Isotopenverhéltnisses wah-
rend die Proben mit hoherer Gewichtsausbeute in 81 % der Fille keine Abweichung der §5N-
Werte aufwiesen.
Die Proben, bei welchen eine zusatzliche OH-Bande bei ca. 3600 cm-! im FTIR-Spektrum detektiert
wurde, zeigten mehrheitlich sowohl abweichende §13C- als auch 615N-Werte (siehe Abb. 4.67),
wobei das schwere Stickstoffisotop um mehrere Promille ab- und das schwere Kohlenstoffisotop
eher angereichert waren. Auch die Kristallinitat bzw. die Kristallitgrofie der Proben standen so-
wohl mit Verschiebungen des Kohlenstoff- als auch Stickstoffisotopenverhaltnisses im Zusam-
menhang. So wurden abweichenden Isotopenwerte mehrheitlich bei Kristallinitdtswerten > 2,8
bzw. Kristallen > 40 nm registriert, wobei diese auch, wenngleich weniger haufig, bei geringerer

Kristallinitat auftraten.

Abweichung Abweichung
d13C
30— d15M
l:‘ nein l:l nein
N Mz

20

nein OH bei 3600 cm-1 ja nein OH bei 3600 cm-1 ia

Abb. 4.67 Zusammenhang zwischen dem Auftreten der akzessorischen OH-Bande in den FTIR-Spektren und
Verschiebungen der Isotopenverhdltnisse von Kohlenstoff und Sauerstoff.
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Fast alle im Kollagen vorkommenden Aminosiuren zeigten eine statistisch signifikante Kor-
relation mit den Verdnderungen der 613C- und 8§15N-Werte, lediglich fiir tyr (613C und §15N) und
OH-lys (615N) konnte kein Zusammenhang hergestellt werden. Die starkste Korrelation mit Ab-
weichungen der Isotopenwerte wiesen leu und his (615N, R > 0,600) bzw. asp, ser, glu, leu und his

(813C, R > 0,400) auf, wobei das Verhaltnis jeweils invers war.

4.4.2 Analyse der stabilen Isotope von C und O aus der mineralischen Matrix

Die Korrelationsanalyse zwischen den untersuchten organischen und anorganischen Parametern
der experimentell degradierten Proben und unbestatteten Rehknochen ergab hinsichtlich der Ab-
weichungen der §13C-Werte aus der strukturellen Carbonatfraktion nur wenige statistische Zu-
sammenhdange, da das Verhaltnis der stabilen Kohlenstoffisotope in den experimentell degradier-
ten Proben generell nicht allzu starke Schwankungen aufwies und die quantitative Kontamination
durch kohlenstoffhaltige Fremdmineralphasen ohne Bodenlagerung ausgeschlossen werden
kann.

So konnten lediglich schwach signifikante Korrelationen zwischen den verdanderten 613C-Werten,
dem prozentualen Gewicht der anorganischen Knochenfraktion sowie auch dem prozentualen
Kohlenstoff- und Stickstoffanteil des Kollagens nachgewiesen werden. Allerdings waren die Kor-
relationskoeffizienten mit R < 0,200 sehr gering.

Hinsichtlich der §180-Werte aus dem Knochencarbonat zeigten sich deutlichere Zusammenhéange.
Die stiarkste Korrelation wies die Position der v2C03%-Schwingung auf, welche bei abweichenden
6180-Werten eher in niedrigeren Wellenzahlenbereichen lokalisiert war (< 871,5), wahrend das
Auftreten der akzessorischen OH-Bande im FTIR-Spektrum, welche mit abweichenden Isotopen-

werten der organischen Fraktion in Ver-

Tabelle 4.28 Zusammenfassung der mit der Abweichung der
6180carb-Werte statistisch korrelierten analysierten Merkmale
der experimentell degradierten Proben und unbestatteten Reh-
knochen (nach Spearman und Kendall). Hoch signifikante Zu-
sammenhdnge sind mit ,**“ gekennzeichnet.

bindung gebracht werden konnte, keine
signifikante Assoziation mit Verschie-
bungen des §180-Wertes zeigte.

Aber auch die organischen Parameter %

Abweichungen 8180carb

Skelettelement

Gew % Organik

% C

%N

Kollagenqualitit (ASA)
C/P

Position v2-CO32- (FTIR)
Position vi1-P043- (Raman)
FWHM v1-P043- (Raman)
Gew % Anorganik

R=-0,393** T =-0,380**
R=-0,308*T =-0,254*
R=-0,425*%T = 0,350**
R=-0,481**T =-0,396**
R=0,455**T=0,436**
R=-0,385**T=-0,321*
R =-0,488**T =-0,403**
R=0,291%T=0,258*
R=-0,388**T =-0,339**
R=0,418** T = 0,344**
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N, % C und Kollagenqualitat korrelierten
statistisch hoch signifikant mit auffalli-
gen Sauerstoff-Isotopenwerten (siehe
Tabelle 4.28). Keinerlei Verschiebungen
des Sauerstoff-Isotopenverhaltnisses
konnten nur bei sehr guter Kollagenqua-

litat beobachtet werden.



5. DISKUSSION

5. Diskussion

Nach der Beurteilung deskriptiver diagenetischer Abbaumechanismen unter den verschiedenen
untersuchten Bedingungen der experimentellen und in situ degradierten Proben (5.1), welche
sich auf die in vivo erworbene Isotopensignatur auswirken kénnten, wurden mithilfe der gewon-
nenen Erkenntnisse Modelle erstellt, um die jeweils angreifenden Mechanismen der Knochende-
gradation und deren Einfluss auf die isotopische Zusammensetzung des Gewebes zusammenzu-
fassen (5.2). In einem abschlief3enden Kapitel wurde anschliefdend die Eignung der getesteten
Qualitdtsmarker zur Identifizierung von Veranderungen der isotopischen Integritit der organi-

schen und anorganischen Knochenfraktion diskutiert und abschlief3end beurteilt (5.3).

5.1 Dekompositionsmerkmale auf nano-, mikro- und makrostruktu-

reller Ebene

5.1.1 Einfluss der Bodenbeschaffenheit auf den Knochenerhalt

Der am haufigsten vertretene Bodentyp der untersuchten Proben des Westfriedhofs zeichnete
sich durch eine dunkle, rétlich-braune Farbung (2.5YR/3/3 und 2.5YR/3/2), eine lockere bis wei-
che Konsistenz und einen hohen Sandanteil (sandiger Lehm, sandiger Tonlehm) aus. Die Farbe
des Bodens wird durch den Gehalt an organischen Bestandteilen, die Drainagebedingungen, den
Verwitterungsgrad und damit auch durch den Mineralgehalt bestimmt. Dunkle Bodenfarben wei-
sen in der Regel auf einen hohen Anteil organischer Komponenten und gute Drainageeigenschaf-
ten hin, welche fiir einen ungehinderten Wasser- und Gasaustausch sorgen (Sugita und Marumo
1996, Fitzpatrick 2008) und damit dekompositionsférdernd wirken (1.3.3.1). Auch die Konsistenz

und Textur waren im Fall des Westfriedhofs indikativ fiir gute Drainageeigenschaften des Bodens,
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welche durch die kontinuierliche Neubelegung der Graber und die daraus folgenden regelmaf3i-
gen Durchmischung und Auflockerung des Sediments noch beférdert wurde. Nur in wenigen Fal-
len fanden sich auch hellere Boden, welche jedoch als Sand bzw. sandiger Lehm angesprochen
wurden und dadurch ebenfalls eine gute Durchlassigkeit fiir Fliissigkeiten und Gase aufwiesen.
Die zudem mit 10 Jahren sehr niedrige minimale Ruhezeit, welche auf dem Westfriedhof fiir Kor-
pergraber vorgeschrieben ist (siehe 2.1), deutet weiterhin auf die vorteilhaften Eigenschaften des
Bodens fiir eine beschleunigte Dekomposition hin. Dennoch offenbarten nur die hellen Bodenty-
pen einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem Knochenerhalt. Es zeigte sich jedoch,
dass die Knochen aus den dunkleren Béden gar nicht (2.5YR/3/1 und 2.5YR/3/3) oder nur mar-
ginal (2.5YR/3/2) von bakteriellem Angriff betroffen waren, obwohl diese die haufigste Vertei-
lung innerhalb des Probenkollektivs aufwiesen. Die deutlichsten Anzeichen bakteriellen Angriffs
liefden sich in den Knochen aus hellerem Sediment (2.5YR/6/3 und 2.5YR/6/4) finden. Je dunkler
die Farbe des Bodens ist, desto hoher ist dessen Gehalt an Huminstoffen, welche durch ihre anti-
bakterielle und fungizide Wirkung (Ansorg und Rochus 1978) den Knochen vor Biodegradation
schiitzen und somit den bakteriellen Angriff auf in diesen Béden bestatteten Knochen verzogern
konnen. Es wurde jedoch kein Zusammenhang zwischen der Bodenfarbe und der Eindringtiefe
von Huminstoffen in den Knochen festgestellt. Da in vielen Fallen durch den weitgehenden Erhalt
der Sarge und Bekleidung der direkte Kontakt zwischen Knochen und umgebendem Erdreich
nicht gegeben war, diirfte die Exposition hauptsachlich durch im Sickerwasser gel6ste Huminstof-
fe aus dem Boden (Turner-Walker 2008) stattgefunden haben, welche zu einer kontinuierlichen
und gleichmiRigen Durchdringung der Uberreste fiihrte. Der auffillig dunkel gefirbte periostale
Bereich mancher Proben mit hoher Eindringtiefe in den Knochen, welcher in der Regel erst nach
der durchschnittlichen Erhaltungsdauer der Sarge beobachtet wurde, konnte der Dekomposition
des Holzes in Zusammenhang stehen (siehe auch 5.1.2.2, Seite 186 f.). Aufderdem wurde be-
obachtet, dass bevorzugt die zahlreich festgestellten periostalen Strukturauflésungen der Kno-
chen durch Gerbstoffe angefarbt waren, da diese eine geringere Dichte aufwiesen als der sekundar
osteonale Knochen der Compacta.

Die gemessenen pH-Werte der Bodenproben liefden sich weder einer bestimmten Farbe noch
Struktur oder Konsistenz zuordnen. Dies ist zundchst iberraschend, da fiir dunkle und damit stark
huminstoffhaltige Boéden ein saurerer pH-Wert erwartet wird als fiir hellere Béden. Tatsachlich
wurde aber der mit pH = 7,95 hochste Median bei dem dunkelsten Bodentyp (2.5YR/3/1) ge-
messen, der niedrigste Median, pH = 7,15, war mit dem hellsten Sediment (2.5YR/6/3) assoziiert.
Die Varianz und damit der Uberschneidungsbereich der einzelnen Bodentypen waren jedoch sehr
hoch, so dass eine eindeutige Zuordnung bestimmter pH-Wertbereiche zu den Bodenparametern
nicht moéglich war.

Der pH-Wert des Bodens wird von einer Reihe von Einflussfaktoren bestimmt. Neben dem Anteil
von Huminstoffen determiniert auch der Gehalt l16slichen Carbonats, ob ein Boden einen sauren
oder alkalischen pH-Wert aufweist (Strawn et al. 2015). Der in den Proben bestimmte Carbonat-
gehalt zeigte jedoch keinen klaren Zusammenhang mit dem pH-Wert des Bodens. Ein hoherer
Gehalt an Calciumcarbonat im Boden fiihrt zwar zu einer Alkalisierung des Milieus (Strawn et al.

2015), aber dies deckte sich nicht mit den Ergebnissen. In den sauren Béden (pH < 7,0) konnten
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ausschliefdlich méafdige bis hohe Carbonatkonzentrationen nachgewiesen werden, jedoch war die
Varianz des Carbonatgehalts bei hoheren pH-Werten sehr hoch.

Der pH-Wert im Bereich einer Bestattung kann jedoch auch noch von weiteren Faktoren beein-
flusst werden, welche besonders auf stark genutzten Begrabnisstatten deutliche Auswirkungen
auf das Bodenmilieu haben kénnen. So wird durch den Zersetzungsprozess des Weichgewebes
einer Leiche der pH-Wert des Erdreichs unterhalb der Bestattung stark verandert (vgl. 1.3.3.1).
Neben der Ansduerung des Milieus besonders durch fliichtige Fettsdauren, Thiole und Mercaptane
(Ubelaker 1997), was wiederum zu einer lokalen Anlésung des Carbonats im Boden und weiterer
Ansduerung fiihrt, kann auch bei unvollstandiger Nitrifizierung eine erhebliche Anreicherung von
Ammoniak und damit eine Verschiebung in den alkalischen Bereich stattfinden. Dies ist besonders
unter anaeroben Bedingungen zu beobachten (Dent et al. 2004, Spongberg und Becks 2000).
Prangnell und McGowan (2009) diskutieren weiterhin einen Einfluss des jeweiligen Beschat-
tungsgrades und damit der durchschnittlichen Temperatur des Grabes auf den pH-Wert des Bo-
dens, jedoch konnte in der vorliegenden Arbeit kein Zusammenhang zwischen der Vegetation und
dem pH-Wert hergestellt werden (siehe Abb. 5.1). Vermutlich gilt dies nur im Zusammenhang mit
flacheren Grabern, da die Temperatur in der Erde ab einer gewissen Tiefe als recht konstant gilt
(Jarvis 1997, Mant 1987).

Bestattungsplatze werden, insbesondere an Orten mit hohem Belegungsdruck, bewusst so ausge-
wahlt, dass eine méglichst rasche Dekomposition der Uberreste gewihrleistetist und dauerhafter
Erhalt verhindert wird (Fiedler und Graw 2003), weshalb die Resultate der Bodenanalyse wenig
iiberraschend waren. Mit zunehmendem Lehm- oder Tonanteil steigt das Risiko der Fettwachs-
bildung, da die Wasserundurchlissigkeit der Sedimente die anaerobe Dekomposition fordert
(Schoenen und Schoenen 2013). Dennoch wurden innerhalb des Probenkollektivs sechs Faille von
mehr oder weniger deutlicher Fettwachsbildung beobachtet, welche jedoch eher mit der guten
Erhaltung der Sarge, der Bekleidung sowie der Assoziation von Plastikfolie mit der Bestattung in
Zusammenhang standen (siehe 4.3.4.1) da nur drei Proben in tonhaltigen Sedimenten (Tonlehm

und mittlerer Ton) gefunden wurden.

8,5

8 I I T = - - L

L = C
°
foa) 7 l l \ -
o
= 6,5 X
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5,5
keine Ahorn Birke Buche Fichte Hainbuche Linde Robinie Larche

Abb. 5.1 Gemessener pH-Wert aus dem Bestattungsbereich und mit dem Grab assoziierte, dominierende Vegetation.
Die Art des Baumbestandes bzw. des Beschattungsgrades schien keinen Einfluss auf den pH-Wert des Bodens auszu-
iiben. GroRRe Baume werden hiufig auf Friedhéfen gepflanzt, um das kontaminierte Grundwasser abzuziehen (Ugisik
und Rushbrook 1998).
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Daher diirfte im Hinblick auf die besondere Phase der Frithdiagenese zunachst eher die Dekom-
positionsgeschwindigkeit der Sarge entscheidend fiir den Erhalt des Skelettmaterials sein, welche
wiederum nicht nur von den Bodenparametern beeinflusst wird (Blanchette 2000), sondern auch
von der Qualitidt und Beschaffenheit des Holzes sowie eventuell verwendeten Impragnierungen
(Mininni et al. 2007, Prangnell und McGowan 2009).

5.1.2 Bewertung makro- und mikrostruktureller Diagenesemerkmale

5.1.2.1 Makroskopische Besonderheiten der Dekomposition

Taphonomieversuch Bayerischer Wald - Besonderheiten der Dekomposition ohne Bestattung

Es zeigte sich, dass die Weichgewebsdekomposition der im Nationalpark Bayerischer Wald aus-
gelegten Rehkadaver bereits nach zwei bis drei Wochen nahezu vollstdndig abgeschlossen war,
obwohl es mit einer durchschnittlichen Tagestemperatur zwischen 12,9° C und 13,8° C relativ
kiihl war. Dies deckte sich weitgehend mit vergleichbaren Studien zur Dekomposition von unbe-
statteten Kadavern (Anderson und VanLaerhoven 1996, Grassberger und Frank 2004, Matuszew-
ski et al. 2008, Melis et al. 2004). Die Wahl der Auslegungsorte der Kadaver, welche ausnahmslos
aus feuchten Totholzbestinden oder lichtem Wald bestanden, erwies sich als forderlich fiir eine
rasche Dekomposition. Feuchter Boden sowie ein geringer Beschattungsgrad durch Baume gelten
als optimale Bedingungen fiir die Aktivitit aasbesiedelnder Insekten, wahrend trockene Béden
und/oder zu starke Beschattung die Dekomposition verlangsamen (Matuszewski et al. 2008). Der
zu Beginn der Dekomposition moderate, aber gleichmafdige Niederschlag war weiterhin forder-
lich fiir die Besiedelung mit Insekten. Zu starker Regen schrankt die Aktivitit von nekrophagen
Arthropoden ein, da so die Eiablage auf dem Kadaver erschwert wird (Galloway 1997, Komar
1998, Mann et al. 1990).

Es konnte weiterhin kein Einfluss des Auftretens von penetrativen Traumata auf die Dekomposi-
tionsrate beobachtet werden. Zwar wurde bei jedem Individuum zur Simulation eines Luchsrisses
die Oberschenkelmuskulatur intentionell angeschnitten sowie ein Metatarsus entfernt, jedoch
wiesen lediglich zwei der zehn Rehe zum Zeitpunkt der Auslegung keine sonstigen dufierlich
sichtbaren Verletzungen auf (Reh 3, Reh 9), die iibrigen Individuen zeigten zum Teil erhebliche
perimortale Traumata. Der rapideste Weichgewebsverlust war jedoch bei Reh 9 zu beobachten,
wahrend sich der Kadaver von Reh 10, welcher eine etwa handtellergrofie Wunde im Thoraxbe-
reich infolge des Geschossaustritts aufwies, am langsten hielt. Die in der Literatur verbreiteten
Meinungen zur Rolle von penetrativen Traumata im Hinblick auf die Beschleunigung der Dekom-
position sind gespalten. So sahen beispielsweise Campobasso et al. (2001), Vass et al. (2002) so-
wie Mann et al. (1990) in ihren Studien eine durch perimortale Verletzungen geforderte Dekom-
positionsrate, wahrend Kelly (2006) sowie Cross und Simmons (2010) keinen Zusammenhang

erkannten. Die bevorzugte Eiablage von Fliegen auf einem Kadaver scheint sich nach Pinheiro
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(2006) dabei auf die natiirlichen Kérperoffnungen zu konzentrieren. Die Beobachtungen der ta-
phonomischen Vorgange in Bezug auf die Rehkadaver unterstiitzen diese These38.

Nach dem Abschluss der Skelettierung zeigten die Knochen mit einer Ausnahme erst nach dem
zweiten Beprobungsintervall (nach ca. 6 Monaten) erste Anzeichen von Verwitterung, welche sich
inlongitudinalen Rissen und Algenbewuchs duf3erte. Tappen (1994) fiihrte das Auftreten von Ver-
witterungsrissen generell auf das Schrumpfen der Kompositstruktur zuriick, welches durch ein
Dehydrieren des Kollagens hervorgerufen wird. Dies ist eine Folge des wiederholten Erwarmens
und Abkiihlens, Befeuchtens und Austrocknens des Gewebes, welches ungeschiitzt der Witterung
ausgesetzt ist. Dabei sind die Dicke und Dichte des Knochens entscheidend, und somit soll die
physische Verfassung des Individuums zu Lebzeiten die Bildung von Verwitterungsrissen beein-
flussen (Behrensmeyer 1978). Dies stimmte in zwei von drei Individuen mit der Beobachtung his-
tologisch festgestellter vermehrter Knochenresorption iiberein (Reh 1 und Reh 6, siehe 4.1.2.2).
Die Knochen des dritten Individuums mit Osteoporose (Reh 8) zeigten jedoch keine Verwitte-
rungsrisse, dafiir jedoch zwei weitere Kadaver, bei welchen keine Knochenresorption nachgewie-
sen wurde. Eventuell war hier die absolute Sonnenexposition hoher und fiihrte so zu einem

schnelleren Austrocknen des Knochens.

Maden in der Markhohle der Knochen wurden sowohl nach dem ersten (ca. 3 Monate nach der
Auslegung) als auch nach dem zweiten Beprobungsintervall (ca. 6 Monate nach der Auslegung)
gefunden. Da die meisten der befallenen Knochen mechanisch unbeschadigt waren, konnten die
Maden, welche von Dr. Frank Reckel vom Bayerischen Landeskriminalamt als Stearibia nigriceps
und Liopiophila varipes aus der Familie der Piophilidae (Kasefliegen) bestimmt wurden (Reckel et
al. 2012), nur iiber die im Querschnitt durchschnittlich 0,8 - 1,2 mm messenden Foramina nutritia
in die Knochen eingedrungen sein. Ahnliche Fille sind bislang kaum veroffentlicht. Lediglich Wal-
cher (1933) bezieht sich in seiner Studie auf einen vergleichbaren Madenfund im unbeschadigten
Oberarmknochen eines im Gebirgswald (800-900 m ii.N.N) aufgefundenen 20-jahrigen mannli-
chen Suizidopfers. Die Leiche lag 100 Tage im Freien, zwischen Juni und September, womit die
Umbegungsparameter stark den Gegebenheiten im Nationalpark Bayerischer Wald dhneln.

Piophiliden sind ein typischer Besiedler frei zuganglicher Kadaver und sind mit den fortgeschrit-

tenen Verwesungsstadien assoziiert. Sie werden in der Regel drei bis sechs Monate postmortem

38 Im Ubrigen zeigte sich, dass die Aktivitit von aasfressenden Vertebraten eine eher untergeordnete Rolle bei der De-
komposition der Kadaver spielte. Reh 3 war das einzige Individuum, bei welchem die Wildkamera keine Aasfresser-
aktivitdten aufzeichnen konnte. Jedoch war hier die Rate des Fleischverlusts gegeniiber den meisten der {ibrigen Kada-
ver, deren Fleisch von nekrophagen Wirbeltieren genutzt wurde, nicht signifikant erniedrigt. Es ist bekannt, dass die an
der Zersetzung toter Materie beteiligten Mikroorganismen Toxine freisetzen kénnen, welche das Fleisch sogar fiir Aas-
fresser ungenief3bar machen und diese damit teilweise gezielt abschrecken (Haagsma 1991, Janzen 1977). Auch in Hin-
blick auf die enorm hohe Madenkonkurrenz wurde der Gesamtbeitrag der aasfressenden Wirbeltiere am Masseverlust
wahrend der Weichgewebsdekomposition daher als marginal eingeschitzt. Die Unterschiede in der Dekompositionsra-
te konnen eventuell auf den physiologischen Zustand der Individuen zum Zeitpunkt des Todes zuriickgefiihrt werden

(vgl. Pinheiro 2006), welcher im Nachhinein jedoch nicht mehr rekonstruiert werden kann.
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auf Leichen angetroffen und sind damit ein wichtiges Hilfsmittel fiir die Schatzung des postmor-
talen Intervalls (Smith 1986). Kasefliegen werden generell von den fliichtigen Abbauprodukten
von Fettsduren angezogen und kénnen haufig mit dem Auftreten von Fettwachs in Verbindung
gebracht werden (Grassberger und Frank 2004, Turchetto et al. 2001). Das hauptsachlich aus Pal-
mitin- und Oleinsdure bestehende Knochenmark (Deshimaru et al. 2005) ist somit eine wertvolle
Nahrungsquelle fiir die Larven, jedoch konnen die aus den Puppen schliipfenden Fliegen den Kno-

chen nicht mehr verlassen, sofern er nicht aufgebrochen wird.

Besonderheiten der Frithdiagenese bei Erdbestattung

Die in vielen Fallen gute Erhaltung von Sargen, Sargauskleidungen sowie personlichen Beklei-
dungsgegenstidnden, welche oft aus synthetischen und damit degradationsresistenten Materialien
bestanden, entsprach den Erwartungen fiir einen modernen Friedhof. Fiedler et al. (2012) gehen
sogar so weit, Friedhofe als spezielle Form der Miilldeponie zu bezeichnen, da dort nicht nur teils
schwer oder nahezu nicht verrottbares Material wie metallene Beschlage und medizinische Hilfs-
mittel wie Schrittmacher oder Endoprothesen in die Erde eingebracht werden, sondern auch di-
verse Schwermetalle, Antibiotika und Riickstdnde von Einbalsamierungsfliissigkeit, welche grof3-
tenteils aus Formaldehyd und Methanol besteht (Dodge Chemicals, www.dodgeco.com), das Erd-
reich belasten. Dies hat auch fundamentale Auswirkungen auf die Dekomposition der bestatteten
Korper. Es zeigte sich, dass insbesondere die Verwendung von verrottbarer Plastikfolie, welche in
Deutschland bis in die 90er Jahre (miindliche Mitteilung der Grabmacher des Westfriedhofs) re-
gelmafdig zur Auskleidung von Sargen verwendet wurde, um einen Austritt von Fliissigkeiten zu
unterbinden, ausgesprochen dekompositionsverzogernd wirkte, da dies zu einer lokal begrenzten
oder auch ausgedehnteren Bildung von Fettwachs fiihrte.

Nicht nur die Verwendung von Plastikfolie forderte die Bildung von Adipocire. Forbes et al.
(2005a) zeigten in ihrer experimentellen Studie, dass die Art und Erhaltung von Bekleidung einen
deutlichen Einfluss auf die Verseifung von Kérperfetten hat, da sie sich mit Fliissigkeit vollsaugen
und damit ein feuchtes Milieu aufrechterhalten sowie anoxische Bedingungen schaffen (siehe
auch Mant 1987, Fiedler und Graw 2003).

Sarge sollen zwar generell der Bildung von Fettwachs entgegenwirken (Forbes et al. 20053, b),
jedoch muss ein ungehinderter Abfluss von Fliissigkeiten gewahrleistet sein, welcher hdufig durch
die Auskleidung der Sarge mit Textilien bzw. Beschichtungen des Holzes verhindert wird. Der mit
einem Individuum der vorliegenden Studie assoziierte Zinksarg férderte ebenfalls die Bildung von
Adipocire, da die aus der Dekomposition entstehenden Fliissigkeiten sowie spater aus dem Um-
gebungsmilieu eingedrungenes Wasser nicht ungehindert ablaufen konnten (vgl. 1.3, Seite 17).
Bei vollstandig vergangenen Sargen und/oder Bekleidungsresten konnte jedoch in keinem Fall
Fettwachsbildung an den Uberresten nachgewiesen werden (siehe 4.3.4.2).

Besonders stark betroffen von Saponifikation war das Knochenmark der Langknochen, was bis-
her lediglich durch Henderson et al. (2013) fiir Bestattungen aus dem 19. Jahrhundert dokumen-

tiert ist. Das Knochenmark ist deshalb besonders anfillig fiir Fettwachsbildung, da in ohnehin
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feuchtem Milieu das Innere der Knochen als abgeschlossenes Kompartiment neben der hohen
Konzentration reiner Fettsduren ideale Voraussetzungen fiir den weiter oben beschriebenen Pro-
zess der Veresterung von Fettsduren bietet.

In einem Fall (WF 10) war das Knochenmark nicht als Fettwachs erhalten, sondern hatte sich in
eine schwarze, erdige Masse umgewandelt. Da der Knochen duferlich unversehrt war, diirfte es
sich hierbei um die von van Kinken und Hedges (1995) beschriebene knocheninterne Humifizie-
rung organischer Knochenbestandteile handeln. Melanoidin-Komplexe bilden sich jedoch typi-
scherweise aus Proteinen und Polysacchariden (Collins et al. 1992), jedoch kénnen Maillard-
dhnliche Reaktionen auch mit oxidierten Fettsduren ablaufen. Normalerweise ist die Hydrolyse
der dominierende Dekompositionsweg von Fettsduren (Janaway et al. 2009), aber besonders sul-
fatreduzierende Bakterien konnen Fettsduren im Zuge einer -Oxidation enzymatisch abbauen
(Widdel et al. 1983).

Da Adipocire in der Regel sehr bestindig ist, muss eine deutliche Anderung in den Liegebeding-
ungen stattgefunden haben, welche das urspriinglich anaerobe Milieu in aerobe Bedingungen um-
gewandelt hat (Pfeiffer et al. 1998). Es ist denkbar, dass die Faulnisphase bereits auf3erhalb des
Erdgrabs weit fortgeschritten war und der Leichnam erstim Laufe der spateren, ,trockenen“ Ver-
wesungsphase bestattet wurde. Eine interessante Beobachtung offenbarte sich bei der spateren
histologischen Untersuchung der Probe, im Zuge derer innerhalb der physiologischen Lakunen
der Compacta zahlreiche wurmférmige Organismen identifiziert wurden, welche als Nematoden
aus der Familie der Rhabditidae angesprochen werden konnten (siehe auch 5.1.2.2, Seite 190).
Nematoden spielen eine wichtige Rolle bei der frithen Dekomposition bestatteter Leichen (Carter
und Tibbett 2008), und der Priasenz von Meso- und Makroorganismen im Boden wird ein Schliis-
seleffekt bei der Degradation von Adipocire zugeschrieben (Friind und Schoenen 2009). Die Hu-
mifizierung des Knochenmarks diirfte in direktem Zusammenhang mit der Prasenz der Nemato-
den im Knochen stehen (fiir mehr Details siehe 5.1.2.2, Seite 188 f.).

5.1.2.2 Mikrostrukturelle Analysen

Biotischer Knochenabbau der frithdiagenetischen Phase mit und ohne Bestattung (in situ)

Die histologische Untersuchung bakterieller Zerstérungsmuster innerhalb des Probenkollektivs
Westfriedhof offenbarte, dass der Grofdteil der Knochen mikrostrukturell vollkommen unversehrt
war und keine bzw. nur vereinzelt bakterielle Bohrkanéle aufwies.

Lediglich ein Siebtel der Proben zeigte einen beginnenden bakteriellen Angriff in Form von linear-
longitudinalen Lasionen (vgl. 1.3), welche zunichst als eine Ausweitung der Osteocytenlakunen
erschienen (vgl. Turner-Walker et al. 2002) und spater auch das umliegende Gewebe betrafen.
Weitldufigere Destruktionen wurden nicht beobachtet. Bei etwa der Halfte der Proben schienen
die bakteriellen Lasionen von den Havers’schen Kanalen auszugehen, was fiir eine Besiedlung des
Knochengewebes mit der sich im Zuge der Dekomposition liber das vaskulare System ausbreiten-

den Kommensalenflora des Korpers spricht (vgl. White und Booth 2014). Eine geringere Anzahl
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von Proben zeigte hauptsdchlich eher periostal lokalisierte Bohrkanile, was prinzipiell darauf
hindeutet, dass die Mikroorganismen aus dem Bestattungsmilieu in den Knochen eingewandert
sind (z.B. Jans 2008, Trueman und Martill 2002).

Die Vermutung lag daher nahe, dass ein Vordringen von aus dem umgebenden Sediment stam-
menden Keimen in den Knochen erst mit der Dekomposition der Sarge moglich gewesen sein
muss. Besonders viele Proben mit gutem Erhaltungszustand von textilen Resten wiesen zudem
periostale Bohrkanile auf. Eventuell boten die mit dem Korper oder Sarg assoziierten Textilien

aufgrund der hohen Feuchtigkeits-Riickhaltekapazitat ein vorteilhaftes Substrat fiir Bakterien.

Die Liegezeit hatte in der frithdiagenetischen Phase bei Erdbestattung keinen Einfluss auf die bak-
terielle Zerstorung der Mikrostruktur. Zahlreiche Autoren berichten, dass bakterielle Bohrkanale
bereits innerhalb kurzer Zeit nach dem Tod in den Knochen zu beobachten sind, wahrscheinlich
schon wihrend der Faulnisphase (Bell et al. 1996, Jans et al. 2004, Yoshino et al. 1991). Das Po-
tenzial zur raschen Entstehung von Bohrkanilen wurde ebenfalls durch die experimentellen De-
gradationsstudien in der vorliegenden Arbeit belegt (siehe weiter unten, Seite 184 ff.).

Vor diesem Hintergrund blieb das beobachtete Ausmaf der bakteriellen Zerstérung innerhalb des
Probenkollektivs Westfriedhof hinter der eigentlich zu erwartenden Degradation zuriick. Es istin
diesem Zusammenhang jedoch zu beachten, dass Bestattungen eines modernen Friedhofs nur
eingeschrankt mit archdologischen Funden vergleichbar sind. Dabei spielen nicht nur die Beschaf-
fenheit der Sarge und das Vorhandensein von Bekleidungsgegenstdanden aus synthetischen Mate-
rialien eine Rolle. Seit Beginn des 20. Jahrhunderts gewannen intensive perimortale medizini-
schen Behandlungen immer mehr an Bedeutung. Besonders bedeutsam ist dabei der massive Ein-
satz von Antibiotika und, ab dem Jahr 1970, auch der von Chemotherapeutika (Cytostatika) zur
onkologischen Therapie (DeVita und Chu 2008). Dies ist fiir die vorliegende Studie umso relevan-
ter, da das durchschnittliche Alter der Individuen des Probenkollektivs mit 77 Jahren recht hoch
war und damit eine erhohte Wahrscheinlichkeit fiir die Anwendung derartiger perimortaler
Behandlungen vorlag3. Da zahlreiche Autoren feststellen, dass der mikrobielle Befall des
Knochens bereits wihrend der anaeroben Faulnisphase stattfindet (siehe 1.3), diirfte die peri-
mortale Abtotung der Bakterien innerhalb des Korpers einen entscheidenden Einfluss auf die Be-
siedlung des Knochens haben.

Dasselbe gilt auch fiir die postmortale Keimabtotung im Zuge der Einbalsamierung von Leichen
(Mann etal. 1990, McQuinn 2011), auch wenn die intentionelle Leichenkonservierung in Deutsch-
land nur in Ausnahmeféllen zugelassen® und daher weit weniger haufig verbreitet ist als in ande-
ren Landern. Bei Uberfiihrungen aus dem Ausland miissen die Kérper einbalsamiert werden, was

unter anderem die vollkommen unversehrte Mikrostruktur der Probe WF 24 (Bestattung im Zink-

39 Im Jahr 2013 war jeder vierte Todesfall in Deutschland auf Krebs zuriickzufiihren (Statistisches Bundesamt,
www.destatis.de), die Anzahl der unmittelbar vor dem Tod anderweitig antibiotisch behandelten Personen ist anhand
der Statistiken schwer abzuschéatzen, diirfte jedoch signifikant sein. Hayman und Oxenham (2015) wiesen in ihrer Stu-
die eindrucksvoll nach, dass die Dekompositionsrate eines Leichnams, welcher vor dem Tod im Zuge einer onkologi-
schen Behandlung zusétzlich zu der verabreichten Cytostatikatherapie eine umfangreiche Antibiose erhalten hatte, im
Vergleich zu einem nicht derart behandelten Kérper extrem verlangsamt war.

40 Bestattungsgesetz, §29 (Konservierung und Einbalsamierung von Verstorbenen), Art. 1
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sarg) erkldaren kann. Die hauptsachlich aus Formaldehyd und Methanol zusammengesetzte Ein-
balsamierungsfliissigkeit, die jedoch je nach Anwendungsbereich noch eine Reihe weiterer akti-
ver chemischer Inhaltsstoffe enthalt, wird in das vaskuldre System des Koérpers eingespritzt und
ersetzt so das Blut, um den Leichnam haltbar zu machen (McQuinn 2011). Die bis in die Kapillaren
des Korpers vordringenden Chemikalien verzdgern so aufgrund ihrer antibakteriellen Wirkung in
hohem Maf3e die natiirlichen Dekompositionsprozesse und verhindern ebenfalls eine rasche mi-

krobielle Besiedlung des Knochengewebes.

Die Analyse der unbestatteten Rehknochen als Vergleichskollektiv zu den friithdiagenetischen
Vorgangen bei Erdbestattung zeigte, wie schnell sich mikrobielle Destruktionsmuster nach dem
Tod an der Knochenmikrostruktur manifestieren kénnen. Bei 14 der 20 untersuchten Proben
konnten bereits bakterielle Bohrkanale beobachtet werden, bei der Halfte der Individuen sogar
bereits nach 51 bzw. 72 Tagen nach der Auslegung der Kadaver, wobei sich die bakteriellen
Lasionen wieder mehrheitlich in den mittleren Bereichen des Knochenquerschnitts konzen-
trierten. Lediglich Reh 5 zeigte weder nach dem ersten noch nach dem zweiten Beprobungsin-
tervall Zeichen mikrobieller Destruktion.

Die von Fernandéz-Jalvo et al. (2010) beschriebenen Mikrotunnel, welche in deren Taphonomie-
studie bei Knochen auftraten, welche mit Algen, Flechten oder Moosen bewachsen waren, konnten
bei keiner der hier analysierten Proben beobachtet werden. Jedoch stand der Bewuchs einiger
Knochen mit Algen mit einer beginnenden mikrostrukturellen Destruktion in Verbindung, wobei
die Bohrkanile vom linear-longitudinalen Typ waren. Da jedoch auch nicht veralgte Proben fokale
Destruktionen aufwiesen, kann kein absoluter Zusammenhang zwischen den beobachteten Bohr-
kanalen und dem Algenbewuchs hergestellt werden.

Auch die oft in Zusammenhang mit Tierknochen diskutierten Wedl-Tunnel (z.B. Trueman und
Martill 2002) konnten weder im untersuchten tierischen noch im menschlichen Probenkollektiv
bestatigt werden, obwohl Arnaud et al. (1978) sowie Schultz (1997) diese mit Algenwachstum in

Verbindung bringen*!.

Biotischer Knochenabbau nach lingeren Liegezeiten bei Erdbestattung

Die histologische Analyse des bakteriellen Angriffs auf das Knochengewebe nach langeren
Liegezeiten ergab ein weitaus diverseres Bild als bei den frithdiagenetisch beeinflussten rezenten
Proben.

Alle Knochen zeigten zumindest ansatzweise Spuren von bakterieller Aktivitatin Form von linear-
longitudinalen, knospigen oder lamellaren Destruktionsmustern (siehe 1.3), eine vollkommen un-

versehrte Mikrostruktur wurde in keinem der Fille beobachtet. Bei 31 % der Knochen war der

41 Eigene, nicht veroffentlichte Vorversuche an Knochen aus mariner Umgebung bzw. einem Brackwassersystem unter-
stiitzen die Theorie von Garland (1989) und Millard (2001), nach welcher WedI-Tunnel eher in Knochen aus marinem
Kontext auftreten und auf Cyanobakterien zuriickgefithrt werden kénnen.
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gesamte Querschnitt des Knochens von bakteriellem Abbau zerstort (OHI = 0). Die insgesamt bi-
modale Erscheinung des Verteilungsmusters der Indexklassen mit geringerer Reprasentation der
intermedidren Stufen spricht dafiir, dass die mikrobielle Destruktion des Knochens bei ungestor-
tem Ablaufin der Regel rapide verlauft. Diese Beobachtung entspricht den bereits in anderen Stu-
dien gemachten Erfahrungen (z.B. Harbeck 2007, Hedges et al. 1995, Hoke 2008, Jans et al. 2004).
Sofern noch erkennbar, schien der Ursprung des bakteriellen Befalls in den meisten Fallen, wie
im Fall der Proben des Westfriedhofs, vom inneren Bereich der Compacta auszugehen, was eben-
falls fiir eine endogene Invasion des Gewebes spricht. Es stellt sich jedoch die Frage, weshalb die
beginnende bakterielle Degradation einiger Proben (OHI = 4) in dieser Phase stagnierte und nicht
weiter bis zur vollstandigen Zerstérung voranschritt.

Lediglich im Fall von OTZ 1 kann diese Stagnation aufgrund der Griinfirbung des Knochens direkt
nachvollzogen werden. Die beginnende bakterielle Zerstérung der Mikrostruktur im Zuge der
Faulnis der Leiche wurde vermutlich durch die sukzessive Oxidation der mit dem Korper
assoziierten metallenen Gegenstdnde aus Bronze und der daraus resultierenden Durchdringung
des Gewebes mit den Korrosionsprodukten gestoppt. Die fiir die Farbung des Knochens
ursdchlichen Kupferionen wirken toxisch auf Bakterien (Silver und Phung 2005, Thurman et al.
1989) und konnten so das Gewebe gegen weitere mikrobielle Zerstorung schiitzen. Fiir die ndhere

Charakterisierung der Korrosion von Bronze und den Effekt auf Knochen siehe Seite 192.42 43

Erkenntnisse aus der intentionellen mikrobiellen Beimpfung zum biotischen Knochenabbau

Die Analyse der experimentell bakteriell beimpften frischen Knochenproben zeigte, dass es mog-
lich war, innerhalb kurzer Zeit unter Laborbedingungen Bohrkanile in den Knochen hervorzuru-
fen, wenngleich dies lediglich bei der Halfte der angeimpften Proben (n = 6) in gréfierem Ausmaf3
gelang. Zwar konnten mikrostrukturell sichtbare, bakteriell induzierte Lasionen an experimentell

beimpftem frischen Knochen bereits in einigen Studien nachgewiesen werden, jedoch waren

42 Auffallig war, dass alle Proben des Fundkomplexes Regensburg-Minoritenweg (MWL) einen guten mikrostrukturel-
len Erhalt aufwiesen, lediglich die Probe MWL 193 wich mit einem OHI von 1 deutlich von den anderen ab. Die Liegezeit
hatte auch innerhalb des archédologischen Probenkomplexes keine signifikante Korrelation mit dem Auftreten bakte-
rieller Zerstdrung der Knochenmikrostruktur, und daher wird auch hier vermutet, dass der beobachtete Erhaltungszu-
stand der Proben mit der initialen Inhibierung der Faulnis zusammenhéngt.

Hollund et al. (2012) erkannten an disartikuliert begrabenen Tierknochen keine oder kaum feststellbare bakterielle
Degradation und schlossen daraus, dass die Rolle der im Boden vorkommenden Bakterien bei der Zersetzung des Ge-
webes nur von geringer Bedeutung sein kann. Weiterhin folgerten die Autoren, dass Béden mit hohem Huminstoffge-
halt sowohl die autolytischen als auch die mit der Faulnis assoziierten Prozesse durch inaktivierende Enzyme inhibie-
ren kdnnen (van Kliniken und Hedges 1995, Nicholson 1998) und daher bakteriell wenig beeintrachtigte Knochen auf
ein rasches Begrabnis kurz nach dem Tod hinweisen.

43 Im Fall der Individuen aus Sulzbach zeigte der analysierte Knochen der weiblichen Bestattung SB 626 einen starkeren
mikrobiellen Befall als der des Mannes SB 664. Der morphologische Befund der Individuen ergab, dass SB 626 zum
Zeitpunkt des Todes vermutlich in einer allgemein schlechten gesundheitlichen Verfassung war, da sich diverse Deku-
bitus-Lasionen sowie Hinweise auf Diabetes am Skelett nachweisen lief3en (siehe 2.2.7). Dieser Zustand wirkt allgemein
beschleunigend auf das Einsetzen des Faulnisprozesses, und damit stieg auch die Wahrscheinlichkeit eines raschen
Befalls des Knochengewebes (Campobasso et al. 2001, Hayman und Oxenham 2015). Entscheidend diirfte auch
gewesen sein, in welcher Jahreszeit der Tod eintrat, da eine Kiihlung der Leichen nicht méglich war und die Faulnis im
Sommer sehr schnell voranschreitet.
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diese in der Regel auf die physiologischen Hohlrdume des Knochens beschrankt und beeintrach-
tigten kaum die Integritit des umliegenden Gewebes (Balzer et al. 1997, Grupe und Dreses-Wer-
ringloer 1993). Fiir Inokulationsversuche mit anaeroben Keimen existieren kaum Vergleichsstu-
dien. Lediglich Jackes et al. (2001) konnten nach der Inkubation von Clostridium sporogenes kra-
terartige Lasionen an der Knochenoberflache beobachten.

In der vorliegenden Studie wiesen alle sechs Kontrollen, trotz teilweise massiven Schim-
melbefalls, einen OHI-Wert von 5 auf, zeigten aber dennoch einzelne Bohrkanale in Form von ver-
grofierten Osteocytenlakunen. Jedoch wirkten sich diese auf nicht mehr als 5 % des Knochenquer-
schnitts auf, was eine Herabstufung des histologischen Index-Werts gerechtfertigt hatte. Die mit
Streptomyces griseus beimpften Knochen waren bis zum Ende der Inkubation frei von Schimmel,
was auf die Produktion antibiotischer Substanzen durch den Keim zuriickzufiihren sein diirfte
(vgl. 3.4.2.1)%4. Alle mit S. griseus beimpften Proben wiesen einen OHI-Wert von 4 auf und zeigten
damit bereits ausgedehntere Bereiche mit mikrobiell zerstorter Mikrostruktur. Dies spricht dafiir,
dass sowohl die fiir die Animpfung verwendeten Bakterienstdimme als auch die mykotische
Kontamination Bohrkanéle in den Knochen hervorrufen konnten.

Schimmel ist ubiquitar anzutreffen, und die Sporen werden in der Regel iiber die Luft verbreitet
(Kiick et al. 2009). Eine Inaktivierung mittels kurzwelliger UV-Strahlung (UV-C), wie sie in der
vorliegenden Arbeit zur Sterilisierung der Knochenproben vor der Animpfung angewendet wur-
de, ist fiir die Eliminierung von Pilzsporen offensichtlich nur in begrenztem Maf} geeignet. Dies
diirfte darauf zuriickzufiihren sein, dass die erheblichen Variationen des Inaktivierungserfolgs
gattungsspezifisch sind (Begum et al. 2009) beziehungsweise in tiefer gelegenen Schichten des
Knochens gelegene Sporen durch die Bestrahlung nicht erfasst werden konnten. Der die Knochen
direkt umgebende Schimmelbefall deutete weiterhin darauf hin, dass die Sporen nicht im Laufe
der Inkubation aus dem Umgebungsmilieu eingetragen wurden sondern zu Beginn der Experi-
ments direkt mit dem Gewebe assoziiert waren.

Da Pilze jedoch mit zu den Haupt-Destruenten organischer Materie wahrend der Dekomposition
zahlen (Bruns et al. 1991) und dank ihrer ubiquitidren Verbreitung auch im Grabmilieu angetrof-
fen werden, war die Kontamination der Proben nicht nachteilig fiir den absoluten Aussagegehalt
des Experiments.45

Auch die sehr stark verschimmelte Kontrolle von Femur 3 wies keine Anzeichen von mikrostruk-
tureller Destruktion auf. Mehr noch, im Zuge der Aminosaureanalyse dieser Probe nach der Kol-
lagenextraktion zeigte sich ein auffillig erh6hter Valin-Wert, welcher den der iibrigen Proben um
etwa das Fiinffache iiberstieg (siehe Punkt 4.1.3.3). Valin ist einer der beiden Grundbausteine von

Penicillin (Garcia-Estrada und Martin 2014), was auf die Produktion des Antibiotikums durch den

44 Streptomycin ist zwar ein Bakterizid, jedoch wurde auch ein hemmender Effekt auf das Wachstum von Pilzhyphen
nachgewiesen (Ingham et al. 1986).

45 Auch ist es moglich, dass hauptséchlich die duf3eren Bereiche des Knochens von Schimmelbewuchs betroffen waren,
wahrend die Bakterien durch das vollstindige Eintauchen der Proben in die Animpf-Suspension auch tiefer in den Kno-
chen vordringen konnten. In mindestens zwei Fallen jedoch wurden die Bakterien durch den Schimmel vermutlich ab-
getdtet. Die am starksten kontaminierte Probe der aeroben Inkubation (Femur 3, Pseudomonas fluorescens) zeigte als
einzige der beimpften Proben der Serie einen OHI-Wert von 5, da hier keinerlei Bohrkanile festgestellt wurden.
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Schimmelpilz hindeutet, welcher anhand der Morphologie als Aspergillus nidulans angesprochen

werden konnte (http://mycota-crcc.mnhn.fr).

Auch in den anaerob inkubierten Proben waren nach dem Ende des Versuchs Bohrkanile in den
Proben nachweisbar, wenngleich nur eine Probe (Femur 2, Prevotella melaninogenica) einen OHI-
Wert von 4 und damit bereits grof3flichigere Lasionen aufwies. Die unbeimpften Kontrollen
zeigten keine Anzeichen mikrobiellen Befalls. Auch die Knochen des Anaerobier-Experiments wa-
ren teilweise von Schimmelbildung betroffen. Die meisten Pilze sind obligate oder fakultative
Aerobier, da fiir die Keimung der Sporen in den meisten Fallen Sauerstoff bendtigt wird (Carlile
et al. 2001). Manche filamentdse Pilze sind jedoch auch an anaerobes Wachstum angepasst und
sind in der Lage, mittels Ammoniakfermentation (Nitratoxidation) oder anderer, noch nicht ge-
klarter Mechanismen, auch unter anaeroben Bedingungen zu existieren (Taubitz et al. 2007). Dies

wurde unter anderem fiir Aspergillus nidulans nachgewiesen (Takasaki et al. 2004).

Wie weiter oben beschrieben halten zahlreiche Autoren die initiale, anaerobe Phase der Faulnis
fiir den entscheidenden Zeitraum fiir die Erstbesiedelung des Knochengewebes mit Bakterien. In
diesem Versuch war es erstmals umfangreich gelungen, Bohrkanaile unter experimentellen Be-
dingungen mit verschiedenen anaeroben Mikroorganismen innerhalb von nur 6 Monaten zu er-
zeugen, was die Moglichkeit der Besiedlung des Knochens im anaeroben Milieu bestatigt. Die im
Vergleich zur aeroben Inkubation sparlicher beobachteten Bohrkandle konnten eine Folge der
technisch bedingten kiirzeren Inkubationszeit sein (6 Monate statt 9 Monate) und reflektieren
nicht zwingend eine geringere Effizienz des Knochenabbaus durch die anaeroben Keime Clostri-
dium histolyticum und Prevotella melaninogenica.

Sowohl in den Knochen der aeroben als auch der anaeroben bakteriellen Degradation fanden sich
die Bohrkanéle hauptsachlich im endostalen und periostalen Bereich des Knochenquerschnitts.
Da in diesem Fall, im Gegensatz zu den in situ degradierten Proben, keine endogene bakterielle
Invasion vorlag, sondern die Keime von aufden auf den Knochen aufgebracht wurden, entsprach

dieses Muster den Erwartungen.

Organische Kontaminationen des Knochens

Deutliche braune Verfirbungen der Knochen im Zuge der Einwanderung von Huminstoffen
drangen nur in wenigen Féllen tiefer als 500 um in das Gewebe vor, wobei dies haufiger bei den
frithdiagenetisch beeinflussten Proben als bei den Knochen des archiologischen Kollektivs zu be-
obachten war. Es bestand weder eine statistische Korrelation mit dem bakteriellen Befall noch
mit der Liegezeit. Im Zusammenhang mit der Bodenanalyse wurde bereits diskutiert, dass kein
unmittelbarer Zusammenhang zwischen dem Gehalt an organischer Substanz des Sediments, wel-
cher hauptsachlich durch die Farbe ausgedriickt wird, und der Eindringtiefe von Huminstoffen
bestatigt werden konnte (5.1.1). Es wird vermutet, dass im Zuge der Zersetzung des Holzes der

Sarge oder anderer organischen Materialien, welche mit der Bestattung assoziiert waren, wie

186



5. DISKUSSION

Kleidungsstiicke oder Sargauskleidungen aus organischen Fasern (Cellulose, Keratin), Tannine
und andere Huminstoffe in hohen Konzentrationen auf die Knochen einwirken (z.B. Shevchenko
und Bailey 1996). Die Art des verwendeten Holzes diirfte dabei ebenso eine Rolle spielen, da Ei-
chenholz beispielsweise besonders viel Tannin enthalt. Die hochmolekularen, meist aromatischen
Verbindungen der Humin- oder Fulvonsauren bzw. des Humins konnen dann im Zuge einer Mail-
lard-Kondensation schwer losliche Verbindungen mit dem Kollagen des Knochens eingehen und
so das Gewebe dauerhaft braun farben (van Klinken und Hedges 1995, 1.3.3.1).

Die Tatsache, dass die Proben des archidologischen Kollektivs weniger stark von Huminstoffkon-
taminationen betroffen waren, kann verschiedene Ursachen haben. So ist die reguliare Bestattung
von Toten in Holzsdrgen erst seit dem 17. Jahrhundert giangige Praxis, in der Regel wurden vorher,
meist mit Ausnahme hoher gestellter Personen, lediglich Leichentiicher verwendet (Neumann
1994), was einen geringeren Eintrag von verrottbarer Biomasse in den Bestattungsbereich be-
deutet.

Neben der Verfarbung des Knochens durch Huminstoffe konnten im Zuge der histologischen
Auswertung des Probenkollektivs Westfriedhof noch weitere organische Kontaminationen des
Knochens festgestellt werden, die teilweise endogenen Ursprungs waren. So konnten in vier Fal-
len noch Reste des vaskuldaren Systems in den Havers’schen Kanalen nachgewiesen werden. Die
langste Liegezeit betrug hier 26 Jahre, wobei die ausgedehnteste knocheninterne Weichgewebs-
erhaltung bei einem postmortalen Intervall von 9 Jahren lag. Es ist denkbar, dass eine rasche Aus-
trocknung des Gewebes den bakteriellen Abbau des Weichgewebes innerhalb der Knochen ver-
langsamte, eventuell eine Folge fortgeschrittener Verwesung vor der Bestattung (vgl. Jans 2013).
Weder die Bodenbeschaffenheit noch der Erhalt von Sargen und/oder Bekleidung schien einen
signifikanten Einfluss auf den Erhalt von Weichgewebsresten innerhalb des Knochens zu haben.

Haufiger beobachtet werden konnte die Persistenz von Fettwachs innerhalb der physiologischen
Hohlrdaume. Jans (2013) beschrieb eine identische Beobachtung in histologischen Knochenschnit-
ten von Rippen unbestatteter menschlicher Korper, jedoch nur bis zu einer maximalen Liegezeit
von 4 Jahren. In der vorliegenden Studie konnte Adipocire innerhalb der Knochen bis 39 Jahre
nach dem Tod (WF 44) nachgewiesen werden. Wie unter 1.3.3.2 beschrieben, unterscheiden sich
beerdigte Korper in ihrem Dekompositionsverhalten deutlich von oberflachlich deponierten Ka-
davern, was insbesondere in einer stark verlangsamten Dekompositionsrate zum Ausdruck
kommt. Auch die Voraussetzungen fiir die Entstehung von Adipocire sind im anoxischen Milieu
von Grabern deutlich besser als an der Oberflache. Anders als in den Féllen dufierlich sichtbaren
Fettwachses (vgl. 5.1.2.1) war die interne Adipocirebildung nicht immer mit einem guten Erhalt
von textilen Resten assoziiert. Fettwachs ist jedoch, einmal entstanden, dufderst resistent gegen
Degradation und diirfte sich innerhalb des geschiitzten Mikromilieus der Knochencompacta auch

noch lange halten, wenn sich die Umgebungsbedingungen dndern.

Eine weitere Beobachtung exogener organischer Kontamination war das Auftreten von als Pilz-
sporen identifizierten spharischen Objekten von etwa 20 pm Durchmesser innerhalb der physio-

logischen Hohlrdume einiger Knochen des Westfriedhofs. In einigen Fillen schienen die Sporen
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gekeimt zu sein und Konidien zu entwickeln. Da Pilzsporen in ihrer Form und Gré6{3e enorm varia-
bel sind sowie zahlreiche Arten ubiquitdr im Boden vorkommen (Watanabe 2002), war eine na-
here Eingrenzung so nicht méglich. Pilze werden als Primirdestruenten in terrestrischen Okosys-
temen angesehen (Bruns et al. 1991) und wurden wéhrend der fortgeschrittenen Verwesung un-
bestatteter Kadaver in der sich um den Korper bildenden Cadaver Decomposition Island nachge-
wiesen. Auch auf exhumierten Leichen wurden diverse Pilzarten nachgewiesen, jedoch nach eher
kurzem postmortalem Intervall (Hawksworth und Wiltshire 2011, Ishii et al. 2006).

Alle Proben, in welchen Anzeichen von Pilzbefall
sichtbar waren, zeigten ein relativ eng gefasstes
postmortales Intervall, welches sich zwischen 16
und 26 Jahren bewegte, was den Befund fiir fo-
rensische Fragestellungen interessant erschei-
nen lasst. Ein Zusammenhang zwischen der Er-
haltung von Sargen und Bekleidung konnte nicht
hergestellt werden. Es ist nicht klar, ob die den
Knochen besiedelnden Pilze nur Abbauprodukte

des Weichgewebes nutzen oder Knochengewebe

abbauen konnen, da hinsichtlich der Rolle von
Abb. 5.2 Mikrostruktureller Bohrkanal im Querschnitt  Pilzen bei der Dekomposition generell sehr wenig
des Knochens von WF 37, welcher der Aktivitit von . . . .
Pilzen zugeschrieben wird. bekannt ist. Ein auffélliger Bohrkanal, welcher im
histologischen Schnitt von Individuum WF 37,
einem stark mykotisch kontaminierten Knochen, beobachtet werden konnte, dhnelt den in
Fernandez-Jalvo et al. (2010) beschriebenen Destruktionsmustern, welche der Aktivitiat von Pil-
zen zugeschrieben wurden und deutet daher auf die lytische Aktivitiat von Pilzhyphen innerhalb
der Knochenmikrostruktur hin (Abb. 5.2). Bei den mykotisch kontaminierten Proben des bakte-
riellen Degradationsexperiments konnten entsprechende Beobachtungen jedoch nicht gemacht

werden.

Ein weiterer interessanter Befund, welcher in den histologischen Schnitten von zwei Proben des
Westfriedhofs gemacht wurde, war das Auftreten von Konglomeraten wurmformiger Organismen
innerhalb der Havers’schen Kanile. Da diese mit einer Linge von etwa 100 um zu grof$ fiir im
Boden vorkommende Spirochdten waren, kann der Organismus auf den Stamm der Fadenwiirmer
(Nematoda) eingegrenzt werden. Nematoden sind ubiquitdr verbreitet und stellen einen wichti-
gen Teil der Bodenfauna. Obwohl den Nematoden eine tragende Rolle bei der Zersetzung beerdig-
ter Korper zugesprochen wird (Carter und Tibbett 2008), sind kaum Studien zu nekrophagen Ne-
matoden veroffentlicht. Metcalf et al. (2013) stellten in ihrer Arbeit fest, dass die Zersetzung eines
Mausekadavers im Zuge der Vermehrung der mit dem Kadaver assoziierten Bakterien die Pro-
liferation von bacteriophagen Nematoden ausléste. Der Uberfluss an Bakterien infolge des starken
Impulses der Freisetzung von Nahrstoffen lockte so auch die Nematoden an, welche sich von den
Bakterien erndhren. Die entsprechende Art wurde als Oscheius tipulae bestimmt, einer der am

haufigsten auftretenden Bodennematoden aus der Familie der Rhabditidae (Félix 2006).
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Ein Vorkommen innerhalb von Knochen wurde noch nie beschrieben. Dennoch ist es wahrschein-
lich, dass es sich im vorliegenden Fall um dieselbe Art handeln konnte. Da die Knochen jeweils
mechanisch unversehrt waren, miissen die Fadenwiirmer tiber die Foramina nutritia in den Kno-
chen eingedrungen sein und iiber Havers’sche und Volkmann’sche Kanale im Knochen ausgebrei-
tet haben, um an die sich dort befindlichen Bakterien zu gelangen.

Ahnlich wie im Fall der Pilzsporen kénnte auch das Auftreten von Nematoden im Knochen wert-
volle Informationen fiir forensische Liegezeitbestimmungen bieten (vgl. Carter et al. 2015), da

auch hier das postmortale Intervall mit 22 bzw. 23 Jahren sehr eingegrenzt war.

Rekristallisation und anorganische Kontaminationen des Knochens nach kurzen Liegezeiten

Die histologisch erkennbaren Verdnderungen der kristallinen Organisation der Knochenmikro-
struktur liefden sich in zwei verschiedene Hauptmechanismen einteilen.

Bei den frithdiagenetisch veranderten Proben des Westfriedhofs konnte hauptsachlich die peri-
ostale Anlosung des Knochenminerals beobachtet werden, in einigen Fallen mit anschlief3ender
Rekristallisation in grofieren Kristalliten, was auf die lokale Bildung von Brushit (siehe 1.3.2.1)
hinweist. In der Literatur finden sich dhnliche Beobachtungen, jedoch bei Proben mit deutlich
langeren Liegezeiten (vgl. Abb. 5.3). So beschrieb Piepenkrink (1989) die periostale Anlésung des
Minerals aufgrund saurer Umgebungsbedingungen in einem mittelalterlichen Femur und folgerte,
dass dies ausschliefRlich nach mehreren Hundert Jahren Liegezeit auftreten kann. Jans (2013)
machte dieselbe Beobachtung des korrosiven Einflusses sauren Milieus, jedoch in einem Knochen
mit einem postmortalen Intervall von 200 Jahren. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten

jedoch, dass dieser Effekt bereits wenige Jahre nach der Bestattung auftreten kann, im frithesten

beobachteten Fall 14 Jahre postmortem.

.ll)d'pl|y1 <

Abb. 5.3 Vergleich der in der Literatur veroffentlichten
histologischen Bilder, welche die Anlésung der periosta-
len Knochenschicht durch saure Umgebungsbedingung-
en nach langeren Liegezeiten beschreiben, mit einer Pro-
be des Westfriedhofs. a) Mittelalterliches Femur (Pie-
penbrink 1989), b) 200 Jahre Liegezeit (Jans 2013), c)
WF 34, 33 Jahre Liegezeit.
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Dies ist wenig liberraschend, da im Zuge der Weichgewebszersetzung des Kadavers stark saure
Dekompositionsprodukte in Form von organischen Sduren und Gasen (vgl. 1.3.3.1), aber auch
Schwefelsdure aus dem aeroben Abbau von Sulfiden entstehen (Dent 2004 ), welche das aufgrund
des hohen Carbonatgehalts sdureldsliche Knochenmineral angreifen kénnen. In den Sargen kann
die saure Dekompositionsfliissigkeit mitunter schlecht ablaufen, und auch mit dem Kérper in Kon-
takt stehende Textilien der Sargauskleidung bzw. personliche Bekleidungsgegenstidnde saugen
sich mit der sauren Fliissigkeit voll und halten diese so langer am Kérper. Vermutlich wird der
Prozess gestoppt, sobald sich das Umgebungsmilieu durch die Zersetzung von Sargen und Klei-
dung neutralisieren kann und diirfte bei stabilen Liegebedingungen, insbesondere dem Ausblei-
ben von hydrologischen Fluktuationen, auch nicht weiter voranschreiten.

Neben dieser im periostalen Randbereich auftretenden Mineralauflosung und Rekristallisation
konnten weiterhin auch lokale Rekristallisationsphdnomene im Bereich um bakterielle Destruk-
tionsfoci beobachtet werden. Dies war bei einer Probe des Westfriedhofs der Fall (WF 27), nach
einem postmortalen Intervall von 50 Jahren, jedoch auch bereits bei einem der unbestatteten Reh-
knochen, nach lediglich 6 Monaten Liegezeit.

Es ist bekannt, dass Mikroorganismen im Zuge des Abbaus von Knochengewebe saure Metabolite
produzieren, welche das Knochenmineral im Bereich der Bohrkanéale anlésen kénnen. Das Abster-
ben der Bakterien innerhalb des Knochens fiihrt wiederum zu einem lokalen pH-Wert-Anstieg, da
durch die Lyse der Zelle Ammonium und andere Metabolite freigesetzt werden. Dadurch rekris-
tallisiert das geloste Knochenmineral (Child 1995a).

Im Fall der frithdiagenetisch beeinflussten Proben des Westfriedhofs wurde lediglich in einem
Knochen mutmafilich echte authigene Kristallbildung innerhalb des Gewebes festgestellt. Dabei
handelte es sich um in Stapeln angeordnete kristalline Objekte, welche in ihrer Opazitit, Farbe,
Grofde und Form von den bereits diskutierten Pilzsporen abwichen. Der Befund dhnelte sehr stark
den in der Studie von Hollund et al. (2012) beschriebenen framboidalen*¢ Pyrit-Kristallen (vgl.
Abb. 5.4).47

46 frz. framboise = Himbeere; beschreibt die Morphologie von beerenférmigen Aggregaten kleiner Kristalle
47 Pyrit (Eisenkies, FeS,) kann durch die Aktivitit sulfatreduzierender Bakterien durch den Abbau sulfathaltigen
organischen Substrats entstehen, indem Sulfationen zu Hydrogensulfid reduziert werden. In Anwesenheit von Ei-
sen reagiert das Hydrogensulfid mit diesem zu thermodynamisch stabilen Eisensulfiden (Muyzer und Stams 2008).
Dieser Prozess findet jedoch nur unter anaeroben Bedingungen statt (Swift et al. 1979). Solche Bedingungen sind
jedoch bei der Dekomposition eines beerdigten Korpers gegeben, insbesondere im relativ abgeschlossenen Milieu
der Compacta des Knochens. Sulfatreduzierende Anaerobier konnen so die organischen Bestandteile im vaskula-
ren System der Knochen nutzen (Turner-Walker 1998). Der dabei entstehende Schwefelwasserstoff diirfte dabei
auch die Besiedlung des Knochens mit anderen Mikroorganismen verhindern und so zu dessen Erhaltung beitragen
(Swift et al. 1979). Tatsédchlich zeigte die betroffene Probe in den Bereichen der Hohlrdume, welche die mutmal-
lichen Pyritformationen aufwiesen, auch keine Anzeichen bakterieller Bohrkanile. Das fiir die Pyritentstehung
notige freie Eisen konnte aus der Korrosion von metallenen Beschldgen oder anderen metallischen Teilen des
Sarges stammen, wobei bereits das im Hdmoglobin gebundene Eisen als Quelle des Metalls als fiir die Reaktion
ausreichend diskutiert wird (Pfretzschner 2000). Hollund et al. (2012) stellten fest, dass die Bildung der frambo-
idalen Form des Pyrits vorzugsweise dann stattfindet, wenn die entsprechenden Eisenmonosulfide rapide zu Pyrit
reagieren (Wilkin und Barnes 1996). Dafiir muss der Gehalt des fiir die Bakterien nutzbaren organischen Substrats
hoch sein (Berner 1984), weshalb die Autoren folgerten, dass die Bildung des framboidalen Pyrits bereits vor dem
Abschluss der vollstdndigen Skelettierung stattgefunden haben muss. Die Befunde der vorliegenden Studie wiirden
erstmals diese Hypothese bestdtigen, jedoch miisste dies mittels gezielter Elementanalyse bestétigt werden.
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Abb. 5.4 Links: Framboidale Pyritkristalle in der Spongiosa eines romerzeitlichen Knochens (Hollund et al. 2012).
Rechts: Mutmafiliche Pyritkristalle in der Resorptionslakune von WF 18, Liegezeit 46 Jahre. Der leicht orange gefarbte
Rand (Pfeil) konnte ein Hinweis auf die Einwanderung von Eisenoxid in das Gewebe sein.

Mineralische Verdnderungen und anorganische Kontaminationen bei fortgeschrittener Diagense

Bei den Knochen des archdologischen Probenkollektivs dominierte die Bildung authigener Kris-
tallformationen, wobei im Zuge des bakteriellen Abbaus auch mikrobiell induzierte Auflésungen
des Knochenminerals mit anschliefRender Rekristallisation stattgefunden haben, welche in vielen
Fallen ausgedehnte Bereiche der Knochenquerschnitte betrafen. Jedoch war hier aufgrund der oft
grofdflachigen mikrostrukturellen Zerstorung die initiale Zersetzung nicht mehr rekonstruierbar.
Die Bildung von Kristallen betraf sowohl die physiologischen Hohlrdume innerhalb des Knochens
als auch den endostalen Rand bzw. die Spongiosa, was darauf hinweist, dass Ionen aus dem Um-
gebungsmilieu tiber das vaskulére System tief in den Knochen eingedrungen waren. Es ist schwie-
rig, die Minerale ohne gezielte Elementanalyse anhand der Kristallmorphologie eindeutig zu iden-
tifizieren.48

Die hohe Reprasentanz von Sulfiden und Sulfaten weist darauf hin, dass die Bildung der entspre-
chenden Mineralphasen vermutlich wihrend der frithen Phase der Diagenese in anaerobem Mi-
lieu stattfand. Ein weiteres, haufig beobachtet authigenes Kristallisationsprodukt, welches ande-
ren Bildungsmechanismen folgen diirfte, ist Calcit (Ca[COs3], z.B. Michel et al. 1996, Pate und Hut-
ton 1988). Zwar wurde fiir einige Mikroorganismen nachgewiesen, dass sie in der Lage sind, Calcit
auszuscheiden (Daskalakis et al. 2015), jedoch kann das Mineral auch durch Anlésung des Kno-
chenminerals und Ca2+-Uberschuss aus dem Umgebungsmilieu bzw. geléstem Ca?* und CO32- aus
dem Grundwasser (siehe auch 1.3.2) liber die Vorstufe des amorphen, instabilen Calciumcarbo-
nats (ACC) entstehen. Die Gegenwart von organischen Molekiilen wie freien Aminosauren,
Aminen oder Carbonsauren bedingt die Kristallisierung in einer speziellen, hexagonal organi-

sierten Calciumcarbonat-Modifikation, welche als Vaterit bezeichnet wird (Neumann 2008).

48 Pyrit gilt als das haufigste Permineralisationsprodukt in Knochen, jedoch ist es langfristig nur in Abwesenheit von
Sauerstoff stabil und zerfallt bei Sauerstoffexposition, auch wahrend der Lagerung nach der Ausgrabung, zu Eisen und
Sulfat, woraufhin sich andere Mineralphasen bilden kénnen (Leduc 2012). Baryt (Schwerspat, Ba[SO4]) wird als zweit-
haufigstes authigenes Fiillmaterial innerhalb des Knochens bezeichnet und tritt oft als sekundéres Sukzessionsmineral
zu Pyrit auf, wenn bariumhaltiges Grundwasser in anaeroben Sedimenten mit hohem Organik-Anteil in den Knochen
eindringt (Torres et al. 2003). Ist das Umgebungsmilieu reich an Strontium, entsteht das analoge Sr-Mineral Coelestin
(Sr[SO4]). Ebenso haufig ist die Bildung von Spalerit (Zinkblende, ZnS) (Leduc 2012).
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Im Zuge der spektrometrischen Analysen konnten die in einigen Proben (alle Knochen des Fund-
orts Bruchsal-Aue, mit Ausnahme von BrA 3, sowie MWL 251) histologisch erfassten authigenen
Kristalle als Calciumcarbonat identifiziert werden (siehe auch 5.1.4.3), die restlichen Kristallag-

gregate konnten nicht ndher eingegrenzt werden.

Nicht nur Kristalle konnten als anorganische Kontamination in den Knochen nachgewiesen wer-
den. Die Probe OTZ 1 wies eine deutliche Griinfairbung des Gewebes auf, welche, wie bereits ein-
gangs erwdhnt, auf die Korrosion von mit dem Korper assoziierten Gegenstinden aus Bronze zu-
riickgefiihrt werden kann. Die auch als Griinspan bezeichnete Patina, welche regelmafiig auf ar-
chdologischen Kupfer-Zinn-Legierungen (Bronze) angetroffen wird, entsteht durch einen selekti-

ven Verlust von Kupferionen aus dem Metall (Robbiola et al. 1998). 4°

5.1.3 Degradation des Kollagens

5.1.3.1 Zusammenhange zwischen dem Gewichtsanteil der extrahierten Organik, % C

und % N, C/N sowie der Aminosaurezusammensetzung

Bei der Auswertung der Ergebnisse zum Gewichtsanteil der organischen Knochenfraktion fiel
zunachst auf, dass die frischen, diagenetisch unveranderten Proben mit 12-21 % eine enorm weite
Spanne hinsichtlich der Extraktionsausbeute aufwiesen. Dabei war die Gewichtsausbeute bei dem
Knochen mit der geringsten Compactadicke (Femur 3; 4,1 cm) auch am niedrigsten, die Probe mit
der grofiten Compactastiarke (Femur 2; 6,2 cm) wies den hochsten prozentualen Organik-Anteil
auf. Fiir frische menschliche Knochen ist ein Gewichtsanteil fiir Kollagen von 21-23 % am Gesamt-
knochengewicht beschrieben (DeNiro und Weiner 1988), und somit lagen zwei der drei frischen

Femurproben unter diesem Wertebereich.

49 Die Griinfarbung von Hartgeweben durch die Bronzekorrosion kann durch zwei mégliche chemische Mechanismen
erfolgen. Das in der Legierung vorkommende elementare Kupfer wird durch die im Zuge der Dekomposition des Kada-
vers freiwerdenden H+*-lonen zu Cu?* oxidiert, welches schliefdlich mit Wasser und CO2z zu Kupfercarbonat
(Cu2+CO3Cu?*(0H)2) reagiert. Das in Wasser geldste Kupfercarbonat kann nun den Knochen durchdringen und durch
Absorption an die Knochenoberflache binden. Damit miisste jedoch der Knochen die griin-graue Farbe des Kupfercar-
bonats annehmen und nicht die hellgriin-tiirkise Farbung zeigen, welche in betroffenen Knochen meist beobachtet wird.
Hopkinson et al. (2008) diskutieren daher, dass das Kupfercarbonat in die Knochenkristallite eingebaut wird, indem es
das knocheneigene Calcium ersetzt. Das so entstehende Mineral wird als Pseudomalachit bezeichnet, das es in seinen
physikochemischen Eigenschaften dem echten Malachit (Cuz[(OH)2C03]) dhnelt. Durch die wahrend der Dekomposition
des Korpers entstehenden Sauren wird das Knochenmineral angelést, und die frei werdenden lonen reagieren mit dem
Kupfercarbonat nach folgender Gleichung zu Kohlendioxid, Wasser, Phosphat und Pseudomalachit (Hopkinson et al.
2008): Cuz + CO3-Cu? + (OH)2 + 6HPO42 — 5C02 +5H20 + 2Cus (PO4)2 (OH)2 + 8P042.

Dass dieser Mechanismus im Fall der Probe OTZ 1 dennoch eher unwahrscheinlich war, zeigte die spektrometrische
Untersuchung der Probe, im Zuge welcher keine fiir Pseudomalachit typischen Banden detektiert werden konnten
(siehe 5.1.4.3). Es wird daher eher ein adsorptiver Mechanismus ohne profunde Beteiligung des Knochenminerals in
Betracht gezogen.
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Das alteste Individuum (Femur 3, Sterbealter 72 Jahre) wies dabei den niedrigsten Kollagenanteil
am Gesamtknochengewicht auf. Die sich mit zunehmendem Alter verstarkende, erst di-, spater tri-
und tetravalente Quervernetzung ist kennzeichnend fiir Knochenkollagen und tragt so zu einer
sukzessiven Stabilitdtserhohung des Proteins bei (Bailey et al. 1998, Child 1995b). Neben den en-
zymatischen Quervernetzungsreaktionen werden mit zunehmendem Gewebealter jedoch auch
nicht-enzymatische Quervernetzungen durch die Glycosylierung von Lysin- und Hydroxylysinres-
ten ausgebildet (Bailey et al. 1998, Reiser et al. 1992). Eventuell konnte dieser erhohte Glycosy-
lierungsgrad des Kollagens im Alter dazu fiihren, dass wahrend der Gelatinisierung im Zuge der
Kollagenextraktion eine Karamellisierung der Zuckermolekiile stattfindet (van Klinken und Mook
1990) und somit schwer l6sliche Komplexe entstehen, welche durch den anschliefRenden Filtra-

tionsschritt durch den Filter zuriickgehalten und somit abgetrennt werden. 50

Die von den frischen humanen Knochen vorgegebene Spanne des molaren C/N-Verhaltnisses war
mit Werten zwischen 3,22 bis 3,35 sehr eng gefasst.5!

In allen untersuchten Probenkollektiven wurde mehrheitlich eine Unterschreitung der Werte der
frischen Referenzknochen festgestellt, lediglich die archédologischen Proben wiesen eher eine
Uberschreitung auf. Ein erniedrigtes molares C/N-Verhailtnis kann durch eine Zunahme des pro-
zentualen Kohlenstoffanteils bzw. einen Verlust von Stickstoff erklart werden, eine Erhohung wie-
derum folgt einem Abfall des prozentualen Kohlenstoff- bzw. einer Zunahme des Stickstoffanteils

des organischen Extraktionsprodukts.

Die Ergebnisse der Aminosdureanalyse stellten sich als wichtiges interpretatorisches Mittel he-
raus, um die beobachteten Variationen in den prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffanteilen
sowie Veranderungen der Isotopenverhéltnisse von C und N des Kollagens erklaren zu kénnen.
Da in der Literatur relativ wenige Quellen zur Aminosdurezusammensetzung unveranderten
menschlichen oder auch tierischen Knochenkollagens zu finden sind und diese in der Regel keine
detaillierte Angaben zur methodischen Aufbereitung bzw. zur Messung der Proben enthalten (z.B.
Ambrose 1993), obwohl sich dies fundamental auf die Aminosdureausbeute auswirken kann (vgl.
4.1.3.3), wurden in der vorliegenden Arbeit nur laborinterne Vergleiche gezogen.

So fielen hinsichtlich der Aminosdurezusammensetzung der frischen Referenzknochen bereits ei-
nige Besonderheiten auf, welche auch die in der Literatur angegebenen, an der Aminosaurezu-

sammensetzung festgemachten Qualitatskriterien betrafen. Bevor auf potenzielle diagenetische

50 Es ist nicht bekannt, ob der entsprechende Gewebespender an Diabetes litt. Diabetes verstarkt die nicht-enzymati-
sche Glykation des Kollagens und erhéht damit die Resistenz des Molekiils gegen thermische und enzymatische Dena-
turierung (Gautieri et al. 2014, Monnier et al. 1984, Saito und Marumo 2010, 2013, Sroga et al. 2015). Um diese Hypo-
these zu untermauern, sollte in einem Anschlussprojekt der Effekt von Alter und Diabetes auf die Kollagen-Gewichts-
ausbeute nach der Extraktion anhand eines grofieren Probenkollektivs frischer Spenderknochen gezielt untersucht
werden, da dies auch Auswirkungen auf die Resistenz des Knochenkollagens gegen postmortale Degradation haben
diirfte (siehe Punkt 5.4).

51 Es fiel auf, dass die frischen Rehknochen deutlich von den humanen Werten abwichen und Werte zwischen 3,06 und
3,18 annahmen. Damit lagen diese zwar auch in dem in der Literatur fiir gut erhaltenes Kollagen definierten Grenzwer-
ten (siehe 1.5.1), jedoch zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass der molare C/N-Quotient sehr wahrscheinlich taxon-
bedingte Unterschiede aufweist (siehe auch Grupe et al. 2003), welche bei der Verwendung des molaren C/N-Verhalt-
nisses als Qualitatskriterium fiir den Kollagenerhalt in der Regel vernachladssigt werden.
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Veranderungen im Kollagen archiologischer Proben geschlossen werden kann, sollte zunachst
die Variabilitdt innerhalb der frischen, diagenetisch unverdnderten Knochen méglichst genau auf-
geklart sein.

Femur 1, der Knochen des jiingsten Spenders (Sterbealter 36 Jahre), hob sich in seiner detektier-
ten Aminosdurezusammensetzung von den anderen beiden Individuen ab. So konnte bei einer
Reihe von Aminosduren eine deutliche Konzentrationsreduktion festgestellt werden. Neben den
stark reduzierten Aminosauren Threonin, Serin und Phenylalanin waren auch Asparaginsaure,
Methionin, Phenylalanin, Histidin und Cystin betroffen.

Threonin, Serin, Phenylalanin, Methionin und Cystin konnen im Zuge der Hydrolyse leicht zerstort
werden (Miller et al. 1965, Anhang c, Seite 319), daher kdnnte die Konzentrationsreduktion der
Aminosauren im Vergleich zu den anderen frischen Proben durch einen signifikanten Verlust
wahrend der Hydrolyse erklart werden. Ein Messfehler wird ausgeschlossen, da auch alle
Teilproben von Femur 1 des bakteriellen Degradationsexperiments dieselben Resultate zeigten.
Es ist moglich, dass erneut das Alter der Spender und damit der Glykationsgrad des Kollagens eine
Rolle spielte. Dies wiirde zu den Ergebnissen der Analyse des prozentualen Organikanteils der
Proben passen, welcher bei Femur 1 relativ hoch und bei Femur 3 recht niedrig war. Dafiir zeigte
Femur 3 eine hohe Konzentration an Aminosauren im hydrolysierten Organik-Extrakt, wahrend
Femur 1 die niedrigste Aminosdurekonzentration aufwies. Dies deutet darauf hin, dass ein selek-
tiver, qualitativer Verlust bestimmter Aminosduren erstim Zuge der Hydrolyse stattfand. Die Ver-
mutung liegt daher nahe, dass das Kollagen des jlingsten Individuums aufgrund der fehlenden
altersbedingten Sekundarvernetzung die vergleichsweise geringste Stabilitdt aufwies und damit

empfindlicher auf die hydrolytische Spaltung reagierte als das Kollagen der dlteren Spender.

Bei den jiingeren Individuen (juvenil-adult) des Kollektivs Westfriedhof konnte jedoch kein ent-
sprechender Verlust der oben genannten Aminosauren bestatigt werden. Allerdings konnte bei
bodengelagerten Proben ein anderer Mechanismus greifen, eventuell eine sekundére Stabilisie-
rung des Molekiils durch Huminstoffe (vgl. auch Seite 187).

Bei der Beurteilung der Kollagenqualitdt anhand der Aminosdurezusammensetzung fiel weiterhin
auf, dass die in der Literatur vorgegebenen Grenzwerte bestimmter Aminosdureverhéltnisse in
dieser Studie nicht anwendbar waren, da teilweise sogar die frischen Referenzknochen die Krite-
rien verfehlten (siehe 4.1.3.1). So waren die Konzentrationen von Prolin, Hydroxyprolin (jeweils
teilweise erhoht), Glutaminsaure und Asparaginsaure (jeweils erniedrigt) bzw. deren Verhaltnis-
se zueinander im Vergleich zu Literaturreferenzen verandert. Die Konzentrationen von Glutamin-
sdure und Asparaginsaure sind unter anderem von den Hydrolysebedingungen abhangig, da die
neutralen Aminosauren Glutamin und Asparagin im Zuge der sauren Hydrolyse zu Glutaminsaure
bzw. Asparaginsdure oxidiert werden. Es wird jedoch fiir die vorliegende Studie von einer
vollstindigen Oxidation ausgegangen, da keine Asparagin- oder Glutaminpeaks in den Chro-
matogrammen beobachtet werden konnten. Es ist denkbar, dass ein Teil der sauren Aminosauren

wahrend der Extraktion des Kollagens im Zuge des initialen Demineralisierungsschritts mit 1 M

194



5. DISKUSSION

HCI verloren ging, oder aber in anderen Studien grofiere Mengen nicht-kollagener Proteine mit-
extrahiert wurden, welche reich an Glutamin- und Asparaginsdure sind (Hare 1980, Masters
1987).

Aus diesem Grund wurden nach der Einschiatzung der Ergebnisse die Qualitdtskriterien zur An-
zeige von Veranderungen des Aminosaureprofils modifiziert und an die Resultate der frischen

Referenzknochen angepasst.

Erkenntnisse aus der experimentellen hydrolytischen Degradation

Die Abnahme des anteiligen Organikgewichts in den experimentell hydrolytisch degradierten
Proben folgte in etwa dem bereits in dhnlichen Studien beschriebenem Verlauf.

Anders als in der 2009 von Harbeck und Grupe veroffentlichten Arbeit nahm der prozentuale
Kollagengehalt aller Proben jedoch nicht bereits nach 8, sondern erst nach 14 Tagen der
Inkubation in heiflem Wasser rapide ab. Dies ist vermutlich erklarbar durch die unterschiedliche
Dicke der eingesetzten Knochenproben, welche in der vorliegenden Studie doppelt so hoch war
wie in der Vergleichsarbeit von Harbeck und Grupe. Auffallig ist, dass sowohl die letztgenannten
Autoren als auch Turner-Walker und Xu (2013) in ihrem Vortrag auf dem 7t Bone Diagenesis
Meeting einen Einbruch der Werte um den 4. bis 8. Versuchstag und ein anschlieffendes erneutes
Ansteigen verzeichneten. Da dies auch in der vorliegenden Studie beobachtet wurde, kénnte von
einem systematischen Effekt ausgegangen werden.

Es wird vermutet, dass das Kollagen unmittelbar nach Versuchsbeginn durch den hydrolytischen
Effekt der Einwirkung des heifden Wassers geschadigt wurde. Die aggressiven Degradationsbe-
dingungen fiihrten zu einem Aufquellen der Tripelhelix und dadurch zu einer Auffaltung der Pro-
teinstruktur, wodurch die stabilisierenden Quervernetzungen gespalten werden konnten (vgl.
1.3.1). Vermutlich war auch die Kollagen-Mineral-Schnittstelle von der hydrolytischen Spaltung
betroffen. Wise et al. (2007) schreiben den Proteoglycanen und sauren Glycosaminoglycanen
(GAGs) die tragende Rolle bei der Vermittlung der Verbindung zwischen organischer und anorga-
nischer Phase im Knochen zu, da die Sekundarstruktur der Zucker zahlreiche Erkennungsstellen
fiir das Wachstum hydratisierter Calciumphosphate aus gelosten lonen aufweist. Polysaccharid-
Sulfate und -Carboxylate sind in der Lage, mit Ca2*-lonen Chelate zu bilden. N-Acetylamido- und
-hydroxylgruppen kénnen wiederum mit protoniertem PO43-, Wasser und OH- binden. Im Zuge
der Hydrolyse in heiflem Wasser konnen diese Bindungen gespalten werden und die Mineralplatt-
chen l6sen sich vom Kollagen, was dieses wiederum angreifbarer fiir hydrolytische Reaktionen
macht.

Es istunwahrscheinlich, dass eventuell entstandene Polypeptidfragmente aufgrund der fehlenden
Wasserzirkulation aus dem Knochen ausgeschwemmt wurden, da nach dem Einbruch des pro-
zentualen Organikgewichts sowie der Anteile von Kohlenstoff und Stickstoff um den 8. Versuchs-

tag ein erneuter Anstieg der Werte verzeichnet wurde, was auf eine sekundare Stabilisierung des
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Molekiils durch Umlagerungsreaktionen oder die Formierung neuer Quervernetzungen hinwei-
sen konnte. Es wurde daher vielmehr ein Verlust von Teilen des vorgeschadigten Kollagens im
Zuge der Extraktionsmethode vermutet.

Ab dem 16. Versuchstag, welcher den rapiden Abfall des Organikanteils sowie des prozentualen
Kohlenstoff- und Stickstoffgehalts des Kollagens markierte, war die Fragmentgrofie der Polypep-
tidsequenzen durch hydrolytische Spaltung vermutlich schliefRlich gering genug, dass grofiere
Mengen organischer Substanz aus dem Gewebe austreten konnten. Da die %C- und %N-Werte
simultan abfielen, diirfte dieser Vorgang unselektiv stattfinden und vielmehr ganze Abschnitte des
Polypeptids betreffen als spezielle Aminosduren. Dies wurde im Zuge der Aminosdureanalyse
bestatigt.

Es fiel auf, dass die Konzentrationen der hydrophoben Aminosauren (Valin, Leucin, Isoleucin,
Methionin, Prolin) sowie die Anteile der kleinen Aminosduren Glycin und Alanin insgesamt bis
zum 20. Tag nur relativ geringe Schwankungen zeigten. Dafiir variierten andere iiber den gesam-
ten Versuchszeitraum in ihren Konzentrationen stark. Hydroxylysin schwankte bis zum 12. Inku-
bationstag sehr stark und nahm dann rapide ab. Der gleichzeitige Anstieg von Lysin lasst vermu-
ten, dass dies eine Folge der sukzessiven Aufspaltung der Quervernetzungen des Molekiils im Zu-
ge der Gelatinisierung sein konnte (vgl. 1.2.1.1). Auch Phenylalanin und Asparaginsiure zeigten
sehr starke Schwankungen, die generell mit den Fluktuationen des prozentualen Kohlenstoffan-
teils korrespondierten. Der auffillige Einbruch der %C-, %N, C/N-molar- sowie §15N-Werte um
den 4. und 14. Inkubationstag ging mit einer besonders starken Abnahme der Konzentrationen
von Phenylalanin, Histidin und Asparaginsaure (Tag 4) bzw. Hydroxylysin und Asparaginsdure
(Tag 14) einher.

Dies erklart zwar die abnehmenden prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffanteile, jedoch nicht
die isotopische Abreicherung (siehe 4.1.3.2, Seite 112 f.). Die in ihrer Konzentration reduzierten
Aminosauren sind in Bezug auf das schwere Stickstoffisotop abgereichert (Petzke et al. 2005) und
miissten somit zu einer relativen Anreicherung des verbliebenen Proteins flihren, ebenso wie der
kinetische Isotopeneffekt52 (Bada et al. 1989).

Nicht alle Aminosduren weisen dasselbe Isotopenverhaltnis auf, was auf unterschiedliche Synthe-
sewege zurlickzufiihren ist. Die Aminosauren Valin, Isoleucin und Histidin werden nicht direkt
aus Glucose aufgebaut, sondern werden iiber mehrere Zwischenstufen assembliert, was zu einer
Abreicherung in Bezug auf das schwere Isotop fiihrt (Balzer et al. 1997). Jedoch muss berticksich-
tigt werden, dass der relative Anteil der Aminosduren am Gesamtkollagen, die keine oder kaum
Konzentrationsverdnderungen zeigen, mit etwa 70% deutlich hoher ist als der Anteil der genann-
ten stark reduzierten Aminosiuren. Somit ist eine merkliche Anderung des Isotopenverhiltnisses
auf dem Weg des selektiven Verlustes von quantitativ geringer im Kollagen vorkommenden Ami-
nosauren fraglich.

Im Fall von Femur 1, dem jiingsten Spender, bestand ein sehr starker Zusammenhang zwischen
dem Gesamtgehalt an Aminosauren im Extrakt und dem Einbruch der Kohlenstoff- und Stickstoff-

werte, bei Femur 2 und 3 war dies weniger deutlich. Femur 1 verlor damit am 4. Inkubationstag

52 Chemische Reaktionen laufen mit den Molekiilen, welche das leichte Isotop tragen, schneller ab als mit dem schweren
Isotop.
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etwa die Halfte seiner Gesamtaminosauren, am 14. Tag sogar 90 %. Es wird vermutet, dass im
Zuge der Kollagenextraktion bereits durch Denaturierung vorgeschadigtes und damit destabili-
siertes Kollagen im Zuge der Behandlung mit 1 M HCI bereits teilweise hydrolysiert wird, was zu
einem Verlust bestimmter Aminosauren bereits wahrend der Extraktion fiihrt. Dies wird dadurch
gestiitzt, dass insbesondere die sauren oder ungeladenen Aminosauren Asparaginsaure, Gluta-
minsdure, Serin und Threonin sehr starke Schwankungen iiber den Versuchszeitraum aufwiesen.
Auch die basischen Aminosauren (Histidin, Lysin, Arginin) zeigten deutliche Konzentrations-
schwankungen, was durch die leichte Loslichkeit der Aminosduren wahrend des Extraktions-
schritts mit 0,125 M NaOH erklart werden koénnte. Dies wiirde ebenso erklaren, weshalb die hy-
drophoben Iminosduren Prolin und Hydroxyprolin die héchste Stabilitdt zeigten und am langsten
nachweisbar waren. Der hohere Glycosylierungs- und damit Quervernetzungsgrad des Kollagens
bei Femur 2 und 3 diirfte, wie bereits eingangs erwahnt, fiir die hohere hydrolytische Resistenz

der Proben im Vergleich zu Femur 1 verantwortlich sein.

Kollagenverdnderungen nach experimenteller bakterieller Degradation

Die intentionell bakteriell degradierten Proben zeigten insgesamt einen geringeren Organik-Ge-
halt als die frischen Referenzknochen. Die grofdte anteilige Verlustrate organischer Substanz war
bei den mit Pseudomonas fluorescens beimpften Knochen zu beobachten. Da dies auch die am
stiarksten von Schimmelbildung betroffenen Proben waren, wird eine quantitative enzymatische
Schadigung des Kollagens durch die mykotische Aktivitit vermutet. Kollagenolytische Fahigkei-
ten sind fiir diverse ektomykorrhizale Pilze nachgewiesen, und insbesondere Vertreter der Gat-
tung Aspergillus sind in der Lage, Proteine abzubauen (Barthomeuf et al. 1992, Carter und Tibbett
2008, Hanzi et al. 1993, Sukhosyrova et al. 2003). Speziell fiir Aspergillus nidulans, einer der po-
tenziell auf dem Knochen aufgewachsenen Arten (siehe 5.1.2.2, Seite 185 f.), wurden effektive
proteolytische Eigenschaften nachgewiesen (Saber et al. 2010). Dabei stimuliert UV-Licht, wie es
fiir die Sterilisierung der Proben vor Versuchsbeginn angewendet wurde, sogar eine iiberméfiige
Proteaseproduktion (Katz et al. 1996). Ahnlich wie bei der hydrolytischen Schiadigung des Kolla-
gens wird vermutet, dass das vorgeschadigte Polypeptid im Zuge der Kollagenextraktion teilweise
verloren ging und dies so zu einer Reduktion des gemessenen prozentualen Kollagenanteils am
Knochengewicht fiihrte.

Die in einigen anaerob kultivierten Proben festgestellte Erhohung des prozentualen Organik-Ge-
wichts im Vergleich zu den Referenzproben kann durch drei mégliche Mechanismen erklarbar
sein:

Eine Moglichkeit ist die Mitextraktion von mikrobiellen organischen Bestandteilen im Zuge der
Kollagen-Aufreinigung, jedoch sollten diese durch die Gelatinisierung und anschliefende Filtra-
tion des Proteins vom Extrakt abgetrennt werden. Eine quantitative Kontamination mit Fremd-
protein gilt daher als eher unwahrscheinlich. Auch hatten derartig starke Verunreinigungen durch
die Aminosdureanalyse detektiert werden miissen, aber die entsprechenden Proben wiesen dort

keine Auffalligkeiten auf.
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Ein weiterer Grund fiir eine Zunahme des anteiligen Kollagengewichts kann eine Abnahme des
prozentualen Anorganik-Anteils des Knochens sein, jedoch war auch hier keine direkte Korrela-
tion mit der Gewichtsausbeute der deproteinierten Knochenmatrix zu erkennen.

Analog zu den beobachteten Differenzen der Extraktionsausbeute organischer Molekiile zwischen
den drei frischen Spenderknochen (siehe Seite 192 f.) konnte jedoch auch der Abbau von Zucker-
molekilen durch die Mikroorganismen eine Rolle spielen, was dem Karamellisierungseffekt und
damit quantitativen Verlusten wahrend der Extraktion entgegenwirken konnte.

Der absolute Grund fiir die Zunahme des anteiligen Gewichts der organischen Fraktion kann je-

doch nicht endgiiltig geklart werden.

Im Vergleich zu den frischen Referenzknochen wurden einige Abweichungen in den prozentualen
Kohlenstoff- und Stickstoffanteilen des Kollagens deutlich, wobei der Kohlenstoff- und Stickstoff-
gehalt meist simultan anstieg oder abnahm. Die signifikant erniedrigten % C- und % N-Werte der
mit Streptomyces griseus beimpften Probe von Femur 2 weisen auf einen quantitativen Verlust
von organischer Substanz aus dem Knochen durch die Aktivitit der Bakterien hin. Die von S.
griseus sekretierte Serin-Protease ist ein hoch effektives Enzym, welches in der Lage ist, alle Arten
von Peptidbindungen in einem Protein zu spalten, um die freigesetzten Aminosauren fiir die Ver-
stoffwechselung nutzbar zu machen (Nomoto et al. 1960). Da das Aminosaureprofil der entspre-
chenden Probe nur wenig Auffilligkeiten zeigte, ist davon auszugehen, dass die zur Verfligung
stehenden Aminosduren des Kollagens nicht selektiv, sondern quantitativ genutzt wurden.

In sechs weiteren Proben wurde ein Anstieg des Kohlenstoff- und Stickstoffgehalts beobachtet,
was auf eine Kontamination mit organischer Fremdsubstanz hinweisen kdnnte, welche im Zuge
der Extraktion nicht entfernt werden konnte. Ob die Kontaminationen von den angeimpften Bak-
terien und/oder dem teilweise aufwachsenden Schimmel hervorgerufen wurden, kann nicht na-
her eingegrenzt werden, da sowohl eine unter anaeroben Bedingungen inkubierte Kontrolle als
auch ein mit S. griseus beimpfter Knochen, welcher keine Schimmelbildung zeigte, betroffen
waren. Die Aminosdureanalyse lieferte in diesem Zusammenhang jedoch keinen Hinweis auf

mikrobielle Zellwandbestandteile.

Im Schnitt konnte aber in den Konzentrationen fast aller Aminosduren ein Riickgang im Vergleich
zu den frischen Ausgangsproben beobachtet werden, lediglich im Fall von Glycin, Alanin, Valin
und Methionin nahmen die Konzentrationen teilweise stark zu. Es ist denkbar, dass dies den Res-
ten bakterieller Bestandteile zu schulden ist. Dabei konnte es sich um den Proteinanteil des bak-
teriellen Lipoproteins Murein handeln, da dieses hohe Alaninkonzentrationen enthalt (Braun und
Rehn 1969). So sind die Zellwandbestandteile von Streptomyces und Aspergillus hauptsachlich aus
Glycin, Glutaminsaure, Alanin, Serin und Asparaginsdure aufgebaut (Yamaguchi 1965). Ebenso ist
nicht klar, in welchen Konzentrationen mikrobielle Enzyme wie alkalische Proteasen, welche im
Zuge des Kollagenabbaus sekretiert werden, im Laufe der Extraktion persistieren und so Amino-
sduren in das Extrakt eintragen kénnen (z.B. Sukhosyrova et al. 2003).

Die unter aeroben Bedingungen inkubierte, stark verschimmelte Kontrolle von Femur 3 zeigte

neben der auffilligen Konzentrationsreduktion der meisten Aminosauren, darunter neben dem
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kohlenstoffreichen Tyrosin auch die stickstoffreichen Aminosduren Histidin und Arginin, eine
extreme Erhohung des Valin-Werts, welcher den in anderen Proben gemessenen Wert um etwa
das Fiinffache tberstieg. Dies deutet auf eine mutmafiliche Produktion von Penicillin durch den
aufwachsenden Schimmelpilz hin (siehe auch 5.1.2.2, Seite 185).53 Eine erhohte Cysteinkonzen-
tration (gemessen als Cystin) konnte in der entsprechenden Probe jedoch nicht beobachtet wer-
den. Vermutlich ging die hydrophile Aminosdure um Zuge der Probenaufbereitung verloren, wah-
rend das hydrophobe Valin in gréfReren Mengen zuriickblieb.

In der entsprechenden Probe konnten, trotz deutlicher Auffélligkeiten im Aminosédureprofil, na-
hezu keine Abweichungen hinsichtlich der Parameter % C, % N sowie C/N-molar beobachtet wer-
den, obwohl der prozentuale Organik-Anteil signifikant reduziert war. Dies konnte das Problem
andeuten, dass diese Werte lediglich die Gesamtbilanz von Kohlenstoff und Stickstoff im Protein-
extrakt reflektieren, ungeachtet der Qualitat und des Ursprungs der Komponenten. Erreicht die
Kohlenstoff- und Stickstoffbilanz durch Degradation und Kontamination den Ausgangswert, ist so
eine Veranderung an der Probe nicht ersichtlich. Die Isotopenwerte von Kohlenstoff und Stickstoff
zeigten sich jedoch jeweils ebenso unbeeinflusst.

Balzer et al. (1997) sowie Grupe und Turban-Just (1998) beschrieben in ihren Studien, dass Bak-
terien vorzugsweise die energiereichen, stark kohlenstoffhaltigen Aminosauren Phenylalanin, Ty-
rosin und Tryptophan nutzten. Dies konnte in dem vorliegenden Projekt nur eingeschrankt beob-
achtet werden. Zwar zeigte die Halfte der 18 Proben eine Reduktion des Tyrosins, jedoch war
Phenylalanin nur in einer Probe von einem deutlichen Konzentrationsriickgang betroffen. Die Be-
wertung der Tryptophankonzentration ist problematisch, da diese Aminosaure sehr empfindlich
gegen Zerstorung wahrend der Hydrolyse zur Probenvorbereitung der Aminosaureanalyse ist
(Liu und Chang 1971). Auch ein gezielter Abbau von Arginin, wie er fiir Streptomyces griseus be-
schrieben ist (Meister 1965), konnte nicht beobachtet werden. Die deutlichsten Verluste konnten
in den Konzentrationen von Hydroxylysin festgestellt werden, dies betraf alle untersuchten Pro-
ben. Eventuell kann dies als Hinweis auf eine hydrolytische Spaltung der Kollagen-Quervernetz-
ungen durch die Aktivitit der Mikroorganismen gewertet werden. Da auch die Kontrollen betrof-
fen waren, muss auch der kontaminierende Schimmel einen degradativen Einfluss auf die Struk-
tur des Molekiils ausgelibt haben.

Der statistische Zusammenhang zwischen den Aminosauren Threonin, Serin, Tyrosin und Phos-
phoserin kann eventuell durch die Einwirkung alkalischer Phosphatasen mikrobiellen Ursprungs
erklart werden. Die Phosphorylierung von Threonin, Serin und Tyrosin stellt eine wichtige post-
translationale Modifikation in eukaryotischen Proteinen dar (Macek et al. 2007). Zahlreiche Mi-
kroorganismen sind in der Lage, mithilfe alkalischer Proteasen, wie beispielsweise der von Strep-
tomyces griseus exprimierten Serin-Protease, die Aminosauren im Zuge der Spaltung des Molekiils
zu dephosphorylieren (Gupta et al. 2002). Entsprechend konnte eine Erniedrigung der Phospho-
serin-Konzentration mit einem Anstieg von Serin in Verbindung gebracht werden.

Zwar konnte statistisch keine Verbindung zwischen dem Verlust bestimmter Aminosauren und

der Inkubationsart bzw. Bakterienspezies hergestellt werden, jedoch zeigte sich im Rahmen der

53 Penicillin wird von bestimmten Schimmelpilzen durch die Kondensation der Aminoséduren Valin und Cystein gebildet
(Loffler 2003).
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Isotopenanalyse, dass hauptsachlich die unter anaeroben Bedingungen kultivierten Proben von
Femur 3 und 1 eine Veranderung des 613C-Werts mit Anreicherung des schweren Isotops aufwie-
sen. Die Probe von Femur 3 zeigte zudem ebenso ein deutlich erniedrigtes C/N-Verhaltnis sowie
erhohte Gewichtsanteile der organischen Fraktion.

Laut Balzer et al. (1997) sollte ein Verlust der iiber lange Synthesewege mit diversen Zwischen-
stufen aufgebauten Aminosauren, welche hinsichtlich des schweren Kohlenstoffisotops abgerei-
chert sind, zu einer Anreicherung des verbliebenen Substrats fiihren. Die direkt aus Glucose auf-
gebauten Aminosduren Alanin, Serin, Glycin, Glutaminsdure und Asparaginsdure sollten isoto-
pisch schwerer sein (vgl. weiter oben, Seite 196 f.). Lediglich bei der unter anaeroben Bedingung-
en inkubierten Kontrolle von Femur 3 kénnte die Anreicherung des schweren Kohlenstoffisotops
sowie das Abfallen des molaren C/N-Quotienten liber den Verlust von Threonin, Serin, Phenylala-
nin und Histidin erklart werden. Bei den restlichen Proben erfolgte eher eine Konzentrationszu-
nahme der meisten Aminosauren, was auf eine Kontamination mit mikrobiellen Bestandteilen

hinweisen diirfte, welche vergleichsweise reich an 13C gewesen sein mussten.

Das molare C/N-Verhiltnis der intentionell mit Bakterien beimpften Knochen zeigte sich insge-
samt sehr stabil (20 = 0,05) und wich nur in einem Fall im Vergleich zu den frischen Knochen
leicht nach unten ab (Femur 3, NK anaerob), wobei hier auch der prozentuale Kohlenstoffanteil
etwas reduziert und der Stickstoffanteil erhdht waren. Dagegen wiesen jene Proben, bei welchen
wesentlich deutlichere Verschiebungen des prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalts fest-
gestellt wurden (> 15 %), keine verdnderten molaren C/N-Werte auf (siehe Seite 109 f.). Dies lasst
die Problematik erkennen, dass der molare C/N-Wert als reines Verhaltnis ungeeignet ist, struk-
turelle Verdnderungen der organischen Matrix zu erfassen, sofern Kohlenstoff und Stickstoff in

dergleichen Relation verloren gehen bzw. in das Gewebe eingetragen werden.

Kollagenerhalt nach kurzen Liegezeiten bei Erdbestattung

Bei den beiden bodengelagerten Stichprobenkollektiven wurde ein deutlicher Unterschied zwi-
schen den frithdiagenetisch beeinflussten und den archiologischen Proben beobachtet, wobei die
prozentualen Gewichtsmaxima der organischen Knochenfraktion in beiden Probenkollektiven na-
hezu gleich waren (WF 41 und KE 192, siehe Tabelle 4.2, Seite 105).

Durchschnittlich wiesen die Proben der frithen Diagenesephase jedoch eine fast doppelt so hohe
Kollagenausbeute auf wie die archaologischen Knochen. Die Liegezeit zeigte insgesamt einen hoch
signifikanten Zusammenhang mit dem anteiligen Kollagengehalt der Knochen, da die dltesten Pro-
ben tendenziell die niedrigste Gewichtsausbeute lieferten. Dies galt jedoch nicht bei getrennter
Betrachtung der einzelnen Probenkollektive.

So wurde der niedrigste prozentuale Kollagengehalt der Proben des Westfriedhofs in den Kno-
chen mit sehr kurzer Liegezeit festgestellt (9 bis 21 Jahre). Eventuell folgt diese Beobachtung dem-
selben Prinzip wie der initiale Einbruch der prozentualen Kollagenausbeute in den experimentell

hydrolytisch degradierten Proben (siehe Seite 195 ff.). Vermutlich werden die Kollagenstruktur
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bzw. die Kollagen-Mineral-Schnittstelle durch den Einfluss des im Zuge der Dekomposition
entstehenden sauren Umgebungsmilieus durch den Abbau des Weichgewebes und die Spaltung
der Quervernetzungen geschwacht, worauthin Teile des Molekiils im Zuge der Extraktion ver-
lorengehen. Auch die Aminosaureanalyse deutete in diese Richtung.

Insgesamt wurden fiir einige Aminosauren starke Konzentrationsschwankungen beobachtet. Im
Fall der Proben vom Westfriedhof waren dies Glycin und Glutaminsdure, wiahrend bei den archéao-
logischen Proben aufderdem auch Hydroxyprolin, Prolin, Alanin und Arginin betroffen waren. Die
frischen Referenzknochen wiesen dabei eine im Schnitt doppelt so hohe Aminosaurekonzentra-
tion auf wie die Proben des Westfriedhofs, was darauf hindeutet, dass es bereits kurz nach der
Bestattung ein deutlicher Verlust von Aminosaduren aus dem Kollagen zu verzeichnen ist.
Entsprechend des quantitativen Einbruchs der saureldslichen bzw. hydrophilen Aminosauren zu
Beginn des hydrolytischen Degradationsexperiments waren besonders in den Proben des West-
friedhofs mit kiirzerer Liegezeit korrespondierende Aminosaureverluste zu beobachten. Im Ge-
gensatz zur im Labor kontrolliert durchgefiihrten hydrolytischen Degradation zeigten die basi-
schen Aminosauren Histidin, Lysin und Arginin bei der in situ Degradation insgesamt aber nur
geringere Verluste, jedoch gehen besonders Lysin und Arginin bevorzugt Vernetzungsreaktionen
mit anderen organischen Verbindungen (Maillard-Reaktionen) ein (Thorpe und Baynes 2003)
und konnten somit durch die Verbindung mit Huminstoffen aus dem Bestattungsmilieu stabili-
siert worden sein.

Nach Abschluss der Weichgewebszersetzung und der Neutralisierung des Umgebungsmilieus
muss eine sekundire Restabilisierung des Kollagens stattgefunden haben, welche dieses unem-
pfindlicher gegen die Extraktionsprozedur werden lief3, ebenso in Entsprechung zu den bei der
experimentellen hydrolytischen Degradation gemachten Beobachtungen (siehe Seite 195 ff.). Dies
ist umso wahrscheinlicher, da bei der Untersuchung des tierischen Vergleichskollektivs dieselben
Beobachtungen gemacht werden konnten. Dort war der geringste Kollagengehalt bei den Proben
des ersten Auslegungszeitraums feststellbar, wiahrend er in den Proben des zweiten Beprobungs-
intervalls hoher lag.

Ein Zusammenhang zwischen den Schwankungen in den Aminosdurekonzentrationen mit dem
Sterbealter der Individuen bestand jedoch nicht, weshalb der Einfluss des Glycosylierungsgrads
des Kollagens auf die Stabilitat des Molekiils bei Bodenlagerung wiederum nicht bestatigt werden
konnte.>*

Ein Zusammenhang zwischen Schwankungen in den Aminosaurekonzentrationen sowie Weich-
gewebsresten und/oder organischen Kontaminationen in Form von Pilzsporen und Nematoden
konnte nicht hergestellt werden. Lediglich im Fall der Probe WF 20b, welche sowohl starke An-
zeichen von Pilz- als auch Nematodenbefall zeigte, waren zahlreiche Aminosduren stark in ihrer

Konzentration reduziert.

54 Es ist jedoch nicht klar, inwieweit die Mitextraktion nicht-kollagener Proteine die Schwankungen in den Glycin- und
Glutamatkonzentrationen beeinflusst (vgl. van Klinken 1999). Nicht-kollagene Proteine sind reich an Glutamin- und
Asparaginsaure (Hauschka et al. 1989, Masters 1987). Jedoch ist es aufgrund der Beobachtungen in der experimentellen
hydrolytischen Degradation wahrscheinlich, dass diese aufgrund der hohen Saureldslichkeit ebenso im Zuge der Kolla-
genextraktion zerstort und nicht mehr im Extrakt detektiert werden. Ebenso sollten im Zuge der Gelatine-Extraktion
nicht-kollagene Proteine mehrheitlich abgetrennt werden (vgl. 3.5).
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Nur das Dipeptid Carnosin ([3-Alanyl-L-Histidin) zeigte deutlich erh6hte Werte, ebenso wie dessen
Bestandteil $-Alanin. Eine Ursache fiir die erh6hten Carnosin-Werte konnte zunachst nicht gefun-
den werden, da eine Literaturrecherche keine Belege fiir eine Sekretion von Carnosin durch Mi-
kroorganismen oder Nematoden ergab. Jedoch existieren Studien, welche eine erhéhte Carnosin-
Serumkonzentration mit einer Diabetes mellitus I und II-Erkrankung in Verbindung bringen. So
fungiert Carnosin als natiirlicher ACE-Hemmer>5 (Hipkiss 1998, Hou et al. 2003), Radikalfanger
und AGESs-Inhibitor (Hipkiss et al. 2002) und bewirkt somit einen Schutz von Proteinen vor
iibermafdiger Glykation bei Diabetes-Erkrankungen (Janssen et al. 2005). Es ist daher in Betracht
zu ziehen, dass das Individuum an Diabetes litt, was auch durch die histologische Beobachtung
von schwerer Knochenresorption unterstiitzt wiirde. So tritt bei Dialysepatienten sehr haufig die
sogenannte adyname renale Knochenkrankheit (low bone turnover disease) auf (Brandenburg
und Floege 2009), welche durch einen extrem verlangsamten Knochenumbau infolge einer ver-
minderten Mineral- und Osteoidsynthese gekennzeichnet ist und mit einer Reduzierung des Kno-
chenvolumens einhergeht (Lehmann et al. 2008). Die adyname renale Knochenkrankheit ist ein
haufiges Erscheinungsbild als Folgeerscheinung von Diabetes mellitus und auch im Alter und gilt
als typischer Knochenstatus bei Uramie>? (Brandenburg und Floege 2008).

Eventuell ist der erh6hte Zuckergehalt des Gewebes auch ursachlich fiir die massive Besiedlung
des Knochens mit Pilzen und Nematoden, da Zucker einen wertvollen Energietrager darstellt.
Fiir jene Proben, welche Auffilligkeiten in den prozentualen Anteilen von Kohlenstoff und Stick-
stoff im Kollagen zeigten, konnten die Abweichungen anhand der Aminosdureanalyse teilweise
interpretiert werden. Im Fall der frithdiagenetisch beeinflussten Proben wiesen zwei Knochen
eine deutliche Erhohung des prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalts auf, obwohl die Ami-
nosaureanalyse eine Reduktion zahlreicher Aminosaduren ergab. Diese Beobachtung konnte auch
bei den tierischen Vergleichsknochen gemacht werden.>8

Individuum WF 3, welches nach einer Liegezeit von nur 10 Jahren untersucht wurde, wurde der
bereits mehrfach diskutierte Verlust der sdureldslichen Aminosiauren beobachtet, welcher die
Theorie der initialen Schadigung des Molekiils im Zuge der Weichgewebsdekomposition den und
dadurch bedingten anschliefdenden Extraktionsverlusten wahrend der sauren Demineralisierung
unterstiitzt. Die dennoch erhohten % C- und % N-Werte konnten auf die Persistenz von
Weichgewebsresten und Fettwachs im Extrakt hindeuten (vgl. van Klinken 1999) bzw. auf die
Prasenz grofderer Mengen an Putrescin und Cadaverin, auf welche in der Aminosdureanalyse nicht

getestet wurde. Die leicht erhéhte Konzentration von y-Aminobuttersaure (GABA) kénnte dies

55 Angiotensin-Converting-Enzyme, Blutdruckregulation

56 Advanced-Glycation-Endproduct

57 terminale Niereninsuffizienz

58 Hier stiegen ebenfalls im Gegensatz zum prozentualen Organikgewicht die Anteile von Kohlenstoff und Stickstoff am
Knochenkollagen zum ersten Beprobungsintervall zunachst an und blieben schliefilich bis zum Ende des Experiments
in etwa konstant, was fiir eine nicht-kollagene Kontamination des Knochens bei gleichzeitigem Verlust von Kollagen
spricht. Die Aminosdureanalyse lieferte jedoch keine zwingenden Anhaltspunkte fiir die Art der Kontamination. Die
Aminosaureprofile der unbestatteten Rehknochen zeigten sich iiber den Versuchszeitraum in der Regel relativ kon-
stant. Der Totalausfall von Glutaminsaure in einigen Proben, welcher auch in zwei der frischen Referenzknochen beob-
achtet werden konnte, zeigte keinen Zusammenhang mit dem Alter der Tiere und kann daher nicht auf Glykationsun-
terschiede des Kollagens und damit einhergehende Unterschiede in der Angreifbarkeit des Molekiils und potenzielle
Extraktionsverluste zuriickgefiihrt werden. Daher kann ein Messfehler hinsichtlich des Glutaminsdurepeaks nicht aus-
geschlossen werden.
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unterstiitzen, da Putrescin im Zuge der Hydrolyse durch oxidative Deamination in GABA
umgewandelt werden kann (Meister 1965).

Bei der zweiten auffilligen Probe, WF 30, waren weit mehr Aminosauren in ihren Konzentratio-
nen reduziert, auch die hydrophoben und basischen Molekiile Isoleucin, Methionin, Arginin und
Histidin. Die Liegezeit betrug 19 Jahre. Neben einer ebenfalls erhohten GABA-Konzentration
konnten auch stark erh6hte Werte fiir Ornithin festgestellt werden. Sell und Monnier (2004) fan-
den heraus, dass mit zunehmendem Alter des Gewebes verstarkt Arginin in Ornithin umgewan-
delt wird, was zu dem mit 91 Jahren sehr hohen Individualalter passen wiirde. Jedoch zeigte das
mit 95 Jahren alteste Individuum des Kollektivs diesen Trend nicht. Es ist schwierig, den beobach-
teten Aminosaureverlust und gleichzeitigen Anstieg der prozentualen Anteile von Kohlenstoff und
Stickstoff abschliefdend zu klaren.

Sowohl im Fall von WF 3 als auch von WF 30 wurden starke arthrotische Verdnderungen an den
Kniecondylen der beprobten Knochen festgestellt. Ding et al. (2001) fanden heraus, dass die Kol-
lagendichte in kompaktem Knochen mit arthrotischen Verdnderungen als Konsequenz des
Ausbleibens addquater biomechanischer Belastung erhoht ist. Eventuell wirkt sich dies auf die
strukturelle Organisation des Kollagens bzw. die Reprasentanz von nicht-kollagenen Proteinen im
Knochen und damit die Kohlenstoff- und Stickstoftbilanz des Extrakts aus.

Hinsichtlich des molaren C/N-Verhaltnisses, dem am haufigsten in der Praxis angewandtem Qua-
litatsindikator fiir den Erhaltungszustand von Kollagen, war ein prinzipieller Unterschied zwi-
schen den frithdiagenetisch beeinflussten und den archédologischen Knochen auszumachen.

Abgesehen von der breiteren Verteilungsspanne des archiologischen Materials hinsichtlich des
molaren C/N-Quotienten (Maximum 3,62, BrA 3) fiel auf, dass jene Proben mehrheitlich den obe-
ren Grenzwert der frischen Referenzknochen (C/N = 3,35) iiberschritten, wihrend die frithdiage-
netisch veranderten Proben diesen ausnahmslos und zum Teil sehr deutlich unterschritten. Bis
auf eine Ausnahme befanden sich alle Proben in dem in der Literatur fiir gut erhaltenes Kollagen
definierten C/N Wertebereich zwischen 2,9 und 3,6 (vgl. 1.5.1), lediglich das Individuum WF 40b
verfehlte mit einem molaren C/N-Quotienten von 2,8 diesen Grenzwert. Die beobachtete Ernie-
drigung des Quotienten ging dabei mit einer Reduktion der relativ kohlenstoffreichen Aminosau-
ren Hydroxyprolin, Methionin und Tyrosin einher, die Konzentration von Isoleucin war erhoht.
Einige Mikroorganismen sind in der Lage, Isoleucin in Fettsduren einzubauen (Lennarz 1961). Da
die Probe die Persistenz von Fettwachs innerhalb des Querschnitts aufwies, ist es moglich, dass
auf diese Weise aus anderen Proteinen stammendes Isoleucin in die Fettsduren inkorporiert
wurde. Die Reduktion der anderen Aminosauren konnte somit auf bakteriellen Abbau hindeuten,
jedoch zeigte die histologische Untersuchung so gut wie keine Anzeichen von bakteriellem Angriff.
Auch hier wurde das Problem deutlich, dass, obwohl etliche Proben starke Anderungen des Koh-
lenstoff- und Stickstoffgehalts des Kollagens aufwiesen (siehe auch Seite 195 ff,, experimentelle
bakterielle Degradation), das molare C/N-Verhaltnis nicht von der Norm abwich, da oft beide Pa-

rameter in gleichem Maf3 durch Kontamination zu- oder durch Degradation abnahmen.
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Alle C/N-Werte der frithdiagenetisch beeinflussten Proben, welche sich unterhalb der durch die
frischen Referenzknochen gesetzten Grenze von 3,2 befanden und somit einen potenziellen Netto-
eintrag von Kohlenstoff aufweisen sollten, zeigten entweder Reste organischer Substanz inner-
halb des Knochens in Form des vaskuldren Systems, persistierendes Fettwachs oder exogene or-
ganische Kontamination in Form von Pilzsporen oder Nematoden. Dies unterstreicht, dass diese
nicht-kollagenen Verunreinigungen, welche zu einer Erhohung der Kohlenstoftbilanz des analy-
sierten organischen Extrakts fithrten, im Zuge der Extraktionsmethodik nicht vollstandig elimi-
niert werden konnten (Brock et al. 2013, van Klinken 1999). Diese konnten jedoch auch im Zuge

der Aminosdureanalyse nicht immer nachgewiesen werden.

Kollagenerhalt im archiologischen Probenkollektiv

Aminosadureverluste zeigten sich innerhalb der archiologischen Proben hauptsachlich in der Re-
duktion von Glutaminsaure, Asparaginsdure und Serin. Unklar ist, ob es sich dabei um Verluste
wahrend der diagenetischen Geschichte des Knochens oder um ein Extraktionsartefakt handelt
(siehe oben, Seite 195 f.). Laut Hare (1980) und Masters (1987) sollte bei einem Verlust von mehr
als 98 % des Knochenproteins das verbliebene Extrakt eine Anreicherung von Asparagin- und
Glutaminsaure zeigen, was auf der verstiarkten Detektion der konservierten nicht-kollagenen Pro-
teine oder eine Kontamination mit exogenem Material zuriickzufiihren sein soll, jedoch konnte
dies hier nicht bestatigt werden. Entsprechend der Proben des Westfriedhofs zeigten sich die Kon-
zentrationen von Lysin und Arginin insgesamt relativ stabil, was auch hier eventuell durch die
Bildung von Kondensationsprodukten mit Huminstoffen im Zuge von Maillard-Reaktionen erklart
werden konnte.

Einige Proben wiesen deutlich erhohte Alanin-Konzentrationen auf, was prinzipiell fiir eine Ver-
unreinigung des Extrakts mit bakteriellen Zellwandbestandteilen sprechen wiirde, da diese reich
an Alanin sind (Braun und Rehn 1969, vgl. Seite 198). Jedoch sollten in diesem Fall auch die Kon-
zentrationen von Glutaminsaure, Serin und Glycin entsprechend erhdht sein. Fiir Glycin traf dies
auch zu, die anderen Aminosauren waren jedoch teilweise drastisch reduziert. In einem Fall (KE
145) waren besonders die kohlenstoff- und stickstoffreichen Aminosduren Tyrosin, Phenylalanin
und Histidin reduziert, was die Theorie unterstiitzen wiirde, dass Mikroorganismen unter Um-
standen bevorzugt die energiereichen Aminosauren selektiv abbauen, wahrend sich die kleinen
Aminosduren im verbliebenen Substrat anreichern (Balzer et al. 1997, Grupe und Turban-Just

1998). In allen anderen Fallen konnte dies jedoch nicht bestatigt werden.

Insgesamt zeigte sich hinsichtlich des Verlusts von Aminoséduren eine gewisse Fundortspezifitat.
So lieferten die Knochen aus Burgweinting, Bruchsal, Maisach und Freiham die geringste Amino-
saureausbeute. Zumindest im Fall der Proben aus der Miinchner Schotterebene (Maisach, Frei-
ham) kann von einer starken diagenetischen Belastung des Gewebes aufgrund der Drainagewir-
kung des Liegemilieus ausgegangen werden, welche die hydrolytische Spaltung des Kollagens und

eine Ausschwemmung der Peptidfragmente aus dem Knochen beférdert (siehe 1.3.3.1). Uber die
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Beschaffenheit der bestattungsrelevanten Sedimentschichten der anderen Fundorte ist zu wenig
bekannt, jedoch kann hier aufgrund des Zustands des Kollagens bzw. der Aminosaurezusammen-

setzung von dhnlichen Mechanismen ausgegangen werden.

Auffallend war, dass innerhalb des archdologischen Probenkollektivs sehr viele Proben einen ho-
hen bis sehr hohen Carnosin-Gehalt aufwiesen (n = 13, siehe 4.1.3.3, Seite 124 und Anhang,
Tabelle 8.8), unter anderem das bereits im Zuge der morphologischen Befundung mit Diabetes in
Verbindung gebrachte Individuum aus Sulzbach (SB 626, siehe 2.2.7). Dies wiirde zu der bereits
weiter oben diskutierten moglichen Ursache der erhéhten Carnosin-Werte des Individuums WF
20b des Kollektivs Westfriedhof passen (vgl. S. 202 f.). Eine potenzielle Diabetes-Erkrankung ist
auch ein denkbares Szenario bei Individuum OTZ 1, bei welchem bereits histologisch zahlreiche
Haltelinien in der Mikrostruktur auch innerhalb des mittleren Compactabereichs beobachtet
wurden. Diese kdnnten auf eine renale Funktionsstorung hindeuteten, wie sie sekundar bei einer
Diabetes-Erkrankung auftreten kann.s°

Der retardierte Knochenumbau, welcher bei OTZ 1 neben den Haltelinien festgestellt wurde,
konnte weiterhin auf eine langere Immobilisierungsphase hindeuten, im Zuge derer die biome-
chanischen Reize fiir eine normale Knochenentwicklung ausblieben. Die Ursache hierfiir konnte
eventuell auf eine kongenitalie Stoffwechselkrankheit zuriickzufiihren sein, da keine mechani-
schen Defekte an den Knochen erkennbar waren. Auffilligkeiten in der Zusammensetzung des
Gewebes sind nach diesen Befunden nicht iiberraschend.

Bei den librigen 11 Individuen mit erhohten Carnosin-Werten konnte nicht ohne weiteres auf eine
Diabetes- oder sonstige Stoffwechselerkrankungen geschlossen werden. Es ist jedoch auffillig,
dass bestimmte Fundorte verstarkt reprasentiert sind, darunter Altdorf, Regensburg-Minoriten-
weg, Manching-Pichl sowie Kempten. Wenn auch Diabetes-Erkrankungen in der Neuzeit stark zu-
genommen haben, ist die Krankheit in ihrer Symptomatik bereits seit der Antike bekannt (Scha-
dewaldt 1975). Es ist durchaus denkbar, dass dem gehauften Auftreten innerhalb einer Popula-
tion eine genetische Komponente zugrunde liegt, welche die Pravalenz bei entsprechender epige-

netischer Modulation durch kohlenhydratreiche Erndhrung ansteigen lief3.

Bei den archéologischen Proben zeigte lediglich Alt 240 eine deutliche Erhéhung des prozentua-
len Kohlenstoffgehalts, wobei der Stickstoffanteil unauffallig war. Dies deutet prinzipiell auf den
Eintrag von organischem Fremdkohlenstoff in den Knochen hin, wobei nach der histologischen
Untersuchung Huminstoffe als Kontaminationsquelle nicht in Frage kommen. Denkbar ware eine
massive Kontamination durch bakterielle Peptidoglykane, welche durch die Extraktion nicht ent-

fernt werden konnten, da sie potenziell an das Kollagen binden kénnen (Beg et al. 2002).

59 Haltelinien entstehen durch den kurzfristigen Stopp des Dickenwachstums des Knochens (Herrmann und Danielmey-
er 1994), worauthin sich eine Linie hypermineralisierten Gewebes im Knochenquerschnitt abzeichnet. Als Griinde dafiir
gelten neben Hungerkrisen und der verminderten Aufnahme bzw. des erhéhten Bedarfs von Mineralien und Nahrstof-
fen (Herrmann und Danielmeyer 1994) auch chronische metabolische Probleme (Alder et al. 2011). Schultz (2001)
weist darauf hin, dass die in Langknochen sichtbaren Haltelinien im Normalfall im Zuge des kontinuierlichen Knochen-
remodelings relativ schnell umgebaut werden. Ist dies nicht der Fall, stehen sie wahrscheinlich in unmittelbarem Zu-
sammenhang mit dem Tod des Individuums.
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Jedoch wurde diese Vermutung durch die Aminosaureanalyse nicht gestiitzt, da dies erh6hte Kon-
zentrationen von Alanin und Glutaminsaure nach sich ziehen miisste (Schleifer und Kandler
1972).60 Bei den iibrigen archaologischen Proben zeigte sich eine simultane Abnahme des Koh-
lenstoff- und Stickstoffgehalts, was mit der Reduktion besonders der sauren und hydrophilen
Aminosauren in Zusammenhang stand. Daher ist hier ein Verlust der Aminosduren in Folge einer
starken hydrolytischen Vorschadigung bzw. Fragmentierung des Molekiils innerhalb des Kno-

chens wahrend der Extraktionsprozedur anzunehmen.

Auch bei selektivem Abbau bestimmter Aminosduren, wie es beispielsweise im Fall von KE 145
beobachtet wurde, wird nicht unbedingt von einer Beeinflussung der in vivo erworbenen Isoto-
pensignatur des Kollagens ausgegangen, da die in ihrer Konzentration reduzierten Aminosauren
ohnehin meist in nur einen geringen Anteil an der Gesamtzusammensetzung des Polypeptids
ausmachen und daher vermutlich nicht zu einer gravierenden Verdnderung der Isotopensignatur
beitragen konnen. Die Ergebnisse der experimentellen hydrolytischen Degradation zeigten eben-
so, dass die Ausgangsisotopenwerte in der Regel iiber einen langen Zeitraum konstant blieben, bis
es zu massiven, substanziellen Aminosaureverlusten als Konsequenz der hydrolytischen Schadi-
gung kam (siehe 4.1.3.2, Seite 112 f. und 4.1.3.3, Seite 126 ff.). Erst der quantitative Verlust der
Hauptbestandteile des Polypeptids, Glycin, Prolin, Hydroxyprolin, Alanin und Glutaminsaure,
zeigte deutliche Auswirkungen auf das Verhaltnis der stabilen Isotope von Kohlenstoff und Stick-
stoff.

Bei den archdologischen Proben, welche nach den Kriterien unter Punkt 4.4.1 (Seite 172 f.,, siehe
insbesondere auch 5.3.2) als potenziell hinsichtlich der Elemente Kohlenstoff und Stickstoff iso-
topisch verandert eingestuft wurden, traten meist deutliche Verluste der mengenmafig dominant
vertretenen Aminosiuren des Kollagens auf, was eine Verschiebung der Isotopenverhiltnisse er-
klaren konnte. Besonders Glutaminsdure (isotopisch schwerer) und Hydroxyprolin (isotopisch
leichter) waren teilweise drastisch reduziert. Deutliche Kontaminationen mit organischer Fremd-
substanz, welche sich auf die Isotopenzusammensetzung des Gewebes auswirken konnten, waren
nicht erkennbar. Jedoch kann auch hier ein Verlust von biogenen Aminosaduren mit gleichzeitiger
Substitution von Molekiilen aus Kontaminationsquellen wie organischer Materie des Bodenmili-
eus bzw. bakteriellen oder mykotischen Bestandteilen und Enzymen nicht ndher charakterisiert
werden, weshalb die Aminosdureanalyse alleine nicht als Indikator fiir Verdnderungen des in vivo

erworbenen Isotopensignals gelten kann (vgl. auch van Klinken 1999).

Die einzige archdologische Probe, welche einen im Vergleich zu den frischen Knochen erniedrig-
ten C/N-Wert aufwies, MG 1340 (C/N = 2,98), zeigte keine offenkundigen Kontaminationen. Der

prozentuale Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt des Kollagens deutete hier vielmehr auf einen dia-

60 Erh6ht waren jedoch nur die Konzentrationen von Hydroxyprolin und Serin, wahrend Prolin, Alanin, Tyrosin und
Hydroxylysin reduziert waren. Eine unmittelbare Erkldrung hierfiir konnte weder auf Grundlage von mikrobiellen
Stoffwechselreaktionen noch pathophysiologischen Uberlegungen gefunden werden, jedoch ist ein diagenetischer
Effekt anzunehmen.
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genetischen Verlust beider Komponenten hin. Laut Jackes et al. (2001) zeigt ein Anstieg des Koh-
lenstoffgehalts in Relation zum Stickstoffgehalt die Degradation von Kollagen und die Entfernung
von dessen Bestandteilen aus dem Knochen an.

Ein bedeutender Anteil der archdologischen Proben wies jedoch erhohte C/N-Werte auf, welche
den von den frischen Knochen vorgegebenen oberen Grenzwert liberschritten. Dabei war eine
deutliche Fundortspezifitit festzustellen (Altdorf, Bruchsal, Manching). Ein erh6htes molare C/N-
Verhaltnis deutet einen Verlust von Kohlenstoff bzw. einen Nettogewinn oder die Anreicherung
von Stickstoff innerhalb der Organik des Gewebes an, beispielsweise durch den selektiven Verlust
kleiner Aminosauren wie Glycin (Harbeck und Grupe 2009), was durch die Aminosdureanalyse
teilweise bestatigt werden konnte. Ein Zusammenhang mit der Einwanderung von Huminstoffen
als potenzieller Stickstoffquelle wurde dagegen nicht erkannt.

Ambrose (1991) postulierte, dass sich das C/N-Verhaltnis in archdologischem Knochenkollagen
nicht grundlegend dndert, bis 97 % des Gesamtkollagens verloren gegangen sind. Dies wurde hier,
wie bereits in anderen Studien (z.B. Harbeck und Grupe 2009), nicht bestatigt.

5.1.3.2 Auswirkungen der Kollagendegradation auf das Verhaltnis der stabilen Isotope

von Cund N

Die isotopische Signatur des Kohlenstoffs und Stickstoffs aus dem Kollagen der drei humanen
Spenderfemora war jeweils recht dhnlich und spiegelte eine hauptsachlich auf C3-Pflanzen ba-

sierte Erndhrung sowie einen hohen Anteil tierischen Proteins an der Gesamternahrung wider.
Die Ausgangswerte der frischen tierischen Vergleichsknochen dagegen zeigten eine fiir herbivore

Organismen unerwartet hohe Streuung der Isotopenwerte, sowohl hinsichtlich der 613C als auch
der 615N-Werte (vgl. 1.4.1, fir ndhere Erlauterungen siehe Anhang Punkt g, Seiten 333 ff.).

Experimentelle hydrolytische Degradation

Die Isotopenverhaltnisse von Kohlenstoff und Stickstoff im Verlauf der experimentellen hydroly-
tischen Degradation zeigten prinzipiell ein dhnliches Verhalten wie in der Studie von Harbeck und
Grupe (2009). Das Verhaltnis der stabilen Kohlenstoffisotope war in allen drei Proben bis zum 20.
Inkubationstag extrem konserviert. Dies unterstreicht die Beobachtung von Bada et al. (1989),
dass die 8§13C-Werte auch gegen aggressive hydrolytische Bedingungen sehr robust sind und einen
gewissen Verlust von Teilen des Polypeptids ohne Schwankungen abpuffern kénnen, bevor der
Verlust an Aminosduren ein kritisches Maf} iiberschreitet.

Ab dem 24. bis 28. Inkubationstag zeigten sich Unterschiede in den Proben. Wahrend Femur 1
eine Abreicherung des schweren Kohlenstoffisotops aufwies, war bei Femur 2 eine leichte und bei
Femur 3 eine starke Anreicherung zu beobachten. Die Peptidbindungen der hydrophoben Amino-

sduren Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin und Prolin, die alle im Vergleich zum Gesamtkollagen
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eine Abreicherung des schweren Kohlenstoffisotops zeigen (Petzke et al. 2005), gelten generell
als sehr hydrolyseresistent und hatten damit am ldngsten Bestand, was die Absenkung des 613C-
Werts gegen Ende des Experiments erklaren kann.

Die Anreicherung des schweren Kohlenstoffisotops in den Knochen des maturen und senilen In-
dividuums dagegen konnte wiederum mit den altersbedingten Unterschieden in der Glykation des
Kollagens in Zusammenhang stehen (vgl. 5.1.3.1, Seite 193). Es ist denkbar, dass im Zuge der fort-
geschrittenen Hydrolyse auch die durch die Einlagerung von Zuckermolekiilen stabilisierten Kol-
lagenkomplexe schliefilich gespalten wurden und zu einer Anreicherung des Extraktes mit dem
schweren Kohlenstoffisotop fiihrten, da die das leichte Isotop tragenden Komponenten im Zuge
der Extraktion verloren gingen. Glycosyliertes Kollagen kann weiterhin verstarkt kovalente Bin-
dungen mit Lipoproteinen niederer Dichte (low-density lipoproteins, LDL) eingehen (Brownlee
et al. 1985), deren Freisetzung eventuell ebenso zu den unterschiedlichen Trends zwischen den
drei Spenderfemora beigetragen haben konnte.

Die 615N-Werte zeigten sich insgesamt weniger stabil, wobei hier wieder deutliche Unterschiede
zwischen den drei Spenderknochen deutlich wurden. Wahrend auch das Verhéltnis der stabilen
Stickstoff-Isotope bei Femur 3 bis zum 20. Inkubationstag sehr konstant blieb und erst dann eine
Abreicherung des schweren Isotops anzeigte, wiesen die beiden anderen Proben eine kurzzeitige,
deutliche Abreicherung von 15N unmittelbar nach Versuchsbeginn bzw. am 14. Inkubationstag auf.
Die Aminosdureanalyse zeigte, dass dies vermutlich erneut mit einem Verlust von Teilen des Pro-

teins im Zuge der Extraktionsmethodik in Zusammenhang steht (siehe 5.1.3.1).

Experimentelle bakterielle Degradation

Die Studie von Balzer et al. (1997) zeigte, dass bakterielle Abbaureaktionen des Knochenkollagens
innerhalb kiirzester Zeit die §13C- und 6!>N-Werte des Gewebes durch selektiven Abbau von Ami-
nosauren um bis zu -2,9 %o bzw. 5,8 %o verschieben kénnen, was sich erheblich auf die Interpre-
tation der Daten in Hinblick auf die Rekonstruktion von Erndhrungsgewohnheiten auswirken
wirde.

In der vorliegenden Studie zeigte sich jedoch, dass die Isotopenverhiltnisse von Kohlenstoff und
Stickstoff trotz Schwankungen der prozentualen Anteile von C und N und des molaren C/N-Ver-
haltnisses des Knochenkollagens sowie des nachgewiesenen Eintrags von Fremdsubstanzen ins-
gesamt nur geringe Variationen aufwiesen. Diese machten fiir alle Proben sowohl hinsichtlich der
013C- als auch der §15N-Werte unter 1% aus (20 = 0,18-0,30 fiir §13C und 0,10-0,24 fiir §15N). Der
Unterschied im Vergleich zu den frischen Referenzproben war dabei weder fiir 613C noch 615N
statistisch signifikant.

Dies spricht primar fiir eine hohe Resistenz der Isotopenzusammensetzung des Kollagens bei bio-

tischem Knochenabbau, zumindest in der initialen Phase.

Femur 3, der wiahrend der experimentellen hydrolytischen Degradation die stabilsten Werte aller

Proben zeigte, wies im bakteriellen Degradationsexperiment dagegen die grofite Varianz in den
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613C-Werten auf. Es wire denkbar, dass die mit dem Kollagen vernetzten Zuckermolekiile eine
attraktive Energiequelle fiir Mikroorganismen darstellen. Dies wiirde bedeuten, dass die Knochen
dlterer und diabetischer Individuen in der Gegenwart von Mikroorganismen potenziell eher von
Alterationen des Verhéltnisses der stabilen Kohlenstoffisotope betroffen sein kdnnten.

Der leichte Anstieg des prozentualen Kohlenstoff- und Abfall des Stickstoffgehalts im Vergleich zu
den Werten der unveranderten Referenzprobe konnte eventuell auf ein verandertes Extraktions-
verhalten der gespaltenen glycosylierten Kollagenkomplexe oder aber einen Verlust von Stick-
stoff im Zuge der bakteriellen Degradation hindeuten, was jedoch im Zuge der Aminosaureanalyse
nicht unbedingt bestatigt werden konnte. Diese Zusammenhéange sollten in einem Nachfolgepro-

jekt systematisch tiberpriift werden (siehe 5.4).

Einfluss der Friihdiagenese bei Erdbestattung auf die Isotopie des Kollagens

Bei den in situ degradierten, bodengelagerten Proben wurde das Kernproblem der archdaometri-
schen Forschung deutlich. Da hier keine Ausgangsisotopenwerte vorliegen, konnen potenzielle
Abweichungen von der isotopischen in vivo Signatur nicht erkannt werden.

Zwar fielen einige Proben durch von der Mehrzahl des jeweiligen Kollektivs abweichende 613C-
und 615N-Werte auf (vgl. 4.1.3.2, Seite 116), jedoch kann dies auch andere Griinde als diageneti-
sche Verdnderungen wie den Abbau von Kollagenbestandteilen oder den Eintrag von organischer
Fremdsubstanz in den Knochen haben.

Bei den frithdiagenetisch beeinflussten Knochen hoben sich besonders viele Proben hinsichtlich
ihres Kohlenstoff-Isotopenverhéltnisses von der Mehrzahl der Proben ab, wobei besonders viele
Individuen positivere Werte zeigten (> -19,4 %o). Eine moderne, postindustrielle Gesellschaft er-
moglicht den Zugang zu einer enorm hohen Vielfalt an Nahrungsmitteln, welche individuell zu-
sammengestellt und genutzt werden kénnen. Positivere 613C-Werte kdnnen eine Folge des erh6h-
ten Konsums von C4-Pflanzenbestandteilen in der Nahrung sein (vgl. 1.4.1), fiir welche hauptsach-
lich Mais (Zea mays) in Frage kommt. Auf Deutschland bezogene Quellen berichten von §13C-Wer-
ten von -20,4 %o und §15N-Werten von 8,4 - 10,1 %o aus dem Keratin von Haaren zeitgendssischer
Individuen (Bol und Pflieger 2002, Nakamura et al. 1982), und auch die Werte der frischen Spen-
derfemora aus der vorliegenden Studie zeigten mit einem durchschnittlichen §13C-Wert von -20,2
%o einen insgesamt geringeren Einfluss von C4-Pflanzen an der durchschnittlichen omnivoren
Ernahrung.

Alle Knochen mit ,auffalligen“ §13C-Werten stammten von senilen Individuen, wobei dies auch die
haufigste Altersgruppe darstellte. Es ist nicht bekannt, inwieweit sich der in den Degradationsex-
perimenten abzeichnende Einfluss des Individualalters bzw. einer perimortal bestehenden Dia-
betes-Erkrankung und die damit einhergehende Glykation des Kollagens auf eine eventuelle Ver-
schiebung der Isotopenwerte auswirkte, wie sie im Zuge mikrobieller Aktivitit vermutet wird
(siehe weiter oben, Seite 208).

Eine geringere Anzahl an Proben zeigte Auffalligkeiten hinsichtlich der §15N-Werte. Ein hoherer

Anteil des schweren Stickstoffisotops kann neben degradativen Effekten auch auf eine Erndhrung
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hinweisen, welche auf grofde Mengen tierischen Proteins basierte (Fleisch, Milchprodukte, Eier)
oder aber die Auswirkungen eines katabolen Stoffwechsels widerspiegeln (1.4.1). Malnutrition,
Sarkopenie®! und Kachexie treten bei dlteren Menschen haufig auf und sind unter anderem eine
Folge von Herz- oder Niereninsuffizienz (Bauer et al. 2008, Kunter 2014). Dies fiihrt dazu, dass
sich im Zuge der Verwertung des korpereigenen Proteins aufgrund der bevorzugten Ausschei-
dung des leichten Stickstoffisotops das schwere Isotop mehr und mehr in den Geweben anreichert
(Hobson et al. 1993, Steele und Daniel 1978) und so zu einem héheren §15N-Wert fiihrt. Die im
Vergleich zu den restlichen Proben des Kollektivs als auffillig eingestuften Isotopenwerte zeigten
jedoch keinen Zusammenhang mit histopathologischen Befunden (vgl. Katzenberg und Lovell
1999).

Degradative Effekte konnten damit nicht endgiiltig mit Veranderungen der Isotopie des Kollagens

in Verbindung gebracht werden.

Vergleichsstudie Friihdiagenese ohne Bestattung: Isotopische Verdnderungen des Kollagens

Auch in den Knochen der unbestatteten Rehkadaver konnten teilweise bereits nach dem ersten
Beprobungsintervall Anderungen der Isotopenwerte von Kohlenstoff und Stickstoff im Vergleich
zu den Werten der frischen, unveranderten Ausgangsprobe festgestellt werden. Wahrend sich die
61CC- und 815N-Werte in den Knochen der Individuen 1 und 5 sehr konserviert zeigten, waren be-
sonders die Veranderungen des §13C-Werts in den Proben anderer Tiere teilweise erheblich, ins-
besondere in den Individuen 3 und 9.

Bei Reh 9 konnte eine kontinuierliche Anreicherung der schweren Kohlenstoff- und Stickstoffiso-
tope lber den Versuchszeitraum beobachtet werden, bei Reh 3 war auffillig, dass der §13C-Wert
in der Probe nach 3 Monaten Liegezeit deutlich angereichert und der §15N-Wert dagegen abgerei-
chert war. Den Proben beider Individuen war gemeinsam, dass insbesondere der prozentuale
Kohlenstoffanteil des Kollagens nach dem ersten Beprobungsintervall abnahm, aber in den Kno-
chen nach 6 Monaten Liegezeit extrem erhoht war, ebenso wie der Stickstoffanteil. Diese drasti-
sche Erhohung kann nur auf eine Kontamination mit exogener organischer Substanz erklart wer-
den, welche sich ebenso auf das Verhaltnis der stabilen Isotope von Kohlenstoff und Stickstoff
ausgewirkt haben muss. Jedoch konnte eine deutliche Veralgung des Knochens lediglich bei der
nach 6 Monaten akquirierten Probe von Reh 9 erkannt werden, und diese zeigte auch im Amino-
saureprofil aufgrund des Anstiegs bestimmter Aminosauren eine potenzielle Kontamination des
Extrakts mit Zellwandbestandteilen von Algen (siehe 5.1.3.1, Seite 200).

Im Fall von Reh 3 jedoch lief} die Aminosdureanalyse nicht unmittelbar auf eine Kontamination
mit Algen schlief3en, sondern legte durch die Konzentrationsreduktion zahlreicher Aminosauren
eher einen bakteriellen Abbau nahe. Sowohl Reh 9 als auch Reh 3 zeigten im histologischen Bild

Anzeichen bakteriellen Befalls in den Knochen beider Beprobungszeitraume.

61 griech. sarx = Fleisch, penia = Mangel, altersbedingter Muskelschwund
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Ein massiver Abbau von Aminosduren aus dem Kollagen wiirde jedoch nicht den stark erhéhten
prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffanteil des Extrakts erklaren. Die einzigen deutlich erh6h-
ten Aminosaurekonzentrationen in der zuletzt akquirierten Probe von Reh 3, Asparaginsaure und
Hydroxyprolin, kdnnten dennoch auf Algen hinweisen, da die Zellwdnde bestimmter Arten reich
an Prolin oder Hydroxyprolin sind (Punnett und Derrenbacker 1966, Seite 200).

Viele Algen, Cyanobakterien und Flechten sind als Adaption an extreme Standorte in der Lage,
iber den Kohlendioxid-Konzentrationsmechanismus (CCM) anorganische Kohlenstoffquellen
aufzukonzentrieren und als CO> in die Photosynthese einzuschleusen (Smith und Griffiths 1996).
Es ist denkbar, dass die Algen eventuell das Mineral des Knochens anlésen und den freigesetzten
Kohlenstoff fiir die eigene Photosynthese nutzen konnten. Eventuell fiihrte dies bei der Mitextrak-
tion und Analyse des im Vergleich mit schwerem Kohlenstoffisotop leicht angereicherten pflanz-
lichen Materials schliefdlich zu einer Verschiebung des 613C-Werts aus dem organischen Extrakt
in den positiveren Bereich. Zwar konnte in den betroffenen Proben histologisch keine Anlosung
bzw. Rekristallisation des Knochenminerals nachgewiesen werden, jedoch wurde dies in einer
anderen Probe, welche leider nicht massenspektrometrisch analysiert wurde, im Bereich von

Bohrkandlen beobachtet (siehe Abb. 5.5). Eventuell kam hier ein dhnlicher Mechanismus zum

Tragen.

Es ist nicht auszuschlief3en, dass das Individu-
alalter der Tiere ebenso einen Einfluss auf die
Angreifbarkeit des Kollagens hatte. Wahrend
die eindeutig juvenilen bzw. jungen Tiere Reh
1 und Reh 5 ein sehr konserviertes Isotopen-
signal von Kohlenstoff iiber die gesamte Inku-
bationszeit aufwiesen, wurde eine Verdnde-
rung der Werte lediglich bei alteren bzw. alten
Individuen beobachtet. Eventuell kénnte hier

erneut der Glykationsgrad des Kollagens eine

Rolle spielen, welcher das Molekiil attraktiver

Abb. 5.5 Lokale, um Bohrkanéle konzentrierte Auflosung fir mikrobiellen Abbau machen konnte.

und Rekristallisation des Minerals im Knochen von Reh 4
nach sechsmonatiger Liegezeit (Hellfeld, 400 x).

Isotopische Verdnderungen des Kollagens bei ldngeren Liegezeiten

Im Fall der archiologischen Proben wurde eine wesentlich breitere Streuung der 613C- und 6!5N-
Werte deutlich als bei den frithdiagenetisch beeinflussten Knochen. Dabei fiel auf, dass sich die
fundortspezifischen Isotopensignaturen meist stark dhnelten, was prinzipiell auf den Zugang zu
denselben Nahrungsquellen und somit ein dhnliches Erndhrungsverhalten schliefen lasst. Zwei
Proben (Alt 220, MWL 137) hoben sich hinsichtlich ihrer auffallig positiveren §13C-Werte deutlich

von den librigen Proben ab. Es ist eher unwahrscheinlich, dass dies auf eine stark C4-Pflanzen-
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dominierte Erndhrung zuriickzufiihren ist. Neben Mais, welcher seit der frithen Neuzeit in Europa
angebaut wird (Rebourg et al. 2003) und zumindest fiir das Individuum aus Altdorf in Betracht zu
ziehen ware, kdme auch Hirse als potenzieller Nahrungsbestandteil in Frage. Jedoch ist es wenig
plausibel, dass nur einzelne Individuen aus einer Population eine derart auf andere Grundnah-
rungsmittel basierte Diat verfolgten. Ebenso unwahrscheinlich erscheint die Zuwanderung von
Individuen aus Regionen, in welchen eine auf Mais oder Hirse basierte Grunderndhrung vor-
herrschte, da die Sauerstoff-Isotopendaten dies nicht unterstiitzen (vgl. Seite 131 f.). Daher
konnte hier eher eine diagenetisch bedingte Veranderung der Werte naheliegen.

Es fanden sich jedoch auch vom Durchschnitt abweichende, niedrigere §13C-Werte (< -20,5 %o).
Dies betraf alle Individuen des Fundorts Bruchsal-Aue, die beiden Individuen aus Maisach-Gern-
linden sowie eines der beiden Individuen aus Freiham. Im Fall der Proben aus Bruchsal konnte
die gelegentliche Nutzung von SiiRwasserfisch als Nahrungsbestandteil fiir die leicht negativeren
613C-Werte verantwortlich sein, was durch die geographische Ndahe zum Rhein eine naheliegende
Erklarung sein kann (vgl. Keller etal. 2015), da Siifdwasserfische allgemein erniedrigte 613C-Werte
aufweisen (Bosl et al. 2006, Grupe et al. 2015). Jedoch ist diese Erklarung fiir die Proben aus Mai-
sach und Freiham eher unwahrscheinlich, da sich die Siedlungen nicht in unmittelbarer Nahe zu
einem grofieren Gewasser befanden.

Das Verhdltnis der stabilen Stickstoffisotope im Kollagen der archdologischen Proben war durch-
schnittlich niedriger als bei den Proben des Westfriedhofs, was prinzipiell auf einen geringeren
bzw. weniger regelmafiigen Anteil fleischlicher Kost und anderer tierischer Produkte an der Ge-
samternahrung suggeriert. Jedoch zeigten auch hier einige Proben deutliche Abweichungen vom
allgemeinen Durchschnitt. Den hochsten Wert wies die Probe Alt 93 mit 615N = 13,2 %o auf. Auch
SB 626 und FH 3520 zeigten auffallig hohe Stickstoff-Isotopenwerte, wobei die Probe aus Freiham
in der grafischen Auswertung in beiden Isotopensystemen auffillig war. Die erniedrigten §13C-
und erhohten 615N-Werte konnen den Konsum von SiifSwasserfisch vorspiegeln, jedoch wurde
diese Probe als hinsichtlich des in vivo-Isotopensignals wahrscheinlich verdndert eingestuft (vgl.
5.3.2).

Fiir das Individuum aus Sulzbach dagegen konnte keine Verdnderung der Isotopenverhaltnisse
des Kollagens bestatigt werden. Jedoch ergab der morphologische Befund dieser Frau eine ausge-
pragte geriatrische Multimorbiditat (siehe 2.2.7). Somit wird ein kataboler Stoffwechsel, welcher
zu einer Anreicherung des schweren Stickstoffisotops in den Korpergeweben fiihrte, in den
letzten Lebensjahren des Individuums als wahrscheinlich angenommen und erklart damit die auf-

fallig hohen 8§15N-Werte ohne den Einfluss postmortaler, degradativer Faktoren.
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5.1.4 Beurteilung des Erhalts der mineralischen Matrix

5.1.4.1 Schwankungen des prozentualen Gewichtsanteils der anorganischen Knochen-

fraktion

Die prozentuale Gewichtsausbeute der anorganischen Knochenfraktion nach erfolgter Deprotein-
ierung zeigte erwartungsgemaf eine hoch signifikante Korrelation mit dem Gewicht der organi-
schen Komponente, da der prozentuale Verlust der einen Komponente den gleichzeitigen relati-
ven Anstieg der anderen bedingt.

Besonders deutlich wurde dies im Zuge der experimentellen hydrolytischen Degradation, bei wel-
cher kein Eintrag von organischer oder anorganischer Fremdsubstanz zu erwarten war, was die
Korrelation der beiden Merkmale hitte beeinflussen kdnnen. Der Verlauf der Gewichtsausbeute
der mineralischen Fraktion folgte dabei exakt invers der prozentualen Zu- oder Abnahme des Or-

ganik-Gehalts.

Experimentelle bakterielle Degradation

In den intentionell mit Bakterien angeimpften Knochen wurden zum Teil deutliche Veranderung-
en des prozentualen mineralischen Anteils im Vergleich zu den frischen, diagenetisch unveran-
derten Referenzproben beobachtet. Dabei waren die beiden Parameter jedoch in ihrem Verlauf
nicht immer aneinander gekoppelt.

Bei der sehr stark von Schimmelbildung betroffenen, urspriinglich mit Pseudomonas fluorescens
beimpften Probe von Femur 3 wurde trotz der deutlichen Abnahme des Organik-Anteils auch ein
leichter Riickgang des Anorganik-Gewichts festgestellt.

Es ist bekannt, dass Vertreter der Gattung Aspergillus neben der Produktion effektiver Proteasen
auch gezielt anorganische Phosphorverbindungen zersetzen und als Nahrstoffquelle nutzen
konnen (siehe 1.3.2.1, Higgins und Burns 1975). Hierfiir wiirden auch die Erniedrigung des mittels
FTIR-Spektroskopie bestimmten C/P-Verhaltnisses sowie die erhohte Kristallinitidt sprechen (sie-
he 4.1.4.3, Seite 138, Tabelle 4.11 und 5.1.4.3). Im Zuge der Demineralisation und Behandlung mit
Ca-Acetat-Essigsaurepuffer konnten vermutlich durch den Schimmelpilz angeldste mineralische
Bestandteile aufgelost und so Carbonationen in gréfieren Mengen entfernt werden, wahrend das
zurlickbleibende Substrat lokal durch Rekristallisation hypermineralisiert war, was die erhéhte
Kristallinitat erklaren wiirde (vgl. Bell 1990, Hackett 1981). Dies fiihrte ebenso zu einer Anreiche-
rung des §13C-Werts (siehe 4.1.4.2 und 5.1.4.2). Bei der unter anaeroben Bedingungen inkubierten
Kontrolle von Femur 3 sowie dem mit Clostridium histolyticum beimpften Knochenstiick von
Femur 1 konnte sowohl eine prozentuale Zunahme der organischen als auch der anorganischen
Fraktion beobachtet werden. Da Kontaminationen mit Fremdmineralphasen im grof3en Stil in
diesem Zusammenhang als eher unwahrscheinlich erscheinen, kommt eine Kontamination mit

organischer Fremdsubstanz mit gleichzeitigem Verlust knocheneigenen Kollagens in Frage. An-
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hand der Aminosdureanalyse konnten hierfiir jedoch keine Anhaltspunkte gefunden werden. Je-
doch lief3en sich Hinweise darauf finden, dass das Knochenmineral eine gewisse Modifikation er-
fahren haben muss. Die Kontrolle von Femur 3 (anaerob) wies eine deutliche Abreicherung des
6180-Werts auf, Femur 1, C. histolyticum zeigte einen Anstieg des C/P-Verhaltnisses, was den

Verlust von Phosphat bedeuten konnte.

Bodengelagerte Proben

Bei den in situ degradierten Proben liefd sich eine hoch signifikante Korrelation zwischen dem
prozentualen Gewicht der anorganischen Knochenfraktion und der Liegezeit herstellen. Jedoch
galt dies nur in Hinblick auf das Gesamtprobenkollektiv, innerhalb der einzelnen Stichproben
konnte die Beobachtung nicht bestatigt werden. Die archdologischen Proben zeigten zum Teil
deutlich hohere mineralische Gewichtsanteile als die frithdiagenetisch beeinflussten Knochen,
was sich mit dem Verlust von groféen Teilen der organischen Matrix und auch mit dem Auftreten
authigener Kristalle innerhalb des Knochenquerschnitts in Einklang bringen lief?. Der hoch
signifikante Zusammenhang zwischen dem anteiligen Gewicht der mineralischen Matrix und der
Altersklasse der Individuen ist kritisch zu bewerten. Die durchschnittlich hochsten anorganischen
Gewichtsanteile traten in der Altersklasse Adultas auf, die niedrigsten in der Klasse Senilis. Da hier
kein entsprechender Zusammenhang mit dem Anteil der organischen Matrix festgestellt werden
konnte, diirfte die Beobachtung auf die ungleiche Verteilung der Altersklassen in den Probenkol-
lektiven zuriickzufiihren sein. So war der Anteil seniler Individuen im Kollektiv Westfriedhof
iiberdurchschnittlich hoch, wahrend bei den archdologischen Proben zahlreiche als adult ein-
gestufte Individuen vertreten waren. Der Hohe des prozentualen Anorganik-Anteils diirfte somit
auf andere Ursachen zurtickzufithren sein, das Alter spiegelt lediglich eine Pseudokorrelation

wider.62

62 Lediglich eine Probe des Kollektivs Westfriedhof wies einen Anorganik-Anteil von iiber 60 % auf. Dabei handelte es
sich um die Probe mit der kiirzesten Liegezeit (WF 22, PMI = 8 Jahre), welche ebenso einen niedrigen Kollagengehalt
zeigte. Dies wiirde die Theorie stiitzen, dass die Dekomposition des Weichgewebes durch die starke lokale Ansduerung
einen entscheidenden Einfluss auf die Integritat der Knochenbestandteile ausiibt. Andere Proben mit dhnlich kurzer
Liegezeit wiesen jedoch niedrigere prozentuale Anorganik-Gewichtsanteile auf. Es ist nicht klar, ob und warum WF 22
eventuell eine Hypermineralisierung des Gewebes gezeigt haben kdnnte. Weder die Kristallinitdt noch das C/P-Verhalt-
nis zeigten irgendwelche Auffilligkeiten (siehe Anhang, Tabelle 8.12), und auch histologisch konnten keine Besonder-
heiten festgestellt werden. Edwards et al. (2000) beschreiben eine Zunahme der Knochendichte in postmenopausalen
Frauen durch die Therapie mit Statinen zur Senkung des Cholesterinspiegels (CSE-Hemmer, Cholesterin-Synthese-
Enzym-Hemmer). Da es sich bei WF 22 um ein weibliches, seniles Individuum handelte, kénnte dies eine mdgliche
Erklarung fiir den erhéhten Mineralgehalt des Knochens sein.

Eine weitere Probe (WF 29b) zeigte einen mit 46 % recht niedrigen Anorganik-Gehalt des Knochens. Der relative Orga-
nik-Gehalt war im Vergleich zu den restlichen Proben des Kollektivs nicht auffallig hoch. Zwar konnte histologisch eine
deutliche pathologische Knochenresorption nachgewiesen werden, jedoch waren andere Proben teilweise deutlich
stiarker hiervon betroffen, zeigten aber unaufféllige Anorganik-Anteile. Eventuell kdnnte dies auch auf die Gabe be-
stimmter, den Knochenstoffwechsel beeinflussenden Medikamente wie beispielsweise Parathormon zuriickgefiihrt
werden (Neer et al. 2001).

214



5. DISKUSSION

Im Fall der archidologischen Knochen wiesen lediglich drei Proben prozentuale Anorganik-Ge-
wichtsanteile von unter 60 % auf, alle librigen zeigten erh6hte Werte. Jene Proben mit einem mi-
neralischen Gewichtsanteil liber 70 % konnten mehrheitlich mit der Bildung authigener Kristalle
in Verbindung gebracht werden. Weshalb jedoch so gut wie alle anderen Proben einen héheren
Anteil anorganischer Substanz zeigten als die frithdiagenetisch beeinflussten Knochen, auch wenn

der Anteil der organischen Komponente vergleichbar war, ist nicht geklart.

5.1.4.2 Diageneseverhalten der isotopischen Zusammensetzung des strukturellen

Carbonats

Experimentelle hydrolytische Degradation

Bei den experimentell hydrolytisch degradierten Proben zeigte sich der 613C-Wert des strukturel-
len Carbonats trotz der aggressiven Hydrolysebedingungen iiber den Versuchszeitraum sehr kon-
stant und wies auch am Ende des Experiments keine nennenswerten Veranderungen auf. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen des untersuchten nicht bestatteten tierischen Vergleichskollek-
tivse3 sowie den Beobachtungen von Harbeck (2007), wobei dort eine Auflésung und anschlief3en-
de Rekristallisation des Minerals aufgrund der steigenden Gewichtsanteile der anorganischen
Fraktion ausgeschlossen wurde. Jedoch spiegelt die kontinuierliche Abreicherung des §180-Werts,
welche insgesamt etwa 4 %o ausmachte, die erhohte Reaktivitat des Knochenminerals mit Beein-
flussung der Isotopenwerte bei steigenden Temperaturen wider. Der Verlauf des 6180-Werts lief3
sich mit den anhand der FTIR-Spektroskopie bestimmten Parametern C/P-Verhaltnis und Kristal-
linitat in einen sinnvollen Zusammenhang setzen.

So nahmen die Kristallinitdit und damit auch die KristallgrofRe der Knochenkristallite von Ver-
suchsbeginn an bis zum 6. Kochtag ab, wahrend das C/P-Verhiltnis anstieg. Dies kdnnte durchaus
ein Hinweis auf die Anlagerung bzw. auch Inkorporierung von Carbonat aus dem umgebenden
(Leitungs-) Wasser in die Knochenkristallite sein, da ein steigender Carbonatanteil in den Kris-
tallgittern zu einer Verkleinerung der Kristallite und zu einem geringeren Ordnungsgrad (Kristal-
linitat) fiihrt (vgl. auch 5.1.4.3). Die Analyse der isotopischen Zusammensetzung des Carbonatan-
teils des verwendeten Leitungswassers zu Beginn des Experiments ergab einen §13C-Wert von -
0,22 %o und einen 6180-Wert von -7,09 %o. Eine Inkorporierung von Fremdcarbonat hétte somit
kaum Einfluss auf das Verhaltnis der stabilen Kohlenstoffisotope des Knochens, jedoch kénnte das

Absinken des §180-Werts zumindest teilweise durch den Einbau isotopisch leichteren Sauerstoffs

63 Die einzige Ausnahme bildeten jedoch die Knochen von Reh 3, bei welchen das Verhiltnis der stabilen Kohlenstoff-
isotope im Verlauf des Versuchszeitraums insgesamt eine Anreicherung des schweren Isotops um etwa 2 %o erfuhr.
Auch der 6180-Wert der Proben zeigte deutliche Modifikationen, wobei hier der Anteil des schweren Sauerstoffisotops
bis zum Ende des Versuchs um fast 3 %o abnahm. Ahnliche Ergebnisse wurden im Rahmen des bakteriellen Degrada-
tionsexperiments erzielt (siehe weiter unten).
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aus dem Umgebungswasser erklart werden. Der plotzliche erneute Anstieg des §180-Werts zwi-
schen dem 6. und 12. Inkubationstag ging mit einer Erhohung der Kristallinitdt und einem Absin-
ken des C/P-Verhaltnisses einher, was vermutlich auf den erneuten Verlust des neu eingelagerten,
isotopisch leichteren Carbonats hindeutet. Dies liefd den Ordnungsgrad der Kristalle erneut an-
steigen, jedoch nicht bis auf das Ausgangsniveau. Die nachfolgenden Schwankungen hinsichtlich
des Verhaltnisses der stabilen Sauerstoffisotope, der Kristallinitit sowie dem C/P-Verhaltnis
konnten als Anzeichen fiir die zunehmende Instabilitdt der Knochenkristallite gewertet werden.
Ab dem 16. Inkubationstag nahm der 6180-Wert schliefslich kontinuierlich ab, ebenso wie das C/P-
Verhaltnis, wahrend Kristallinitidt und Kristallgrof3e anstiegen. Dies suggeriert den massiven Ver-
lust von Carbonationen aus dem Mineral, wobei sich die Kristalle vermutlich umlagern und in
einer thermodynamisch stabileren Form rekristallisieren. Dies geschieht zeitgleich mit der Dena-
turierung der organischen Matrix, bei welcher ebenso ab diesem Zeitpunkt des Experiments ein
rapider Abbau nachgewiesen wurde. Die starke Abreicherung des Sauerstoft-Isotopenverhaltnis-
ses legt nahe, dass bevorzugt jene Molekiile verlorengehen, welche das schwere Sauerstoffisotop
tragen.

Dies tliberrascht insofern, da chemische Bindungen mit schweren Isotopen stabiler sind als mit
leichten Isotopen, schwere Isotope bevorzugt in den dichter gepackten Bereichen des Kristalls
sitzen sowie der kinetische Isotopeneffekt eine Anreicherung des Knochens mit schwerem Isotop
voraussagen wiirde (Hoefs 2009). Koch et al. (1997) diskutieren die Moglichkeit, dass im Zuge der
Deproteinierung des Knochens durch die Behandlung mit Essigsaure das eventuell bereits durch
Anlosung angegriffene Mineral durch die Umlagerung in Brushit (siehe 1.3.2.1) teilweise verlo-
rengeht bzw. durch die Einlagerungen von Ionen aus dem Umgebungsmilieu isotopische Veran-
derungen erfahrt.

Die Kinetik bzw. Fraktionierung von Isotopen ist in wassrigen Losung bei Auflésung, Reprazipita-
tion und Diffusion so gut wie nicht nachvollziehbar (Hoefs 2009), weshalb die absolute Ursache
fiir die Abreicherung des schweren Sauerstoffisotops im Mineral des Knochens nicht endgiiltig
bestimmt werden kann.

In einer Vorstudie des Projekts mit anderen Knochen, ebenfalls frischen menschlichen Spender-
femora, welche unter vergleichbaren Bedingungen inkubiert wurden (Daten unvero6ffentlicht),
wurde zudem deutlich, dass die aus dem Phosphat des Knochens gewonnenen Sauerstoff-Isoto-
pendaten wesentlich stabiler waren als die des Carbonats (siehe Abb. 5.6).

Ein signifikanter Negativtrend wurde hier nicht erkannt. Dies bestitigt eindeutig die hohere
Resistenz der Phosphatbindungen innerhalb des Bioapatits unter hydrolytischen Bedingungen
und bestétigt die Ergebnisse von Munro et al. (2007), wo eine Stabilitat des Sauerstoffs aus dem

Phosphat von Knochen bis 300 °C festgestellt wurde.
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Abb. 5.6 Verlauf der §180-Werte aus dem strukturellen Carbonat und Phosphat {iber den Verlauf der experimentellen
hydrolytischen Degradation frischer humaner Spenderknochen aus einer Vorstudie zu der vorliegenden Arbeit (Daten
unverdffentlicht). Wahrend auch hier bei den §180carb-Werten eine Abreicherung beobachtet wurde, blieben die
56180pnos-Werte wesentlich konstanter.

Experimentelle bakterielle Degradation

Doch nicht nur die intentionelle hydrolytische Degradation der Knochenproben fiihrte zu starken
Modifikationen der Isotopensignatur der mineralischen Matrix des Knochens. Auch die experi-
mentelle bakterielle Degradation verdeutlichte, dass sich mikrobielle Aktivitat teils erheblich auf
die stabilen Isotope von Kohlenstoff, besonders aber auf das Verhiltnis der Sauerstoffisotope in
den Knochen auswirkte. So wurde in fast allen Féllen eine Abreicherung des schweren Sauerstoff-
isotops beobachtet. Die Tatsache, dass von der Veranderung der Isotopenwerte besonders viele
bakteriell unbeimpfte Kontrollen betroffen waren, macht deutlich, dass auch hier die sekundar
aufgewachsenen Schimmelpilze ursichlich fiir die Verschiebung der Isotopenverhiltnisse ge-
wesen sein miissen. In den Kontrollen konnten sich die Pilze ohne Bakterienkonkurrenz un-
gehindert ausbreiten und auf das Knochengewebe einwirken. Da es sich bei der mykotischen Kon-
tamination der Proben jedoch augenscheinlich nicht um ein und dieselbe Art handelte, war es
schwer, verallgemeinernde Aussagen zu treffen. So schien der potenzielle Penicillinproduzent auf
der Probe ,Femur 3, Kontrolle (aerob), der fiir Verdnderungen des Aminosaureprofils verant-
wortlich gemacht werden konnte (siehe 5.1.3.1, Seite 199), keinen Einfluss auf das Mineral des
Knochens ausgelibt zu haben, wihrend es bei anderen Schimmeltypen umgekehrt zu sein schien.
Die Abnahme des §180-Wertes (Abreicherung des schweren Isotops) aus dem strukturellen Car-
bonat des Knochens durch bakterielle bzw. mykotische Aktivitdt wurde bereits in der Studie von

Fernandez-Jalvo et al. (2010) beschrieben, jedoch wurde dort keine Erklarung des Phanomens
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diskutiert. Kolo et al. (2007) erzielten in ihrer Studie iiber die Auswirkungen mykotischer Aktivi-
tat auf carbonathaltige Gesteine interessanterweise dhnliche Ergebnisse.6* Die Autoren vermuten,
dass im Zuge der biochemischen Diagenese des Substrats durch von den Pilzen produzierte orga-
nische Sduren wie Oxalat, Citrat oder Malat das Mineral aufgeldst wird sowie in Form von Metall-
chelaten rekristallisiert. Die so entstehenden authigenen Mineralphasen sind hauptsachlich Cal-
cium- oder Magnesiumoxalate (Weddellit, Whewellit und Glushinskit) und verantwortlich fir die
Verschiebung in den Isotopenwerten. Der Ursprung des Kohlenstoffs und Sauerstoffs in den Re-
kristallisationsprodukten ist ungeklart, jedoch vermuten die Autoren Anteile aus geléstem Carbo-
nat des Substrats, Luft-CO; sowie dem Umgebungswasser (Kolo et al. 2007). Die neugebildeten
Mineralphasen wiesen in der Studie eine Abreicherung von 13C und eine Anreicherung von 180
auf, wihrend das angegriffene Substrat hinsichtlich des schweren Kohlenstoffisotops angerei-
chertbzw. in Bezug auf das schwere Sauerstoffisotop abgereichert war. Es ist vorstellbar, dass die
Rekristallisationsprodukte im Zuge der Probenaufbereitung mit Ca-Acetat-Essigsdurepuffer zu-
mindest teilweise entfernt wurden, womit sie nicht mehr wesentlich zum Isotopenpool des Kno-
chens beitragen konnten. Die Auswertung der entsprechenden FTIR- und Raman-Spektren ergab
jedoch keine eindeutigen Peaks fiir Whewellit (Calciumoxalat-Monohydrat, Ca(C204)-H20) und
Weddellit (Calciumoxalat-Dihydrat, Ca(C204)-2H20) wahrend das Auftreten von Glushinskit (Mag-
nesiumoxalat-Dihydrat, Mg(C204)-2H20) ohnehin unwahrscheinlich ist, da keine Magnesiumquel-
le zur Verfligung stand. Eventuelle Griinde fiir den fehlenden Nachweis von Whewellit bzw. Wed-
dellit werden unter Punkt 5.1.4.3 diskutiert.

Eventuelle Veranderungen der Werte der stabilen Sauertsoffisotope aus dem Phosphat des Kno-
chens konnten an den bakteriell degradierten Knochen nicht untersucht werden. Jedoch scheinen
die Phosphatgruppen bei biotischem Knochenabbau besonders angreifbar zu sein (z.B. Zazzo et
al. 2004a, 1.3.2.4), was durch die Untersuchung der nicht bestatteten tierischen Vergleichskno-

chen bestdtigt werden konnte

Nicht nur das strukturelle Carbonat des Knochenminerals war von diesen Modifikationen betrof-
fen, auch die aus dem Phosphat gewonnenen §180-Werte zeigten eine kontinuierliche Abreiche-
rung iiber den Versuchszeitraum. Dies ist ein Beleg dafiir, dass auch die aufgrund ihrer stabilen
Bindungen generell als degradationsresistent geltenden Phosphatgruppen innerhalb kiirzester
Zeit aufgebrochen und abgebaut werden kénnen, was zu einer Veranderung der in vivo erworbe-

nen [sotopensignatur des Sauerstoffs fithren kann (vgl. auch Anhang Punkt d, Seite 329).

64 Und auch die Ergebnisse der Untersuchung des unbestatteten tierischen Vergleichskollektivs deuteten in diese Rich-
tung. Da die Tatsache, dass das Aminosaureprofil der Proben von Reh 3 Auffilligkeiten zeigte, was ebenfalls auf eine
organische Kontamination hindeutete, ist es wahrscheinlich, dass die betreffenden Knochen zu einem Zeitpunkt des
Degradationsverlaufs von Schimmelpilzen befallen gewesen sein mussten. Diese waren jedoch zum Zeitpunkt der Pro-
benbearbeitung makroskopisch nicht auffallig. Im Zeitraum der frithen Dekompositionsphasen an der Erdoberflache
konnen sich die taphonomischen Rahmenbedingungen wie das lokale Feuchtigkeitsregime, der jeweilige Beschattungs-
grad etc. jedoch recht schnell verdndern, weshalb eine Anderung in fiir mykotisches Wachstum ungiinstige Verhaltnisse
moglich erscheint.
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Beurteilung der Sauerstoffisotopie der frithdiagenetisch beeinflussten Proben bei Erdbestattung

Die Ergebnisse der experimentellen Degradation zeigten, dass die Isotopenwerte von Kohlenstoff
und Sauerstoff aus dem strukturellen Carbonat sowohl durch hydrolytische als auch biogene Fak-
toren innerhalb kiirzester Zeit zum Teil erheblich beeinflusst werden konnen. Es ist daher zu
vermuten, dass auch die in situ degradierten Proben diverse Modifikationen der Werte aufwiesen.
Im Fall der Proben des Westfriedhofs zeigten sich anhand der grafischen Auswertung einige Wer-
te, welche vom Gros des Probenkollektivs abwichen. Dabei waren die Variationen in den 613C-
Werten am grofdten. Jedoch kann dies durchaus auf Unterschiede in der Erndhrung zuriickzufiih-
ren sein, da der 613C-Wert aus dem strukturellen Carbonat das gesamte Nahrungsspektrum inklu-
sive der konsumierten Fette, Kohlenhydrate und Proteine abbildet, deren Aufnahme insbesonde-
re in einer modernen Gesellschaft, in welcher Nahrungsiiberfluss herrscht, individuell sehr ver-
schieden sein kann. Tatsdchlich wiesen die Proben, welche durch ihre negativen 613C-Werte auf-
fielen (vgl. 4.1.4.2, Seite 132, Tabelle 4.8), auch ein sehr niedriges Kollagen-Carbonat-Spacing auf
(< 3,7), was auf eine sehr fettreiche Erndhrung hindeuten kénnte, da Fette isotopisch leichter sind
als andere Gewebe (vgl. 1.4.2).65

Hinweise auf diagenetisch bedingte Verdnderungen lief3en sich dagegen in den hinsichtlich der
Kohlenstoffisotopie des Knochencarbonats aufféalligen Proben nicht nachweisen.¢6

Problematisch fiir die Interpretation der Daten ist, dass die Fraktionierung von Sauerstoff im Kor-
perwasser von den physiologischen Eigenheiten einer Art sowie der Korpergrofie abhéangig ist
(Bryant und Froehlich 1995) und damit speziesspezifisch variiert (Martin et al. 2008). Dies ver-
kompliziert die Vergleichbarkeit der einzelnen Studien, welche sich nicht mit derselben Tierart
befassen. Carbonat und Phosphat werden zudem nicht gleichférmig in das Kristallgitter des Kno-
chenminerals eingebaut und unterliegen eventuell auch anderen Fraktionierungswegen, weshalb
es zu einer relativ grof3en physiologisch bedingten Variabilitit des Isotopenverhaltnisses der bei-
den Komponenten kommen kann (Pellegrini et al. 2011, Webb et al. 2014). Diese Faktoren schaf-
fen eine zu grofde Unsicherheit, als dass das Verhaltnis zwischen 6180 carbonat Und 6180phosphat als Zu-

verlassiger Diageneseindikator empfohlen werden kann. Jedoch konnte der Differenzwert aus

65 Die vier hinsichtlich ihrer vergleichsweise positiven §13C-Werte auffilligen Proben, welche ein Kollagen-Carbonat-
Spacing zwischen 4,5 und 5,5 aufwiesen, kdnnten sich somit fettdrmer ernahrt haben als der Durchschnitt des Kollek-
tivs. Eventuell sind auch Stérungen des Fettstoffwechsels zu bertiicksichtigen, welche durch Erkrankungen von Pankre-
as, Galle, Darm oder Leber hervorgerufen werden kénnen (Wendt-Breslau 2013). Dies wiirde zu den histopathologi-
schen Auffalligkeiten der Proben WF 21a (negativere §13Ccarb -Werte) und WF 45 (positivere 613Ccarb -Werte) passen
und konnte auf ein generelles metabolisches Problem hindeuten, da hier auch das C/P-Verhaltnis im Vergleich zu den
restlichen Proben eine deutliche Erniedrigung aufwies (vgl. 5.1.4.3).

66 Auch hier gilt, dass die in einer modernen Gesellschaft genutzten Nahrungsmittel und auch das konsumierte Wasser
aufgrund der Globalisierung der Méarkte und der individuellen Selektionsméglichkeiten so gut wie nicht eingegrenzt
werden kdnnen. Im Zuge der experimentellen hydrolytischen Degradation wurde der §180-Wert des lokalen Leitungs-
wassers bestimmt (8§180carb = -7,1 %0). Da die Wasserprobe jedoch auf der Heizplatte eingedampft wurde, kdnnte dieser
Wert eine leichte Anreicherung hinsichtlich des schweren Sauerstoffisotops aufweisen, wie sie auch bei gekochten Nah-
rungsmitteln zu beobachten ist (z.B. Daux et al 2008). Die meisten Proben des Westfriedhofs dagegen wiesen deutlich
niedrigere 6180-Werte auf, was auf den Konsum von in Flaschen abgefiilltes Wasser aus Gebirgsregionen (Mineralwas-
ser) hindeuten koénnte (1.4.2, Bowen et al. 2005).

Lediglich eine Probe des Westfriedhofs zeigte sowohl nach der Analyse der Sauerstoffisotopie des Carbonats als auch
des Phosphats im Vergleich zu den restlichen Proben auffillige Werte (jeweils Anreicherung). Jedoch kann aufgrund
der Fundsituation in einem Zinksarg davon ausgegangen werden, dass es sich um eine Uberfithrung aus dem Ausland
gehandelt hat und das Individuum vermutlich eine langere Zeit in einem wéarmeren Klima verbracht haben kénnte.
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den oben genannten Griinden auch Hinweise auf pathologische Vorgange liefern. Die Probe WF
21a zeigte im histologischen Bild deutliche Anzeichen fiir einen gestorten Knochenstoffwechsel,
welcher eventuell auf renale Osteopathie zuriickzufiihren sein kann. Neben zahlreichen, den kom-
pletten Knochenquerschnitt durchziehenden Haltelinien wies die Probe auch einen sehr geringen
Anteil sekundaren Knochens auf. Die Tibia zeigte zudem makroskropisch eine sehr geringe Dicke,
das Gewebe war weich und biegsam. Dies deutete bereits auf einen zu geringen Mineralisierungs-
grad des Knochens hin. Da die Entstehung von Haltelinien bei erwachsenen Individuen laut
Doppler (2008) in der Jugend stattgefunden haben muss, kann davon ausgegangen werden, dass
der Knochen des 67-jahrigen Mannes seit seiner Kindheit nahezu keinen Umbau erfahren hat. Dies
spricht fir eine frithzeitige Immobilisierung der unteren Gliedmafien, da so die fiir den Umbau
des Knochens notigen biomechanischen Reize ausblieben (vgl. auch Individuum OTZ 1, Seite 205).
Weiterhin zeichnete sich die Probe durch ein auffillig niedriges C/P-Verhaltnis aus, was auf einen
von der Norm abweichenden Phosphathaushalt des Knochens hindeutet (vgl. 5.1.4.3). Die Krank-
heit wirkte sich somit augenscheinlich nicht nur auf die absolute Zusammensetzung des Knochen-

minerals aus, sondern bewirkte wohl auch eine gewisse Fraktionierung der Sauerstoffisotope.

Beurteilung der Sauerstoffisotopie der archiologischen Proben

Bei den archéologischen Proben fiel hinsichtlich der Isotopie der stabilen Kohlenstoffisotope zu-
nachst auf, dass das Kollagen-Carbonat-Spacing insgesamt hohere Werte ergab als fiir die moder-
nen Proben des Westfriedhofs. Dies wiirde insofern Sinn ergeben, als dass die Erndhrung der Men-
schen in historischer Zeit weniger fettreich war als die Uberflussdiit postmoderner Gesellschaf-
ten und damit der Anteil des schweren Kohlenstoffisotops des strukturellen Knochencarbonats
im Vergleich hoher war.

Die grafische Auswertung der einzelnen Fundorte ergab teilweise eine gewisse Streuung der Wer-
te, und einige Knochen hoben sich in Bezug auf ihre Kohlenstoff-Isotopensignatur von den restli-
chen Proben des Fundorts ab, was eine potenzielle diagenetische Beeinflussung der Werte andeu-
ten konnte (siehe 4.1.4.2, Seite 132, Tabelle 4.9).

Die vergleichsweise Anreicherung des schweren Isotops bei MWL 137 korrespondierte mit einem
auffallig niedrigen C/P-Verhaltnis (< 0,60). Wie im Fall der beiden Proben des Westfriedhofs, bei
welchen dieselben Auffilligkeiten auftraten, ergab die Auswertung der histologischen Schnitte
der Probe das Auftreten zahlreicher periostal angeordneter Haltelinien. Es ist daher auch hier an-
zunehmen, dass eine renale Osteopathie mit systemischen Stérungen des Phosphatstoffwechsels
zu den erniedrigten C/P-Werten und der Beeinflussung des §13C-Werts des strukturellen Carbo-
nats gefiihrt haben diirfte (siehe auch 5.1.4.3).

Laut Wright und Schwarcz (1996) konnte eine Abreicherung des schweren Kohlenstoffisotops,
wie sie bei beispielsweise im Fall von BrA 12 beobachtet wurde, auf das im Boden vorkommende
Bicarbonat zuriickzufiihren sein, welches durch die Oxidation von botanischem Detritus aus C3-
Pflanzen einen mit 26 %o sehr negativen §13C-Wert aufweist, welches das biogene Kohlenstoff-

Isotopensignal des Knochens in den negativen Bereich verschoben haben kénnte. Dabei kann das
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Bicarbonat adsorptiv an die Oberflache der Knochenkristallite gebunden sein oder unter der Bil-
dung authigener Carbonatminerale in den Hohlrdumen des Knochens auftreten. Der erste Fall ist
eher unwahrscheinlich, da im Zuge der Behandlung des Knochens vor der massenspektrometri-
schen Messung adsorptives Carbonat durch den verwendeten sauren Puffer entfernt werden soll-
te. Jedoch konnten bei der Probe BrA 12 im Rahmen der histologischen Untersuchung des Kno-
chens zahlreiche Kristallaggregate innerhalb der Havers’schen Kanile, Resorptionslakunen und
entlang des endostalen Rands beobachtet werden. Alle Proben des Fundortes Bruchsal wiesen
authigene Kristallformation innerhalb des Knochenquerschnitts auf, und alle bis auf eine Ausnah-
me wurden aufgrund von Verschiebungen des C/P-Verhaltnisses oder der v;-Carbonatbande als
potenziell isotopisch verandert klassifiziert (vgl. 4.4.2 und insbesondere 5.3.2), fielen in der
grafischen Auswertung jedoch nicht auf. Die einzige Probe, welche nicht als verdndert einge-
schatzt wurde, BrA 11, zeigte jedoch einen auffilligen §180-Wert, welcher eine im Vergleich zu
den restlichen Proben deutliche Abreicherung von 180 aufwies. Es ist daher anzunehmen, dass
dieser Wert eher dem biogenen Isotopensignal entsprach, wiahrend das Sauerstoffisotopenver-
héltnis der restlichen Proben eine Anreicherung erfahren hat.

Dagegen sprechen jedoch zwei Uberlegungen. Zum einen wiirde ein §180-Wert von ca. 5 %o, wie
ihn die als potenziell verdndert eingestuften Proben aufwiesen, eher zu den fiir die orographische
Hohe von Bruchsal erwarteten lokalen Werten passen (siehe 4.1.4.2, Abb. 4.41, S. 135). Zum
anderen spricht auch die Beobachtung von Wright und Schwarcz (1996) gegen eine diagenetische
Anreicherung des Sauerstoff-Isotopenverhiltnisses: Sollte im Laufe der diagenetischen
Geschichte des Gewebes ein Austausch von Sauerstoffatomen zwischen dem Knochen und dem
Umgebungsmilieu stattgefunden haben, sollte sich das Verhaltnis der Sauerstoffisotope eher dem
Wert fiir das meteorische Wasser der entsprechenden Region angleichen.6”

Individuum BrA 11 wurde in einer andern Studie im Zuge der Analyse der stabilen Strontium-
Isotope des Zahnschmelzes als wahrscheinlich ortsfremd identifiziert, was den im Vergleich zu
den anderen Individuen deutlich negativeren §180-Wert erklaren kénnte (Keller et al. 2015). Da
in derselben Studie auch Individuum BrA 12, welches ebenso niedrige 6180c.n-Wert aufwies wie
BrA 11, als wahrscheinlich ortsfremd, isotopisch aber vermutlich diagenetisch verandert be-
stimmt wurde, konnte die postmortale Beeinflussung des in vivo erworbenen Sauerstoff-Isoto-
penverhaltnisses geringer ausgefallen sein als zundchst angenommen (< 1 %o), was die Interpre-

tation der Daten in diesem Fall nicht verfalschen wiirde.

67 Das Wasser, welches bestattete Koérper beeinflusst und direkt aus dem Niederschlag stammyt, ist in der Regel beziiglich
des Sauerstoffs isotopisch wesentlich leichter als das Kérperwasser, welches den Pool fiir die Sauerstoffatome des Kno-
chens darstellt (Bryant und Froelich 1995). Trinkwasser wird selten direkt aus Niederschlagswasser gewonnen, son-
dern eher aus Wasserquellen, welche beispielsweise durch Evaporation eine Anreicherung des schweren Isotops er-
fahren haben. Auch die Erhitzung von Nahrung verstarkt diesen Effekt (Daux et al. 2008). Anhand des OIPC (Online
Isotopes in Precipitation Calculator, http://www.waterisotopes.org) lasst sich der §180-Wert (VSMOW) des meteori-
schen Wassers in Bruchsal-Aue berechnen (Bowen et al. 2005). Umgerechnet in VPDB (nach Hoefs 2009) ergibt sich
daraus ein Wert von 6180 =-37,8 %o. Die diagenetische Inkorporierung von Sauerstoffionen aus dem Umgebungswasser
in das Knochenmineral sollte also eine deutliche Abreicherung der biogenen Isotopensignatur bewirken. Jedoch kann
die Bildung authigener Kristalle eine gewisse Fraktionierung bewirken. Schwere Isotope gehen stirkere Kristallbin-
dungen ein als leichte und die so gebildeten Kristalle sind somit auch resistenter gegen Dissolution (Hoefs 2009) und
damit auch stabiler gegen die Auflésung im Zuge der Probenaufbereitung. Ob dies jedoch ausreichend ist, den Sauer-
stoff-Isotopenwert bei einer Vermischung mit der biogenen Isotopensignatur des Knochencarbonats um mehrere Pro-
mille anzureichern, ist fraglich.
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5.1.4.3 Erkenntnisse aus der spektrometrischen Untersuchung

Experimentelle hydrolytische Degradation

Die durch thermisch-hydrolytische Einflliisse verdnderten Proben zeigten bereits unmittelbar
nach Versuchsbeginn nicht nur Modifikationen der organischen Matrix, sondern auch Reaktionen
der Knochenkristallite, wie sie teilweise bereits in anderen Studien beschrieben wurden (Roberts
etal. 2002). Zu Beginn des Experiments nahmen Kristallinitdt und Kristallgrofie zunachst ab, wah-
rend das Carbonat/Phosphat-Verhaltnis anstieg. Dies deutet, wie bereits in Kapitel 5.1.4.2 disku-
tiert, auf einen Nettoanstieg der Gesamt-Carbonatbilanz des Knochens hin, da die Inkorporierung
von Carbonat in das Kristallgitter von Hydroxylapatit zu einer zunehmenden Verzerrung der
Struktur fiihrt, was sich als limitierender Faktor auf die mogliche Grofie der Kristallite auswirkt
(vgl. 1.2.1.2, Wopenka und Pasteris 2005).

Moéglich ist, dass das im als Medium verwendeten Leitungswasser enthaltene geloste Hydrogen-
carbonat zundchst mit der dufderen Hydrathiille der Kristalle reagierte. Diese umgibt in vivo die
Oberflache der Nanokristalle des Knochens und stellt durch die Zusammensetzung aus freien lo-
nen (Ca?+, HPO4%, CO3%) ein metastabiles Gleichgewicht zwischen der Knochenoberfliche und
dem umgebenden Milieu her (Grunenwald et al. 2014, Rey 1990, Rey et al. 1991). Aufgrund der
erhohten Temperatur kénnte es zu einer Entfernung der Ionen der Hydrathiille und einem Aus-
tausch mit Carbonationen aus dem Wasser gekommen sein, welche so in die Knochenkristalle in-
tegriert worden sein miissen, dass sie im Zuge der weiteren Probenaufbereitung nicht entfernt
werden konnten. Der Anstieg des prozentualen Anteils der anorganischen Knochenfraktion sowie
die Verschiebung des §180-Werts in den negativeren Bereich wiirden zu dieser Annahme passen.
Im Verlauf des Experiments wurde dieser Vorgang jedoch unterbrochen, da ein kurzer Anstieg
der Kristallinitdt und Kristallgréfie und eine Abnahme des C/P-Verhéltnisses zwischen dem 6. und
12. Inkubationstag festgestellt wurden, was den Verlust von Carbonat aus den Kristallen reflek-
tiert. Eventuell wurde in diesen Proben das aus dem Umgebungswasser neu in den Kristall einge-
lagerte Carbonat erneut entfernt, was auch mit dem wiederholten Anstieg des 6180-Werts korres-
pondierte. Die Tatsache, dass sich anschlief3end die Kristallinitit kurzfristig erneut verringerte
und das C/P-Verhaltnis erhohte, konnte darauf hindeuten, dass sich die beobachteten Verdnde-
rungen bis zu diesem Punkt auf die Hydrathiille der Nanokristalle und die sich unmittelbar an die
Knochenoberflache anschlieféenden Bereiche wie physiologische Kanale und Poren beschrankten.
Der rapide Anstieg der Kristallinitdt und Kristallgr6f3e bzw. die Abnahme des C/P-Verhaltnisses
nach dem 16. Inkubationstag sprechen fiir einen plétzlichen, massiven Verlust von Carbonationen
aus dem Knochen. Hier wird nun vermutet, dass im Zuge der ebenso deutlichen Degradation der
organischen Komponente des Gewebes (siehe 5.1.3.1) zu diesem Zeitpunkt die Knochenkristallite
immer starker dem degradativen Effekt des umgebenden Wassers ausgesetzt waren, auch jenseits
der physiologischen Hohlraume, was die Kompositstruktur des Gewebes immer mehr aufloste.
Die Nanokristalle vergrofierten sich nach dem Prinzip der Ostwald-Reifung, um einen thermody-
namisch stabileren Zustand zu erreichen (1.3.2, Grunenwald et al. 2014), was wiederum die Po-

rositdt des Knochens erhohte und den Verlust der Organik beschleunigte. Daraus ergab sich ab
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einem kritischen Punkt eine sich nach dem Schneeballsystem potenzierende Degradation des Ge-
webes.

Es fiel auf, dass sich die Position der v,-Carbonatbande bis zum 20. Versuchstag prinzipiell an dem
Verlauf des C/P-Verhaltnisses orientierte, wobei ein Ansteigen des C/P-Werts mit einer Verschie-
bung der Bande in h6here Wellenzahlenbereiche korrespondierte und eine Erhéhung des Carbo-
natanteils der Kristalle andeutete. Ab dem 20. Inkubationstag jedoch konnte die deutliche Ver-
schiebung der Carbonatbande mit dem Anstieg der Kristallinitdt in Verbindung gebracht werden.
Dies spricht dafiir, dass die v.-Carbonatschwingung nicht nur Typ A- und Typ B-Carbonatsubsti-
tutionen anzeigt, sondern auch labiles Carbonat, welches adsorptiv mit den Kristallen assoziiert
ist (Grunenwald et al. 2014). Fiir eine genauere Charakterisierung der Bandenverschiebung und
fiir die Identifikation von deren Ursache wére jedoch die Untersuchung der Bande mittels Kur-
venanpassungsverfahren nétig, im Zuge derer die unter der Bande liegenden Peaks zugeordnet
werden konnten. Der hoch signifikante Zusammenhang zwischen der Position der v,-Carbonat-
schwingung und dem prozentualen Kollagengehalt der Proben ist vermutlich nur sekundar durch
die simultane Zunahme der Kristallinitat zu werten.

In den tber langere Zeitraume inkubierten Proben (ab Tag 20 bzw. 24) wurde auf3erdem ein im-
mer deutlicher hervortretender neuer Peak sichtbar, welcher OH- zugeordnet wird und sich durch
die Reduktion des Wasser-Signals in einem Wellenzahlenbereich von 3600 cm-! manifestierte.
Normalerweise kann ein Signal an dieser Stelle nur in synthetischem Hydroxylapatit nachgewie-
sen werden (1.5.2). Zwar konnte in diesem Zusammenhang eine hoch signifikante Korrelation mit
der Kristallinitat der Probe und der Position der v,C03%-Bande hergestellt werden, jedoch stand
dieses Merkmal wiederum auch mit der degradativen Reduktion der organischen Matrix in Ver-
bindung.

Die Ursache fiir die Reduktion des Wassergehalts der Probe, welche die OH--Bande sichtbar wer-
den lasst, ist jedoch nicht geklart. Es ist bekannt, dass Kollagen unter physiologischen Bedingung-
en in hydrierter Form vorliegt und zahlreiche Aminosauren fiir die Anlagerung von Wasser an das
Molekiil verantwortlich sind. So kénnen die Carbonylgruppe von Glycin sowie die der Aminosdure
an der dritten Position der repetitiven Einheit (Hydroxyprolin) Wassermolekiile binden. Ebenso
kann dies durch die N-H-Gruppen der Reste an den Positionen 2 und 3 sowie diversen geladenen
Gruppen von Aminosdure-Seitenketten geschehen (Berendsen 1962). Der Verlust der entspre-
chenden Aminosauren fithrt auch zu einer Entwasserung des Molekiils. Es ist jedoch auch denk-
bar, dass mit den Nanokristallen assoziiertes Wasser, welches eventuell in der ,Channel Site“ der
Kristallgitter eingelagert ist (1.2.1.2), durch die zunehmende Umstrukturierung der Kristalle ent-
weicht bzw. durch Carbonat ersetzt wird, was einer Typ A-Substitution gleich kdme. Die Zunahme
von Typ-A-Carbonat an der ,Channel-Site“ konnte wiederum fiir die Verschiebung der v,C032--
Schwingung verantwortlich sein.

Die Raman-Spektren der tiber langeren Zeitraum in Wasser gekochten Proben wiesen keine gra-
vierenden Unterschiede auf. Die deutlichste Veranderung jedoch war die Verdnderung der Halb-
wertsbreite (FWHM) der Hauptphosphatbande, welche am 8. und 12. Versuchstag deutliche Ein-
briiche des Werts zeigte und ab dem 20. Versuchstag schliefdlich signifikant abnahm und unter

den von Thomas et al. (2007) fiir unverandertes Knochenmineral postulierten Wert von 15 fiel
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(vgl. 1.5.2). Laut Freeman et al. (2001) soll die Abnahme der Halbwertsbreite der symmetrischen
P-O-Dehnungsschwingung eine Zunahme der Kristallinitit reflektieren, da die Breite des Peaks
vom Ausmaf? der Carbonatsubstitutionen im Kristallgitter abhangt (Wopenka und Pasteris 2005).
Tatsachlich entsprach der Verlauf der Halbwertsbreite der Phosphatbande weitgehend dem in-
versen Verlauf der anhand der FTIR-Messungen determinierten Kristallinitat. Dies wiederum lief
sich mit dem Verlust der organischen Komponente des Knochen in Relation setzen, was die Ver-

groflerung der Knochenkristallite beforderte.

Experimentelle bakterielle Degradation

Die Messung der experimentell mit Bakterien angeimpften Knochen bereitete im nativen, unbe-
handelten Zustand diverse Probleme. Das knochenspezifische Signal schien teilweise von einer
offenkundigen organischen Kontamination iiberlagert zu sein, welche sich besonders deutlich in
den mit S. griseus und P. fluorescens beimpften Knochen zeigte. Dies konnte eventuell auf die De-
tektion von Antibiotika zuriickzufiihren sein, da nicht nur S. griseus in der Lage ist, antimikrobielle
Substanzen zu produzieren, sondern auch fiir P. fluorescens die Produktion von Antibiotika nach-
gewiesen ist (Sutherland et al. 1985).68

Die weitere Auswertung der mineralischen Parameter erfolgte daher anschlief3end an dem nach
Kapitel 3.7 deproteiniertem Knochenpulver. Die in der Mehrzahl der Félle beobachtete Zunahme
der Kristallinitdt des Knochenminerals, welche teilweise mit einer deutlichen Absenkung des C/P-
Verhaltnisses einherging, ist indikativ fiir einen Verlust von Carbonationen aus den Nanokristal-
len. Vermutlich verursachten die durch die Mikroorganismen produzierten Sduren eine lokale An-
l6sung des Minerals mit einer Umwandlung eines Teils des strukturellen Carbonats in CO». Das
carbonatdarmere Rekristallisationsprodukt konnte somit unter einer thermodynamisch giinstige-
ren Konformation grofiere, weniger verzerrte Kristalle ausbilden.

Da dieser Effekt am stiarksten bei einer unter anaeroben Bedingungen inkubierten Kontrolle
auftrat, ist davon auszugehen, dass nicht nur die Bakterien in der Lage waren, das Knochenmi-
neral derart anzugreifen, sondern auch mykotische Organismen. Jedoch war bei dieser Probe kei-
ne Verdnderung der Isotopenwerte von Kohlenstoff und Sauerstoff zu beobachten, weshalb die
Produktion von Oxalsdure durch den Pilz eher ausgeschlossen und eine andere organische Saure
wie Fumarat oder Citrat in Betracht gezogen wird (Li und Punt 2013).

Der Anstieg des C/P-Verhaltnisses iiber einen Wert von 0,9 in manchen Proben, welcher aus-
schlief3lich bei anaerob inkubierten Knochen auftrat und alle mit C. histolyticum beimpften Proben
betraf, konnte prinzipiell durch einen Nettogewinn von Carbonat bzw. einen Verlust von Phosphat
aus dem Knochen erklart werden. Die Kristallinitdt der entsprechenden Proben nahm ebenfalls
zu, jedoch in geringerem Ausmafi. Dies deutet eher darauf hin, dass die Verschiebung des Ionen-
verhaltnisses auf die Beeinflussung des Phosphats zuriickzufiihren sein muss, da eine Anreiche-

rung von Carbonat in den Kristalliten zu einer weiteren Verkleinerung der Struktur und damit

68 Hierbei handelt es sich um das unter anderem gegen multiresistente Staphylococcus aureus (MRSA)- Stimme
angewandte Mupirocin, auch als Pseudomonsaure A bezeichnet (Franklin und Snow 1998).
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einer abnehmenden Kristallinitat fiihren wiirde. Clostridium histolyticum ist dafiir bekannt, im Zu-
ge des Abbaus von Aminoséuren, insbesondere Threonin, bedeutende Mengen von Acetat zu pro-
duzieren (Elsden und Hilton 1978), welches sich negativ auf das Knochenmineral auswirken
konnte. Jedoch zeigte sich in den entsprechenden Proben keine Reduktion des Threonins. Eine
signifikante Reduktion des Phosphatgehalts ohne addquaten Ersatz wiirde die Nanokristalle zu
stark destabilisieren und hdchst wahrscheinlich zu einer fundamentalen Umstrukturierung des
Minerals fiithren, was in den FTIR-und auch Raman-Spektren zutage treten miisste und nicht der
Fall war. Es fiel jedoch weiterhin auf, dass die Position der v;-Carbonatbande unter anderem bei
allen C. histolyticum-Proben in hohere Wellenzahlenbereiche verschoben war, was prinzipiell auf
eine Modifikation der Typ A- und/oder der Typ B-Carbonatumgebung hindeutet.

Bei drei Proben, darunter wiederum auch ein mit C. histolyticum beimpfter Knochen, zeigten eine
schwache akzessorische OH-Bande im Wellenzahlbereich um 3600 cm-, wie sie bereits bei den
iiber einen langeren Zeitraum experimentell hydrolytisch degradierten Proben beobachtet wurde
(siehe 4.1.4.3, Seite 136). Im Gegensatz zu den unter hydrolytischen Bedingungen degradierten
Proben konnte hier kein Zusammenhang mit der Degradation der organischen Matrix oder Ver-
anderungen der Kristallinitdt bzw. des C/P-Verhiltnisses festgestellt werden, jedoch war auch
hier die v,CO32-Bande in hohere Wellenzahlenbereiche verschoben.

Dies konnte die Theorie unterstiitzen, dass die Detektion der zusatzlichen OH-Bande, welche mit
der Reduktion des Wasser-Signals in diesem Bereich des Spektrums korrespondiert, auf einer
Entwasserung des Kristalls durch den Verlust von H,0-Molekiilen an der Channel-Site der Kris-
tallite beruht. Die so entstehende Vakanz konnte durch freies Hydrogencarbonat besetzt werden,
welches somit der Typ A-Position des Carbonats entspricht und fiir die Verschiebung der v,C032--
Bande verantwortlich sein konnte. Der Mechanismus, welcher zu dieser potenziellen Entwasse-

rung fithren konnte, ist jedoch unklar.

Im Zuge der Raman-Analysen konnten innerhalb des Kollektivs Variationen in der Halbwerts-
breite des Raman-Hauptpeaks beobachtet werden, wobei sich der Peak bei den auffélligen Proben
stets verbreiterte. Anders als bei den hydrolytisch degradierten Proben konnte in diesem Fall
allerdings kein Zusammenhang zwischen der nach der FTIR-Messung bestimmten Kristallinitat
und der Halbwertsbreite des Peaks gefunden werden. Statt der nach Freeman et al. (2001) postu-
lierten Abnahme der Kristallinitit bei einer Verbreiterung des Raman-Hauptphosphatpeaks
konnte in zwei Proben stattdessen eine Zunahme beobachtet werden. Wie bereits weiter oben
diskutiert, korrespondierte die Zunahme der Kristallinitat in der Regel mit der Abnahme des C/P-
Verhaltnisses, was prinzipiell den Verlust von Carbonat aus dem Knochen andeutet. Jedoch zeig-
ten auch jene Knochen mit erh6hter Halbwertsbreite der vi-Hauptphosphatschwingung zumeist
ein erniedrigtes C/P-Verhaltnis. Und auch das Verhaltnis der stabilen Sauerstoffisotope war zu-
meist deutlich hinsichtlich des schweren Isotops abgereichert. Dies kdnnte ein weiteres Indiz da-
fiir sein, dass im Zuge der mikrobiellen Degradation produzierte Sauren das Knochenmineral an-
l6sen (siehe 5.1.4.2) und hierdurch nicht nur die Carbonatumgebung der Kristallite, sondern auch
die Phosphatgruppen signifikant beeinflussen konnen, wie es bereits von mehreren Autoren

vermutet wurde (z.B. Zazzo et al. 2004a).
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Drei der experimentell bakteriell degradierten Proben wiesen zudem eine relative Blauverschie-
bung der Raman-Hauptphosphatbande auf, jedoch waren dies nicht dieselben Knochen, bei wel-
chen eine Verbreiterung des Peaks bzw. Verdnderungen des C/P-Verhaltnisses festgestellt wur-
den. Nach Thomas et al. (2007) soll dies ein Hinweis auf die Konformationsdnderung der Kno-
chenkristallite durch Verzerrungen sein, welche durch die Inkorporierung von Anionen-Kontami-
nationen entstehen, hauptsachlich Fluorid. Diese verdndern das Kristallfeld des im Gitter gebun-
denen Phosphats und fithren damit zu einer Verschiebung der vi-Bande. Jedoch konnten an den
Spektren der betroffenen Proben keine weiteren Abweichungen zu den frischen Referenzknochen
ausgemacht werden. Auch konnten keine unmittelbaren Zusammenhange mit sonstigen Verdnde-

rungen der organischen oder anorganischen Matrix hergestellt werden.

Bodengelagerte Proben

Die frithdiagenetisch beeinflussten Proben des Westfriedhofs zeigten insgesamt recht homogene
Kristallinitdtswerte, wobei interessanterweise der mit CI = 2,6 hochste Wert von der Probe mit
der langsten (PMI = 60 Jahre) und den beiden Knochen mit der kiirzesten Liegezeit (PMI = 8 bzw.
9 Jahre) gezeigt wurde. Da die Knochen mit der kiirzesten Liegezeit ebenso Auffalligkeiten hin-
sichtlich des Kollagenerhalts aufwiesen (vgl. 5.1.3.1), konnte dies ein weiteres Indiz dafiir sein,
dass das Gewebe sowohl hinsichtlich der organischen als auch der anorganischen Matrix im Zuge
der Dekomposition des Weichgewebes und der so entstehenden sauren Verwesungsprodukte
derart vorgeschadigt sein kdnnte, dass die Behandlung des Knochenpulvers mit Ca-Acetat-Essig-
saurepuffer zur anschlief}enden Probenaufbereitung zu einer leichten VergréfRerung der Kno-
chenkristallite fithren kann. Dies wurde bereits durch Nielsen-Marsh und Hedges (1997) vermu-
tet. Eventuell bewirkt ein Aufquellen der Kollagen-Tripelhelices, dass die Verbindung zwischen
dem Polypeptid und den Mineralplattchen gelockert wird, was wiederum die Angriffsflache exo-
gener Noxen auf die Kristalle erhoht. Es ist denkbar, dass sich dieser Zustand durch den Wegfall
der Einwirkung der sauren Dekompositionsfliissigkeiten nach abgeschlossener Weichgewebsde-
gradation wieder aufthebt und sich das Kompositgewebe beispielsweise durch ein Zusammenzie-
hen der Kollagenfibrillen im Zuge der Austrocknung erneut stabilisiert.

Bei dem leicht erhohten Kristallinititswert der diagenetisch altesten Probe des Westfriedhofs
konnte es sich dagegen um die bereits mehrfach beschriebene spontane, leichte Vergrofderung der
Knochenkristallite der frithen postmortalen Phase handeln, welche dem Prinzip der Ostwald-Rei-
fung folgt (z.B. Trueman et al. 2008, 1.3.2.1). Dies deckt sich auch mit der Beobachtung, dass die
Mehrzahl der archdologischen Proben insgesamt leicht hohere Kristallinitatswerte aufwies als die
Knochen des Westfriedhofs, wobei keine der Proben den in der Literatur definierten Grenzwert
fiir ,unverandertes Mineral”“ tiberschritt.

Zwar bestand hinsichtlich des Gesamtprobenkollektivs ein hoch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Kristallinitat der Proben und deren Liegezeit, jedoch galt dies nicht fiir die beiden
einzelnen Stichproben, womit die von Patonai et al. (2012) vorgeschlagene Eingrenzung der Lie-

gezeit anhand des Kristallinitdtswerts als in der Praxis nicht durchfiihrbar widerlegt wurde.
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Die Tatsache, dass auch kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der Kristallinitdt und dem
Organik-Gehalt des Knochens hergestellt werden konnte (siehe 4.2.6, Seite 159), unterstreicht,
dass die Diagenesevorginge in bodengelagertem Material nicht mit dem einfachen Modell der hy-
drolytischen Degradation vergleichbar sind, bei welcher eine Vergrofderung der Knochenkristal-
lite mit dem Verlust der Kollagenfibrillen einhergeht.

Die Aktivitdt von Mikroorganismen spielt eine entscheidende Rolle fiir das Erscheinungsbild der
Knochenkomponenten nach langeren Liegezeiten. So zeigten die vier archiologischen Proben mit
den hochsten Kristallinititswerten (CI = 2,9) teilweise sehr hohe Ausbeuten organischer Sub-
stanz, wobei die verdnderten Werte des prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffanteils einen ge-
wissen Grad an exogener organischer Kontamination anzeigten. Jedoch liefden sich diese auch
nicht im Rahmen der Aminosdureanalyse darstellen, da diese entweder im Zuge der Hydrolyse
zerstort werden oder der Abbau biogener Aminosauren durch den Eintrag exogener Molekiile
mehr oder weniger ausgeglichen wird.

Es fiel jedoch auf, dass die Proben mit erh6hten Kristallinitdtswerten meist auch eine akzessori-
sche OH-Bande im Wellenzahlbereich um 3600 cm-! aufwiesen, was den Verlust strukturell asso-
ziierten Wassers anzeigt, und in der Regel auch ein erniedrigtes C/P-Verhaltnis hatten. Dies deutet
auf den Verlust von Carbonat aus dem Knochen hin, was auch zu den erhohten Kristallinititswer-
ten passen wiirde, da der Verzerrungsgrad der Nanokristalle mit abnehmendem Carbonatgehalt
geringer wird und die Kristalle damit grof3er werden kénnen.

Sowohl bei den Proben des Westfriedhofs als auch den archdologischen Knochen konnte ein sta-
tistischer Zusammenhang zwischen der Kristallinitdt bzw. Gréf3e der Knochenkristalle und dem
Individualalter bestdtigt werden, wobei bei alteren Individuen (Altersklasse Senilis) Mineral mit
geringerer Kristallinitit nachgewiesen werden konnte als in den jiingeren Altersklassen. Dies
kann dadurch erklart werden, dass der Gehalt des inkorporierten Carbonats des Knochenminerals
zu Ungunsten labiler lonen mit dem Alter zu- und die Kristallinitat dadurch abnimmt (Boskey und
Coleman 2010, Rey et al. 1991). Osteoporose hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Kristalli-
nitdt und damit die Zusammensetzung des Knochenminerals.

Es bestand weder ein statistischer Zusammenhang zwischen vor allem periostal beobachtbaren
Rekristallisationsphdnomenen noch mikroskopisch belegter authigener Kristallformation inner-
halb der Compacta und der Kristallinitiat der Proben. Das C/P-Verhaltnis wurde im Gegensatz dazu
jedoch deutlich hiervon beeinflusst. Im Gegensatz zu den erniedrigten Werten, wie sie in Verbin-
dung mit einer Erhéhung der Kristallinitat festgestellt wurden, konnte bei einem deutlich erh6h-
ten C/P-Verhaltnis in keinem Fall eine auffillig erhohte Kristallinitét festgestellt werden, jedoch
wiesen alle Proben des archdologischen Kollektivs mit C/P > 0,85 mikroskopisch nachweisbare
authigene Kristallbildung auf und reflektieren damit die Kontamination mit carbonathaltigen
Fremdmineralphasen. Bei C/P-Werten > 0,90 wurde zudem in den entsprechenden FTIR-Spek-
tren ein Calcit-typischer Peak identifiziert. Die dominanten, fiir reinen Calcit typischen Banden
werden in einem Bereich von 1409 cm-1, 875 cm! und 725 cm-! detektiert (Rodriguez-Blanco et
al. 2011). Dies betrifft damit nicht den Wellenzahlenbereich, welcher fiir die Berechnung der Kris-
tallinitdt von Knochenmaterial verwendet wird (~565-605 cm-, 1.5.2), sehr wohl aber jenen fiir
die Bestimmung des C/P-Verhaltnisses (~565-605 und 1425-1460 cm-, 1.5.2), weshalb hier
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durch eine Uberlagerung der knochentypischen Peaks mit dem Calcit-Hauptpeak eine Beeinflus-
sung des C/P-Verhaltnisses festgestellt werden kann.

Da die Fremdkristalle authigener Natur sind und keine Fremdionen in das Knochenmineral inte-
griert werden, bleibt die Kristallinitdt des Knochens unbeeinflusst. In allen betroffenen Proben
konnte, mit einer Ausnahme, die Kontamination im Zuge der Probenaufbereitung entfernt und
das C/P-Verhaltnis abgesenkt werden.

Die Kontamination der Probe BrA 3, welche nicht auf Calcit, sondern auf ein anderes carbonathal-
tiges Mineral zuriickzufiihren sein diirfte, konnte nicht ndher eingegrenzt werden. Fiir die genaue
Identifizierung wiren umfassende rontgendiffraktometrische Untersuchungen notwendig. Je-
doch konnte auch bei dieser Probe die Kontamination im Zuge der Probenaufbereitung eliminiert
werden. Im Gegensatz zu den mit Calcit verunreinigten Knochen zeigte sich hier jedoch nach der
Aufbereitung eine Zunahme der Kristallinitat. Dies deutet darauf hin, dass die Behandlung des
Knochens mit Ca-Acetat-Essigsdurepuffer bereits angeloste bzw. rekristallisierte Kristallaggrega-
te entfernte und nur der hypermineralisierte Bioapatit zuriickblieb (Nielsen-Marsh und Hedges
2000b).

Auch einige der Proben des Westfriedhofs zeigten auffillige C/P-Werte, jedoch konnten diese
nicht auf mineralische Kontaminationen zuriickgefiihrt werden. Erh6hte Werte (C/P > 0,80) wa-
ren stets mit mehr oder weniger deutlichen, fiir Fettsduren typischen Peaks in den FTIR-Spektren
assoziiert. Die zundchst vermutete Kontamination der vor der Messung hergestellten Presslinge
beispielsweise durch Hautfette konnte widerlegt werden. Die histologische Untersuchung aller
betroffenen Proben ergab eine flaichendeckende Durchdringung der Knochencompacta mit Fett-
wachs, welches auch im Zuge der Entfettung der Proben mit Diethylether nicht eliminiert werden
konnte (vgl. 5.1.2.2, siehe auch van Klinken 1999). Henderson et al. (2013) machten in ihrer Studie
an Skelettmaterial aus dem 19. Jahrhundert dieselbe Beobachtung und fiihrten die detektierten
Signale ebenso auf Fettwachs zuriick. Durch die Deproteinierung der Proben im Zuge der weiteren
Aufbereitung wurde das C/P-Verhiltnis in den normalen Bereich abgesenkt, lediglich in einem
Fall wurden aufgrund der hohen chemischen Resistenz von Adipocire die Fettsduren nicht voll-
standig aus dem Knochen entfernt, und das C/P-Verhiltnis blieb aufgrund des Uberschusses von
Kohlenstoff erhoht.

Erhohte C/P-Werte (C/P > 0,9) konnten tendenziell mit der Beschaffenheit des Liegemilieus kor-
reliert werden und traten ausschliefdlich bei hoheren pH-Werten des Bodens auf (pH > 8,0). Dies
deckt sich mit der Tatsache, dass Adipocire eher unter leicht alkalischen Milieubedingungen ent-
steht (Mellen et al. 1993).

Die beiden Proben des Westfriedhofs, welche durch niedrigere C/P-Werte auffielen als die restli-
chen Knochen des Kollektivs (C/P = 0,67), zeigten im histologischen Bild deutliche Anzeichen von
systemischen Erkrankungen, welche vermutlich auf renale Dysfunktion zuriickgehen. Nierenin-
suffizienz wirkt sich fundamental auf den Phosphathaushalt des Kérpers aus und kann so bei
chronischem Verlauf auch die Zusammensetzung des Knochengewebes beeinflussen (Bran-
denburg und Floege 2009). Auch hinsichtlich des Verhaltnisses der stabilen Isotope von Kohlen-

stoff aus dem strukturellen Carbonat hoben sich diese beiden Proben von den tibrigen ab, was fiir
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einen gestorten Metabolismus bzw. andere Fraktionierungseffekte wihrend der Kristallforma-
tion sprechen konnte (vgl. 5.1.4.2, Seite 219).

Dasselbe war bei den archidologischen Proben zu beobachten, welche ebenso erniedrigte C/P-
Werte aufwiesen. Auch diese Proben zeigten Anzeichen sich an der Mikrostruktur des Knochens
manifestierender pathologischer Geschehen in Form von Haltelinien. Auffallig war, dass jene Pro-
ben mit erniedrigtem C/P-Verhéltnis nach der Probenaufbereitung eine noch starkere Absenkung
der Werte zeigten, was einen erhdhten Anteil labilen Carbonats anzeigen konnte, welcher im Zuge
der Extraktion verloren geht.

Die Raman-Spektren der bodengelagerten Proben wichen generell nur sehr wenig voneinander
ab, lediglich einige der archdologischen Proben wiesen diverse zusatzliche Signale auf, welche bei
den restlichen Knochen der Stichprobe nicht detektiert wurden. Es war schwer, die Banden einem
bestimmten Mineral zuzuordnen. Anhand der Software RDSS¢° konnte keine eindeutige Eingren-
zung vorgenommen werden, jedoch ergab der Vergleich mit weiteren online-Datenbanken
(RDRS79, RRUFF71) mogliche Hinweise auf Spuren von Cuprit (Cu20) oder einem anderen Kupfer-
oxid in den entsprechenden Knochen, was zumindest die Signale in den niedrigeren Wellen-
langenbereichen erkldren wiirde (Chrzanowski und Irwin 1989). Cuprit ist ein rotliches, haufig
als Korrosionsprodukt von Bronze auftretendes Mineral und kann im Zuge der Exposition mit
dem feuchten Bestattungsmilieu entstehen (Scott 2002). In den FTIR-Spektren zeigten sich keine
fiir Cuprit typischen Banden, jedoch kénnten diese durch das Signal des Knochenminerals iiber-
lagert werden. Fiir die endgtiltige Identifizierung der Fremdmineralphase miissten Mikrosonden-
Rastermessungen vorgenommen werden.

Bei einigen der in situ degradierten Proben fiel weiterhin eine relative Verschiebung der vi-Haupt-
phosphatbande auf, wobei im Gegensatz zu den bakteriell degradierten Proben ausschliefilich
eine Rotverschiebung beobachtet werden konnte. Dies wird in der Literatur, wie bereits weiter
oben erwahnt, auf den Einbau von Fremdionen in das Kristallgitter der Knochenkristallite zurtck-
gefiihrt.

Eine Verschiebung des Peaks in hohere Wellenlangenbereiche wird der Einfithrung jener Ionen
zugeschrieben, welche die Grofe der Einheitszellen verringern (King et al. 2011). Nach Thomas
et al. (2007) sollen besonders die Kationen Ba2+*, Mn2+ und Sr2+ fiir die Rotverschiebung des Phos-
phatpeaks Knochen verantwortlich sein, wobei nur die Substitution mit Mn2+ aufgrund des im
Vergleich zu Calcium kleineren Atomradius zu einer Reduktion des Volumens der Einheitszellen
fiihren wiirde. Aufderdem schreiben die Autoren eine Verschiebung des Hauptphosphatpeaks le-
diglich fossilem Material zu, wobei in der vorliegenden Studie auch elf Proben mit Liegezeiten
unter 60 Jahren eine deutliche Rotverschiebung des Peaks zeigten. Mit dem Alter und zunehmen-
dem Umbau des Knochens nimmt dessen Gehalt an Barium zu (Manea-Kritchen et al. 1991), je-
doch konnte kein Zusammenhang zwischen der Position des Peaks und dem Individualalter er-
kannt werden. Alkoholkonsum soll sowohl den Barium- als auch den Strontiumgehalt des

Knochens negativ beeinflussen, wahrend im Rattenmodell gezeigt wurde, dass eine proteinarme

69 Raman Data Search and Storage, Version 09.2013
70 Buzgar, N.; Apopei, A.L; Buzatu, A. (2009): Romanian Database of Raman Spectroscopy (http://rdrs.uaic.ro).
71 Lafuente et al. (2015)
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Erndhrung zu einem Anstieg des Strontiumgehalts des Gewebes fiihrt (Gonzalez-Reimers et al.
1999).

Es konnte nicht geklart werden, ob die Rotverschiebung der Hauptphosphatbande auf diageneti-
sche Vorgange oder doch eher physiologische Unterschiede zuriickgefiihrt werden kann, da auch
eine an der Probe durchgefiihrte Mikrosondenmessung keine Erkenntnisse brachte.

Insgesamt zeigten die mittels Raman-Spektroskopie erhobenen Parameter die geringsten Korre-
lationen mit anderen Knochenmerkmalen. Dies kann daran liegen, dass fiir die Raman-Analysen
Punktmessungen am ganzen Knochen durchgefiihrt wurden, wahrend fiir alle anderen Verfahren
der Knochen vor der Untersuchung pulverisiert wurde und somit eine Querschnittsanalyse repra-
sentierte. Der Aussagewert der Methodik fiir Diagenesestudien ist daher im Hinblick auf andere

Verfahren als eher gering einzuschéatzen.

5.2 Zusammenhinge diagenetischer Mechanismen

Die Ergebnisse aus den experimentellen Degradationsversuchen ergaben diverse Erkenntnisse im
Hinblick auf die Interpretation der Daten der in situ degradierten Proben.

Wie bereits in anderen Studien deutlich wurde (z.B. Harbeck 2007), bestatigte sich ein greifbarer
Unterschied zwischen den Resultaten der rein hydrolytisch degradierten und mikrobiell beein-
flussten Proben. Es zeigte sich, dass im Fall der thermisch-hydrolytischen Degradation ein linea-
rer Zusammenhang zwischen der Dekomposition der organischen und der anorganischen Matrix
bestand und somit ein relativ einfach nachvollziehbares Modell der degradativen Mechanismen
erstellt werden konnte (5.2.1). Die biogene Degradation dagegen zeigte keine strikt linearen Be-
ziehungen zwischen dem Abbau der Knochenkomponenten, was die Interpretation der Ergebnis-

se und die Erstellung eines generalisierten Modells erschwerte (5.2.2).

5.2.1 Zusammenfassung der Simulation der hydrolytischen Degradation

Abb. 5.7 fasst die als statistisch hoch signifikant identifizierten Zusammenhange zwischen den
analysierten Parametern der organischen und anorganischen Knochenfraktion noch einmal sche-

matisch zusammen und verdeutlicht die Kreuzbeziehungen zwischen den Merkmalen.
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Die Zusammenhange sind insgesamt sinnvoll interpretierbar. Der sukzessive Verlust von Amino-
sauren durch die hydrolytische Spaltung der Peptidbindungen des Proteins konnte konsequen-
terweise mit einem Absinken des prozentualen Anteils von Kohlenstoff und Stickstoff in Verbin-
dung gebracht werden. Der Verlust der organischen Komponente bewirkte so eine verstarkte Ex-
position der Nanokristalle gegeniiber dem wassrigen Umgebungsmilieu.

Zunidchst wurde so jene die Kristallite umgebende, als Puffer wirkende Hydrathiille entfernt, und
die Nanokristalle konnten daraufhin direkt mit dem Umgebungsmedium interagieren. Dies filihrte
vermutlich zunéchst zu lokalen, peripheren Reaktionen und einem Ansteigen der Kristallinitat
nach dem Prinzip der thermodynamischen Stabilisierung (siehe 1.2.1.2). Ebenso direkt wirkte
sich das Absinken des prozentualen Stickstoff- und Kohlenstoffgehalts auf das Auftreten einer ak-

zessorischen OH-Bande im FTIR-Spektrum im Bereich des Wasser-Signals aus.

Kollagen Mineral
Gewichtsanteil ¢ Gewichtsanteil f Verschiebung f
—
v2C03? (FTIR)
I \
%N § Kristallinitit 4  |—— OH-Bande (FTIR) 4
\ 1
Qualitit ASA  {
_— L 8
0,
%C y FWHM y | | ¢/P §

I (Raman)

C/N §

Abb. 5.7 Ubersicht iiber die statistisch belegten, hoch signifikanten Zusammenhinge zwischen den untersuchten Kno-
chenparametern der experimentellen hydrolytischen Degradation.

Es ist jedoch unklar, ob dies nur auf die Anderungen der Kristallinitit und damit den Verlust der
in den Kristall an der ,Channel Site” eingelagerten Wassermolekiile zuriickzufiihren ist (1.2.1.2
und 5.1.4.3) oder aber zusatzlich bzw. primar auf den Verlust von mit den Aminosauren assozi-
iertem Wasser (5.1.4.3), reflektiert durch das Absinken des prozentualen Kohlenstoff- und Stick-
stoffgehalts des Kollagens. Die Erhohung der Kristallinitdt des Minerals konnte neben dem Auf-
treten der OH-Bande auch mit den meisten iibrigen Anderungen der mineralischen Parameter in
Zusammenhang gebracht werden, die generell mit Modifikationen des Carbonatgehalts der Kris-
tallite korrespondieren (5.1.4.3). Die Verschiebung der v,C0O32--Schwingung in den FTIR-Spektren

zeigte allerdings keinen absoluten Zusammenhang mit der Kristallinitdt und auch nicht mit dem
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C/P-Verhaltnis, welches relative Verluste von Carbonat aus den Kristalliten anzeigen sollte. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Carbonatbande bei ca. 870 cm! tatsichlich sehr stark
von labilem Carbonat dominiert sein diirfte, welches im Zuge der hydrolytischen Degradation
vermutlich sehr schnell entfernt wird (5.1.4.3, Grunenwald et al. 2014).

Die Assoziation des Peaks mit dem Auftreten der OH-Bande bei ca. 3600 cm-! kénnte weiterhin
darauf hindeuten, dass urspriinglich an der ,Channel Site eingelagerte Wassermolekiile durch
Carbonationen aus der Hydrathiille verdrangt werden kénnten.

Aus den Erkenntnissen der experimentellen hydrolytischen Degradation konnte schliefdlich das
in Abb. 5.8 dargestellte Ubersichtsmodell des Degradationsverlaufs erstellt werden. Der Zusam-
menhang zwischen den Parametern der organischen und anorganischen Knochenfraktion zeigte
sich linear, da durch den hydrolytischen Einfluss die Bindungen zwischen den Briickenmolekiilen,
hauptsachlich Proteoglycanen und Glycosaminoglycanen vermutlich unmittelbar nach Versuchs-
beginn gespalten wurden und so sowohl das Kollagen als auch die Mineralplattchen leichter an-
greifbar waren (siehe 5.1.3.1). Die daraus resultierende Schwachung der Quervernetzung der Kol-
lagenmolekiile, das Aufquellen der Tripelhelix und die Lockerung der Nanokristalle fiihrten zu-
nachst jedoch nicht zu einem Austreten grofderer Mengen von Polypeptidfragmenten aus dem
Knochen, da die initiale Modifikation der Werte (Einbruch %C, %N, Aminosdurekonzentration,
Anstieg der Kristallinitdt, Abnahme des C/P-Verhaltnisses) in den Proben des weiteren Versuchs-
verlauf nicht mehr zu beobachten war. Im Rahmen der Extraktion des Kollagens nach einer ande-
ren als in dieser Arbeit angewandten Methodik, welche den Knochen schonender demineralisiert,
da der Knochen hierfiir nicht pulverisiert und eine schwéachere, gekiihlte Saure verwendet wird,
waren zudem kaum Fluktuationen in den Kollagenparametern am Anfang des Versuchs erkenn-
bar (Daten unveroffentlicht). Dies deutet weiterhin darauf hin, dass die Demineralisierung von

bereits hydrolytisch vorgeschiadigtem Kollagen mit 1 M HCI zu aggressiv sein konnte.

Nach der initialen Schadigung der Kollagenmolekiile und der Kristallinititszunahme des Kno-
chenminerals stabilisierte sich die Struktur voriibergehend, eventuell durch die Ausbildung ther-
misch induzierter Briickenbindungen zwischen Kollagen und Mineral oder dem Verschluss von
Mikroporen durch die Vergrof3erung der peripheren Knochenkristallite. Mit zunehmender Inku-
bationsdauer und dem damit verbundenen Materialverlust hob sich dieser Effekt jedoch wieder
auf, und das Wasser konnte bis tief in die Struktur eindringen, was schliefdlich durch einen positi-
ven Riickkoppelungseffekt zu einer rapiden Spaltung der Peptidbindungen des Kollagens und ei-

ner erhohten Angreifbarkeit, Anlésung und Rekristallisation des Knochenminerals fiihrte.
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Abb. 5.8 Schematische Ubersicht iiber den Ablauf der hydrolytischen Degradation der Knochenproben. Abbildungen
verdndert nach Bertassoni et al. (2012) und Zhong und Chu (2012).

Es war auffillig, dass die Proben der drei Spenderfemora ein unterschiedliches Diageneseverhal-
ten bzw. eine unterschiedlich stark ausgepragte Resistenz gegen den hydrolytischen Abbau auf-
wiesen. Da die drei Individuen aus verschiedenen Altersklassen stammten, wurde vermutet, dass
die altersbedingten physiologischen Unterschiede, welche sich im Glykationsgrad des Kollagens
ausdriicken, fiir diese Beobachtung verantwortlich sein konnten. Ein hoherer Glykationsgrad ver-
mittelt dabei eine hohere Resistenz gegen thermisch-hydrolytische Degradation, was sich insge-
samt in einem stabileren Verlauf aller {iber den Inkubationszeitraum gemessenen organischen
und anorganischen Parameter widerspiegelte.

Das Verhaltnis der stabilen Isotope erwies sich insgesamt als iiberaus resistent gegen den hydro-

lytischen Abbau des Gewebes. Besonders die [sotopensignatur des Kohlenstoffs aus dem Kollagen
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blieb bis zum Beginn der Phase der rapiden Zerstérung des Gewebes mit massivem Materialver-

lust gegen Ende des Versuchs unbeeinflusst und konstant.

Die dagegen etwas starkeren Schwankungen der Stickstoffisotopie zu Beginn des Experiments
wurden den bereits weiter oben diskutierten Aminosaureverlusten wiahrend der Kollagenextrak-
tion zugeschrieben. Die sensiblere Reaktion der Stickstoffisotopie auf die hydrolytische Schadi-
gung des Gewebes ist auf den geringeren Stickstoffgehalt des Kollagens (~ 15 %) im Vergleich zu
dessen Kohlenstoftbilanz (~ 43 %) zuriickzufiihren, welche eine hohere Puffereigenschaft auf-

weist.

Auch die Kohlenstoffisotopie des strukturellen Carbonats blieb bis zur rapiden Zerstérung der
Mikrostruktur und dem massiven Verlust der Organik sehr stabil, trotz offensichtlicher Beeinflus-
sung der Kristallinitdit und Schwankungen des Carbonatgehalts der Nanokristalle. Vermutlich ver-
blieben die aus dem Knochen geldsten lonen dank der fehlenden Wasserzirkulation in der Hydrat-
hiille der Kristallite, wobei keine statistische signifikante Korrelation mit der Position der v,-Car-
bonatbande der FTIR-Spektren und den 613Ccar-Werten nachgewiesen werden konnte. Eventuell
aus dem Umgebungswasser eingebaute Carbonationen bewirkten aufgrund des nahezu neutralen
Isotopenverhaltnisses keine Verschiebung der Kohlenstoffisotopie (5.1.4.2). Die isotopische Zu-
sammensetzung des Carbonatsauerstoffs dagegen zeigte sich von Beginn des Experiments an als
iiberaus instabil, was einen Austausch mit Sauerstoffionen aus dem Umgebungswasser suggeriert
(vgl. Munro et al. 2007).

Daher sind Analysen des Carbonat-Sauerstoffs aus Proben, welche offenkundig hydrolytischen
Bedingungen ausgesetzt waren, aufgrund der leichten Verdanderbarkeit der Werte eher abzuleh-

nen.

5.2.2 Mikrobieller Knochenabbau

Es war schwierig, anhand der Ergebnisse aus der experimentellen Beimpfung der Knochenproben
ein allgemeines Modell zur mikrobiell induzierten Diagenese des Gewebes zu erstellen. Zurtick-
zufiihren ist dies auf die offenkundig uneinheitlichen Abbaumechanismen und Strategien zur Res-
sourcennutzung der einzelnen Mikroorganismen. Weiterhin stellt sich bei biogener Aktivitat im
Gegensatz zu rein chemischen Mechanismen die zuséatzliche Problematik dar, dass neben geziel-
tem Abbau knocheneigener Substanz eine nicht einschatzbare Menge diverser organischer Kom-
ponenten in den Knochen eindringen und im Zuge der Probenaufbereitung mitunter nicht voll-
standig entfernt werden kann. Noch schwieriger wird die Interpretation, wenn Abbaureaktionen
und Infiltration organischer Kontamination simultan stattfinden. Dies zeigte sich unter anderem
darin, dass hinsichtlich der organischen Parameter nur der prozentuale Kohlenstoff- und Stick-
stoffgehalt einen sichtbaren Zusammenhang zeigten, wahrend eine unmittelbare Verbindung zu

Schwankungen in der Aminosdurebilanz nicht hergestellt werden konnte. Es wurde jedoch insge-
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samt sowohl aus der Aminosdureanalyse als auch der zumeist simultanen Abnahme des prozen-
tualen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalts deutlich, dass der Abbau des Kollagens eher quantitativ
als selektiv ablief. Die Auswertung der Ergebnisse wurde allerdings weiterhin dadurch erschwert,
dass die Anzahl der untersuchten Proben zu gering war, um valide statistische Analysen durch-
fiihren zu kénnen.

Die histologisch detektierten Bohrkanéle, welche besonders in den mit Streptomyces griseus be-
impften Knochen deutlich ausgepragt waren, bewiesen, dass die Mikroorganismen das Gewebe
befallen hatten und auch abseits der physiologischen Hohlrdaume tiefer in den kompakten Kno-
chen vorgedrungen waren. Jedoch konnte kein Zusammenhang zwischen dem Grad der mikro-
strukturellen Zerstérung und Veranderungen der organischen oder anorganischen Matrix herge-
stellt werden. Dies ist nicht iiberraschend, da die histologischen Index-Kategorien 4 und 5, welche
zusammen einen mikrostrukturellen Konservierungsgrad von 85 % darstellen, in der Beurteilung
des biomolekularen Erhalts teilweise zusammengefasst werden (siehe Hoke et al. 2011). Die Stu-
die ergab jedoch auch eine relativ geringe Teststéarke fiir das Merkmal der histologischen Integri-
tat zur Vorhersage der Kollagenerhaltung des Knochens.

Weiterhin war auffallig, dass an der mineralischen Matrix beobachtete Veranderungen wie die
Zunahme der Kristallinitidt und die Absenkung des C/P-Werts in der Regel nicht mit Modifikatio-
nen der organischen Knochenfraktion in Verbindung gebracht werden konnten. Die unter Punkt
5.1.4.3 diskutierten Zusammenhange zwischen der Kristallinitat, der Verschiebung der v,-Carbo-
natschwingung sowie dem Auftreten der akzessorischen OH-Bande bei 3600 cm-! sprechen fiir
eine Beeinflussung der Hydrathiille der Knochenkristallite und der Entwasserung der Nanokris-
talle, welche die rdumliche Vergrofderung durch den Verlust von Carbonationen begleitete.

Da die Bakterien von aufden auf den Knochen aufgebracht wurden ist es denkbar, dass durch die
lokale Ansduerung infolge mikrobieller Aktivitit die auf den Kollagenfibrillen aufliegenden Mine-
ralplattchen sehr schnell auf die Milieudnderung reagierten und sich die Kristallite vergrofierten.
Damit schlossen sich die physiologischen Liicken zwischen den Kollagenfibrillen, wodurch das
Kollagen vermutlich sogar zunachst vor weiterem Angriff geschiitzt wurde. Im Zuge der Deprote-
inierung des Knochens im Rahmen der Probenaufbereitung diirften die Rekristallisationsproduk-
te anschliefiend grofdtenteils entfernt worden sein (Nielsen-Marsh und Hedges 2000b), was auch
die Veranderung der §13Cca- und insbesondere der d'80c.»-Werte erklaren kann, wahrend die
Isotopensignatur des Kollagens keinen gravierenden Anderungen unterworfen war.

Die vergleichsweise stirksten Schwankungen zeigten die d13Cyxoi-Werte der Proben von Spender
3, dem altesten der drei Individuen. Hier wurde vermutet, dass der Glykationsgrad des Kollagens,
welcher hinsichtlich der rein hydrolytischen Degradation eine héhere Stabilitat des Molekiils ver-
mitteln diirfte (5.2.1), einem bevorzugten Abbau durch Mikroorganismen Vorschub leisten kénn-
te, da der erh6hte Zuckergehalt eine attraktive Nahrungsquelle fiir Bakterien darstellt.

Es ist zu erwarten, dass bei langeren Inkubationszeiten und einer fortschreitenden Schadigung
der Nanokristalle auch das Kollagen starker angegriffen wird und ein dhnliches Muster des Pro-

teinverlusts zu beobachten sein diirfte wie bei den hydrolytisch degradierten Proben (5.2.1).
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5.2.3 Besonderheiten der Frithdiagenese in situ

Es zeigte sich, dass die aus den experimentellen Degradationsversuchen gewonnenen Erkenntnis-
se wertvolle Hinweise auf die unter natiirlichen Bedingungen ablaufende frithe Diagenesephase
von Knochen lieferten. Dabei unterschieden sich die Vorgédnge in den bodengelagerten und nicht
bestatteten Proben prinzipiell lediglich in der Geschwindigkeit der ablaufenden Prozesse.

Die Bodenbedingungen erwiesen sich in der vorliegenden Studie als unerheblich fiir die friihe dia-
genetische Beeinflussung des Knochens. Siarge, mit dem Sarg assoziierte Textilien und Beklei-
dungsgegenstinde bleiben auf modernen Friedhofen teilweise sehr lange erhalten und schirmen
den Korper in der Frithphase der Diagenese effektiv vor den direkten Einfliissen des Bestattungs-
milieus ab. Dies zeigte sich unter anderem darin, dass die Durchdringung der Knochen mit Hu-
minstoffen nur eine untergeordnete Rolle spielte und erst mit der Dekomposition der Sarge durch
die im Holz enthaltenen Tannine deutlicher wurde.

Zwar ergab sich ein statistischer Zusammenhang zwischen der Bodenfarbe und dem mikrostruk-
turellen Erhaltungszustand des Knochens, jedoch ist nicht klar, ob der Zusammenhang als absolut
angesehen werden kann. Es handelte sich dabei um einen recht dunklen Boden, was fiir einen
hohen Organik-Anteil spricht und zu der Annahme passen wiirde, dass eventuell in den Sarg ein-
gesickertes, mit Huminstoffen aus dem Boden angereichertes Wasser eine antiseptische Wirkung
gehabt haben konnte (1.3.3.1). Jedoch waren bei noch dunkleren Béden durchaus bakterielle
Bohrkandle in den Knochen zu beobachten. Daher wird eher von einer sekundaren Beeinflussung
der mikrobiellen Aktivitit ausgegangen.

Sowohl bei den Proben des Westfriedhofs als auch den unbestatteten Rehkadavern wurde deut-
lich, dass die zeitliche Entwicklung bzw. der Ablauf der Faulnis einen entscheidenden Einfluss auf
die bakterielle Besiedlung des Knochens gehabt haben muss, was die Bedeutung der kérpereige-
nen Kommensalenflora hinsichtlich der Weichgewebszersetzung und auch der Invasion des Kno-
chens unterstrich. Den Bodenbakterien scheint dabei zumindest in der Phase der Frithdiagenese

keine grofiere Bedeutung zuzukommen.

Bei der Analyse der organischen Knochenmatrix fiel auf, dass die Proben mit den kiirzesten Lie-
gezeiten (< 20 Jahre) die starksten Modifikationen des Proteingehalts und dessen Zusammensetz-
ung aufwiesen. Diese Beobachtung wurde mit den Erkenntnissen aus der experimentellen hydro-
lytischen Degradation der frischen Knochen in Relation gesetzt, wo durch die Spaltung der Pepti-
doglycan- und Glycosaminoglycan-Schnittstellte zwischen Kollagen und den Mineralkristalliten
eine Vorschadigung des Kollagens durch hydrolytische Schwachung stattfand und die Knochen-
kristallite eine leichte Vergrofierung zeigten. Katalysiert wurde dies durch die Einwirkung der
sauren Dekompositionsprodukte des Weichgewebes, welche auf den Knochen einwirken konn-
ten. Der lange Erhalt fliissigkeitsdichter Sarge und/oder mit der Bestattung assoziierten Textilien
verstirkte diesen Effekt (siehe auch Ubersichtszeichnung 5.9). Nach dem Abschluss der Weichge-
websdekomposition und dem Wegfall der sauren Abbauprodukte schien sich die Kompositstruk-

tur erneut zu stabilisieren, da die Proben mit langeren Liegezeiten als 20 Jahren eine bessere Kon-
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servierung von Kollagen und eine geringere Kristallinitit zeigten. Dasselbe galt fiir die unbestat-
teten Rehknochen, bei welchen sich das Gewebe ebenfalls nach abgeschlossener Weichgewebs-

dekomposition stabilisierte.

Medikamente
Tod Einbalsamierung
Mumifizierung

Faulnis » Bakterielle Invasion

A

Freisetzung saurer Retardiertes Begrdbnis
Dekompositionsprodukte Erhaltung von Kleidung/textilen Resten
Fliissigkeitsdichte Sdrge
P
.|  Schwachung der Kompositstruktur des
o Knochens t—
Potenzieller Verlust von organischen und
anorganischen Bestandteilen im Zuge der |¢= Kolloidbildung durch
Probenaufbereitung geléste Huminstoffe
v
Sekundare Restabilisierung des Gewebes gk

nach Neutralisierung des Milieus

Abb. 5.9 Schematische Ubersicht iiber die diagenetischen Vorgénge in Knochen wahrend der friihen Phase der Dekom-
position.

Es ist anzunehmen, dass im weiteren Verlauf der Dekomposition mit zunehmender Beteiligung
der mikrobiellen Komponente eine Mischung der Ergebnisse der beiden experimentellen Degra-
dationsmodelle zum Tragen kommt, woraufhin sich die Nachvollziehbarkeit der Abbauvorginge
insbesondere des Kollagens verkompliziert, da mitunter fiir Mikroorganismen indikative Amino-
sauren sekundar aus dem Knochen entfernt werden kénnen.

Im Fall der archédologischen Knochen bestand jedoch eine statistisch hoch signifikante Korrelation
zwischen der Liegezeit und dem prozentualen Kollagenanteil des Knochens, nicht aber mit der
Qualitat des Kollagens. Dies spricht eher fiir einen gleichférmigen, unselektiven Verlust der Be-
standteile des Polypeptids und gegen einen zielgerichteten Abbau bestimmter Aminosauren, wie
es auch durch die Ergebnisse des Inokulationsexperiments deutlich wurde. Problematisch hin-

sichtlich der Aminosdureanalyse sowie im Hinblick auf die Bewertung der prozentualen Anteile
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von Kohlenstoff und Stickstoff des Knochenkollagens der frithdiagenetisch beeinflussten Proben
zeigte sich die Persistenz von Weichgewebsresten wie nicht vollstindig vergangener vaskularer
Strukturen innerhalb des Knochens, auch wenn aufgrund der vergleichsweise geringen Proben-

anzahl kein allgemeiner statistischer Trend beobachtet werden konnte.

Es wurde ebenso vermutet, dass im Zuge der Weichgewebsdekomposition entstehende Amine
(Putrescin, Cadaverin) bei einer Durchdringung des Knochens auch zu Verschiebungen der detek-
tierten Aminosdurekonzenztrationen aus der extrahierten Organik fiihrten. Ebenfalls als proble-
matisch erwies sich das Auftreten von Fettwachs innerhalb der physiologischen Hohlrdume der
Compacta, welches sich nicht durch die Entfettung mit Diethylether entfernen liefd und teilweise
auch nach der Deproteinierung des Knochenpulvers noch nachweisbar war. Hierdurch kam es
durch den Uberschuss an Kohlenstoff zu einer deutlichen Erhéhung des C/P-Verhiltnisses, wel-
che bei einer unreflektierten Analyse der Daten als Verdnderung des Knochenminerals fehlinter-
pretiert werden konnte.

Insgesamt zeigte sich das C/P-Verhéltnis der frithdiagenetisch beeinflussten Proben in einem re-
lativ eng gefassten Rahmen zwischen 0,70 und 0,85. Von dieser Spanne nach unten abweichende
Werte, welche einen relativen Phosphatiiberschuss anzeigen, konnten mit einem pathologischen
Erscheinungsbild der Knochenmikrostruktur in Verbindung gebracht werden, welches auf eine

metabolische Knochenkrankheit, wahrscheinlich unter Beteiligung der Niere, hinwies.

Als ebenfalls pathologisch und nicht diagenetisch bedingt wurde zudem die Erhéhung der Carno-
sin-Konzentration des Kollagens eingestuft, welche ausschlief}lich in Kombination mit mikro-
strukturellen Haltelinien bzw. starker Knochenresorption auftrat. Als Ursache hierfiir wurde eine
Diabetes-Erkrankung vermutet (vgl. 5.1.3.1). In Analogie zu den Erkenntnissen aus der experi-
mentellen bakteriellen Degradation, wo ein erhdhter Glykationsgrad des Kollagens die Attrak-
tivitat als Ressource fiir mikrobiellen Abbau steigerte, wurde dies auch in situ vermutet. Jedoch
konnten in diesem Zusammenhang keine Korrelationen zwischen den entsprechenden Alters-

klassen, der histologischen Integritit oder Veranderungen des Kollagens festgestellt werden.

Die mineralischen Parameter erwiesen sich generell als recht konstant. Jedoch zeigten sich trotz
der geringen Schwankungen der Werte gewisse Zusammenhange. Mit zunehmender Kristallinitat
verschob sich die v;-Carbonatbande der FTIR-Spektren in hohere Wellenzahlbereiche. Dies war
bereits tendenziell bei den experimentell hydrolytisch degradierten beobachtet worden, wobei
sich dieser simultane Anstieg dort erst ab dem 20. Inkubationstag deutlich abzeichnete.

Korrelationen mit dem Alter, der Liegezeit oder anderen intrinsischen und extrinsischen Faktoren
wurden nicht erkannt. Es wird daher vielmehr auch in diesem Fall angenommen, dass die Ver-
schiebung der v,C032-Schwingung eventuell mit einer Zunahme von labilem Carbonat korrespon-
diert, was wiederum zu einer Vergrofderung der NanoKkristalle fithrt. Der tatsachliche Verlust von
Carbonationen schien jedoch nur marginal zu sein, da das C/P-Verhaltnis keinen direkten Zusam-

menhang zeigte.
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Bei den archdologischen Proben, also in fortgeschrittenen Diagenesephasen, wurde keine zwing-
ende Korrelation zwischen einer Kristallinititszunahme und Verschiebungen der v,-Carbonat-
bande beobachtet, jedoch war hier der Anteil labilen Carbonats generell hoher, da die v2CO32-
Schwingung mehrheitlich in Bereichen iiber 871,5 cm-! angesiedelt war. Eine Erklarung hierfiir
ist nicht leicht zu finden. Bei einem zunehmenden Verlust von Carbonat aus den Knochenkristal-
liten, was den Anteil labilen Carbonats erh6hen miisste, wiirden sich diese vergréfiern und die
Kristallinitdt misste stetig zunehmen (1.2.1.2). Auch der C/P-Wert konnte in den meisten Proben
keinen Aufschluss tliber einen etwaigen Verlust von Carbonat geben. Eine mdgliche Erklarung
konnte sein, dass die duf3ere Hydrathiille der Nanokristalle unter bestimmten Liegebedingungen,
welche keine Wasserfluktuation zulassen, mit Carbonationen aus dem Umgebungsmilieu sowie
knocheneigenem Material gesattigt ist und ein stdndiger Austausch zwischen dem labilen und
dem gebundenen Carbonat stattfinden kann (siehe auch Rey et al. 2007).

Der ebenfalls mit hohen Wellenzahlenbereichen der v,C03%-Schwingung assoziierte OH-Peak in
manchen archdologischen Proben, welcher als indikativ fiir den Austausch zwischen in den Kris-
tall eingelagertem Wasser und Carbonat-lonen angenommen wurde (5.1.4.3), diirfte einen pro-

funderen Effekt auf die Kristallite und massivere Austauschreaktionen anzeigen.

Hinsichtlich der Verhaltnisse der stabilen Isotope des Kollagens und Carbonats in der frithdiage-
netischen Phase wurden die strukturellen Verdnderungen nicht so eingeschétzt, als dass sie zu
einer deutlichen Verschiebung der Werte gefiihrt hatten. Bei auffilligen prozentualen Stickstoff-,
Kohlenstoff- sowie C/P-Werten ist zum Ausschluss organischer Verunreinigungen und zur Iden-
tifizierung eventuell vorliegender renaler Osteopathien die Anfertigung histologischer Praparate

dringend zu empfehlen.

5.3 Implikationen fiir die Qualititskontrolle von Isotopenanalysen

Das Hauptziel der vorliegenden Studie war es, im Zuge der systematischen Untersuchung der im
Knochen ablaufenden diagenetischen Vorgange durch den Vergleich mit frischen, unveranderten
Proben jene Parameter zu identifizieren, welche am zuverlassigsten etwaige Verschiebungen der
in vivo erworbenen Isotopensignatur der organischen und anorganischen Knochenkomponenten
anzuzeigen vermochten. Das Augenmerk lag dabei insbesondere auf der Analyse der Prozesse
wahrend des initialen Dekompositionsprozesses und der Ausarbeitung eines Kriterienkatalogs
fiir die Qualitatsanzeige der mineralischen Matrix, da bislang diesbeziiglich in der archaometri-
schen Forschung kaum Sicherheiten bestehen.

Die praxisorientierte Eignung bestehender Qualitatskriterien (siehe 1.5) wurde dabei ebenso ge-

testet wie neue Herangehensweisen, und bislang verwendete Grenzwerte wurden den neuen Er-

239



5. DISKUSSION

kenntnissen angepasst. Dabei erwiesen sich einige der etablierten Qualititskriterien als eher un-
geeignet, diagenetische Veranderungen der Isotopensignatur der organischen und anorganischen

Knochenfraktion anzuzeigen.

5.3.1 Evaluation des Vorhersagewerts der untersuchten Marker fiir Verschie-

bungen der Isotopenverhiltnisse von Kollagen und Mineral

Anhand der in den Kapiteln 4.4.1 und 4.4.2 im Hinblick auf die experimentell degradierten Proben
eruierten Korrelationen wurde der Indikationswert der untersuchten Faktoren hinsichtlich der
Verschiebung der Isotopenverhéltnisse von C und N des Kollagens sowie C und O des Carbonats
bzw. Phosphats analysiert.

Die Berechnungen folgten dabei den statistischen Qualititsmarkern aus der klinischen Praxis,
welche sich auf den Satz von Bayes beziehen (vgl. 3.10), und wurden mithilfe der interaktiven
Plattform fiir biostatistische Kalkulationen durchgefiihrt (StatPages, www.statpages.org/ctab2x2.
html). Metrische Variablen wurden dafiir vor der Berechnung zunachst in ein bindres Skalenni-
veau umkodiert. Die hierfiir notwendige Abschitzung von Grenzwerten folgte der grafischen Be-

urteilung der jeweiligen Boxplots.

5.3.1.1 Beurteilung der Qualitatsmarker fiir Verschiebungen von 613C und §1°N

Die statistische Effektivitit der Parameter, fiir welche eine Korrelation mit Verschiebungen des
013C-Wertes aus dem Kollagen des Knochens festgestellt wurde (siehe 4.4.1) und die damit poten-
ziell fiir die Vorhersage veranderter Kohlenstoff-Isotopenwerte verwendet werden konnen, ist in
Tabelle 5.1 zusammengefasst.

Den hochsten positiven Vorhersagewert (PPV, positive predictive value), also den Prozentsatz je-
ner Proben, welche durch das Merkmal korrekt als ,verandert” angezeigt wurden, besaf3 iiberra-
schenderweise der prozentuale Gewichtsanteil der anorganischen Knochenfraktion. 90 % der
Proben, welche durch das Merkmal als ,,verandert erkannt wurden, zeigten tatsichlich verscho-
bene 613C-Werte. Auch der negative Vorhersagewert (NPV, negative predictive value) war mit 93
% korrekt prognostizierter unverdanderter Proben sehr hoch. Daraus resultierte eine insgesamt
hohe Effizienz des Testmerkmals von 93 %. Dennoch wurden so 31 % der verdnderten Proben
mithilfe des Merkmals nicht als isotopisch verdandert erkannt (falsch negativ), wahrend 2 % irr-
tiimlich als verschoben klassifiziert wurden (falsch positiv).

Die mit 18 % geringste Rate falschlich als unverdndert eingeordneter Proben wies das Merkmal
der akzessorischen OH-Bande in den FTIR-Spektren auf, jedoch lag hier der positive Vorhersage-
wert lediglich bei 69 % (Anteil korrekt zugeordneter veranderter Proben). 94 % der isotopisch
unveranderten Proben wurde so allerdings auch als nicht verschoben erkannt. Die Effizienz des
Tests war mit 88 % recht hoch.
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Tabelle 5.1 Ubersicht iiber die Giite der Vorhersagewahrscheinlichkeit verinderter 813C-Werte durch die analysierten
organischen Marker und mineralischen Indizes.
CI = Kristallinitatsindex, FWHM = Halbwertsbreite. PPV = positive predictive value, NPV = negative predictive value.

Sensitivitit Spezifitat PPV NPV Privalenz Effizienz

Gew. Organik <1 % 54 % 96 % 78% 90% 18 % 88 %
C(35%-52%) 67 % 88 % 53% 93 % 18 % 84 %
N (14 % - 17 %) 75 % 88 % 56% 94% 18 % 85 %
C/N (29 -34) 50 % 89 % 50% 89%  18% 86 %
CI>238 27 % 97 % 75% 82% 23 % 75 %
Kristallgrof3e (25 nm - 38 nm) 55% 95 % 75% 88% 23% 85%
OH-Bande FTIR 82 % 82 % 69 % 94 % 23 % 88 %
FWHM v1P043-Raman (15,5 - 19) 40 % 98 % 80% 87% 20% 78 %
Gew. Anorganik (45 % - 65 %) 69 % 98 % 90% 93% 19% 93 %

Die hochsten Raten falsch negativer Kategorisierungen zeigten die mineralischen Parameter Kris-
tallinitatsindex (73 %) sowie Halbwertsbreite viP0O43- (60 %), aber auch die organischen Marker
wie das molare C/N-Verhaltnis (50 %) und das prozentuale Gewicht der organischen Fraktion (46
%) ergaben hohe falsch negative Klassifizierungen. Eine etwas bessere Vorhersagequalitdt zeigte
der Kohlenstoff- bzw. Stickstoffanteil des Kollagens, jedoch war auch hier die Rate falsch negativer
Einordnungen recht hoch (33 % bzw. 25 %). Zudem lag der positive Vorhersagewert fiir die An-
zeige diagenetisch verdanderter §13C-Werte lediglich bei 53 % bzw. 56 %.

Hinsichtlich der Vorhersage postmortal modifizierter 615N-Werte war die Teststiarke der unter-
suchten Merkmale insgesamt geringer als fiir das Verhaltnis der stabilen Kohlenstoffisotope (sie-
he Tabelle 5.2). Trotz der sehr hohen Spezifitit (korrekte Identifizierung isotopisch unverdnder-
ter Proben) einiger Parameter (Gew. % Organik, FWHM v,1P043-, Gew. % Anorganik), war die Sen-
sitivitit (korrekte Identifizierung isotopisch veranderter Proben) meist relativ gering und damit
die Rate falsch negativ klassifizierter Proben hoch. Die hochste Sensitivitat wies hier der prozen-
tuale Kohlenstoffanteil auf, jedoch wurden durch dieses Merkmal dennoch 23 % der Proben mit
verschobenem §15N-Wert als unverdndert eingestuft. Die hohe Spezifitit und der hohe positive
Vorhersagewert von 87 % verliehen dem Test eine Effizienz von 88 %. Die zweithochste Sensi-
tivitat zeigte das Auftreten der akzessorischen OH-Bande in den FTIR-Spektren, aber immerhin
37 % der Proben mit verdndertem §1°N-Wert wurden damit als valide eingestuft. Die Effizienz des

Merkmals als Vorhersagemarker fiir veranderte Stickstoffisotopenwerte betrug 80 %.
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Tabelle 5.2 Ubersicht iiber die Giite der Vorhersagewahrscheinlichkeit verinderter 815N-Werte durch die analysier-
ten organischen Marker und mineralischen Indizes.
CI = Kristallinitatsindex, FWHM = Halbwertsbreite. PPV = positive predictive value, NPV = negative predictive value.

Sensitivitit Spezifitat PPV NPV Privalenz Effizienz
Gew. Organik <1 % 45 % 100 % 100 % 81% 30% 83 %
C(35%-52%) 77 % 96 % 87 % 93% 29% 88 %
N (14 % - 17 %) 58 % 89 % 69 % 84% 29% 80 %
C/N(29-34) 53 % 96 % 83 % 83% 29% 83 %
CI>28 19% 97 % 75 % 68% 36% 67 %
Kristallgréfde (25 nm - 38 nm) 38% 93 % 75 % 73% 36% 73 %
OH-Bande FTIR 63 % 90 % 77 % 81% 36% 80 %
FWHM v1P0O43-Raman (15,5-19) 31% 100 % 100 % 76%  32% 78 %
Gew. Anorganik (45 % - 65 %) 50 % 100 % 100 % 82% 31% 85 %

Fiir die Anwendung in der archdometrischen Forschung wurde in der Beurteilung der Ergebnisse
der Sensitivitdt ein hoherer praktischer Wert beigemessen als der Spezifitiat, da das Erkennen
postmortal isotopisch mutmafilich veranderter Proben entscheidend ist, um eventuelle Fehlinter-
pretationen der Daten zu vermeiden. Dennoch sollte die Spezifitit nicht zu niedrig sein, um nicht
zu viele hinsichtlich ihrer in vivo erworbenen Isotopensignatur gut erhaltenen Proben falschli-
cherweise fiir weitere Analysen auszusortieren.

Damit zeichnete sich ab, dass bei der Beurteilung modifizierter 613C- und 615N-Daten der prozen-
tuale Anteil von Kohlenstoff und Stickstoff an der extrahierten Organik mit die hochsten Sensiti-
vitatswerte erreichte. Jedoch wurden hierfiir neu definierte Grenzwerte angelegt, um den physio-
logischen Schwankungen innerhalb der frischen, diagenetisch unverdnderten Proben Rechnung
zu tragen (siehe Tabelle 5.1 und 5.2).

So wurde eine dhnlich hohe Spezifitit erzielt wie mit der Beurteilung der Proben anhand des mo-
laren C/N-Verhaltnisses (korrektes Erkennen unveranderter Isotopenwerte im Rahmen der ge-
setzten Grenzwerte), jedoch war hier die Sensitivitdt hoher. So wurden immerhin nur etwa 30 %
anstatt 50 % der Proben als falschlicherweise isotopisch verandert eingeschatzt, welche fiir ar-

chdaometrische Analysen anhand der Kriterien aussortiert wiirden.

Als flir beide Isotopensysteme zusatzlich sinnvoll erscheinendes Kriterium fiir die Beurteilung der
Integritat der Isotopenverhaltnisse erwies sich das Auftreten der akzessorischen OH-Bande im
FTIR-Spektrum. So zeigte sich nach den statistischen Berechnungen ein vielversprechendes Po-
tenzial als Qualitatsmarker. 82 % der Proben mit dem entsprechenden FTIR-Signal wiesen eine
Verschiebung des 613C-Werts auf, jedoch nur 63 % verdnderte §1SN-Werte. Die Rate der bei feh-
lendem OH-Peak nicht erkannten isotopisch verdanderten Proben betrug hinsichtlich des Kohlen-
stoff-Isotopenverhaltnisses 18 % und in Bezug auf das Stickstoff-Isotopenverhaltnis 10 %. Da
keines der Merkmale eine absolute Vorhersagegarantie fiir eine diagenetische Modifikation der in
vivo erworbenen Isotopenzusammensetzung des Gewebes leisten kann, wird eine Kombination
der in Tabelle 5.3 aufgefiihrten Kriterien angeraten, um die grofdtmaogliche Sicherheit flir die I[den-

tifikation potenziell isotopisch veranderter Proben zu erreichen.
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Tabelle 5.3 Empfohlene Kriterien fiir die Beurteilung der isotopischen In- Das in der archidometrischen

tegritdt von Kohlenstoff und Stickstoff aus dem Kollagen diagenetisch be- . o

einflusster Proben. Praxis am hdufigsten genutzte
Kriterium fiir die Identifizierung

mutmafilich diagenetisch veran-

Kriterium Grenzwert Restrisiko (falsch neg.)
% C 35-52 9% 12 % 813C; derter Isotopenwerte des Kolla-
4 9% 815N gens, das molare C/N-Verhalt-
%N 14-17 % 12 % 813C; nis, zeigte in den allgemein ge-
11 % 8N brauchlichen Grenzwerten von
OH-Bande FTIR  Vorhanden/ 18 9% 613C; 2,9 bis 3,4 dhnliche Schwichen

i 15
nicht vorhanden 10 % 8™*N in der Identifizierung hinsicht-

lich der Isotopenwerte des Kol-

lagens diagenetisch veranderter
Proben wie das Merkmal des prozentualen Organik-Gewichtsanteils. Das Hauptproblem hierbei
war, dass bei simultanen Schwankungen des prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalts, wie
beispielsweise in den experimentell bakteriell degradierten Proben beobachtet, das molare C/N-
Verhaltnis nur geringe Standardabweichungen aufwies und so eine gute Konservierung des
Kollagens vorspiegelte. Die mitunter hohe Spezifitit des Merkmals von 89 % (613C) bzw. 96 %
(615N) deutete an, dass jene Proben, welche innerhalb des Wertebereichs von 2,9-3,4 lagen, mit
einem Unsicherheitsfaktor von 4-11 % als isotopisch tatsachlich unverandert angesehen werden
konnen. Jedoch wurde so auch nur die Halfte der sicher als hinsichtlich des in vivo erworbenen
Isotopenverhdltnisses verandert erkannten Proben korrekt eingeordnet, was bedeutet, dass
anhand des Kriteriums 50 % diagenetisch unverdnderter Proben mit konserviertem Isotopen-
signal aussortiert wiirden. Dies unterstiitzt die bereits mehrfach gedufderte Kritik, dass die Grenz-
werte fiir die Identifizierung eines diagenetisch unverdanderten Isotopenverhaltnisses zu eng ge-
wahlt sind (1.5.1, Coltrain et al. 2004, Grupe et al. 2003, Harbeck und Grupe 2009). Jedoch fiihrte
eine Erweiterung des Grenzwerts wiederum zu einer sinkenden Spezifitit, was die Qualitat des
Kriteriums als validen Indikator fiir die Identifizierung veranderter Kohlenstoff- und Stickstoff-

isotopenwerte als kritisch erscheinen lasst.

Die Feststellung der Kollagenqualitit anhand der chromatographischen Aminosaureanalyse
konnte nicht als solides Kriterium fiir die Vorhersagbarkeit isotopischer Modifikationen herange-
zogen werden. Sowohl bei den experimentell bakteriell degradierten Proben als auch in den un-
bestatteten Rehknochen wurden keine sich strukturell gravierend auswirkenden Modifikationen
der Aminosaurekonzentrationen festgestellt und die Kollagenqualitdt wurde somit anhand der
aufgestellten Kriterien (vgl. 4.1.3.3) als ,sehr gut” bewertet, obwohl einige Proben postmortale
Verschiebungen der in vivo erworbenen Isotopensignatur zeigten. Eine solide statistische Aus-
wertung in Bezug auf die frischen Referenzknochen war jedoch nicht gegeben, da fiir die Bewer-
tung schliefdlich lediglich die experimentell hydrolytisch degradierten Proben zur Verfiigung stan-

den, da nur hier signifikante Schwankungen der Aminosaurekonzentrationen feststellbar waren.
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Der stiarkste Zusammenhang mit Verdnderungen der in vivo erworbenen Isotopenverhaltnisse
von Kohlenstoff und Stickstoff bestand mit den Aminosiuren Histidin und Leucin. Jedoch machen
diese Aminosauren nur einen geringen Anteil am Gesamtprotein aus (Hare 1980), und deren Kon-
zentrationsverdnderung sollte sich theoretisch nicht fundamental auf merkliche isotopische
Modifikationen des Proteins auswirken, solange die mengenmafdig hiufigeren Aminosduren
(Glycin, Prolin, Hydroxyprolin, 1.2.1.1) noch in physiologischem Maf3 vertreten sind. Die in Kapitel
4.1.3.3 fiir die Einteilung der Kollagenqualitit definierten Grenzwerte, welche sich an den domi-
nanten Aminosauren orientierten, zeigten jedoch keinen klar definierbaren Zusammengang mit
Verschiebungen der §13C- und 8§15N-Werte, weshalb die chromatographisch bestimmte Kollagen-
qualitat nicht als valider Indikator fiir diagenetische Veranderungen der Isotopenwerte des Kol-

lagens herangezogen werden kann.

5.3.1.2 Beurteilung der Qualitatsmarker fiir Verschiebungen von §13Ccarb und 8180carb

Metcalfe et al. (2009) fassten in ihrer Studie zusammen, dass bislang noch keines der als Diagene-
seindikator getesteten Kriterien, wie die vergleichende Analyse des Verhdltnisses der stabilen
Sauerstoffisotope von Carbonat und Phosphat, die Kristallinitdt und das C/P-Verhaltnis, Rontgen-
diffraktogramme oder auch histologische Untersuchungen, Veranderungen des in vivo erworbe-
nen Sauerstoffisotopenverhaltnisses der mineralischen Knochenfraktion anzeigen kann. Obwohl
der Fokus der Diageneseforschung hauptsachlich auf dem Sauerstoff liegt, gilt dies ebenso fiir die
Kohlenstoffisotopie des strukturellen Carbonats.

Die Definition valider Qualititsmarker fiir die Integritit der Isotopenverhaltnisse aus der minera-
lischen Knochenfraktion analog zum Vorgehen fiir die Kohlenstoff- und Stickstoffisotopie des Kol-
lagens war nicht so einfach realisierbar. Die §13C-Werte aus dem strukturellen Carbonat zeigten
sich sowohl bei den experimentell hydrolytisch degradierten Proben als auch bei den unbestatte-
ten Rehknochen relativ konstant, lediglich die Knochen des bakteriellen Degradationsversuchs
wiesen stiarkere Schwankungen auf. Aufgrund der geringen Anzahl an Proben konnten damit
keine statistischen Analysen zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf die 6:3C-Werte durchge-
fiihrt werden.

Fiir jene Parameter, welche nach 4.4.2 einen statistischen Zusammenhang mit Abweichungen des
6180crp-Wertes zeigten, wurde die Indikationsqualitat fiir verschobene Werte berechnet und in
Tabelle 5.4 zusammengefasst. Die Merkmale wiesen insgesamt mit niedrigen positiven Vorhersa-
gewerten (alle < 35 %) nur schlechte Indikatorqualitaten auf. Zwar zeigten etliche Marker mit
jeweils hohen Sensitivitdten veranderte 6180..-Werte kKorrekt an, jedoch waren die Spezifitiaten
(richtige Einordnung isotopisch unverdnderter Proben) jeweils nur gering. Der Anteil falsch posi-

tiv klassifizierter Proben war damit sehr hoch.
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Tabelle 5.4 Ubersicht iiber die Giite der Vorhersagewahrscheinlichkeit verdnderter §180-Werte durch die analysierten
organischen Marker und mineralischen Indizes. CI = Kristallinitatsindex, FWHM = Halbwertsbreite. PPV = positive
predictive value, NPV = negative predictive value. Da die Pravalenz jeweils sehr hoch war, besitzen PPV und NPV nur
wenig Aussagekraft, weshalb die Beurteilung der Wahrscheinlichkeitsverhaltnisse bevorzugt wurde.

Sensitivitit Spezifitit PPV NPV Prival. Effizienz LR+ LR
Gew. Organik <1 % 100 % 42 % 21% 100% 64 % 50 % 1,73 0,00
C(35%-52%) 93 % 46 % 34% 96% 63 % 57 % 1,73 0,15
N (14 % - 17 %) 81 % 43 % 32% 88% 63 % 52% 142 044
C/N(29-34) 100 % 45 % 29% 100% 63 % 55%
CI>28 100 % 34% 13% 100% 69 % 40 % 1,52 0,00
KristallgroRe 88 % 35% 23% 93% 69 % 44 % 1,35 0,36
(25 nm - 38 nm)
OH-Bande FTIR 77 % 34 % 32%  79% 69 % 47 % 1,17 0,67
FWHM v1-P043- 100 % 31% 14% 100% 72 % 38% 1,45 0,00
Raman (15,5 -19)
Gew. Anorganik 100 % 44 % 24 % 100% 63 % 52% 1,77 0,00

(45 % - 65 %)

Da die errechnete Pravalenz zudem extrem hoch und damit unrealistisch war, wurde die Beurtei-
lung des Wahrscheinlichkeitsverhaltnisses (likelihood ratio, LR* und LR-) vorgezogen. Ein Wert
von 1 bedeutet dabei, dass die Wahrscheinlichkeit fiir ein positives (LR*) bzw. negatives (LR’
Testergebnis bei verdnderten und unveranderten Isotopenwerten gleich hoch und der Test damit
ungeeignet ist. Insgesamt waren die Wahrscheinlichkeitsverhaltnisse aller getesteten Marker zu

nahe an 1, als dass eine gute Indikatoreignung postuliert werden konnte.

Die als gebrauchlichstes Merkmal fiir mineralische Verdnderungen verwendete Kristallinitit der
Probe zeigte keinen direkt erkennbaren Zusammenhang mit diagenetischen Modifikationen der
isotopischen Integritat des Knochenminerals. Zwar wurden in den Degradationsversuchen durch-
aus Schwankungen der Kristallinitdt des Minerals beobachtet, jedoch fanden diese in der Regel
nur in einem kleinen Rahmen und innerhalb des in der Literatur definierten Grenzwerts fiir phy-
siologisches Knochemineral zwischen 2,5 und 3,9 statt (vgl. 1.5.2). Alle frischen Knochen sowie
alle Proben des friihdiagenetisch beeinflussten Kollektivs unterschritten zudem den unteren
Grenzwert von 2,5, die Obergrenze wurde von keiner Probe iiberschritten. Aufgrund der Daten-
lage schien es sinnvoller, den Grenzwertbereich ,unauffalligen“ Minerals zumindest zu modifizie-
ren und zwischen 2,2 und 2,8 festzulegen. Dennoch erwies sich das Merkmal als alleiniges Krite-
rium fiir eine Aussage iiber den Verdnderungsgrad der Mineralkristallite als wenig valide, zumin-
dest eine Kombination mit dem C/P-Verhaltnis sollte angestrebt werden (siehe weiter unten).

Laut Shemesh (1990) sollte die Kristallinitdt einer Probe in direktem Zusammenhang mit den
6180-Werten stehen, wobei niedrige Kristallinititswerte vom in vivo Zustand nicht abweichende
Sauerstoffisotopenwerte anzeigen sollten. In zahlreichen anderen Studien jedoch konnte, wie
auch in der vorliegenden Arbeit, keine Korrelation zwischen der Kristallinitdt und veranderten
Isotopenwerten hergestellt werden. Erhohte Werte sprechen offenbar sogar teilweise fiir einen

besseren Erhalt des biogenen Isotopensignals, da die Kristallite nach der Umwandlung in eine
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thermodynamisch stabilere Konformation weniger reaktiv sind (Lee-Thorp und Sponheimer
2003, Pucéat et al. 2004, Trueman et al. 2008). Durch die Einwanderung von Fremdcarbonat kann
der Kristallinitidtsindex ferner auf einem niedrigen Niveau stabilisiert werden und so unter Um-
stdnden einen guten Mineralerhalt vorspiegeln (Morris und Mandair 2011, Pucéat et al. 2004).
Weder Brock et al. (2010) noch Weiner und Bar-Yosef (1990) konnten aufderdem einen Zusam-
menhang zwischen der Kristallinitidt und dem Kollagengehalt des Knochens feststellen, jedoch be-
statigte sich dies im vorliegenden Fall nur fiir die archdologischen Proben. Insbesondere die ex-
perimentell hydrolytisch degradierten Proben zeigten einen sehr starken Zusammenhang zwi-
schen dem Verlust der organischen Matrix und einem Anstieg der Kristallinitat. Pucéat et al.
(2004) folgerten, dass merkliche Auflésungs- und Rekristallisationsprozesse stattfinden kénnen,
ohne dass das Verhdltnis der stabilen Sauerstoffisotope signifikant verdndert wird, da keine

simple Beziehung zwischen der Kristallchemie und der Kristallinitat von Apatitmineralen besteht.

Ein weiterer Grund fiir die kritische Beurteilung der Qualitat der Kristallinitat als Marker fiir ver-
anderte Isotopenwerte ist methodischer Natur. Surovell und Stiner (2001) konnten eindrucksvoll
nachweisen, dass die Probenpraparation, insbesondere die Intensitdt des Mahlens der Knochen
vor der Messung, zu erheblichen Schwankungen in den Kristallinitdtswerten ein und derselben
Probe fiihrt. Bei zu grof3en Kristallen wird die IR-Strahlung extrem gestreut, was zu einer Veran-

derung des Spektrums und schwankenden Kristallinitdtswerten fiihrt (Stuart 2004).

Einen deutlicheren Zusammenhang mit diagenetischen Modifikationen der Isotopenwerte des
Knochenminerals zeigte das C/P-Verhaltnis, da dieses Veranderungen in den absoluten Konzen-
trationen von Carbonat- und Phosphationen recht sensibel abzubilden schien. Jedoch wurde auch
hier aufgrund der aus den Ergebnissen gewonnenen Erkenntnisse der in der Literatur angegebe-
ne Grenzwert, welcher auf den Werten von Reptilien, Fischen und eines Meeressdugers basiert
(Pucéat et al. 2004, 1.5.2), fiir die humanen Proben der vorliegenden Arbeit angepasst und auf
Normwerte zwischen C/P = 0,65-0,85 festgelegt (siehe Tabelle 5.5). Dies macht jedoch deutlich,
dass der Wert wiederum stark spezies- bzw. gattungsabhéngig sein diirfte. Ebenso wurde im Zuge
der Probenanalyse beobachtet, dass das C/P-Verhaltnis bei renalen Osteopathien und eventuell
auch anderen systemischen Krankheiten deutlich erniedrigt war, ohne dass dies auf diagenetische
Prozesse zuriickgefiihrt werden konnte. Die Aufbereitung der Proben im Zuge der massenspek-
trometrischen Analyse (siehe 3.7) konnte in
Tabelle 5.5 Empfohlene Kriterien fiir die Beurteilung der den meisten Fillen kontaminierende Mine-
isotopischen Integritdt von Kohlenstoff und Sauerstoff aus
dem Mineral diagenetisch beeinflusster Proben. Besonders ~ ralphasen entfernen, welche fiir eine Erhéh-

bei Uberschreitung der Grenzwerte sollte von einer diagene-
tischen Modifikation insbesondere des Sauerstoffisotopen-

verhltnisses ausgegangen werden. waren. Daher sollte die Beurteilung der Pro-

ben anhand des C/P-Verhaltnisses stets an

ung des C/P-Verhdltnisses verantwortlich

Kriterium Grenzwert aufbereitetem Knochenpulver durchgefiihrt
C/P-Verhiltnis 0,65-0,85 werden.
Position v2C03% 869-872 cm!
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Den stirksten Zusammenhang mineralischer Parameter mit nachweislich verdnderten 6180arb-
Werten zeigte die Position der v,-Carbonatbande, welche im Zuge der diagenetischen Abreiche-
rung des schweren Sauerstoffisotops in hohere Wellenzahlenbereiche verschoben wurde (Tabelle
5.5). Metcalfe et al. (2009) fanden in ihrer Studie einen starken Zusammenhang zwischen ernie-
drigten §180-Werten und eine im dekonvolierten FTIR-Spektrum (Brangule und Gross 2015) auf-
tretende Schulter bei 866 cm-1 im Bereich der v,C032-Schwingung, welche vermutlich im unbear-
beiteten Spektrum fiir die Verschiebung der Bande in hohere Wellenzahlbereiche verantwortlich
gemacht werden kann. Zuriickzufiihren ist diese Schulter auf die Priasenz einer besonderen Car-
bonat-Umgebung, die vermutlich auf amorphem oder mit F- assoziiertem Carbonat basiert (Niel-
sen-Marsh und Hedges 2000b). Die erhohte Konzentration amorphen Carbonats kénnte ein Hin-
weis auf die fortgeschrittene Schadigung der Nanokristalle sein und einen verstarkten Austausch
zwischen strukturell gebundenen Carbonationen und denen des Umgebungsmilieus anzeigen.
Hierbei ist von Modifikationen der in vivo erworbenen Sauerstoffisotopensignatur auszugehen. Es
ist anzunehmen, dass bei mikrobieller Beteiligung auch das Phosphat des Knochens hiervon be-
troffen ist (vgl. Zazzo et al. 2004a).

Keinen greifbaren Zusammenhang mit veranderten 6180-Werten wies das Auftreten der akzesso-
rischen OH-Bande des FTIR-Spektrums auf, obwohl eine starke Korrelation mit diagenetischen
Modifikationen der Isotopenzusammensetzung des Kollagens festgestellt wurde. Auch die mittels
Raman-Spektroskopie ermittelten Merkmale eigneten sich nicht fiir die Anzeige der isotopischen

Integritat des Gewebes.

5.3.2 Extrapolation der Ergebnisse auf bodengelagerte, in situ degradierte Proben

Die Problematik bei der Extrapolation der Ergebnisse aus den experimentellen Degradationsver-
suchen bestand darin, dass die bodengelagerten, unter natiirlichen Bedingungen degradierten
Proben weiteren Einfliissen ausgesetzt waren, welche experimentell nicht modelliert werden
konnten. Daher wurde zunachst versucht, anhand der unter 5.3.1 getesteten Kriterien abweichen-
de Isotopenwerte zu identifizieren und diese mit den unter 4.1.3.2 und 4.1.4.2 als im Vergleich
zum Gesamtkollektiv auffillig erscheinenden Proben abzugleichen.

Fiir die Verhaltnisse der stabilen Isotope von Kohlenstoff und Stickstoff aus dem Kollagen wurden
das Auftreten der akzessorischen OH-Bande sowie der prozentuale Kohlenstoff- und Stickstoffge-
halt des Kollagens bewertet (C: 35 - 52 %, N: 14 -17 %). Damit wurde eine Probe des Westfried-
hofs als potenziell hinsichtlich ihres §13C-Wertes verandert identifiziert (WF 3), wobei der Grenz-
wert fiir den prozentualen Stickstoffgehalt nur leicht tiberschritten wurde, wihrend bei den ar-
chdologischen Knochen 23 von 35 als vom in vivo Zustand abweichend eingeschatzt wurden (sie-

he Tabelle 5.6). Bestimmte Fundorte waren dabei besonders stark vertreten (Altdorf, Burgwein-
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ting, Regensburg-Minoritenweg, Freiham, Maisach-Gernlinden und Bruchsal). Ein Zusammen-
hang mit dem histologischen Erhaltungsgrad konnte nicht hergestellt werden, da alle Proben
mehr oder weniger stark von bakteriellem Befall betroffen waren.

Der Vergleich mit der grafischen Auswertung der §13C- und 615N-Werte (siehe 4.1.3.2, Seite 116)
zeigte, dass lediglich flinf dieser Proben eine auffallige Abweichung von den iibrigen Knochen auf-
wiesen. Die Probe WF 3 hob sich in der grafischen Darstellung nicht ab.

Lediglich sieben der archdologischen Knochen waren fiir mehr als einen Marker fiir verdnderte
Isotopenwerte des Kollagens positiv (Tabelle 5.6), weshalb die Wahrscheinlichkeit dort héher
einzuschatzen ist, dass tatsachlich eine diagenetische Verschiebung des in vivo erworbenen Iso-

) topenverhaltnisses von Kohlen-
Tabelle 5.6 Ubersicht iiber die in situ degradierten Proben, welche Abwei- .
chungen in den prozentualen Kohlenstoff- und Stickstoffanteilen des Kol- stoff und Stickstoff aus dem Kolla-

lagens sowie einen akzessorischen OH-Peak in den FTIR-Spektren zeigten. gen des Knochens stattgefunden

hat.

Probe Abw.C35- Abw.N 14- OH-Peak Grafisch

52 % 17 % FTIR auffallig
WF 3 X Hinsichtlich der Verhiltnisse der
Alt1 X 613C, 815N bil I d .
Alt 64 . . stabilen Isotope der anorgani-
Alt 93 X 815N schen Matrix konnten die Er-
Alt 220 X ore kenntnisse aus den experimentel-
MP 54 X p
KE 161 X len Degradationsversuchen im
KE 192 X Zuge statistischer Evaluationen
BW 3 X
BW 9 X X nur begrenzt herangezogen wer-
BW 10 X den, da die statistischen Tests kei-
BW 12 X . . B
BW 14 < < ne validen Marker fiir verdnderte
MWL 55 X Isotopenwerte lieferten. Vielmehr
MWL 137 X 613C . . . .. .
FH 3419 < wurden jene Kriterien fiir die Be-
FH 3520 X 813C, 815N urteilung abweichender &3Ccap-
MG 1087 X bzw. §180.m-Werte bewertet, fiir
MG 1340 X
BrA 3 X welche sich im Laufe der Auswer-
Bra7 X tung der stirkste Zusammenhang
BrA 10 . . . .
BrA 11 . mit Verdnderungen der minerali-
BrA 12 X X schen Matrix zeigte. Dabei han-

delte es sich um die absolute Po-

sition der v,-Carbonatbande im
FTIR-Spektrum sowie das ebenso aus den FTIR-Spektren errechnete C/P-Verhaltnis.
Als Grenzwerte flr diagenetisch eher unbeeinflusste Proben wurden die Position der Carbonat-
bande zwischen 869 cm-! und 872 cm-! sowie ein C/P-Verhiltnis zwischen 0,65 und 0,85 festge-
legt. Nach diesen Kriterien wichen zunachst eine Probe des Westfriedhofs sowie 19 archaologi-
sche Proben in einem oder beiden Merkmalen von den Grenzwerten ab (siehe Tabelle 5.7).
Dajedoch als Vorbereitung fiir die Isotopenanalyse das Knochenpulver deproteiniert und mit Ca-

Acetat-Essigsaurepuffer behandelt wurde, wurden die entsprechenden Werte fiir die auffalligen
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Tabelle 5.7 Ubersicht iiber die in situ degradierten Proben, welche Proben auch im behandelten Zu-
Abweichungen im Carbonat/Phosphat-Verhéltnis des Minerals sowie . "
Verschiebungen der vz2-Carbonatbande in den FTIR-Spektren zeigten. stand betrachtet. Dies veranderte

die Werte jedoch nur bei 4 Proben

Probe Abw.C/P  Abw.C/P Pos. v2C032- Grafisch des Fundkomplexes Bruchsal,
065085 deprot. 869-872 auffallig welche urspriinglich ein deutlich

WF 43 X X

Alt 1 X n.b. erhohtes C/P-Verhéltnis aufge-

Alt 93 X n.b. 180 wiesen hatten, so, dass diese nach

KE 161 X X

KE 174 . < der Behandlung des Knochenpul-

KE 192 X X vers innerhalb der Spanne von

MP 68 X X 5180

BW9 « 0,65-0,85 lagen. Im Fall von BrA

BW 14 X X X 10 konnte der Wert nicht abge-

13

MWL 137 X x 813C senkt werden (Tabelle 5.7), was

MWL 193 X 5180

MWL 251 X X X auf eine im Knochen persistieren-

MG 1340 X de mineralische Verunreinigung

FH 3520 X . .

BrA 3 X X hinweist.

BrA7 X X

BrA 10 X X . ..

Bra 11 N 5180 Die anfangs stark erhéhten C/P-

BrA 12 X X 813C Werte von WF 43 und MWL 251

zeigten wiederum nach der Be-
handlung ein deutlich zu niedriges Verhaltnis, wobei dieses Phdnomen nicht unmittelbar erklar-
bar ist. Zwar wies WF 43 ausgedehnte Fettwachseinschliisse innerhalb der Mikrostruktur auf, je-
doch miisste der C/P-Wert nach der Probenaufbereitung im Normbereich liegen und nicht darun-
ter fallen. Metabolische Probleme, welche fiir eine Erniedrigung des C/P-Verhéltnisses verant-
wortlich sein konnten, waren histologisch nicht ersichtlich (4.1.2.2). Ein degradativer Effekt kann
daher nicht ausgeschlossen werden.
Die urspriinglich zu niedrigen Werte der restlichen Proben blieben unverandert niedrig. Sechs
der 19 als potenziell isotopisch verdndert eingestuften Knochen wiesen auch bei der grafischen
Auswertung auffallige Abweichungen beziiglich ihrer §13Ccarp- und /oder 6180car,- Werte auf, wobei
die Probe BrA 11 nach der Behandlung des Knochens und der offenkundigen Entfernung der kris-
tallinen Kontamination (4.1.2.2, 4.1.4.3) in keinem der anderen Kriterien mehr vom Normbereich
abwich.
Insbesondere jene Proben, welche in mehr als einem Marker fiir potenzielle postmortale Ver-
schiebungen der Isotopenzusammensetzung des Knochencarbonats positiv getestet wurden (BW
14, MWL 251), sind mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit verandert und sollten nicht fiir interpre-

tatorische Auswertungen verwendet werden

Aus der hinsichtlich des C/P-Verhaltnisses veranderten Probe WF 43 wurde kein Phosphat extra-
hiert. Die restlichen Proben des Westfriedhofs zeigten sich in ihren mineralischen Merkmalen
sehr homogen. Zwei der acht analysierten Proben (WF 4, WF 10) wiesen eine Blauverschiebung

der Hauptphosphatbande des Raman-Spektrums in den Bereich um 968 cm-! auf, fiinf Proben (WF
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10, WF 22, WF 24, WF 27, WF 28) zeigten eine leichte Verbreiterung des Peaks auf iiber 17,0,

wobei dies noch im als normale Variation eingeschatzten Bereich von 15,5 bis 19,0 lag.

Auf Basis der Korrelationsanalysen konnten Regressionsmodelle fiir den Einfluss der einzelnen
Variablen auf die Verschiebung der Isotopenverhaltnisse des Kollagens und strukturellen Carbo-
nats bei den in situ degradierten Proben berechnet werden. Da die abhédngige Variable kein metri-
sches Skalenniveau besaf3, wurde ein logistisches Modell verwendet. Die Ergebnisse der Berech-
nung sind in Tabelle 5.8 dargestellt. Hinsichtlich eines verschobenen Isotopenverhaltnisses von
Kohlenstoff und Stickstoff aus dem Kollagen zeigte nur der histologische Erhaltungszustand einen
signifikanten Einfluss, wahrend Abweichungen in den Isotopenverhéltnissen des strukturellen
Carbonats lediglich mit der Altersklasse und der Liegezeit in Verbindung zu stehen schienen. Die
Modellgiite war dabei jeweils als gut zu deuten (Nagelkerkes Rz > 0,5).

Die mittels der so getesteten potenziellen Einflussfaktoren auf die Verdnderung der als Qualitats-
marker fiir die isotopische Integritit von Kollagen (%C, %N, OH-Bande FTIR) und Mineral (C/P,
Position v,C03%) definierten Kriterien ergaben nur wenige identifizierbare Komponenten. Ziel
war es, den Einfluss der in den Korrelationsanalysen mit den Qualitatsindikatoren in Verbindung
stehenden Parametern zu iiberpriifen, um den dominantesten Faktor herauszufiltern. So wurden
anhand des Rechenmodells die Kollagen-Qualitatskriterien lediglich durch den histologischen In-
dex statistisch signifikant beeinflusst, die Liegezeit beispielsweise wirkte sich nicht auf die Merk-

male aus.

Tabelle 5.8 Zusammenfassung der logistischen Regressionsanalyse. Berechnet wurde der Einfluss der Faktoren,
welche eine Korrelation mit den als Indikator fiir Verschiebungen der Isotopenverhaltnisse errechneten Markern
zeigten (% C, % N, OH-Bande FTIR, C/P, Position v2-CO3%"). 2LL = 2-facher Log-Likelihood-Wert.

Regressoren Modellgiite Signifikanz
2LL, Nagelkerkes R2 Wald-Statistik (x2)

Abweichung 813Ckon e OHI
¢ Huminstoffeinwanderung
e Gew. % Kollagen
0,825 OHI, p = 0,002
e Kristallformation/Rekrist.
e Liegezeit
e Altersklasse
Abweichung §15N e OHI
¢ Huminstoffeinwanderung
e Gew. % Kollagen
0,623 OHI, p =0,003
e Kristallformation/Rekrist.
e Liegezeit

e Altersklasse

Abweichung 8§13Ccarb e Kristallinitat
und 8180carb e Kristallgrofie
Altersklasse, p = 0,010
e Kristallformation/Rekrist. 0,529

Liegezeit, p = 0,021
e Altersklasse

e Liegezeit

250



5. DISKUSSION

Dies legt eine Kreuzbeziehung zwischen dem Ausmaf bakterieller Zerstérung, dem Auftreten der
OH-Bande in den FTIR-Spektren sowie Verschiebungen des prozentualen Kohlenstoff- und Stick-
stoffgehalts nahe, was insgesamt mutmafilich zu einer Modifikation der in vivo erworbenen Iso-
topensignatur des Kollagens fiihrt. Jedoch ist zu erwarten, dass neben der mikrostrukturellen Zer-
storung durch Mikroorganismen noch weitere Faktoren eine Rolle spielen, welche durch das Re-
gressionsmodell nicht erfasst wurden, wie beispielsweise fehlende Bodenparameter bei den ar-

chaologischen Proben.

Die Qualitatskriterien zur Anzeige der isotopischen Integritdt des Knochenminerals zeigten sich,
basierend auf die Ergebnisse der Einzelkorrelationen der Merkmale, lediglich durch die Liegezeit
sowie die Altersklasse der Individuen beeinflusst. Die mineralischen Parameter innerhalb der
frithdiagenetisch verdnderten Proben waren konstant, wahrend die archdologischen Proben star-
kere Modifikationen aufwiesen. Der Zusammenhang mit der Altersklasse dagegen diirfte auf die
ungleiche Altersverteilung zwischen den frithdiagenetisch beeinflussten, wenig modifizierten
Proben, welche von der Altersklasse Senilis dominiert waren, und den archdologischen Knochen,
hauptsachlich durch Adultas und Maturitas reprasentiert, zuriickzufithren sein. Daher spielten
auch hier weitere, nicht ndher definierbare Einflussfaktoren eine Rolle, welche in der Berechnung
des Regressionsmodells fehlten. Es bleibt daher rechnerisch unklar, welche extrinsischen Be-
dingungen genau neben der Liegezeit letztendlich zu Veranderungen des C/P-Verhaltnisses und
zu Verschiebung der v;-Carbonatbande des FTIR-Spektrums und damit zu potenziellen Verdande-

rungen insbesondere der biogenen Sauerstoff-Isotopensignatur des Knochenminerals beitragen.

Hinsichtlich der bodengelagerten Proben, welche in einem oder besonders in mehreren Kriterien
von den vorgegebenen Grenzwerten abwichen, muss potenziell von diagenetisch bedingten Mo-
difikationen ausgegangen werden. Der Unsicherheitsfaktor eines gewissen Prozentsatzes als den-
noch falschlich positiv oder negativ eingeschitzter Proben kann durch die Anwendung der vorge-
schlagenen Qualititskriterien zwar minimiert, aber nicht vollstandig ausgeraumt werden. Ebenso
ist das Ausmaf? der Verschiebungen der Isotopenverhaltnisse auch bei korrekter Ansprache nicht
einschatzbar. Die Ergebnisse suggerieren jedoch, dass Modifikationen im Rahmen einer ganzen
Trophiestufe (~ 3 %o) eher seltener auftreten.

Dennoch sollten die Daten der nach den anhand von Tabelle 5.6 und 5.7 auffilligen Proben auf
jeden Fall kritisch bewertet bzw. bei Abweichungen in mehr als einem Marker von weiteren Ana-
lysen ausgeklammert werden, da hier die Wahrscheinlichkeit zu grof? ist, dass die diagenetischen
Veranderungen das in vivo erworbene Isotopensignal von Kollagen bzw. Carbonat iiberlagen und

zu Fehlinterpretationen fithren kénnten.
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5.4 Offene Fragen und Ausblick

Die Untersuchung der Stichprobenkollektive auf diagenetische Veranderungen der organischen
und anorganischen Knochenmatrix ergab eine Reihe von interessanten Zusammenhéangen, fiir
deren Bestatigung bzw. Klarung weitere Grundlagenforschung im Rahmen eines Nachfolgepro-
jekts erfolgen sollte.

Es zeichnete sich ab, dass der mit dem Alter und bei Diabetes mellitus zunehmende Glykations-
grad des Knochenkollagens einen entscheidenden Einfluss auf das diagenetische Schicksal des
Gewebes haben konnte. Wahrend sich die Vernetzung des Kollagens durch Zuckermolekiile bei
hydrolytischen Abbauprozessen wahrscheinlich stabilisierend auswirkt und eine hohe Resistenz
gegen Strukturschadigungen vermittelt, scheint sich bei der Beteiligung von Mikroorganismen an
der Diagenese ein erhohter Glykationsgrad eher beschleunigend auf den Abbau von Kollagen aus-
zuwirken, da der gebundene Zucker eine attraktive Energiequelle flir Bakterien darstellen kénnte.
Um zu iiberpriifen, ob dieser Zusammenhang tatsichlich signifikante Auswirkungen auf die Sta-
bilitdt und damit die Erhaltungschancen des Kollagens hat, sollte ein gréfieres Probenkollektiv
frischer Spenderknochen hinsichtlich der Hydrolyseresistenz des Knochenkollagens untersucht
werden. Dafiir miisste eine grofdere Kohorte adulter Individuen mit den Knochen von Spendern
der Altersklasse Senilis sowie mit nachweislich an Diabetes Typ I oder II erkrankten adulten Indi-
viduen verglichen werden.

Auf diese Weise konnte ebenso iiberpriift werden, ob eine erhéhte Konzentration der Amino-
sdure Carnosin tatsichlich indikativ fiir eine Diabeteserkrankung ist und dies somit auch zuver-
lassig fiir archdologische Funde bestatigen kann.

Ebenso konnte hierdurch eine fundierte Vergleichsdatenbasis fiir die fiir humanes Gewebe
physiologische Spannbreite bestimmter Indizes der organischen und anorganischen Knochen-
fraktion geschaffen werden, insbesondere hinsichtlich des prozentualen Kohlenstoff- und Stick-
stoffgehalts des Kollagens, der Kristallinitdt des Knochenminerals, des C/P-Verhéaltnisses sowie
der Position der v,C0O3%-Bande in den FTIR-Spektren.

Es konnte im Zuge der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden, weshalb ein einigen der Proben
eine deutliche Verschiebung der vi-Hauptphosphatbande in den Raman-Spektren von 960 cm-
Lauf> 965 cm! auftrat, was die Probenkollektive klar in zwei Gruppe trennte. Korrelationsanaly-
sen mit anderen diagenetischen Parametern sowie intrinsischen und extrinsischen Faktoren blie-
ben ergebnislos, und auch eine durchgefiihrte Elementanalyse zeigte keine Auffalligkeiten. Der
Ursache fiir die Verschiebung der Phosphatbande sollte durch weiterfiihrende Analysen auf den
Grund gegangen werden. Hierfiir miissten die betroffenen Proben mittels Rastermessung (Map-
ping) nachgemessen werden, um nicht nur eventuell lokal auftretende Phdnomene zu erfassen,
sondern den Knochenquerschnitt globaler beurteilen zu konnen. Kombiniert werde sollte dies zu-
dem mit einer ebenfalls gerasterten Mikrosondenmessung (EMP), um Schwankungen in der Ele-

mentkonzentration liber den Querschnitt feststellen zu kénnen, was fiir eine Verschiebung des
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Raman-Hauptphosphatpeaks verantwortlich sein kénnte. Denkbar ware auch eine kombinierte
Untersuchung mittels ToF-SIMS72, da sich so ebenfalls Unterschiede in der Elementverteilung

iiber den Knochenquerschnitt darstellen lassen.

Das als Indikator fiir potenzielle Verdanderungen der in vivo erworbenen Isotopenverhaltnisse des
Knochenkollagens gewertete Auftreten einer akzessorischen OH-Bande in den FTIR-Spek-
tren im Wellenzahlenbereich um 3600 cm-! sollte unbedingt Ziel weiterfiihrender Untersuchung-
en sein. So kann durch die Analyse nach der Dekonvolution der Spektren bzw. der rechnerischen
Kurvenanpassung der Bereich des Wassersignals gezielter untersucht werden. Auf diese Weise
werden die unter der Bande liegenden Peaks sichtbar und kénnen so Aufschluss iiber die Ent-
wicklung der OH-Bande geben. Es wire zu klaren, in welchem Zusammenhang die Reduktion der
Wasserbande mit der Degradation des Kollagens steht und ob der Wasserverlust des Knochens
auf in die Nanokristalle inkorporierte Wassermolekiile an der Channel-Site oder auf eine Dehy-

drierung des Kollagens zuriickzufiihren ist.

Die Verschiebung der v.C0O32--Bande der FTIR-Spektren, welche mit dem Anteil labilen Carbo-
nats in der Umgebung der Kristalle in Verbindung steht, wurde als méglicher Indikator fiir veran-
derte §180-Werte des Knochencarbonats identifiziert. Hier sollte ebenso der Bereich der Carbo-
natschwingung mittels Dekonvolution bzw. Kurvenanpassung naher analysiert werden, da die
Anzahl bzw. Intensitdt der unter der Bande liegenden Peaks die Verschiebung der Bande maf3geb-
lich beeinflussen. Auf diese Weise konnte die Detektion diagenetischer Veranderungen der Isoto-

penwerte des Carbonats eventuell erheblich verfeinert werden.

Ein weiterer Punkt, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden konnte, ist die
Beeinflussung des Sauerstoffisotopenverhiltnisses des Knochenphosphats bei nicht rein
hydrolytisch degradierten Proben. Wahrend die 6180phos-Werte bei hydrolytischem Abbau sehr
lange stabil bleiben, sind bei biogener Dekomposition starkere Verdnderungen anzunehmen. Be-
sonders bei den archadologischen Proben, welche hinsichtlich des §180..,-Wertes als potenziell
verandert eingestuft wurden, sollte der Phosphatsauerstoff iiberpriift sowie Carbonat- und Phos-
phatwerte verglichen werden. In diesem Zusammenhang gilt es insbesondere zu untersuchen, wie
sich ein Schimmelbefall des Knochens in der frithen Diagenesephase auf die Isotopie des Gewebes
auswirkt, wenn sich die taphonomischen Bedingungen im Diageneseverlauf verdndern und die
mykotische Kontamination (beispielsweise durch zunehmende Austrocknung) zuriickgedriangt
wird. Dieser Aspekt ist insbesondere bei nicht sachgemafier Lagerung von Knochen nach der Aus-

grabung entscheidend.

2 Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry
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6. Zusammenfassung

Die vorgestellte Studie zur Diagenese von Knochengewebe basierte auf zwei hauptsachlichen Sau-
len. Der erste Schritt bestand aus der Untersuchung des biomolekularen, mineralischen und teil-
weise mikrostrukturellen Erhaltungszustands experimentell degradierter frischer menschlicher
Spenderknochen. Dabei wurden 36 Proben einem rein hydrolytischen Angriff ausgesetzt, 12 Pro-
ben wurden intentionell mit Bakterien beimpft. Die Ergebnisse aus den experimentell degradier-
ten Proben wurden den drei unbeimpften Kontrollen der bakteriellen Degradation sowie den drei
frischen, diagenetisch unbeeinflussten Referenzproben gegeniibergestellt, wodurch postmortale
Veranderung an der organischen und anorganischen Knochenmatrix sowie der Isoto-
penzusammensetzung des Gewebes nachvollzogen werden konnten. Bei hydrolytischen Abbau-
prozessen war die Degradation der Organik des Knochens linear mit Veranderungen der minera-
lischen Matrix verkntipft, unter der Beteiligung von Mikroorganismen waren die Zusammenhange
komplexer.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Mikroorganismen unter experimentellen Bedingungen
auch bei anaeroben Verhaltnissen mikrostrukturelle Bohrkanale erzeugen und Veranderungen

der Isotopensignatur des Knochens hervorrufen kénnen.

Nach der statistischen Auswertung der Ergebnisse aus den Degradationsversuchen konnten die
effizientesten Kriterien fiir die Anzeige von Verdnderungen des Gewebes, welche eine vom in vivo
Wert verschobene Isotopensignatur des Gewebes suggerieren, eingegrenzt werden. Dabei han-
delte es sich um den prozentualen Anteil von Kohlenstoff und Stickstoff des Knochenkollagens,
wobei hier die in der Literatur bestehenden Grenzwerte angepasst wurden. In Kombination mit
abweichenden Kohlenstoff- und Stickstoffkonzentrationen des Kollagens wurde zudem ein neues
Qualitatskriterium fiir die Integritatsbestimmung des Kollagens erarbeitet. Hierbei handelte es
sich um die Prasenz einer akzessorischen OH-Bande in den FTIR-Spektren im Wellenzahlbereich
um 3600 cm-.

Das in der Praxis oft verwendete molare C/N-Verhéltnis erwies sich als schlechter geeignet, post-

mortale Modifikationen der Isotopenzusammensetzung des Kollagens anzuzeigen.
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Die Vorhersagbarkeit isotopischer Modifikationen des strukturellen Knochencarbonats stellte
sich schwieriger dar. Jedoch konnten auch hier anhand der Untersuchungsergebnisse Empfeh-
lungen ausgesprochen werden, nach welchen die Detektion wahrscheinlich verdnderter Isotopen-
werte moglich ist.

So zeigten Modifikationen des aus den FTIR-Spektren errechneten C/P-Verhaltnisses sowie die
Verschiebung der vz-Carbonatbande in hohere Wellenzahlenbereiche einen starken Zusammen-
hang mit postmortalen Alterationen des 6180-Werts, wobei fiir den C/P-Wert angepasste Grenz-
werte flir den Normbereich erarbeitet wurden. Der 613Ccar,-Wert erwies sich in den Degradations-

experimenten insgesamt als recht stabil.

Die zweite Sdule des Projekts bestand aus der Untersuchung von unter natiirlichen Bedingungen
degradierten Proben, wobei 50 frithdiagenetisch beeinflusste Knochen mit kurzem, exakt bekann-
tem postmortalem Intervall die initiale Dekompositionsphase reprasentierten. Die Erkenntnisse

aus der Analyse dieser Proben wurden anschlief3end mit 35 archédologischen Proben verglichen.

Die initiale Schwachung der Knochenstruktur, welche bereits im Zuge der experimentellen hydro-
lytischen Degradation nachgewiesen wurde, konnte auch bei den in situ degradierten Proben mit
sehr kurzen Liegezeiten bestatigt werden. So konnte gezeigt werden, dass die wahrend der Faul-
nis des Weichgewebes auf den Knochen einwirkenden organischen Sduren einen starken negati-
ven Einfluss auf die Stabilitdt des Gewebes hatten. Jedoch fand nach Beendigung der Faulnis und
dem Wegfall der aggressiv auf den Knochen wirkenden Noxen eine sekundére Restabilisierung
des Gewebes statt.

Generell wurde deutlich, dass der Verlauf der Faulnis der entscheidende Faktor hinsichtlich der
Richtungsentscheidung flir das weitere diagenetische Schicksal des Knochens war, was sich auch
im Ausmaf der bakteriellen Besiedlung des Gewebes widerspiegelte.

Insgesamt wurde der Erhaltungszustand der Proben bis zu Liegezeiten von 60 Jahren trotz erster
Anzeichen mikrobiellen Befalls anhand der definierten Qualitatskriterien als gut eingeschéatzt, ins-
besondere die mineralischen Parameter zeigten sich sehr stabil. In Bezug auf das spektrometrisch
bestimmte C/P-Verhéltnis von der festgelegten Norm abweichende Werte waren hier nicht auf
diagenetische Prozesse zuriickzufiihren. Ein stark erniedrigtes C/P-Verhaltnis konnte vielmehr
mit pathologischen Geschehnissen in Verbindung gebracht werden, welche mit hoher Wahr-
scheinlichkeit auf renale Osteopathien zuriickzufiihren waren. Zur Abgrenzung diagenetischer
Prozesse von pathologischen Geschehnissen bei auffalligen C/P-Werten ist die histologische Un-

tersuchung der entsprechenden Proben auf Stérungen des Knochenumbaus empfehlenswert.
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8. Anhang

a)

Tablle 8.1 Ubersicht iiber die Individualdaten der untersuchten bodengelagerten Proben.

Rohdatentabellen

Liegezeit Individual- Assoziierte
Probe [a] alter [a] Altersklasse Geschlecht Materialien
WF 01 26 82 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 02 60 80 Senilis m
WF 03 10 75 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 04 14 95 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 05 33 55 Maturitas w Kleidung/Sarg
WF 06 25 87 Senilis w
WF 08b 21 80 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 09 16 68 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 10 22 85 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 11 12 88 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 12 40 79 Senilis w
WF 13 18 76 Senilis m
WF 14a 21 81 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 14b 9 78 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 15 22 79 Senilis m Plastikfolie
WF 16 30 67 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 17 35 63 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 18 46 38 Adultas w Kleidung/Sarg
WF 19 22 76 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 20b 23 86 Senilis w
WF 21a 25 67 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 22 8 77 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 24 34 21 Adultas m Zinksarg
WF 25 22 80 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 26 11 72 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 27 50 73 Senilis m
WF 28 9 64 Senilis w Kleidung/Sarg
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Liegezeit Individual- Assoziierte
Probe [a] alter [a] Altersklasse Geschlecht Materialien
WF 29b 38 82 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 30 19 91 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 31 25 68 Senilis m
WF 33 26 87 Senilis w
WF 34 33 68 Senilis m
WF 36 22 78 Senilis m
WF 37 21 87 Senilis w
WF 39b 41 70 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 40b 43 73 Senilis w
WF 41 23 64 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 42a 10 78 Senilis m Plastikfolie
WF 42b 17 89 Senilis m
WF 43 11 82 Senilis w Kleidung/Sarg
WF 44 39 67 Senilis w
WF 45 51 16 Juvenis m
WF 46 44 73 Senilis w
WF 47 22 22 Adultas m
WF 48 37 80 Senilis w
WF 49b 33 60 Senilis w
WF 50 12 81 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 51 11 59 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 52 21 71 Senilis m Kleidung/Sarg
WF 53 28 82 Senilis w Kleidung/Sarg
Alt1 115 Adultas w
Alt 220 115 Senilis m
Alt 240 115 Maturitas w
Alt 64 115 Senilis m
Alt 93 115 Adultas w
MP 54 650 Adultas w
MP 59 650 Maturitas w
MP 68 650 Maturitas w
SB 626 1150 Senilis w
SB 664 1150 Senilis m
BW 12 1500 Adultas w
BW 3 1500 Adultas m
BW 14 1500 Maturitas m
BW9 1500 Adultas w
BW 10 1500 Adultas w
MWL 55 2300 Maturitas m
MWL 137 2300 Adultas w
MWL 193 2300 m
MWL 251 2300 Maturitas w
MWL 408 2300 Senilis m
0TZ1 2600 m
KE 145 1000 Maturitas m
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Liegezeit Individual- Assoziierte

Probe [a] alter [a] Altersklasse Geschlecht Materialien
KE 150 1000 Adultas w
KE 161 1000 Juvenis w
KE 174 1000 Adultas m
KE 192 1000 Adultas w
MG 1087 4000 Adultas w
MG 1340 4000 Adultas m
FH 3419 4000 Adultas m
FH 3520 4000 Adultas w
BrA10 6000 Maturitas w
BrA 11 6000 Maturitas m
BrA 12 6000 Adultas m
BrA 3 6000 Adultas m
BrA 7 6000 Adultas m

Tablle 8.2 Charakteristika der analysierten Bodenproben aus den Grabern des Westfriedhofs.
Probe Konsistenz Farbcode Textur Carbonatgehalt pH-Wert
WF 1 locker 2.5YR/3/3 Sand hoch 7,8
WF 2 locker 2.5YR/4/3 Sand gering 7,9
WF 3 weich 2.5YR/3/2 Mittlerer Ton gering 6,9
WF 4 locker 2.5YR/6/3 Sand hoch 7,8
WF 5 weich 2.5YR/3/3 Sandiger Tonlehm gering 7,8
WF 6 locker 2.5YR/4/3 Sandiger Tonlehm hoch 8,1
WF 8b locker 2.5YR/3/3 Sandiger Lehm hoch 8,2
WF 9 locker 2.5YR/4/4 Lehmiger Sand hoch 7,2
WF 10 weich 2.5YR/3/3 Sandiger Lehm hoch 8,2
WF 11 weich 2.5YR/3/3 Schluffiger Lehm hoch 7,7
WF 12 locker 2.5YR/3/3 Sandiger Tonlehm mafig 7,9
WF 13 fest 2.5YR/4/3 Sand gering 8,2
WF 14a weich 2.5YR/3/1 Tonlehm hoch 6,8
WF 14b weich 2.5YR/3/1 Tonlehm hoch 6,8
WF 15 locker 2.5YR/3/3 Sandiger Lehm hoch 7,7
WF 16 weich 2.5YR/3/3 Sandiger Lehm hoch 7,8
WF 17 fest 2.5YR/4/3 Sandiger Tonlehm hoch 7,3
WF 18 locker 2.5YR/3/3 Sandiger Tonlehm hoch 7,2
WF 19 weich 2.5YR/3/2 Sandiger Lehm mafdig 7,5
WF 20b weich 2.5YR/3/2 Tonlehm gering 7
WF 21a locker 2.5YR/3/3 Sandiger Lehm mafdig 6,7
WF 22 weich 2.5YR/3/2 Mittlerer Ton gering 7,5
WF 24 locker 2.5YR/4/4 Sand mafdig 7,9
WF 25 weich 2.5YR/3/3 Sandiger Tonlehm mafdig 7,7
WF 26 weich 2.5YR/3/3 Lehmiger Sand mafdig 7,8
WF 27 weich 2.5YR/3/3 Sandiger Tonlehm gering 7,6
WF 28 locker 2.5YR/3/3 Sandiger Lehm hoch 6,5
WF 29b weich 2.5YR/3/3 Sandiger Tonlehm mafdig 6,2
WF 30 locker 2.5YR/3/3 Sand hoch 7,6
WF 31 locker 2.5YR/3/3 Mittlerer Ton gering 7,5
WF 33 weich 2.5YR/3/1 Sandiger Lehm gering 7,5
WF 34 locker 2.5YR/6/3 Sandiger Lehm hoch 8,1
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Probe Konsistenz Farbcode Textur Carbonatgehalt pH-Wert
WF 36 weich 2.5YR/3/2 Sandiger Lehm mafdig 7,3
WF 37 weich 2.5YR/3/2 Sandiger Lehm hoch 6,8
WF 39b weich 2.5YR/3/3 Sandiger Lehm hoch 8,2
WF 40b weich 2.5YR/3/1 Sandiger Lehm hoch 7,5
WF 41 weich 2.5YR/3/2 Toniger Sand gering 7,6
WF 42a weich 2.5YR/3/2 Mittlerer Ton gering 7,6
WF 42b weich 2.5YR/3/2 Mittlerer Ton gering 7,6
WF 43 weich 2.5YR/3/2 Sandiger Lehm hoch 8,4
WF 44 locker 2.5YR/3/3 Sandiger Lehm hoch 6,4
WF 45 locker 2.5YR/6/4 Sand hoch 7,9
WF 46 locker 2.5YR/6/4 Sand hoch 6,7
WF 47 locker 2.5YR/6/4 Sand hoch 7,6
WF 48 weich 2.5YR/3/3 Lehmiger Sand hoch 8
WF 49b weich 2.5YR/3/2 Sandiger Tonlehm mafdig 58
WF 50 weich 2.5YR/4/2 Sandiger Tonlehm gering 7,8
WF 51 weich 2.5YR/3/3 Sand hoch 8
WF 52 fest 2.5YR/4/3 Sandiger Lehm hoch 7,5
WF 53 locker 2.5YR/3/3 Sandiger Tonlehm maflig 7,5

Tabelle 8.3 Ergebnisse der histologischen Untersuchung der bodengelagerten Proben.

Eindringtiefe
Probe OHI Huminstoffe Adipocire Osteoporose Auffilligkeiten
WF 01 5 100-500 pm nein keine/leicht keine
WF 02 4 > 500 um nein keine/leicht keine
WF 03 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 04 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 05 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 06 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 08b 5 0-100 pm nein mittel/schwer keine
WF 09 5 > 500 um nein mittel/schwer periost. Auflagerungen
WF 10 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 11 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 12 5 > 500 pm nein keine/leicht keine
WF 13 5 100-500 pm nein keine/leicht keine
WF 14a 5 0-100 pm ja keine/leicht keine
WF 14b 5 0-100 um ja keine/leicht keine
WF 15 5 0-100 pm nein keine/leicht periost. Porositat
WF 16 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 17 5 > 500 pm nein keine/leicht periost. Porositat
WF 18 5 100-500 pm nein mittel/schwer keine
WF 19 5 100-500 pm nein keine/leicht periost. Porositat
WF 20b 5 0-100 um nein keine/leicht keine
WF 21a 5 > 500 pm nein mittel/schwer Haltelinien
WF 22 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
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Eindringtiefe
Probe OHI Huminstoffe Adipocire Osteoporose Auffilligkeiten
WF 24 5 0-100 pm ja keine/leicht keine
WF 25 5 0-100 um nein keine/leicht keine
WF 26 5 100-500 pm nein keine/leicht keine
WF 27 5 0-100 um nein mittel/schwer keine
WF 28 5 0-100 pm ja keine/leicht keine
WF 29b 5 > 500 um nein keine/leicht keine
WF 30 5 100-500 pm nein keine/leicht keine
WF 31 5 100-500 pm nein keine/leicht periost. Porositat
WF 33 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 34 4 > 500 um nein mittel/schwer keine
WF 36 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 37 5 0-100 um nein keine/leicht keine
WF 39b 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 40b 5 0-100 um nein keine/leicht keine
WF 41 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 42a 5 0-100 um ja keine/leicht keine
WF 42b 5 0-100 pm nein keine/leicht periost. Porositat
WF 43 5 0-100 um ja keine/leicht keine
WF 44 5 > 500 pm nein keine/leicht periost. Auflagerung
WF 45 5 100-500 pm nein keine/leicht sonstige Umbaustérung
WF 46 4 0-100 pm nein mittel/schwer keine
WF 47 4 0-100 um nein keine/leicht keine
WF 48 5 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 49b 4 100-500 pm nein keine/leicht periost. Auflagerung
WF 50 4 100-500 pm nein keine/leicht keine
WF 51 5 0-100 pm nein keine/leicht periost. Porositat
WF 52 4 0-100 pm nein keine/leicht keine
WF 53 5 0-100 pm nein keine/leicht periost. Porositit
Alt1 0 0-100 pm nein mittel/schwer periost. Auflagerungen
Alt 220 1 > 500 pm nein keine/leicht keine
Alt 240 2 > 500 um nein mittel/schwer keine
Alt 64 0 0-100 pm nein mittel/schwer keine
Alt93 2 0-100 pm nein keine/leicht Haltelinien
MP 54 1 > 500 pm nein mittel/schwer keine
MP 59 3 0-100 um nein mittel/schwer keine
MP 68 4 0-100 pm nein mittel/schwer keine
SB 626 3 0-100 pm nein keine/leicht keine
SB 664 4 0-100 pm nein keine/leicht keine
BW 12 2 0-100 um nein mittel/schwer keine
BW 3 0 0-100 pm nein keine/leicht Haltelinien
BW 14 0 0-100 pm nein keine/leicht keine
BW9 0 0-100 pm nein mittel/schwer keine
BW 10 1 0-100 pm nein mittel/schwer keine
MWL 55 4 0-100 pm nein mittel/schwer keine
MWL 137 4 100-500 pm nein keine/leicht sonstige Umbaustérung
MWL 193 1 0-100 pm nein mittel/schwer keine

295



8. ANHANG

Eindringtiefe

Probe OHI Huminstoffe Adipocire Osteoporose Auffilligkeiten
MWL 251 4 0-100 pm nein mittel/schwer keine
MWL 408 4 0-100 um nein mittel/schwer keine
OTZ 1 4 0-100 pm nein keine/leicht Haltelinien
KE 145 3 0-100 um nein keine/leicht keine
KE 150 3 0-100 pm nein keine/leicht keine
KE 161 3 0-100 um nein mittel/schwer keine
KE 174 2 0-100 pm nein keine/leicht keine
KE 192 2 0-100 um nein mittel/schwer keine
MG 1087 0 0-100 pm nein keine/leicht keine
MG 1340 0 0-100 um nein keine/leicht keine
FH 3419 0 0-100 pm nein mittel/schwer keine
FH 3520 0 0-100 um nein keine/leicht keine
BrA10 0 0-100 pm nein mittel/schwer keine
BrA 11 1 0-100 um nein mittel/schwer keine
BrA 12 1 0-100 um nein mittel/schwer keine
BrA 3 0 0-100 um nein mittel/schwer keine
BrA 7 1 0-100 pm nein mittel /schwer Haltelinien
Tablle 8.4 Histologische Merkmale der in vitro und in situ experimentell degradierten Proben.
Probe OHI Probe OHI Auffilligkeiten
Femur 1 Kontrolle (aerob) 5 Reh 1, 72 Tage 5 Auflagerungen
Femur 2 Kontrolle (aerob) 5 Reh 1,178 Tage 4 keine
Femur 3 Kontrolle (aerob) 5 Reh 2,72 Tage 5 Auflagerungen
Femur 1 Pseudomonas fluorescens 4 Reh 2,178 Tage 4 Auflagerungen
Femur 2 Pseudomonas fluorescens 4 Reh 3, 72 Tage 4 keine
Femur 3 Pseudomonas fluorescens 5 Reh 3, 178 Tage 4 keine
Femur 1 Streptomyces griseus 4 Reh 4, 72 Tage 5 Auflagerungen
Femur 2 Streptomyces griseus 4 Reh 4,178 Tage 4 Auflagerungen
Femur 3 Streptomyces griseus 4 Reh 5, 72 Tage 5 keine
Femur 1 Kontrolle (anaerob) 5 Reh 5,178 Tage 5 keine
Femur 2 Kontrolle (anaerob) 5 Reh 6, 51 Tage 4 keine
Femur 3 Kontrolle (anaerob) 5 Reh 6, 157 Tage 4 keine
Femur 1 Prevotella melaninogenica 5 Reh 7, 51 Tage 5 keine
Femur 2 Prevotella melaninogenica 4 Reh 7,157 Tage 4 keine
Femur 3 Prevotella melaninogenica 5 Reh 8, 51 Tage 4 Auflagerungen
Femur 1 Clostridium histolyticum 5 Reh 8, 157 Tage 4 Auflagerungen
Femur 2 Clostridium histolyticum 5 Reh 9, 51 Tage 4 keine
Femur 3 Clostridium histolyticum 5 Reh 9, 157 Tage 4 keine

Reh 10, 51 Tage 4 Auflagerungen

Reh 10, 157 Tage 4 Auflagerungen
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Tabelle 8.5 Ergebnisse der Untersuchung des Knochenkollagens der analysierten Knochen.

%

Probe Kollagengewicht % C %N C/N-molar  §13C 815N
WF 1 8,24 42,81 15,27 3,27 -19,71 11,81
WF 2 9,15 4190 15,10 3,24 -19,98 13,01
WF 3 11,93 48,66 17,46 3,25 -19,77 11,94
WF 4 3,28 42,06 15,00 3,27 -19,65 11,57
WF 5 8,43 43,64 15,73 3,24 -19,53 11,75
WF 6 6,10 40,12 15,06 3,11 -19,61 11,45
WF 8b 7,01 39,98 14,11 3,30 -18,78 12,08
WF9 7,71 41,60 14,84 3,27 -19,55 11,67
WF 10 5,69 43,02 16,15 3,11 -19,67 12,02
WF 11 6,91 43,82 15,59 3,28 -19,96 11,46
WF 12 9,37 4434 1594 3,24 -20,03 11,25
WF 13 2,60 44,02 16,56 3,10 -19,78 11,43
WF 14a 3,31 42,70 15,97 3,12 -20,01 11,49
WF 14b 3,54 43,62 16,45 3,09 -19,90 11,58
WF 15 8,73 42,37 15,21 3,25 -19,38 12,44
WF 16 5,76 4394 16,56 3,09 -18,94 12,05
WF 17 4,37 4436 16,74 3,09 -19,78 10,89
WF 18 6,71 44,77 16,30 3,20 -19,59 11,82
WF 19 7,71 4494 16,30 3,21 -19,51 12,08
WF 20b 7,32 41,55 16,38 2,96 -19,65 11,84
WF 21a 5,62 41,08 15,44 3,10 -19,89 11,23
WF 22 4,39 44,02 1592 3,23 -20,15 11,21
WF 24 10,93 45,06 16,09 3,27 -19,95 11,45
WF 25 4,66 4495 15,82 3,31 -19,76 11,80
WF 26 8,21 43,44 15,80 3,20 -20,06 11,44
WF 27 7,56 4451 1593 3,26 -19,83 11,53
WF 28 7,16 42,88 15,60 3,20 -19,58 11,62
WF 29b 8,23 44,81 15,64 3,35 -20,03 12,36
WF 30 7,07 47,30 16,91 3,26 -19,96 11,18
WF 31 8,92 43,48 15,74 3,23 -19,02 12,13
WF 33 9,87 4291 15,33 3,27 -19,92 11,31
WF 34 7,57 42,79 15,26 3,27 -19,72 11,92
WF 36 5,82 42,52 15,32 3,24 -19,49 11,94
WF 37 9,39 42,74 15,31 3,25 -19,93 11,73
WF 39b 8,09 40,89 15,00 3,18 -19,89 11,23
WF 40b 7,30 37,18 15,56 2,79 -19,97 11,65
WF 41 12,81 4191 14,99 3,26 -19,56 11,47
WF 42a 5,98 44,03 15,77 3,25 -19,32 11,43
WF 42b 6,34 42,27 15,32 3,22 -19,49 11,90
WF 43 5,58 41,87 14,88 3,28 -20,14 11,00
WF 44 8,63 43,46 15,52 3,27 -20,05 10,82
WF 45 11,95 40,39 14,53 3,24 -20,36 11,07
WF 46 9,76 39,52 14,80 3,11 -20,25 11,55
WF 47 10,93 46,43 16,46 3,29 -19,81 11,37
WF 48 6,85 41,10 15,27 3,14 -20,51 10,88
WF 49b 9,43 4391 15,73 3,26 -19,23 12,26
WF 50 6,24 43,00 15,53 3,23 -19,67 11,41
WF 51 8,02 4421 15,72 3,28 -19,52 10,41
WF 52 10,32 39,64 14,25 3,24 -19,95 11,81
WF 53 7,92 4435 15,87 3,25 -19,66 11,31
Alt1 3,86 44,76 14,88 3,51 -19,15 11,54
Alt 64 5,44 37,69 12,57 3,50 -20,14 10,02
Alt93 9,40 40,07 13,47 3,47 -20,08 13,15
Alt 220 4,81 44,01 14,82 3,46 -17,85 9,15
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Probe % % C %N C/N-molar 613C 815N
Kollagengewicht
Alt 240 7,94 49,73 16,30 3,56 -19,74 9,38
MP 54 2,39 40,06 13,60 3,44 -19,91 10,57
MP 59 3,65 40,80 14,05 3,39 -19,63 10,57
MP 68 8,01 38,89 14,14 3,21 -19,76 10,70
SB 626 9,09 43,74 15,38 3,32 -20,14 13,10
SB 664 9,94 43,20 15,00 3,36 -20,04 11,55
BW 12 4,92 31,54 11,61 3,17 -19,58 8,83
BW 3 1,42 33,78 12,25 3,22 -20,04 9,12
BW 14 1,30 19,28 6,96 3,23 -19,70 8,16
BW 9 0,68 19,89 7,18 3,23 -20,25 8,55
BW 10 5,82 3592 12,87 3,25 -19,82 9,23
MWL 55 6,30 38,15 13,07 3,40 -19,45 10,54
MWL 193 3,15 39,70 14,44 3,21 -19,85 11,54
MWL 137 9,78 4399 1543 3,32 -18,61 8,75
MWL 251 5,69 41,64 14,83 3,28 -19,98 8,88
MWL 408 10,72 40,75 15,16 3,14 -19,88 9,78
0TZ 1 10,41 42,21 14,92 3,30 -19,60 9,69
KE 145 8,76 41,89 1541 3,17 -20,19 9,64
KE 150 11,34 43,00 15,56 3,22 -19,95 9,71
KE 161 5,81 42,35 14,39 3,43 -20,60 9,40
KE 174 9,38 40,48 14,99 3,15 -19,99 9,97
KE 192 12,17 47,08 16,77 3,27 -20,18 9,70
MG 1087 0,20 33,93 12,28 3,22 -21,01 9,43
MG 1340 0,37 3510 13,74 2,98 -20,73 9,34
FH 3419 4,47 31,92 11,53 3,23 -20,35 9,26
FH 3520 4,52 33,40 11,90 3,27 -20,79 11,90
BRA 10 2,41 42,28 13,78 3,58 -21,06 9,90
BRA 11 1,99 39,28 13,18 3,48 -20,81 9,98
BRA 12 4,25 37,53 12,29 3,56 -20,71 9,86
BRA 3 1,45 38,84 10,82 3,62 -20,81 10,82
BRA 7 1,15 37,08 12,17 3,55 -20,77 10,63
Femur 1, frisch 14,37 43,41 15,10 3,35 -20,12 10,94
Femur 2, frisch 20,89 42,66 15,46 3,22 -20,22 11,13
Femur 3, frisch 11,69 4494 16,16 3,24 -20,27 11,55
Femur 1, Tag 4 12,76 30,16 14,93 2,36 -19,81 10,08
Femur 1, Tag 6 11,16 41,65 14,50 3,35 -19,83 11,05
Femur 1, Tag 8 10,61 44,09 15,39 3,34 -19,85 10,87
Femur 1, Tag 10 13,77 35,06 14,64 2,79 -19,86 11,58
Femur 1, Tag 12 11,54 41,63 1594 3,05 -19,94 10,23
Femur 1, Tag 14 12,42 16,28 13,92 1,36 -20,23 4,56
Femur 1, Tag 16 6,58 40,83 14,73 3,23 -19,98 10,55
Femur 1, Tag 20 0,44 19,24 10,97 2,05 -20,72 9,99
Femur 1, Tag 24 0,28 16,28 5,81 3,27 -18,95 8,88
Femur 1, Tag 28 2,19 15,12 8,31 2,12 -32,07 3,47
Femur 1, Tag 32 1,42 15,24 7,43 2,39 -33,84 3,19
Femur 2, Tag 4 22,08 16,12 13,59 1,38 -20,55 7,60
Femur 2, Tag 6 12,05 42,67 15,23 3,27 -20,52 11,31
Femur 2, Tag 8 11,14 43,84 15,70 3,26 -20,23 11,33
Femur 2, Tag 10 11,93 41,92 15,11 3,24 -20,44 11,58
Femur 2, Tag 12 11,34 45,49 16,37 3,24 -20,29 11,63
Femur 2, Tag 14 10,46 40,18 14,41 3,25 -20,42 11,37
Femur 2, Tag 16 8,35 45,49 16,27 3,26 -20,28 11,77
Femur 2, Tag 20 1,39 21,40 11,70 2,13 -20,45 10,35
Femur 2, Tag 24 0,55 14,02 6,36 2,57 -18,18 8,38
Femur 2, Tag 28 0,31 4,95 7,99 0,72 -18,59 5,29
Femur 2, Tag 32 0,11 9,45 1,15 9,56 -16,35 8,93
Femur 3, Tag 4 11,16 40,81 14,94 3,19 -20,22 11,59
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Probe % % C %N C/N-molar 613C 815N
Kollagengewicht

Femur 3, Tag 6 12,55 42,20 15,51 3,17 -20,08 11,05
Femur 3, Tag 8 9,78 43,88 15,42 3,32 -20,23 11,54
Femur 3, Tag 10 11,85 37,82 14,81 2,98 -20,12 10,89
Femur 3, Tag 12 16,32 30,03 14,01 2,50 -19,86 10,97
Femur 3, Tag 14 10,85 47,02 17,42 3,15 -19,97 11,45
Femur 3, Tag 16 6,32 45,31 15,89 3,33 -20,17 11,64
Femur 3, Tag 20 1,03 37,59 14,34 3,06 -19,81 11,47
Femur 3, Tag 24 0,40 24,98 9,77 2,98 -18,86 10,55
Femur 3, Tag 28 0,91 22,25 12,94 2,01 -19,53 8,31
Femur 3, Tag 32 0,16 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Femur 1 Kontrolle (aerob) 13,19 44,37 16,02 3,23 -19,97 10,81
Femur 2 Kontrolle (aerob) 14,39 41,47 15,33 3,15 -20,19 11,11
Femur 3 Kontrolle (aerob) 10,43 45,19 16,75 3,15 -20,50 11,45
Femur 1 Pseudomonas fluorescens 10,44 51,18 18,64 3,20 -20,05 10,85
Femur 2 Pseudomonas fluorescens 14,49 44,35 15,95 3,24 -20,39 11,17
Femur 3 Pseudomonas fluorescens 8,88 44,08 16,15 3,18 -19,72 11,69
Femur 1 Streptomyces griseus 14,28 4427 15,84 3,26 -20,00 10,69
Femur 2 Streptomyces griseus 13,84 34,29 12,48 3,20 -20,28 11,03
Femur 3 Streptomyces griseus 12,23 48,86 17,39 3,28 -20,45 11,44
Femur 1 Kontrolle (anaerob) 14,91 45,37 16,30 3,25 -20,11 11,11
Femur 2 Kontrolle (anaerob) 13,84 46,51 16,31 3,33 -20,16 10,80
Femur 3 Kontrolle (anaerob) 14,27 41,86 16,30 3,00 -19,86 11,40
Femur 1 Prevotella melaninogenica 14,12 46,98 16,45 3,33 -20,27 10,69
Femur 2 Prevotella melaninogenica 13,66 46,38 16,82 3,22 -19,98 11,10
Femur 3 Prevotella melaninogenica 12,48 46,15 16,71 3,22 -19,74 11,65
Femur 1 Clostridium histolyticum 15,29 45,92 16,59 3,23 -19,56 10,90
Femur 2 Clostridium histolyticum 12,65 46,01 16,62 3,23 -20,12 10,94
Femur 3 Clostridium histolyticum 11,95 44,60 16,01 3,25 -20,02 11,49
Reh 1 frisch 13,94 40,31 15,15 3,10 -24,83 1,28
Reh 2 frisch 12,10

Reh 3 frisch 11,00 43,24 16,47 3,06 -23,35 3,58
Reh 4 frisch 13,40

Reh 5 frisch 10,02 4490 16,74 3,13 -23,98 5,81
Reh 6 frisch 12,50

Reh 7 frisch 11,21 43,55 15,98 3,18 -23,72 2,11
Reh 8 frisch 14,10

Reh 9 frisch 10,05 43,56 16,24 3,13 -25,13 3,56
Reh 10 frisch 12,80

Reh 1, 72 Tage 9,51 5195 19,43 3,12 -25,06 1,31
Reh 1,178 Tage 10,65 38,89 14,74 3,08 -24,61 1,94
Reh 2, 72 Tage 7,42

Reh 2,178 Tage 12,65

Reh 3, 72 Tage 10,05 41,86 15,43 3,16 -22,08 2,95
Reh 3,178 Tage 11,23 50,81 18,84 3,15 -22,73 3,50
Reh 4, 72 Tage 10,39

Reh 4, 178 Tage 12,92

Reh 5, 72 Tage 7,65 40,79 15,18 3,13 -23,95 6,18
Reh 5,178 Tage 9,78 40,44 14,86 3,17 -24,20 5,46
Reh 6, 51 Tage 10,26

Reh 6, 157 Tage 14,40

Reh 7, 51 Tage 9,95 43,51 16,01 3,17 -23,87 3,82
Reh 7,157 Tage 12,07 38,45 14,48 3,10 -23,80 4,13
Reh 8, 51 Tage 14,17

Reh 8, 157 Tage 14,52

Reh 9, 51 Tage 11,89 44,30 16,80 3,08 -23,82 3,77
Reh 9, 157 Tage 11,05 55,30 20,54 3,14 -22,62 5,10
Reh 10, 51 Tage 12,72
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Tabelle 8.6 Verwendete Abkiirzungen fiir Aminosauren und Dipeptide.

Abkiirzung Aminosiure/Dipeptid Abkiirzung Aminosaure/Dipeptid
OH-pro Hydroxyprolin lys Lysin

asp Asparaginsaure arg Arginin

thr Threonin tau Taurin

ser Serin car Carnosin

glu Glutaminsaure cys2 Cystin

pro Prolin P-ser Phosphoserin

gly Glycin aaaa a-Aminoadipinsaure
ala Alanin aaba a-Aminobuttersiaure
val Valin trp Tryptophan

met Methionin b-ala -Alanin

Ile Isoleucin baba -Aminoisobuttersaure
leu Leucin 1-M-his 1-Methylhistidin
tyr Tyrosin orn Ornithin

phe Phenylalanin urea Harnstoff

his Histidin NH4 Ammonium
OH-lys Hydroxylysin p-EtOHa Phosphoethanolamin
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Tabelle 8.7 Ergebnisse der Aminosaureanalyse: Proteinogene Aminosauren, dargestellt in nmol %.

OH- OH-
Probe pro asp thr ser glu pro gly ala val met ile leu tyr  phe  his lys lys arg
WF 01 951 251 131 344 693 12,09 3639 1264 150 025 038 233 063 1,11 038 1,72 248 442
WF 02 924 215 129 283 524 13,18 3747 1386 150 038 031 236 016 1,04 040 1,09 273 475
WF 03 939 183 100 281 546 1247 3895 1383 151 014 029 228 041 082 029 138 257 457
WF 04 9,00 253 1,15 3,24 236 1234 4068 1382 1,73 050 030 232 084 076 038 128 241 434
WF 05 884 238 092 321 679 11,02 39,10 1292 1,78 037 017 204 133 061 035 196 226 394
WF 06 970 247 132 326 647 1248 3585 1281 152 043 045 247 042 1,18 039 145 257 477
WF 08b 878 239 092 319 638 10,77 3984 13,60 1,83 037 002 212 057 094 035 1,70 223 399
WF 09 825 223 098 296 529 10,73 41,07 1380 181 049 010 230 1,09 069 039 139 228 4,16
WF 10 973 240 1,20 333 618 1167 3761 13,06 157 037 033 241 055 09 039 118 260 4,53
WF 11 799 183 093 217 253 12,14 44,06 1525 158 034 012 217 000 080 039 060 254 4,58
WF 12 844 2,50 1,08 337 662 1198 37,72 13,05 161 032 034 239 083 092 038 158 250 437
WF 13 922 219 137 259 429 11,73 3858 14,51 1,57 027 038 244 030 1,21 040 1,09 271 516
WF 14a 9,08 205 128 250 411 1343 37,54 14,28 156 052 037 243 043 1,15 039 119 276 493
WF 14b 774 193 092 258 304 11,58 4293 1488 158 053 000 192 062 075 036 211 234 417
WF 15 936 241 1,15 330 659 1284 36,06 1297 151 032 027 237 052 101 034 166 265 4,67
WF 16 954 245 128 349 7,05 11,44 3743 1287 168 032 036 239 116 123 036 027 244 425
WF 17 10,11 244 150 3,60 686 1283 3493 1259 152 015 047 239 022 115 038 144 266 476
WF 18 777 231 097 328 642 1029 40,44 13,28 2,06 042 006 239 166 095 036 149 2,09 378
WF 19 998 230 1,26 3,28 527 1331 3969 1442 1,71 021 028 249 040 1,10 037 082 266 047
WF 20b 10,17 1,38 093 200 195 1462 39,54 1545 159 0,07 030 259 000 099 027 035 278 503
WF 21a 10,22 231 135 354 6,77 1283 3550 1285 148 0,11 044 246 010 122 036 1,25 260 4,64
WF 22 951 232 1,18 348 690 12,09 3656 1292 1,75 021 032 239 066 102 037 1,70 236 429
WF 24 10,26 237 1,58 3,29 586 1321 3524 1296 157 018 048 248 000 130 037 1,14 277 495
WF 25 975 247 146 3,40 591 1297 3588 13,10 154 024 042 249 029 125 042 1,12 259 4,69
WF 26 966 224 123 331 6,07 1221 3760 1333 161 016 027 227 057 120 032 120 242 434
WF 27 985 259 155 3,65 745 1244 3456 1225 156 033 054 244 020 1,15 042 183 261 459
WF 28 10,51 148 095 235 4,22 1393 3821 1444 141 008 037 241 102 102 024 097 263 4,78
WF 29b 902 238 109 354 6,77 11,42 37,55 13,01 1,77 039 020 226 138 098 033 152 236 4,04
WF 30 7,61 1,77 072 297 6,68 10,77 4096 1391 183 0,17 006 238 157 082 023 153 224 3,78
WF 31 1040 256 154 3,68 7,28 1261 3394 1232 156 029 053 243 1018 124 037 155 266 486
WF 33 9,60 267 164 337 748 12,73 33,07 11,76 230 034 089 261 035 126 047 1,74 272 5,00
WF 34 985 264 164 326 737 12,29 3284 1196 239 036 097 262 037 133 047 175 280 5,08
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Probe OH- asp thr ser glu pro gly ala val met ile leu tyr phe his OH- lys arg
pro lys

WF 36 868 212 1,52 224 396 1423 36,10 1395 2,20 044 068 266 000 135 043 096 3,00 549
WF 37 986 250 1,55 3,18 7,11 12,79 33,71 12,07 232 025 088 252 000 128 043 153 284 518
WF 39b 831 219 159 229 423 1379 3533 1339 282 044 1,19 280 015 141 048 095 3,04 5,60
WF 40b 844 197 124 240 6,16 13,68 3552 1285 259 007 099 262 0,00 121 030 157 296 543
WF 41 919 256 164 318 7,29 1248 33,10 11,88 255 043 098 256 030 133 044 208 279 521
WF 42a 958 251 162 3,07 699 1298 3377 11,89 249 032 096 258 000 138 045 155 271 514
WF 42b 986 261 1,59 319 7,19 1297 33,03 11,89 246 035 096 254 020 131 041 147 283 514
WF 43 10,03 268 162 348 7,77 11,89 32,78 11,47 248 041 096 253 020 130 045 207 279 5,08
WF 44 878 251 162 281 570 13,69 3396 1249 2,70 033 1,15 278 023 140 050 094 298 544
WF 45 891 244 162 2,73 582 13,19 3415 1280 218 049 097 277 027 137 045 123 3,04 557
WF 46 986 1,74 1,15 213 558 1380 3546 1291 253 0,08 105 279 004 091 029 127 299 543
WF 47 1030 2,69 156 3,66 7,72 1229 3241 113,70 206 030 082 253 038 127 043 209 286 494
WF 48 10,22 216 132 298 756 1283 3339 12,03 254 0,08 1,00 253 000 1,22 032 194 277 511
WF 49b 972 269 180 337 749 1224 32,76 11,67 253 023 101 264 034 131 051 186 274 507
WF 50 886 2,25 1,65 237 424 1364 3513 13,23 2,78 044 1,19 281 016 138 052 092 290 550
WF 51 918 237 166 262 541 1326 3461 1288 257 045 095 261 022 135 044 126 282 537
WF 52 10,25 257 1,72 356 7,74 12,69 3286 11,80 202 012 080 255 000 132 043 187 277 496
WF 53 897 237 169 248 465 1345 3457 13,05 285 040 122 288 021 139 050 089 298 544
Alt1 874 152 1,33 160 259 1432 37,24 1473 3,11 007 141 280 000 131 029 007 313 571
Alt 220 829 192 1,75 184 241 1416 36,37 14,76 3,06 041 144 283 009 146 038 009 3,04 571
Alt 240 997 229 152 3,00 792 1245 3241 11,88 268 006 1,11 271 000 131 034 232 275 529
Alt 64 880 189 1,73 1,77 1,89 14,24 36,47 1491 289 031 142 283 000 150 034 005 316 581
Alt 93 998 257 1,74 3,28 819 1284 30,60 1220 249 0,07 103 263 014 138 035 210 294 547
MP 54 913 240 1,76 2,62 542 1344 3519 13,12 260 038 1,16 288 000 144 036 016 2,73 522
MP 59 813 157 1,71 146 081 1481 36,84 1532 3,23 044 140 316 000 160 043 002 3,13 596
MP 68 797 152 146 1,32 1,17 1520 37,21 1531 3,07 019 134 303 000 159 038 004 329 590
SB 626 785 141 158 1,22 082 1509 3685 1545 3,09 033 165 311 000 157 045 004 327 6,23
SB 664 933 242 183 286 635 13,04 3436 12,58 255 0,29 1,13 290 003 142 049 017 294 530
BW 12 989 229 162 296 757 12,73 3481 1258 215 023 087 262 000 132 023 042 271 498
BW 3 10,23 2,71 1,76 335 811 13,63 3048 13,10 206 038 083 265 000 141 037 085 288 521
BW 14 932 247 162 300 761 13,66 33,28 13,08 199 034 079 263 009 139 030 052 284 5,05
BW9 892 259 168 299 780 13,07 34,17 1296 211 026 085 259 008 134 029 061 277 493
BW 10 946 243 186 298 7,06 12,87 34,07 1241 239 039 098 289 003 148 034 038 274 5,22
MWL 55 745 1,15 156 094 0,13 1599 37,19 1649 347 040 090 280 0,00 158 041 0,01 324 6,28
MWL 137 973 191 1,04 212 751 13,44 3485 12,67 294 013 125 3,00 0,00 068 022 043 287 5,19
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Probe OH- asp thr ser glu pro gly ala val met ile leu tyr phe his OH- lys arg
pro lys

MWL 193 823 105 152 121 044 1529 37,61 16,10 3,21 029 088 267 000 158 037 003 330 6,23
MWL 251 950 148 1,11 1,75 3,77 1464 37,35 1437 229 011 096 279 003 091 018 013 3,10 5,53
MWL 408 10,02 2,08 141 291 740 1327 3511 12,70 184 013 0,70 266 000 1,29 025 047 276 5,00
OTZ 1 896 1,79 1,28 1,10 6,44 1349 36,38 1391 256 015 1,12 273 0,06 137 029 033 286 5,18
KE 145 912 042 057 043 010 1825 37,65 1699 234 003 154 285 000 0,11 0,03 001 327 629
KE 150 997 229 154 331 740 1288 3503 1252 161 028 060 268 017 136 034 052 264 488
KE 161 856 183 153 193 266 1411 37,41 1473 221 035 099 289 000 150 038 009 319 5,63
KE 174 989 189 131 270 7,06 1363 3477 1296 191 014 075 277 002 128 029 053 286 522
KE 192 889 2,00 1,67 242 366 1292 3699 1432 196 055 089 294 0,09 155 040 026 299 549
MG 1087 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
MG 1340 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
FH 3419 1043 240 160 326 781 13,75 3192 1338 185 0,27 0,70 249 1,31 027 081 276 5,00
FH 3520 10,07 261 1,70 3,14 7,87 14,10 30,57 13,65 205 049 080 260 007 136 021 070 292 5,08
BrA 10 1046 227 131 339 782 1266 33,09 1331 165 012 044 240 043 125 023 190 261 4,65
BrA 11 988 231 137 3,24 752 11,80 29,14 1216 156 0,07 050 229 005 121 024 214 251 11,98
BrA 12 10,71 282 1,52 3,62 829 1331 32,09 1294 1,72 0,08 053 252 008 132 026 079 273 4,69
BrA 3 11,01 253 1,55 3,56 828 1297 30,67 13,06 1,74 005 059 248 009 132 024 226 267 493
BrA 7 1084 256 152 360 824 1304 3042 1339 1,72 008 051 248 020 132 0,27 207 282 493
Femur 1, frisch 11,76 1,14 034 1,20 6,30 1515 34,24 1283 265 0,07 106 261 005 000 009 259 273 520
Femur 2, frisch 927 225 164 271 659 1292 33,74 1249 269 010 1,14 272 003 139 036 158 288 550
Femur 3, frisch 984 235 129 347 7,74 1195 3478 1280 161 011 042 239 028 130 032 225 250 459
Femur 1, Tag 04 2439 056 000 0,08 271 3065 2308 834 226 000 078 100 014 044 000 0,74 143 341
Femur 1, Tag 06 790 228 159 216 000 1392 37,22 1387 3,05 043 121 294 005 148 035 232 321 6,01
Femur 1, Tag 08 958 249 183 298 740 1240 3197 1248 258 015 1,06 272 027 139 040 1,79 3,02 549
Femur 1, Tag 10 12,31 093 024 086 525 1676 33,79 1329 2,78 0,09 1,08 257 005 0,09 006 214 272 497
Femur 1, Tag 12 1062 182 1,13 246 743 1352 32,11 1287 268 0,06 1,09 270 003 076 025 191 3,02 553
Femur 1, Tag 14 43,28 0,00 0,00 000 000 5572 046 0,00 000 000 000 009 000 046 000 000 0,00 0,00
Femur 1, Tag 16 10,75 229 164 292 7,64 1453 2613 1384 3,00 0,09 124 298 003 146 034 163 337 6,13
Femur 1, Tag 20 37,87 015 000 000 065 5053 546 156 095 000 025 025 015 1,02 000 0,00 033 084
Femur 1, Tag 24 3367 022 000 000 058 5312 614 186 1,15 000 036 033 011 107 0,00 000 036 1,04
Femur 1, Tag 28 39,10 0,15 000 031 000 5564 448 0,00 000 000 000 o000 000 031 000 000 000 0,00
Femur 1, Tag 32 42,89 0,00 000 0,00 0,00 5686 025 000 000 000 000 000 000 o000 000 000 0,00 0,00
Femur 2, Tag 04 10,60 190 1,19 3,09 7,77 12,72 33,71 1296 163 0,07 055 251 009 098 025 245 261 493
Femur 2, Tag 06 978 246 159 340 766 13,17 3399 1289 167 029 059 261 000 138 039 067 266 4,80
Femur 2, Tag 08 10,32 245 148 3,52 803 1230 3293 1266 164 0,08 054 247 035 133 033 213 262 480
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Probe OH- asp thr ser glu pro gly ala val met ile leu tyr phe his OH- lys arg
pro lys

Femur 2, Tag 10 960 243 161 295 7,08 13,30 3391 1287 204 051 083 264 008 137 041 055 278 5,02
Femur 2, Tag 12 968 223 1,70 250 549 1291 34,06 1391 201 018 093 277 017 140 043 110 286 5,64
Femur 2, Tag 14 939 235 1,75 288 702 13,85 32,74 13,18 2,17 055 089 271 019 147 041 047 287 5,09
Femur 2, Tag 16 9,77 254 1,71 348 8,26 12,70 30,21 1368 182 025 070 275 0,14 140 041 168 293 5,55
Femur 2, Tag 20 908 223 148 3,17 8,52 11,90 3585 1220 1,51 000 068 247 000 1,20 029 191 272 4,79
Femur 2, Tag 24 24,15 0,20 0,00 0,00 0,00 3154 2575 898 0,00 000 060 160 220 000 000 140 120 240
Femur 2, Tag 28 38,19 0,00 0,00 0,00 0,00 6006 058 000 000 000 000 000 000 117 0,00 0,00 0,00 0,00
Femur 2, Tag 32 0,00 0,00 0,00 000 o000 000 000 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
Femur 3, Tag 04 10,10 192 1,04 3,00 7,52 12,34 3551 13,08 1,71 0,10 042 245 049 093 029 2,07 250 4,52
Femur 3, Tag 06 10,28 1,75 098 287 745 1260 3557 13,11 157 010 048 257 027 074 023 254 220 470
Femur 3, Tag 08 1045 255 163 3,61 814 1242 32,13 1284 168 0,06 053 249 021 135 034 206 2,69 482
Femur 3, Tag 10 11,26 137 0,72 244 7,20 13,20 3557 1345 150 005 046 249 019 030 0,16 225 262 477
Femur 3, Tag 12 15,14 055 0,12 0,73 500 1782 3293 1356 185 0,00 059 246 0,04 024 003 227 239 4,28
Femur 3, Tag 14 10,89 2,03 1,10 3,10 810 13,75 32,75 1362 1,70 0,11 050 266 043 1,13 024 0,67 2,79 444
Femur 3, Tag 16 1046 261 1,38 3,62 805 1291 3348 13,11 162 010 045 242 026 127 031 071 263 461
Femur 3, Tag 20 11,67 167 095 2,70 7,57 1395 3348 13,79 1,71 005 057 241 017 048 0,15 074 3,00 4,95
Femur 3, Tag 24 1468 068 018 092 548 1732 31,04 1501 1,70 0,02 059 245 027 024 005 180 290 4,66
Femur 3, Tag 28 38,17 0,19 0,00 0,00 1,12 4425 8,09 324 1080 000 015 028 044 1,23 0,00 030 040 133
Femur 3, Tag 32 1381 058 0,12 063 491 1681 3495 1439 1,75 0,00 058 247 0,07 007 009 228 256 3,93
Femur 1 Kontrolle (aerob) 947 3,04 186 327 8,01 1240 33,13 11,78 262 0,21 107 269 036 140 045 049 2,73 5,03
Femur 2 Kontrolle (aerob) 931 2,76 167 289 7,26 12,85 34,19 1223 265 0,14 1,08 268 017 1,44 044 036 2,78 5,09
Femur 3 Kontrolle (aerob) 955 232 140 284 693 11,87 31,13 10,83 10,83 0,08 089 249 0,00 1,22 031 042 261 4,29
Femur 1 Pseudomonas fluorescens 98 298 1,79 3,31 796 12,15 33,48 11,81 255 006 1,05 268 031 132 044 046 2,74 5,05
Femur 2 Pseudomonas fluorescens 939 3,06 1,74 3,22 796 1240 32,85 11,79 264 061 1,08 269 038 143 047 054 2,74 5,00
Femur 3 Pseudomonas fluorescens 10,22 2,76 1,62 3,16 7,85 12,70 33,54 12,06 2,51 0,08 103 263 000 1,27 033 045 2,72 5,05
Femur 1 Streptomyces griseus 979 282 1,71 3,16 7,58 12,76 33,65 1198 264 009 1,10 280 0,01 1,34 042 041 2,78 497
Femur 2 Streptomyces griseus 951 303 188 3,21 7,79 1240 33,13 11,71 266 0,24 1,11 2,76 040 1,38 050 047 2,71 5,10
Femur 3 Streptomyces griseus 964 2,74 1,72 299 7,08 12,70 33,95 12,19 256 0,11 1,10 2,79 024 1,47 045 041 2,76 5,09
Femur 1 Kontrolle (anaerob) 976 2,89 1,75 327 752 1290 32,72 12,04 258 0,10 1,09 281 0,00 141 047 048 281 542
Femur 2 Kontrolle (anaerob) 984 292 171 3,19 752 1260 32,84 11,78 268 009 1,13 280 038 141 048 044 2,79 5,40
Femur 3 Kontrolle (anaerob) 10,64 2,03 098 244 7,39 1344 3465 1241 2,72 0,07 1,12 283 000 061 024 054 2,77 5,10
Femur 1 Prevotella melaninogenica 989 282 1,72 326 749 12,73 33,50 12,07 263 0,11 1,10 282 0,00 139 042 045 2,79 481
Femur 2 Prevotella melaninogenica 984 251 1,57 294 6,99 13,19 33,71 1229 2,70 0,08 1,14 2,77 0,00 127 035 043 281 541
Femur 3 Prevotella melaninogenica 995 2,76 1,72 3,15 7,10 12,93 33,08 1245 260 0,10 1,09 275 000 139 040 044 285 5,23
Femur 1 Clostridium histolyticum 986 301 1,79 329 752 12,70 32,54 12,02 264 0,08 1,09 273 037 141 046 048 289 5,13
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Probe OH- asp thr ser glu pro gly ala val met ile leu tyr phe his OH- lys arg
pro lys

Femur 2 Clostridium histolyticum 10,16 3,04 1,79 349 789 1262 32,06 11,87 251 0,04 103 265 036 140 045 053 280 534
Femur 3 Clostridium histolyticum 989 291 1,74 324 755 1265 3283 1199 266 007 1,11 271 027 139 046 049 275 530
Reh 1 frisch 961 190 168 2,23 4,22 1397 3566 13,39 241 015 125 291 003 143 037 032 275 573
Reh 3 frisch 825 040 141 065 000 1690 36,66 16,09 282 022 155 318 000 165 039 000 3,06 6,78
Reh 5 frisch 960 169 182 195 200 1530 36,77 14,77 191 038 067 265 000 149 037 013 284 565
Reh 7 frisch 976 237 192 2,73 6,17 13,48 34,09 1263 204 055 108 275 027 142 038 056 260 519
Reh 9 frisch 962 250 188 296 759 13,08 3334 12,02 223 061 1,12 265 030 135 039 075 252 5,09
Reh 1, 72 Tage 987 223 191 253 520 13,73 3453 1291 226 040 121 278 024 145 037 045 260 535
Reh 1, 178 Tage 934 056 134 073 000 17,14 3727 1630 280 006 088 259 000 147 032 003 286 630
Reh 3, 72 Tage 884 152 188 134 060 1523 36,70 1523 246 043 133 297 039 158 038 005 290 6,17
Reh 3, 178 Tage 993 238 193 2,77 587 1380 3469 1287 200 042 091 275 000 145 041 034 246 501
Reh 5, 72 Tage 994 255 210 3,05 6,64 1295 34,09 12,17 187 042 097 286 036 142 040 049 242 531
Reh 5, 178 Tage 9,04 105 181 1,27 035 1630 3633 1555 268 046 088 273 040 163 042 004 295 6,10
Reh 7, 51 Tage 926 187 188 2,01 359 1450 3550 13,81 244 053 096 266 040 151 038 0,18 291 561
Reh 7, 157 Tage 967 196 146 2,65 684 1285 31,97 11,60 169 011 083 264 000 126 027 056 241 1123
Reh 9, 51 Tage 989 218 1,75 260 634 1337 3455 1265 218 020 1,15 279 003 138 033 048 266 546
Reh 9, 157 Tage 872 085 1,67 1,10 034 1637 37,69 16,08 268 034 080 261 000 159 038 005 278 596

Tabelle 8.8 Ergebnisse der Aminosaureanalyse: nicht-proteinogene Aminosauren und Dipeptide, dargestellt in nmol %. Die Gesamtaminosdurekonzentration ist angegeben als
nmol/mg Knochenpulver.

- 1-M- AS-
Probe tau car cys2  P-ser Etgﬂa aaaa  aaba trp bala gaba baba His orn urea NH4 Gehalt
WF 01 0,00 0,13 0,00 0,02 0,00 0,05 0,00 0,09 0,00 0,39 0,00 0,00 0,05 0,00 2,07 2854
WF 02 0,00 0,79 0,05 0,00 0,00 0,13 0,00 0,09 0,00 0,34 0,00 0,00 0,00 0,00 1,84 3178
WF 03 0,00 0,51 0,11 0,06 0,00 0,13 0,00 0,11 0,00 0,69 0,00 0,00 0,07 0,00 292 2935
WF 04 0,00 0,29 0,22 0,00 0,00 0,07 0,00 0,15 0,00 0,57 0,33 0,00 0,09 0,00 2,21 855
WF 05 0,00 0,03 0,31 0,00 0,00 0,09 0,00 0,24 0,00 0,70 0,50 0,00 0,13 0,00 2,87 2366
WF 06 0,00 0,37 0,05 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 1,92 2106
WF 08b 0,00 0,13 0,34 0,04 0,00 0,08 0,00 0,32 0,29 0,80 0,31 0,00 0,16 0,00 2,50 1278
WF 09 0,00 0,35 0,28 0,00 0,00 0,05 0,00 0,21 0,00 0,66 0,55 0,00 0,15 0,00 2,89 2024
WF 10 0,00 0,33 0,09 0,00 0,00 0,12 0,00 0,07 0,00 0,35 0,00 0,00 0,04 0,00 2,02 1472

305



8. ANHANG

- 1-M- AS-
Probe tau car cys2  P-ser EtgHa aaaa  aaba trp bala gaba baba His orn urea NH4 Gehalt
WF 11 0,02 0,74 0,15 0,03 0,00 0,07 0,00 0,15 0,00 0,61 0,66 0,00 0,14 0,52 17,05 1533
WF 12 0,00 0,18 0,18 0,02 0,00 0,00 0,00 0,18 0,32 0,47 0,00 0,00 0,06 0,00 2,09 2048
WF 13 0,00 0,80 0,01 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,27 0,00 0,00 0,03 0,00 1,74 748
WF 14a 0,05 098 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,04 0,00 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00 2,05 1138
WF 14b 0,00 0,56 0,27 0,00 0,00 0,12 0,00 0,26 0,00 0,61 0,83 0,00 0,19 0,00 1,63 831
WF 15 0,00 031 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 2,12 3123
WF 16 0,01 0,12 0,21 0,01 0,00 0,07 0,00 0,16 0,28 0,40 0,00 0,00 0,05 0,00 16,26 337
WF 17 0,01 021 0,00 0,01 0,00 0,04 0,00 0,00 0,18 0,19 0,05 0,00 0,01 0,00 3,66 1686
WF 18 0,01 011 0,66 0,01 0,00 0,09 0,19 0,26 0,00 0,79 0,96 0,00 0,18 0,00 248 1709
WF 19 0,01 0,49 0,19 0,03 0,00 0,12 0,00 0,08 0,39 0,51 0,06 0,00 0,07 0,00 1,88 2531
WF 20b 0,02 1,05 0,00 0,09 0,00 0,05 0,00 0,05 0,45 0,35 0,21 0,00 0,04 0,00 1,10 2023
WF 21a 0,01 0,20 0,07 0,04 0,00 0,05 0,00 0,02 0,27 0,49 0,04 0,00 0,03 0,00 2,28 2220
WF 22 0,01 0,20 0,23 0,05 0,00 0,07 0,00 0,06 0,47 0,65 0,05 0,00 0,08 0,00 2,50 1455
WF 24 0,01 0,49 0,00 0,02 0,00 0,11 0,00 0,00 0,18 0,19 0,07 0,00 0,01 0,00 2,08 4398
WF 25 0,01 043 0,10 0,02 0,00 0,12 0,00 0,02 0,27 0,28 0,05 0,00 0,04 0,00 2,34 1596
WF 26 0,02 0,28 0,21 0,02 0,00 0,10 0,00 0,08 0,00 0,45 0,05 0,00 0,08 0,00 2,25 2733
WF 27 0,01 011 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12 0,17 0,00 0,00 0,01 0,00 1,87 3093
WF 28 0,00 0,76 0,00 0,08 0,00 0,03 0,00 0,00 0,25 0,28 0,40 0,00 0,07 0,00 280 2115
WF 29b 0,01 0,14 0,35 0,01 0,00 0,10 0,06 0,14 0,00 0,52 0,45 0,00 0,09 0,00 2,38 2769
WF 30 0,00 0,13 0,50 0,07 0,00 0,00 0,00 0,31 0,00 0,69 0,70 0,00 0,16 0,00 3,84 1827
WF 31 0,01 0,19 0,00 0,02 0,00 0,05 0,00 0,00 0,17 0,19 0,00 0,00 0,02 0,00 2,05 3599
WF 33 0,01 0,24 0,04 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,02 0,00 1,81 4387
WF 34 0,01 0,38 0,02 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17 0,00 0,00 0,04 0,00 1,69 3446
WF 36 0,00 1,40 0,00 0,04 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,03 0,00 1,92 2231
WF 37 0,06 0,42 0,00 0,04 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,33 0,00 0,00 0,03 0,00 1,99 3805
WF 39b 0,00 1,20 0,00 0,04 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,04 0,00 1,73 3279
WF 40b 0,00 0,76 0,00 0,13 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,22 0,00 0,00 0,04 0,00 2,14 2818
WF 41 0,00 041 0,00 0,02 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,02 0,00 1,72 6034
WF 42a 0,00 0,555 0,03 0,04 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,32 0,14 0,00 0,00 0,00 1,95 2624
WF 42b 0,00 0,35 0,03 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,04 0,00 1,84 2966
WF 43 0,00 0,22 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,25 0,00 0,02 0,00 2,08 2588
WF 44 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,13 0,10 0,00 0,04 0,00 1,51 3835
WF 45 0,01 0,95 0,02 0,02 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,13 0,15 0,00 0,01 0,00 1,95 7053
WF 46 0,00 0,97 0,00 0,10 0,00 0,07 0,00 0,17 0,10 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 2,14 3972
WF 47 0,00 0,04 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 1,81 5651
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8. ANHANG

- 1-M- AS-

Probe tau car cys2  P-ser EtgHa aaaa  aaba trp bala gaba baba His orn urea NH4 Gehalt
WF 48 0,07 021 0,02 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,38 0,00 0,00 0,04 0,00 291 3108
WF 49b 0,00 0,25 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,02 0,00 1,93 4159
WF 50 0,00 1,18 0,00 0,03 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 1,99 2707
WF 51 0,00 1,01 0,00 0,02 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 1,82 3298
WF 52 0,00 0,09 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 1,99 4533
WF 53 000 1,11 0,00 0,04 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,03 0,00 1,75 3363
Alt1 0,02 181 0,00 0,15 0,00 0,04 0,00 0,04 0,00 0,33 0,00 0,00 0,04 0,00 1,01 1437
Alt 220 0,02 2116 0,00 0,04 0,00 0,08 0,00 0,05 0,00 0,11 0,00 0,00 0,05 0,00 1,42 2324
Alt 240 0,01 0,14 0,02 0,13 0,00 0,00 0,00 0,01 0,02 0,35 0,02 0,00 0,03 0,00 1,95 4012
Alt 64 0,01 1,83 0,00 0,04 0,00 0,07 0,00 0,06 0,00 0,13 0,00 0,06 0,04 0,00 1,26 1990
Alt 93 0,00 0,22 0,04 0,14 0,00 0,00 0,00 0,01 0,02 0,25 0,04 0,00 0,02 0,00 1,84 3067
MP 54 0,01 1,02 0,00 0,04 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,18 0,00 0,00 0,06 0,00 3,79 980
MP 59 0,01 2,32 0,00 0,05 0,00 0,06 0,00 0,10 0,00 0,12 0,00 0,00 0,07 0,00 0,67 1448
MP 68 0,00 2,64 0,00 0,09 0,00 0,06 0,00 0,08 0,00 0,48 0,00 0,00 0,05 0,00 0,66 3153
SB 626 0,02 2,85 0,00 0,07 0,00 0,07 0,00 0,11 0,08 0,51 0,00 0,00 0,04 0,00 1,44 3759
SB 664 0,01 0,72 0,01 0,04 0,00 0,08 0,00 0,00 0,42 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 1,42 5283
BW 12 0,00 0,51 0,05 0,09 0,00 0,06 0,00 0,00 0,10 0,28 0,09 0,00 0,04 0,00 221 1019
BW 3 023 0,32 0,05 0,03 0,00 0,00 0,00 0,02 0,11 0,16 0,07 0,00 0,03 0,00 2,34 523
BW 14 0,03 0,70 0,08 0,08 0,00 0,00 0,00 0,02 0,21 0,33 0,14 0,00 0,08 0,00 2,44 300
BW9 0,05 081 0,08 0,01 0,00 0,04 0,00 0,01 0,13 0,20 0,14 0,00 0,09 0,00 3,05 179
BW 10 0,01 0,68 0,03 0,05 0,00 0,10 0,00 0,00 0,08 0,17 0,11 0,00 0,04 0,00 1,98 1569
MWL 55 0,02 2,98 0,05 0,05 0,00 0,04 0,14 0,15 0,12 0,13 0,00 0,00 0,06 0,00 1,06 2479
MWL 137 0,01 0,75 0,06 0,14 0,00 0,00 0,00 0,33 0,00 0,13 0,00 0,00 0,06 0,00 2,39 998
MWL 193 0,02 281 0,04 0,07 0,00 0,05 0,00 0,13 0,06 0,47 0,00 0,00 0,04 0,00 1,28 4845
MWL 251 0,01 1,76 0,00 0,14 0,00 0,06 0,00 0,25 0,00 0,10 0,00 0,00 0,05 0,00 1,77 2238
MWL 408 0,01 048 0,03 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18 0,32 0,10 0,00 0,05 0,00 4,70 4030
0TZ 1 0,01 1,37 0,04 0,10 0,00 0,07 0,00 0,00 0,15 0,22 0,00 0,00 0,06 0,00 3,21 4487
KE 145 0,02 3,40 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,14 0,27 0,13 0,00 0,00 0,03 0,00 1,97 1400
KE 150 0,02 0,32 0,01 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18 0,44 0,05 0,00 0,03 0,00 2,14 4689
KE 161 0,01 1,97 0,00 0,02 0,00 0,11 0,00 0,05 0,04 0,12 0,00 0,00 0,01 0,00 1,47 2562
KE 174 0,01 0,67 0,03 0,14 0,00 0,09 0,00 0,00 0,18 0,33 0,22 0,00 0,02 0,00 2,49 3372
KE 192 0,02 1,58 0,00 0,02 0,00 0,14 0,00 0,05 0,16 0,19 0,09 0,00 0,04 0,00 2,10 4337
MG 1087 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
MG 1340 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
FH 3419 0,01 0,29 0,05 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16 0,22 0,06 0,00 0,07 0,00 1,99 1446

307



8. ANHANG

- 1-M- AS-
Probe tau car cys2  P-ser EtgHa aaaa  aaba trp bala gaba baba His orn urea NH4 Gehalt
FH 3520 0,01 0,58 0,09 0,04 0,00 0,05 0,00 0,01 0,18 0,17 0,14 0,00 0,09 0,00 2,02 1616
BrA 10 0,01 021 0,14 0,08 0,00 0,00 0,00 0,04 0,19 0,39 0,04 0,01 0,09 0,00 1,80 517
BrA 11 0,01 0,07 0,07 0,10 0,00 0,00 0,00 0,02 0,14 0,23 0,02 0,01 0,08 0,00 1,42 403
BrA 12 0,00 0,09 0,14 0,04 0,00 0,00 0,00 0,02 0,16 0,23 0,02 0,00 0,09 0,00 1,45 787
BrA 3 0,01 0,07 0,07 0,10 0,00 0,00 0,00 0,02 0,14 0,23 0,02 0,01 0,08 0,00 1,42 722
BrA 7 0,00 0,11 0,09 0,06 0,00 0,02 0,00 0,02 0,17 0,25 0,02 0,00 0,09 0,00 1,41 1585
Femur 1, frisch 0,01 0,99 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,06 0,06 0,05 0,08 0,00 0,02 0,00 2,46 3947
Femur 2, frisch 0,01 0,73 0,02 0,16 0,00 0,12 0,00 0,02 0,02 0,46 0,11 0,00 0,03 0,00 1,53 1598
Femur 3, frisch 0,01 0,03 0,13 0,06 0,00 0,00 0,00 0,05 0,18 0,41 0,02 0,00 0,05 0,00 2,45 3947
Femur 1, Tag 04 0,01 0,06 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,03 0,07 0,00 0,03 0,00 4,86 4347
Femur 1, Tag 06 0,01 211 0,11 0,13 0,00 0,07 0,00 0,13 0,05 0,51 0,34 0,00 0,05 0,00 2,57 3601
Femur 1, Tag 08 0,00 0,63 0,03 0,04 0,00 0,08 0,00 0,01 0,00 0,13 0,10 0,00 0,04 0,00 1,60 3852
Femur 1, Tag 10 0,01 1,20 0,00 0,06 0,00 0,05 0,00 0,01 0,02 0,05 0,08 0,00 0,07 0,00 2,85 351
Femur 1, Tag 12 0,00 0,58 0,01 0,08 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,11 0,07 0,00 0,06 0,00 1,77 2406
Femur 1, Tag 14 0,03 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 2,89 17
Femur 1, Tag 16 0,00 0,74 0,00 0,14 0,00 0,10 0,00 0,02 0,03 0,50 0,10 0,01 0,08 0,00 1,89 18
Femur 1, Tag 20 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,03 1,81 7,55 2
Femur 1, Tag 24 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23 0,08 0,00 0,05 0,00 7,89 5
Femur 1, Tag 28 0,00 0,00 0,00 0,06 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 5966 3,09 8062
Femur 1, Tag 32 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 12,12 525 8359
Femur 2, Tag 04 0,01 011 0,05 0,05 0,00 0,00 0,00 0,02 0,14 0,28 0,14 0,00 0,03 0,00 2,28 5163
Femur 2, Tag 06 0,02 0,17 0,06 0,02 0,00 0,00 0,00 0,01 0,18 0,21 0,04 0,00 0,03 0,00 2,15 4044
Femur 2, Tag 08 0,00 0,05 0,06 0,04 0,00 0,00 0,00 0,02 0,12 0,22 0,00 0,00 0,04 0,00 1,84 5491
Femur 2, Tag 10 0,01 047 0,00 0,02 0,00 0,04 0,00 0,00 0,09 0,14 0,09 0,00 0,03 0,00 212 3652
Femur 2, Tag 12 0,00 0,29 0,00 0,02 0,00 0,11 0,00 0,02 0,06 0,03 0,02 0,00 0,05 0,00 216 3931
Femur 2, Tag 14 0,01 0,80 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,14 0,14 0,16 0,00 0,05 0,00 1,92 2675
Femur 2, Tag 16 0,00 0,14 0,01 0,02 0,00 0,08 0,00 0,01 0,11 0,11 0,00 0,00 0,05 0,00 1,90 100
Femur 2, Tag 20 0,03 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,27 0,00 0,01 0,04 0,00 2,80 6
Femur 2, Tag 24 0,00 0,00 0,00 0,53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,73 1
Femur 2, Tag 28 0,00 0,00 0,00 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,53 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00 8,68 0
Femur 2, Tag 32 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4195
Femur 3, Tag 04 0,01 0,03 0,13 0,04 0,00 0,01 0,00 0,06 0,21 0,53 0,02 0,00 0,07 0,00 2,34 3749
Femur 3, Tag 06 0,01 0,15 0,09 0,05 0,00 0,00 0,00 0,04 0,23 0,31 0,03 0,00 0,06 0,47 2,57 3660
Femur 3, Tag 08 0,00 0,05 0,06 0,01 0,00 0,00 0,00 0,02 0,13 0,23 0,00 0,00 0,05 0,00 1,77 4181
Femur 3, Tag 10 0,01 0,28 0,03 0,04 0,00 0,00 0,00 0,05 0,44 0,23 0,00 0,00 0,06 0,00 3,08 3702
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8. ANHANG

- 1-M- AS-
Probe tau car cys2  P-ser EtgHa aaaa  aaba trp bala gaba baba His orn urea NH4 Gehalt
Femur 3, Tag 12 0,01 011 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,12 0,05 0,00 0,07 0,00 3,25 3002
Femur 3, Tag 14 0,00 0,17 0,14 0,07 0,00 0,00 0,00 0,02 0,31 0,32 0,04 0,00 0,09 0,00 2,38 3539
Femur 3, Tag 16 0,00 0,03 0,13 0,02 0,00 0,00 0,00 0,03 0,17 0,29 0,01 0,01 0,08 0,00 2,10 2334
Femur 3, Tag 20 0,01 0,34 0,04 0,06 0,00 0,00 0,00 0,01 0,25 0,15 0,02 0,00 0,09 0,00 2,72 331
Femur 3, Tag 24 0,01 0,38 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,03 0,06 0,11 0,05 0,04 0,08 0,00 5,00 49
Femur 3, Tag 28 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,21 0,00 0,02 3,81 6,86 45
Femur 3, Tag 32 0,00 0,18 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,20 0,04 0,00 14,26 0
Femur 1 Kontrolle (aerob) 0,01 0,32 0,07 0,02 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,09 0,07 0,00 0,02 0,00 2,35 6096
Femur 2 Kontrolle (aerob) 0,01 0,63 0,04 0,15 0,00 0,08 0,00 0,02 0,03 0,39 0,11 0,00 0,03 0,00 2,45 6152
Femur 3 Kontrolle (aerob) 0,01 0,00 0,04 0,11 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,35 0,03 0,00 0,03 0,00 2,50 3803
Femur 1 Pseudomonas fluorescens 0,01 0,19 0,03 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,08 0,03 0,00 0,03 0,00 2,45 4214
Femur 2 Pseudomonas fluorescens 0,01 0,45 0,08 0,02 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02 0,12 0,10 0,00 0,04 0,00 2,66 6271
Femur 3 Pseudomonas fluorescens 0,01 0,21 0,04 0,06 0,00 0,00 0,00 0,01 0,07 0,34 0,04 0,00 0,00 0,00 2,73 4096
Femur 1 Streptomyces griseus 0,01 0,34 0,03 0,06 0,00 0,04 0,00 0,01 0,06 0,35 0,06 0,00 0,03 0,00 2,74 6375
Femur 2 Streptomyces griseus 0,01 0,27 0,05 0,02 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,09 0,00 0,00 0,05 0,00 2,22 6375
Femur 3 S. griseus 0,01 0,57 0,03 0,12 0,00 0,09 0,00 0,02 0,02 0,29 0,10 0,00 0,03 0,00 3,90 5302
Femur 1 Kontrolle (anaerob) 0,01 0,35 0,03 0,08 0,00 0,06 0,00 0,02 0,02 0,52 0,07 0,00 0,04 0,00 2,63 7530
Femur 2 Kontrolle (anaerob) 0,01 0,29 0,04 0,05 0,00 0,02 0,00 0,01 0,01 0,11 0,05 0,00 0,04 0,00 2,48 6828
Femur 3 Kontrolle (anaerob) 0,01 0,53 0,02 0,06 0,00 0,00 0,00 0,02 0,15 0,06 0,05 0,00 0,03 0,00 3,35 5427
Femur 1 P. melaninogenica 0,01 0,26 0,03 0,05 0,00 0,05 0,00 0,01 0,06 0,40 0,00 0,00 0,03 0,00 2,46 7808
Femur 2 P. melaninogenica 0,01 042 0,01 0,16 0,00 0,07 0,00 0,01 0,08 0,37 0,08 0,00 0,04 0,00 2,66 5974
Femur 3 P. melaninogenica 0,01 048 0,02 0,06 0,00 0,11 0,00 0,01 0,03 0,53 0,08 0,00 0,04 0,00 2,43 6292
Femur 1 C. histolyticum 0,01 0,28 0,03 0,05 0,00 0,04 0,00 0,02 0,00 0,10 0,05 0,00 0,03 0,00 2,78 7708
Femur 2 C. histolyticum 0,00 0,04 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,06 0,00 0,00 0,03 0,00 2,18 7202
Femur 3 C. histolyticum 0,01 0,25 0,02 0,05 0,00 0,04 0,00 0,02 0,01 0,22 0,05 0,00 0,04 0,00 2,37 7045
Reh 1 frisch 0,01 1,42 0,00 0,12 0,00 0,13 0,00 0,02 0,00 0,51 0,00 0,00 0,03 0,00 1,61 6055
Reh 3 frisch 0,01 2,87 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,19 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,81 3214
Reh 5 frisch 0,01 1,75 0,00 0,02 0,00 0,12 0,00 0,05 0,00 0,15 0,00 0,00 0,03 0,00 1,42 4373
Reh 7 frisch 0,01 098 0,00 0,02 0,00 0,12 0,00 0,00 0,06 0,11 0,00 0,00 0,02 0,00 2,11 6693
Reh 9 frisch 0,01 0,64 0,00 0,02 0,00 0,07 0,00 0,00 0,05 0,12 0,00 0,00 0,02 0,00 2,07 5971
Reh 1, 72 Tage 0,01 1,01 0,00 0,03 0,00 0,14 0,00 0,01 0,00 0,08 0,00 0,00 0,02 0,00 1,45 5309
Reh 1, 178 Tage 0,01 261 0,00 0,19 0,00 0,03 0,00 0,17 0,11 0,50 0,00 0,00 0,05 0,00 0,91 4990
Reh 3, 72 Tage 0,01 242 0,00 0,02 0,00 0,06 0,00 0,09 0,07 0,09 0,00 0,00 0,04 0,00 0,63 3495
Reh 3,178 Tage 0,01 092 0,00 0,04 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,26 0,00 0,00 0,01 0,00 1,92 5374
Reh 5, 72 Tage 0,01 0,77 0,00 0,02 0,00 0,10 0,00 0,00 0,07 0,12 0,00 0,00 0,02 0,00 1,67 3613
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8. ANHANG

- 1-M- AS-
Probe tau car cys2  P-ser EtgHa aaaa  aaba trp bala gaba baba His orn urea NH4 Gehalt
Reh 5, 178 Tage 0,02 2,28 0,00 0,03 0,00 0,07 0,00 0,11 0,00 0,10 0,00 0,00 0,04 0,00 1,04 3956
Reh 7, 51 Tage 0,01 1,52 0,00 0,02 0,00 0,15 0,00 0,03 0,00 0,08 0,00 0,00 0,03 0,00 1,25 5487
Reh 7, 157 Tage 0,01 049 0,00 0,13 0,00 0,05 0,00 0,00 0,10 0,38 0,00 0,00 0,02 0,00 243 6997
Reh 9, 51 Tage 0,01 092 0,00 0,09 0,00 0,10 0,00 0,01 0,00 0,51 0,00 0,00 0,02 0,00 1,91 5518
Reh 9, 157 Tage 0,02 2,39 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,41 0,00 0,00 0,04 0,00 0,60 3562

Tabelle 8.9 Zusammenfassung der Minima, Maxima, Standardabweichung und Mediane (Mittelwert bei den 3 frischen humanen Knochen) fiir alle Aminosauren in den Probenkollektiven

[nmol%)].
OH-pro asp thr ser glu pro gly ala val met ile leu tyr phe his OH-lys lys arg
frische Knochen Min 9,27 1,14 034 1,20 630 1195 33,74 1249 161 0,07 042 239 0,03 0,00 0,09 1,58 2,50 4,59
Max 11,76 2,35 1,64 3,47 7,74 1515 34,78 1283 2,69 0,11 1,14 2,72 0,28 1,39 0,36 2,59 2,88 5,50
20 1,06 055 055 094 062 134 042 015 050 0,02 032 014 0,12 064 0,12 0,42 0,16 0,38
X 10,29 1,92 1,09 246 687 13,34 3425 12,71 232 0,09 087 257 012 090 0,25 2,14 2,71 5,09
Westfriedhof Min 7,61 1,38 0,72 2,00 195 10,29 3241 1147 141 0,07 000 192 000 061 023 0,27 2,09 0,47
Max 10,51 269 180 3,68 7,77 14,62 44,06 1545 285 053 1,22 288 166 141 0,52 2,11 3,04 5,60
20 0,73 030 028 046 147 094 284 095 045 0,13 036 019 042 0,21 0,07 0,43 0,23 0,78
X 9,51 238 1,32 320 6,40 12,65 3587 1294 1,77 033 044 246 0,30 1,21 0,39 1,45 2,68 4,82
archéol. Knochen Min 7,45 042 057 043 010 11,80 29,14 1188 156 0,03 044 229 0,00 011 0,03 0,01 2,51 4,65
Max 11,01 282 186 3,62 829 1825 37,65 1699 347 055 165 3,16 043 1,60 0,49 2,32 3,30 11,98
20 0,90 054 026 090 295 120 255 132 055 0,14 0532 020 0,09 028 0,09 0,74 0,22 1,22
X 9,46 2,27 155 286 7,06 13,49 3485 1331 229 026 090 2,73 0,02 1,36 0,30 0,42 2,87 5,22
frische Rehknochen Min 8,25 040 1,41 0,65 0,00 13,08 3334 12,02 191 0,15 067 265 0,00 1,35 0,37 0,00 2,52 5,09
Max 9,76 250 192 296 7,59 1690 36,77 16,09 282 061 1,55 3,18 0,30 1,65 0,39 0,75 3,06 6,78
20 0,56 075 019 081 2,74 140 138 148 032 0,18 029 020 0,14 0,10 0,01 0,28 0,19 0,60
x 9,61 1,90 1,82 2,23 422 1397 3566 1339 223 0,38 1,12 275 0,03 1,43 0,38 0,32 2,75 5,65
Rehknochen Min 8,72 056 1,34 0,73 0,00 1285 3197 1160 1,69 0,06 080 259 0,00 1,26 0,27 0,03 2,41 5,01
Max 9,94 2,55 2,10 3,05 684 17,14 37,69 1630 280 053 1,33 297 040 1,63 042 0,56 2,95 11,23
20 0,45 065 022 078 2,79 147 164 164 035 0,15 0,17 011 0,18 0,10 0,04 0,21 0,20 1,71
x 9,51 1,92 1,84 2,27 439 1415 3509 1336 235 041 094 274 0,13 1,46 0,38 0,26 2,72 5,79
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OH-

OH-pro asp thr ser glu pro gly ala val met ile leu tyr phe his lys lys arg
exp. chem. Degrad. Min 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00
Max 43,28 261 183 362 852 6006 3722 1501 305 055 1,24 298 220 148 043 2,54 3,37 6,13
20 12,07 098 071 141 3,31 1692 13,00 537 088 0,15 035 107 0538 052 0,16 0,90 1,15 2,02
x 10,75 1,75 098 246 7,02 1385 32,74 1289 168 0,06 057 247 014 1,02 0,23 1,40 2,62 4,70
exp. Bakt. Degradation Min 9,31 2,03 098 244 693 1187 31,13 1083 251 0,04 089 249 0,00 0,61 0,24 0,36 2,61 4,29
Max 10,64 3,06 1,88 3,49 8,01 1344 3465 1245 1083 061 1,14 283 0,40 1,47 0,50 0,54 2,89 5,42
20 0,31 0,26 0,20 023 034 035 078 0,35 1,88 0,12 0,05 0,08 0,17 0,19 0,07 0,05 0,06 0,26
X 9,84 285 1,72 3,20 7,52 12,70 33,13 12,00 264 0,09 109 274 0,21 1,39 045 0,46 2,77 5,10
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Tabelle 8.10 Gewichtsausbeute der anorganischen Matrix nach Deproteinierung und Ergebnisse der Isotopenanalyse
von Carbonat und Phosphat.

Gew%
anorganische 6180carb  8180carb 8180phos

Probe Matrix 813Cears  (VPDB) (VSMOW)  (VSMOW)
WF1 56,98 -15,74 -10,33

WEF2 56,83 -15,59 -9,02

WF3 54,19 -15,08 -11,23

WF4 55,98 -15,96 -7,89 22,77 14,67
WF5 51,12 -15,81 -8,30

WF6 52,71 -15,02 -10,37

WF8b 56,90 -14,28 -10,26

WF9 55,69 -16,06 -9,92

WF10 54,67 -16,29 -7,01 23,68 14,55
WF11 54,70 -16,61 -10,17

WF12 57,53 -15,59 -8,96

WF13 56,30 -15,14 -10,50

WF14a 56,70 -15,52 -8,66

WF14b 57,14 -16,32 -6,66 24,04 14,32
WF15 51,82 -15,82 -12,61

WF16 59,22 -14,89 -10,74

WF17 53,34 -16,00 -11,10

WF18 59,12 -15,52 -10,32

WF19 54,80 -15,88 -9,66

WF20b 56,59 -15,45 -9,71

WF21a 54,39 -16,42 -9,13 21,5 13,75
WF22 60,22 -15,85 -8,08 22,58 14,73
WF24 57,52 -15,54 -6,31 24,4 15,68
WF25 54,06 -15,63 -10,58

WF26 54,83 -16,66 -11,00

WEF27 55,34 -15,26 -8,49 22,16 14,16
WF28 56,11 -15,88 -7,95 22,71 13,81
WF29b 46,41 -15,19 -10,20

WF30 50,01 -16,23 -9,52

WF31 57,34 -15,69 -10,63

WF33 56,66 -16,05 -10,10

WF34 58,98 -14,75 -8,46

WF36 54,27 -15,98 -11,53

WF37 56,34 -14,99 -8,95

WF39b 56,51 -15,99 -9,98

WF40b 55,92 -14,92 -11,12

WF41 52,23 -14,33 -10,50

WF42a 53,11 -15,11 -8,64

WF42b 53,80 -15,20 -9,88

WF43 52,32 -15,41 -7,58

WF44 51,83 -16,34 -7,37

WF45 53,40 -14,20 -10,68

WF46 55,74 -14,81 -10,76

WF47 53,83 -14,35 -9,36

WF48 50,09 -16,05 -10,95

WF49b 57,97 -15,03 -8,31

WF50 55,48 -15,83 -9,05

WF51 53,66 -16,03 -10,80

WF52 54,23 -15,31 -9,72

WF53 57,28 -15,59 -11,29

Alt1 76,86 -13,43 -5,26

Alt 220 76,42 -13,99 -6,60

Alt 240 61,70 -15,24 -6,30

Alt 64 63,99 -14,48 -7,70
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Gew%
anorganische 8180carb  8180carb 8180phos

Probe Matrix 813Ccarb (VPDB) (VSMOW) (VSMOW)
Alt 93 63,06 -14,16 -7,64
MP 54 71,37 -12,99 -8,01
MP 59 62,86 -12,78 -7,94
MP 68 57,09 -13,32 -9,02
SB 626 62,86 -14,87 -6,92
SB 664 56,67 -1491 -8,08
BW 12 64,35 -13,23 -9,61
BW 3 68,94 -12,25 -8,43
BW 14 71,73 -12,12 -9,51
BW9 75,74 -12,09 -9,32
BW 10 70,53 -12,05 -8,71
MWL 55 63,66 -13,66 -9,53
MWL 137 74,96 -11,73 -9,50
MWL 193 59,99 -12,39 -7,43
MWL 251 60,55 -13,61 -10,11
MWL 408 57,48 -15,08 -10,06
O0TZ 1 61,76 -13,52 -9,33
KE 145 63,40 -14,64 -10,26
KE 150 63,86 -14,45 -10,40
KE 161 66,35 -13,83 -10,77
KE 174 65,32 -14,06 -10,12
KE 192 68,53 -14,39 -9,76
MG 1087 68,57 -12,23 -9,46
MG 1340 74,29 -11,91 -9,20
FH 3419 72,74 -12,35 -10,27
FH 3520 70,75 -12,70 -9,79
BrA 10 67,60 -14,25 -8,00
BrA 11 62,77 -12,43 -5,40
BrA 12 63,48 -12,43 -5,36
BrA 3 72,86 -13,27 -5,36
BrA7 67,91 -13,72 -8,19
Femur 1, frisch 53,15 -16,07 -5,92
Femur 2, frisch 53,49 -16,59 -5,44
Femur 3, frisch 56,86 -16,63 -5,63
Femur 1, Tag 04 56,3 -16,33 -7,77
Femur 1, Tag 06 53,98 -16,07 -8,63
Femur 1, Tag 08 57,76 -16,14 -8,1
Femur 1, Tag 10 58,35 -16,12 -8,25
Femur 1, Tag 12 60,92 -16,13 -8,27
Femur 1, Tag 14 58,1 -15,95 -10,2
Femur 1, Tag 16 59,46 -15,94 -9,11
Femur 1, Tag 20 72,1 -15,84 9,1
Femur 1, Tag 24 74,5 -15,83 -10,52
Femur 1, Tag 28 71,6 -15,84 -10,93
Femur 1, Tag 32 72,11 -15,94 -9,56
Femur 2, Tag 04 54,94 -16,71 -7,2
Femur 2, Tag 06 54,31 -16,83 -7,81
Femur 2, Tag 08 53,55 -16,64 -7,99
Femur 2, Tag 10 61,86 -16,57 -6,69
Femur 2, Tag 12 59,64 -16,38 -8,64
Femur 2, Tag 14 63 -16,62 -7,76
Femur 2, Tag 16 60,41 -16,13 -8,47
Femur 2, Tag 20 64,7 -16,36 -8,81
Femur 2, Tag 24 76,75 -16,35 -8,75
Femur 2, Tag 28 66,03 -16,29 -9,14
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Gew%
anorganische 8180carb  8180carb 8180phos

Probe Matrix 813Ccarb (VPDB) (VSMOW) (VSMOW)
Femur 2, Tag 32 76,31 -16,19 -10,35
Femur 3, Tag 04 60,34 -16,25 -8,48
Femur 3, Tag 06 59,16 -16,68 -9,54
Femur 3, Tag 08 59,5 -16,57 -7,49
Femur 3, Tag 10 60,81 -16,65 -8,17
Femur 3, Tag 12 57,21 -16,65 -8,73
Femur 3, Tag 14 63,14 -16,55 -8,44
Femur 3, Tag 16 63,5 -16,51 -8,25
Femur 3, Tag 20 61,99 -16,4 -8,76
Femur 3, Tag 24 79,12 -16,68 -9,09
Femur 3, Tag 28 79,82 -16,37 -8,77
Femur 3, Tag 32 76,61 -16,5 -9,41
Femur 1 Kontrolle (aerob) 55,05 -16 -7,18
Femur 2 Kontrolle (aerob) 59,55 -16,47 -6,61
Femur 3 Kontrolle (aerob) 58,41 -16,58 -5,89
Femur 1 Pseudomonas fluorescens 59,95 -16,21 -5,62
Femur 2 Pseudomonas fluorescens 58,5 -16,48 -6,15
Femur 3 Pseudomonas fluorescens 56,31 -16,02 -6,33
Femur 1 Streptomyces griseus 57,5 -16,18 -5,95
Femur 2 Streptomyces griseus 58,26 -16,57 -5,38
Femur 3 Streptomyces griseus 57,36 -16,48 -6,6
Femur 1 Kontrolle (anaerob) 54,33 -16,4 -7,21
Femur 2 Kontrolle (anaerob) 59,08 -15,9 -5,27
Femur 3 Kontrolle (anaerob) 60,19 -16,43 -7,13
Femur 1 Prevotella melaninogenica 58,95 -16,06 -6,68
Femur 2 Prevotella melaninogenica 58,34 -16,56 -6,53
Femur 3 Prevotella melaninogenica 56,49 -16,33 -8,28
Femur 1 Clostridium histolyticum 57,75 -16,18 -6,25
Femur 2 Clostridium histolyticum 54,09 -15,88 -5,56
Femur 3 Clostridium histolyticum 56,7 -16,58 -6,05
Reh 1 frisch 52,7 -19,29 -6,8 23,9 14,7
Reh 1, 72 Tage 45,39 -19,49 -7,99 22,67 13,97
Reh 1,178 Tage 54,22 -18,8 -8,35 22,3 14,62
Reh 2 frisch 45,44
Reh 2,178 Tage 58,45
Reh 3 frisch 53,64 -17,9 -6,21 24,51 15,12
Reh 3, 72 Tage 39,14 -15,77 -9,06 21,57 14,68
Reh 3,178 Tage 48,52 -17,03 -8,24 22,41 14,65
Reh 4 frisch 41,82
Reh 4, 72 Tage 43,1
Reh 4, 178 Tage 56,63
Reh 5 frisch 51,28 -18,6 -7,43 23,25 14,93
Reh 5, 72 Tage 47,95 -18,86 -6,72 23,98 14,96
Reh 5,178 Tage 48,84 -18,38 -9 21,64 13,76
Reh 6 frisch 52,38
Reh 6, 51 Tage 34,43
Reh 6, 157 Tage 58,56
Reh 7 frisch 51,54 -18,69 -8,64 22,01 15,04
Reh 7,51 Tage 52,25 -18,5 -7,71 22,96 15,2
Reh 7,157 Tage 52,24 -18,08 -8,58 22,06 14,35
Reh 8 frisch 52,63
Reh 8, 51 Tage 39,1
Reh 8, 157 Tage 51,76
Reh 9 frisch 52,13 -19,3 -8,38 22,28 14,5
Reh 9, 51 Tage 46,68 -19,13 -6,81 23,89 15,54
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Gew%
anorganische 8180carb  8180carb 8180phos
Probe Matrix 813Ccarb (VPDB) (VSMOW) (VSMOW)
Reh 9, 157 Tage 51,57 -18,81 -7,04 23,65 15,42
Reh 10 frisch 47,87
Reh 10, 51 Tage 51,1
Reh 10, 157 Tage 54,87

Tabelle 8.11 Ergebnisse der spektrometrischen Untersuchung. CI = Kristallinitatsindex, FWHM = Halbwertsbreite.

OH-Bande Pos. v1 FWHM v1

Kristall- Pos.vz 3600 cm PO PO43
Probe CI C/P groRe COs*(FTIR) (FTIR) (Raman)  (Raman)
WF1 24 0,76 33 871,83 nein 960,74 19,6
WF2 2,6 0,79 36,2 871,67 nein 968,06 17,8
WF3 2,5 0,73 34,8 871,82 nein 969,27 17,7
WF4 2,5 0,74 34,5 871,65 nein 969,01 15,7
WF5 2,4 0,75 32,2 871,49 nein 961,08 17,7
WFé6 24 0,78 33,2 871,39 nein 959,65 16,6
WF8b 23 081 308 870,88 nein 961,22 17,8
WF9 24 0,77 33,3 871,36 nein 968,08 17,7
WF10 24 0,78 33,5 871,83 nein 968,29 17,7
WF11 24 0,78 32,7 871,36 nein 960,68 17,7
WF12 24 0,77 33,6 871,83 nein 968,28 17,7
WF13 2,5 0,79 34,5 871,83 nein 960,39 17,7
WF14a 24 084 33,7 872,09 nein 959,43 17,6
WF14b 2,6 0,76 36,3 871,83 nein 967,76 15,7
WF15 2,3 0,79 31,7 870,66 nein 969,19 17,7
WF16 2,5 0,77 35,3 871,71 nein 960,68 17,7
WF17 2,5 0,76 35,2 871,55 nein 960,98 17,7
WF18 2,3 0,73 31,7 871,32 nein 959,87 17,7
WF19 24 0,74 33 871,39 nein 966,43 17,7
WF20b 2,5 0,76 34,4 871,57 nein 960,15 17,6
WF21a 2,5 0,67 348 872,04 nein 960,55 15,8
WF22 2,6 0,79 36,9 871,85 nein 961,85 17,8
WF24 2,5 0,81 35,2 871,91 nein 960,39 17,7
WEF25 2,5 0,77 34,3 871,61 nein 17,8
WF26 2,4 081 32,2 871,61 nein 17,7
WF27 2,5 0,75 34,4 871,61 nein 17,7
WF28 2,4 0,75 32,2 871,41 nein 960,8 18
WF29b 2,5 0,73 348 871,6 nein 960,62 15,9
WF30 2,5 0,76 352 871,46 nein 960,83 15,9
WF31 24 0,77 327 871,64 nein 961,48 15,7
WF33 24 0,78 32,7 871,64 nein 960,16 15,7
WF34 2,5 0,73 35 871,56 nein 966,39 17,7
WF36 24 0,79 335 871,02 nein 960 17,7
WF37 2,5 0,75 34,2 871,82 nein 969,06 17,7
WF39b 2,3 0,76 31,1 871,3 nein 960,91 17,7
WF40b 2,5 0,75 348 871,69 nein 959,34 17,6
WF41 24 0,74 339 871,87 nein 959,67 17,6
WF42a 24 0,78 323 871,51 nein 961,04 17,7
WF42b 2,5 0,77 34 871,87 nein 961,21 17,7
WF43 2,5 1,05 351 871,78 nein 960,08 17,9
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OH-Bande Pos. v1 FWHM v,

Kristall- Pos.vz 3600 cm1 PO,* PO43-
Probe Cl C/P grofRe CO3*(FTIR) (FTIR) (Raman)  (Raman)
WF44 24 0,77 333 871,04 nein 960,72 17,9
WF45 2,5 067 356 872,19 nein 959,61 17,6
WF46 2,4 0,75 32,2 871,47 nein 960,66 17,9
WF47 2,4 0,75 33,8 871,93 nein 949,47 17,8
WF48 2,5 0,75 34,8 871,78 nein 960,43 15,9
WF49b 24 078 32,1 871,64 nein 954,65 17,8
WF50 2,5 0,79 34,2 871,81 nein 19,8
WF51 2,4 0,75 32,5 871,62 nein 959,47 15,9
WF52 24 079 329 871,81 nein 960,98 17,7
WF53 2,4 0,75 33,2 871,24 nein 960,65 17,7
Alt1 2,6 057 36,5 871,73 ja 960,7 13,9
Alt 220 2,3 0,77 31,7 872,01 ja 960,7 15,9
Alt 240 2,2 081 28,9 871,62 nein 960,7 15,9
Alt 64 2,6 068 364 871,94 ja 960,7 15,9
Alt 93 2,3 086 31,1 870,7 nein 960,7 15,9
MP 54 2,9 0,67 423 872,21 ja
MP 59 25 08 34,6 872,27 nein 958 17,8
MP 68 2,6 0,89 37 872,43 nein 959 17,8
SB 626 2,5 0,73 34,2 871,47 nein 958,86 17,8
SB 664 2,5 0,76 348 871,47 nein 959,19 17,8
BW 12 2,8 0,67 41,2 872,27 nein 960,05 18,6
BW 3 2,7 0,68 40,2 872,27 nein 967,1 19,8
BW 14 29 063 43,1 872,59 nein
BW9 2,8 0,67 40,2 872,75 nein 968,1 15,8
BW 10 2,7 0,71 39,5 872,43 nein 969,1 15,8
MWL 55 2,5 076 354 871,31 nein 960 13,8
MWL 137 2,5 0,77 35,5 872,57 ja
MWL 193 2,9 058 42,7 871,85 nein 958 15,8
MWL 251 26 1 37,2 873,66 nein
MWL 408 2,5 0,74 34,8 871,24 nein
0TZ 1 2,7 068 384 871,62 nein 958,33 15,8
KE 145 2,6 068 367 871,69 nein 969,1 15,8
KE 150 2,6 069 37,7 871,93 nein 958 17,7
KE 161 2,8 059 421 872,17 ja 969,1 15,8
KE 174 2,8 0,63 41,2 872,22 nein 959 15,8
KE 192 2,9 058 424 871,95 ja 969,1 13,8
MG 1087 2,7 0,77 40 872,29 nein 959,06 17,7
MG 1340 2,8 07 40,5 872,65 nein 959,47 16,6
FH 3419 2,7 0,75 40,1 872,05 nein 969 15,8
FH 3520 2,8 0,78 41,3 872,53 nein 959,93 14,7
BrA 10 24 09 33,8 871,32 nein 959,9 17,9
BrA 11 2,3 1 30,5 871,32 nein 959,9 17,9
BrA 12 2,4 095 321 873,04 ja 959,9 17,9
BrA 3 2,2 099 29,6 872,49 ja 960,9 17,9
BrA7 2,3 1,02 30,2 872,57 ja 958,9 17,9
Femur 1, frisch 24 0,76 31,9 870,8 nein 959,9 15,7
Femur 2, frisch 2,3 0,79 31,6 871,57 nein 960,5 17,75
Femur 3, frisch 2,1 084 27,6 870,37 nein
Femur 1, Tag 04 2,4 0,65 32 870,73 nein 959,9 17,67
Femur 1, Tag 06 959,9 15,7
Femur 1, Tag 08 959,9 15,7
Femur 1, Tag 10 2,1 0,78 26,9 870,67 nein 959,9 15,7
Femur 1, Tag 12 2,2 0,79 29,5 871,04 nein 959,9 15,7
Femur 1, Tag 14 2,3 0,69 31,1 869,59 nein 959,9 15,7
Femur 1, Tag 16 2,2 0,76 27,8 869,28 nein 959,9 15,7
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OH-Bande Pos. v1 FWHM v,

Kristall- Pos.vz 3600 cm1 POs*> PO43-
Probe Cl C/P grofRe CO3*(FTIR) (FTIR) (Raman)  (Raman)
Femur 1, Tag 20 2,6 0,64 37,7 871,76 ja 959,9 19,63
Femur 1, Tag 24 2,9 0,58 43 872,04 ja 959,9 13,74
Femur 1, Tag 28 3,2 0,53 49,7 872,3 ja 960,9 13,74
Femur 1, Tag 32 2,9 0,55 43 871,92 ja 960,9 13,74
Femur 2, Tag 04 2,2 081 28,9 869,97 nein 960,5 17,77
Femur 2, Tag 06 21 09 27,2 870,27 nein 959,5 17,77
Femur 2, Tag 08 2,3 0,79 30,2 869,88 nein 960,5 15,8
Femur 2, Tag 10 870,14 nein 960,5 17,77
Femur 2, Tag 12 2,1 092 26,2 871,72 nein 960,5 15,8
Femur 2, Tag 14 2,2 09 29,1 870,83 nein 960,5 15,8
Femur 2, Tag 16 2,2 0,76 27,8 870,32 nein 960,5 15,8
Femur 2, Tag 20 960,5 15,8
Femur 2, Tag 24 25 0,77 346 871,52 ja 961 13,8
Femur 2, Tag 28 2,3 0,83 30,4 871,45 ja 960 15,8
Femur 2, Tag 32 2,5 0,57 35,9 871,42 ja 960 15,8
Femur 3, Tag 04 2 1,05 25,6 869,35 nein 960,9 15,86
Femur 3, Tag 06 959,9 17,85
Femur 3, Tag 08 959,9 17,66
Femur 3, Tag 10 2,2 0,62 29,6 869,45 nein 959,9 17,66
Femur 3, Tag 12 2,3 0,69 30,9 869,89 nein 960,9 15,7
Femur 3, Tag 14 2,3 0,83 31 870,68 nein 959,9 15,7
Femur 3, Tag 16 2,5 0,61 34,7 870,87 nein 959,9 17,66
Femur 3, Tag 20 2,4 0,37 33,6 870,53 nein 959,9 15,7
Femur 3, Tag 24 2,8 0,63 40,8 871,85 ja 959,9 15,7
Femur 3, Tag 28 2,8 0,66 41,6 872,29 ja 959,9 15,7
Femur 3, Tag 32 2,8 068 41,3 872,43 ja
Femur 1 Kontrolle (aerob) 2,3 0,72 31,3 871,82 nein 940,4 16,6
Femur 2 Kontrolle (aerob) 2,1 0,81 26,4 872,17 nein 960,4 16,6
Femur 3 Kontrolle (aerob) 2,4 0,73 33,2 871,87 nein 959,4 18,6
Femur 1 Pseudomonas fluorescens 2,4 0,78 32,8 8719 nein 940,4 16,6
Femur 2 Pseudomonas fluorescens 2,3 0,86 30,3 871,51 nein 959,4 16,6
Femur 3 Pseudomonas fluorescens 2,4 0,67 32,1 871,79 nein 959,4 18,6
Femur 1 Streptomyces griseus 2,3 0,69 30,5 872,2 ja 960,4 16,6
Femur 2 Streptomyces griseus 2,5 0,69 34,6 871,83 ja 940,4 16,6
Femur 3 Streptomyces griseus 2,3 08 31,5 871,65 nein 959,4 18,6
Femur 1 Kontrolle (anaerob) 2,4 0,69 32 871,31 nein 959,4 18,6
Femur 2 Kontrolle (anaerob) 2,2 094 27,7 871,69 nein 960,4 16,6
Femur 3 Kontrolle (anaerob) 3 046 445 871,8 nein 959,4 16,6
Femur 1 Prevotella melaninogenica 2,5 0,99 34 872,06 nein 960,4 16,6
Femur 2 Prevotella melaninogenica 2,7 0,66 39,3 872,23 nein 959,4 18,6
Femur 3 Prevotella melaninogenica 2,7 0,66 38,2 872,24 nein 959,4 18,6
Femur 1 Clostridium histolyticum 2,3 0,96 30,9 872,58 ja 959,4 16,6
Femur 2 Clostridium histolyticum 2,4 0,94 33,2 871,93 nein 960,4 16,6
Femur 3 Clostridium histolyticum 2,3 0,97 31,3 872,06 nein 960,4 16,6
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b) Analyse der Bodenproben

Munsellcoor”  10YR

Soil-Color Charts
2009 Revision

Abb. 8.1 Beispiel einer Munsell Bodenfarbkarte, Farbton 10YR (= Yel-
low-Red). Die Skalierung von 0 bis 10 zeigt den Anteil der jeweiligen
Farbe an der Gesamtnuancierung. Die Werte fiir Helligkeit (Value) wer-
den auf einer Skala von 0 (absolutes Schwarz) bis 10 (absolutes Weif?)
dargestellt, die Sattigung (Chroma) bewegt sich zwischen 0 (neutralem
Grau) und 20, wobei dieser Wert in Boden so gut wie nie erreicht wird.

Tabelle 8.12 Ubersicht iiber die Kategorisierung der Bodenkonsistenz (nach Fitzpatrick 2008).

Kategorie Beschreibung Rupturbestindigkeit Wasserdurchlissigkeit
1 locker Zerfallt in den Fingern keine Einschrankung
2 weich Zerbrockelt unter leichtem Druck leichte Einschrankung
3 fest Zerfallt bei moderatem bis starkem Druck kann eingeschrankt sein, evtl.
periodischer Wasserstau
4 sehr hart Kann nicht mit blofen Fingern zerdriickt eingeschrankt
werden, aber unter Einsatz des vollen Kérperge-
wichts
5 felsig Kann nicht mit Hammer zerschlagen werden normalerweise undurchlassig
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Tabelle 8.13 Klassifizierungsschema zur Bestimmung der Bodentextur (nach Fitzpatrick 2008)

Textur Texturcode Formbare Linge Eigenschaften und Tonanteil
Sand S 0 mm Kann nicht geformt werden
Tonanteil < 5%
Lehmiger LS 5 mm Kann nicht geformt werden
Sand Tonanteil 5 - 10%
Toniger Sand TS 5-15mm Kann nicht geformt werden
Tonanteil 5 - 10%
Sandiger SL 15-25mm Sandiger Charakter
Lehm Tonanteil 10 - 20%
Lehm L 25 mm Geschmeidig bis schmierig
Tonanteil ca. 25%
Schluffiger ZL 25 mm Geschmeidig bis schmierig, seidig
Lehm Tonanteil ca. 25%
Sandiger STL 25 -40 mm Sandiger Charakter, einzelne Sandkérner unterscheidbar;
Tonlehm Tonanteil 20 -30%
Tonlehm TL 40 - 50 mm Geschmeidig formbar
Tonanteil 30 - 35%
Leichter Ton LT 50 - 75 mm Geschmeidig, leicht zwischen Daumen und Zeigefinger
scherbar; Tonanteil 34 - 40%
Mittlerer Ton MT >75 mm Kann ohne Risse zu Stabchen geformt werden; gewisse
Resistenz gegen Scherung; Tonanteil 45 - 55%
Schwerer ST >75 mm Kann ohne Risse zu Stabchen geformt werden; hohe
Ton Resistenz gegen Scherung; Tonanteil > 55%

c) Optimierung der Hydrolysebedingungen fiir die chromatographische
Proteinanalytik

Fiir die hydrolytische Spaltung des Kollagenlyophilisats wird meist die saure Hydrolyse mit 6 N

HCI angewendet, welche als besonders zuverlassig gilt (Fountoulakis und Lahm 1998). Jedoch ist

bei dieser Methodik bekannt, dass aus biochemischen Griinden ein gewisser Verlust an be-

stimmten Aminosaduren einkalkuliert werden muss (siehe Tabelle 8.14).

Tabelle 8.14 Bekannte Auswirkungen der Hydrolyse von Kollagen mit 6 N HCI (nach Condon 1986; Fountoulakis und

Lahm 1998).

Aminosiauren

Hydrolyse mit 6 N HC1

Leucin, Isoleucin, Valin
Glutamin, Asparagin

Tryptophan

Threonin, Serin

Methionin, Cystein

Sehr lange Hydrolysezeiten notig, um Bindungen zu spalten
Signifikante Verluste, Umwandlung in Glutamat und Aspartat
Meist vollstindige Zerstdrung

Geringe Verluste

Geringe Verluste
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Oft wird der Reaktion Phenol in geringer Konzentration zugegeben, um die Zerstérung der
aromatischen Aminosauren zu verhindern (Condon 1986).

Eine weitere Methode zur Spaltung des Polypeptids ist die Hydrolyse mit 4 M MSS73, welche den
Vorteil bietet, dass empfindliche Aminosduren wie beispielsweise Tryptophan, die bei der Hydro-
lyse mit HCI zerstort werden, ohne weitere Additive bewahrt werden konnen. Problematisch hier-
bei ist, dass MSS nicht fliichtig ist und somit nicht verdampft werden kann, sondern vor der In-
jektion in die HPLC-Maschine anderweitig neutralisiert werden muss. Hierdurch miissen auch

grofere Ausgangsprobenmengen eingesetzt werden (Fountoulakis und Lahm 1998).

Um die bestmogliche Hydrolysemethode fiir die Messung der Proben der vorliegenden Studie zu
bestimmen, wurde die Hydrolyseeffizienz von 6 N HCl und 4 M MSS im Rahmen des Forschungs-
praktikums von Roland Immler (Daten unverdffentlicht) an aus zehn frischen Rehknochen (siehe

2.4) extrahiertem Kollagen unter folgenden Bedingungen getestet:

1) 6N HC], 115°C, 14 Stunden (oxidativ)
2) 6N HCI], 115°C, 14 Stunden (anoxisch)
3) 6N HCI], 115°C, 18 Stunden (oxidativ)
4) 6N HCI, 115°C, 18 Stunden (anoxisch)
5) 6N HC], 115°C, 24 Stunden (oxidativ)
6) 6N HCI, 115°C, 24 Stunden (anoxisch)
7) 4 M MSS, 115°C, 14 Stunden (anoxisch)
8) 4 M MSS, 115°C, 18 Stunden (anoxisch)
9) 4 M MSS, 115°C, 24 Stunden (anoxisch)

Hydrolyse mit 6 N HCI (oxidativ)

Die saure Hydrolyse ohne Ausschluss von Sauerstoff (oxidativ) wirkt sich mitunter stark de-
struktiv auf die Detektion verschiedener Aminosauren aus (Weiss et al. 1998), daher ist diese Auf-
schlussmethode fiir Routinemessungen nicht zu empfehlen. Dennoch wurde die Hydrolyse unter
oxidativen Bedingungen mit getestet, um zu ermitteln, wie gravierend sich die Unterschiede zu
den anoxischen Methoden darstellen.

Hierfiir wurde jeweils 1 mg des Kollagenlyophilisats in 3 ml PTFE-Gefaf3e (Savillex) eingewogen,
direkt mit 1 ml 6 N HCI versetzt und mit verschlossenem Deckel auf eine PTFE-beschichtete,
saurefeste Heizplatte (Stuart) gestellt, die sich unter einem sdurefesten Abzug (Erlab) befand. Der
Reaktionsansatz verblieb zur Hydrolyse fiir jeweils 14, 18 oder 24 Stunden bei 115° C auf der
Heizplatte. Danach wurden die Deckel abgeschraubt und die Sdure wurde bei 90° C vollstandig

verdampft.

Hydrolyse mit 6 N HCI (anoxisch)

Siehe Kapitel 3.6.1

73 Methansulfonsiure
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Hydrolyse mit 4 M MSS

Da Methansulfonsaure nicht verdampft werden kann, muss die Einwaagemenge der Probe erhoht
werden, da eine Verdiinnung des Hydrolyseansatzes vor der Messung zwingend ndtig ist, um den
pH-Wert zu neutralisieren. Statt der bei der sauren Hydrolyse tiblichen 1 mg wurden hier 2 mg
Probe in Glas-Gewindeflaschchen (Roth, siehe oben) eingewogen und mit 500 pl 4 M MSS (pH 2,3;
aus Stammlosung 70 %, Roth) versetzt. Das Spiilen der Flaschchen mit Stickstoff und die anschlie-
3ende Hydrolyse folgten dem Vorgehen bei der anoxischen Hydrolyse mit 6 N HCL. Nach einer
Hydrolysezeit von 14, 18 bzw. 24 Stunden wurden die Proben mit je 500 pl 4 M NaOH (80 g/500

ml, Roth) verdiinnt.

Schlussfolgerungen

Der durchgefiihrte Methodenvergleich zeigte, dass die Hydrolyse unter oxidativen Bedingungen
erwartungsgemafd weniger stabile Werte lieferte und das Aminosaureprofil im Vergleich zu den
anderen Methoden leicht verdnderte. Die Ergebnisse fiir die anoxische Hydrolyse sowohl mit HCI
als auch MSS waren recht einheitlich (siehe Abb. 8.2), wobei bei den mit Methansulfonsdure hy-
drolysierten Proben auffiel, dass die gemessene Proteinmenge signifikant unter der mit HCI auf-
geschlossenen Proben lag. Durch ein Aufschiitteln der Fladschchen unmittelbar vor der Messung
konnte die gemessene Proteinanteil deutlich erh6ht werden, was auf eine Phasentrennung in-
nerhalb der Probenl6sung hindeutete, die eine Folge der notwendigen Neutralisierung der Saure
sein diirfte (siehe auch Weiss et al. 1998). Dies hatte jedoch keinen Einfluss auf die gemessene
Kollagenzusammensetzung.

Aufgrund dieser Beobachtung und der hohen Einwaagemenge, die fiir die Hydrolyse mit MSS notig
ist, erscheint die Methode weniger geeignet fiir archdologisches Knochenmaterial, in welchem der
Proteinanteil teilweise deutlich reduziert ist. Da, bis auf thr, ser und phe, die hochsten Aminosau-
rekonzentrationen nach 14-stiindiger Hydrolysedauer gemessen wurden, wurde fiir die Reihen-
messung der Proben in dieser Arbeit die Hydrolyse mit 6 N HCI unter anoxischen Bedingungen
angewendet. Die Ausfélle in den genannten Aminosauren konnten an dieser Stelle auf eine nicht
ganz vollstandige Hydrolyse hindeuten. Dies wurde jedoch als Kompromiss in Hinblick auf die
Probenzusammenstellung des Projekts in Kauf genommen, da degradativen Einfliissen ausgesetz-
tes Kollagen meist bereits angegriffen ist und eine langere Hydrolysezeit hier kontraproduktiv

ware.
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Abb. 8.2 Vergleich der gemessenen Aminosdureprofile von rezentem Reh-Kollagen nach Hydrolyse mit 6 N HCl und 4
M MSS fiir 14, 18 und 24 Stunden in nmol % (Daten von Roland Immler, unveroéffentlicht).

d) Etablierung der Extraktion von Phosphat aus dem Knochenmineral

Die Extraktionsmethode muss verschiedene Kriterien erfiillen, um eine quantitative Ausbeute des
Phosphats und somit eine vollstindige Darstellung der isotopischen Zusammensetzung des ge-
bundenen Sauerstoffs zu gewahrleisten. Hierfiir miissen die organischen Bestandteile des Kno-
chens abgetrennt, die Kristallstrukturen aufgebrochen, nicht im Phosphat gebundene Sauerstoft-
molekiile entfernt und das gesamte Phosphat vollstindig gefillt werden. Seit dem Beginn der
Phosphatfallung mit Wismut durch Tudge (1960) wurde die Methodik immer weiter abgewandelt
und verfeinert. So ist inzwischen das Verfahren der Silberphosphatfallung die gebrauchlichste An-
wendung, da AgzP04 Kristalle weit weniger hygroskopisch sind als BiPO4 (z.B. Crowson et al. 1991,
Lécuyer et al. 1993, Dettman et al. 2001). Dennoch wenden die einzelnen Forschungseinrich-
tungen, welche Phosphat aus Hartgeweben extrahieren, zumeist leicht unterschiedliche Protokol-
le zur Fallung von Silberorthophosphat an, weswegen die Analyse von mindestens zwei verschie-
denen Standards bei jeder Extraktion unabdingbar ist. Als routinemafig verwendete Referenz-
substanz wird NBS 120c74, ein phosphathaltiges Gestein, welches aus einer Formation in Florida,
USA, gewonnen wird, bei jeder Analyse mitgefiihrt. Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit
der Standard NIST SRM-140075 erganzend analysiert. Aufgrund der Beobachtung, dass bei Aus-
gangsmaterial mit inhomogener Zusammensetzung (inklusive der verwendeten Standards) die
Fallungsmethode einen Einfluss auf die gemessene [sotopenzusammensetzung des Prazipitats ha-
ben kann (Vennemann et al. 2002, Chenery et al. 2010, Pucéat et al. 2010), gilt die Extraktions-

kontrolle anhand der Referenzsubstanzen in erster Linie als laborinterne Qualitatssicherung.

74 National Bureau of Standards (heute NIST, National Institute of Standards and Technology) 120c
75 National Institute of Standards and Technology, Standard Reference Material 1400, Bone Ash
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Zur Abtrennung des Calciums aus dem Mineral wird generell eine Fluorierung der Proben durch-
gefiihrt, welche eine Ausfallung des Calciums als CaF; bedingt, welches anschliefRend leicht ent-
fernt werden kann. Hierfiir werden tiblicherweise, je nach Protokoll, zwei verschiedene Chemika-
lien verwendet, Flusssdure (HF) oder Bromtrifluorid (BrFs). Hierbei ist HF haufiger in Gebrauch,
da BrF; fliichtig, sehr reaktionsfahig und hoch giftig ist. Daher wurden fiir die Etablierung der Me-
thodik Protokolle ausgewahlt, die auf HF basieren. Jedoch miissen auch fiir das Arbeiten mit HF
spezielle Vorkehrungen getroffen werden, da es sich um ein stark dtzendes Kontaktgift handelt,
welches bei bereits relativ geringer Exposition tédlich wirken kann. Daher musste vor Beginn der
Extraktionen sichergestellt werden, dass das Labor fiir Notfille iiber Calciumgluconat-Monohy-
drat-Losung (10 %, B. Braun) verfiigt, welches antidotisch bei HF-Vergiftungen/-Veratzungen ein-
gesetzt wird, sowie ein Inhalationsspray mit dem Glucocorticoid Dexamethason (Teva Ventolair
100 pg, Beclometasondipropionat) zur Verfiigung steht, um eventuell eingeatmete HF-Aerosole
zu neutralisieren. Da diese Praparate rezeptpflichtig sind, wurden die entsprechenden Rezepte
vom Betriebsarzt der LMU, Dr. Kapfhammer, ausgestellt. Weiterhin wurde ein Universalabsorber-
Pulver (Rotisorb, Roth) bereitgestellt, um eventuell verschiittete HF-Losung sofort und effektiv
binden zu kénnen. Die Eignung des Labors und dessen Ausstattung fiir das Arbeiten mit HF wurde
durch nach Begehung durch die Beauftragte der LMU fiir Arbeitssicherheit und Gefahrstoffe, Frau
Dipl.-Ing. Schimschar, bestatigt.

Die massenspektrometrische Messung folgte demselben Prinzip wie unter 3.8 beschrieben, ledig-
lich die bei der Messung mitgefiihrten Standards, auf welche die Proben geeicht wurden, unter-
schieden sich von der massenspektrometrischen Bestimmung der Isotopenverhéaltnisse des Car-
bonats. So wurde das Verhéltnis der stabilen Sauerstoffisotope auf den Standard NBS 120c
kalibriert, welcher auch bei jeder Probenextraktion mitgefiihrt wurde, und relativ zum Standard
V-SMOW?7¢ in §-Notation und Promille angegeben.

Testextraktion nach dem Protokoll von Dettman et al. (2001), modifiziert von Titken et al.

(2006)

Das erste Protokoll, welches auf seine Reproduzierbarkeit getestet wurde, folgte der Extraktions-
anleitung aus der Publikation von Tiitken et al. (2006).

Hierfiir wurden jeweils 4 mg des zuvor deproteinierten Knochenpulvers (siehe 3.7) in 2 ml Reak-
tionsgefafde (Safe-Lock™, Eppendorf) eingewogen (OHaus Analytical plus), mit 800 ul 2 M HF (aus
48% Stammldsung, Roth) versetzt und fiir 10 Minuten im Ultraschallbad aufgeldst. Um eine voll-
stdndige Ausféllung des Calciums als CaF; zu gewahrleisten, wurden die Reaktionsgefafde iiber
Nacht bei Raumtemperatur auf einem Schiittler (neolab) belassen. Danach wurden die Proben er-
neut fiir 10 Minuten ins Ultraschallbad gestellt und anschlief3end fiir zwei Minuten bei 10.000 rpm
zentrifugiert (2K15, Sigma; Z233MK-2, Hermle). Das ausgefallte CaF; bildete nun ein weifdes Pellet
am Boden der Reaktionsgefafie und wurde verworfen, wihrend der Uberstand jeweils in ein fri-
sches 2 ml Reaktionsgefafd (Safe-Lock™, Eppendorf), dessen Nettogewicht zuvor notiert worden

war, iberfiihrt wurde. Da die Vollstdndigkeit der anschlief3enden Silberphosphatfallung nur in

76 Vienna Standard Mean Ocean Water
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einem pH-Wertbereich zwischen 7 und 8 gewahrleistet ist, wurde den Proben jeweils ein Tropfen
des Indikatorfarbstoffs Bromthymolblau zugegeben, welcher den korrekten pH-Wert durch einen
Farbumschlag von Gelb nach Blau anzeigt. Um den pH-Wert der sauren Probenldsung auf den Fal-
lungsbereich anzuheben, wurden mit Hilfe einer Hamilton-Mikrospritze schrittweise ca. 140 pl
25%iges NH4OH hinzugetropft, bis der Indikator durch Farbumschlag einen pH-Bereich von 7-8
anzeigte. Das Phosphat wurde dann durch Zugabe von 800 pl einer 2 M AgNO3-Lésung ausgefallt,
was an der Bildung gelber Kristalle erkennbar war, die sich am Gefdaffboden absetzten. Anschlie-
Rend wurden die Proben fiir zwei Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde
abpipettiert und das Reaktionsgefafd mit 2 ml deionisiertem Wasser gefiillt. Die Kristalle wurden
zunachst auf dem Vortex-Mixer und dann im Ultraschallbad gewaschen und erneut fiir zwei Mi-
nuten bei 10.000 rpm abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurden die Kristalle
bei 50°C iiber Nacht im Warmeschrank getrocknet bevor die Reaktionsgefifie gewogen wurden
und die Extraktionsausbeute berechnet werden konnte.

Fiir die Vorbereitung der massenspektrometrische Messung wurden die Kristalle mit Hilfe eines
stumpfen Metallspatels in den Reaktionsgefafien zermahlen und jeweils ein Triplet von 0,19-0,35
mg pro Probe in Silberkapseln (3,2 x 4 mm, IVA Analysentechnik) eingewogen und in 96-Well-

Platten an das GeoZentrum Nordbayern, Erlangen, verschickt.

Erste Testmessungen nach der Extraktion der beiden Standards NBS 120c und NIST-SRM 1400
zeigten, dass sich protokollgemaf Silberphosphatkristalle ausfillen lief3en, und daher wurde die
Methodik im Rahmen der Diplomarbeit von Rott (2011) weiter vertieft. Jedoch lieferten dort die
durchgefiihrten Extraktionen keine zufriedenstellenden Ergebnisse hinsichtlich der Messung des
Verhaltnisses der stabilen Sauerstoffisotope. Die nach der Fillung und Trocknung erhaltenen
AgsPO, Kristalle wichen in ihrer grau-griinen Farbe deutlich von den in der Literatur beschriebe-
nen Parametern ab, und die 6180-Werte der gemessenen Standards zeigten zu starke Schwan-
kungen. Auch nach weiterfithrenden Reihenmessungen der beiden Standards konnten keine sta-
bilen §180-Werte erzielt werden (Schwankungen bis zu 2 %o). Aus diesen Griinden konzentrierten
sich die Bemiihungen anschliefdend auf eine andere, leicht unterschiedliche Extraktionsmethodik.

Silberphosphatfillung nach Joachimski et al. (2009)

Das Protokoll nach Joachimski et al. (2009) bietet gegeniiber der zuvor getesteten Methodik den
Vorteil, dass das einzusetzende Volumen an Flusssdure wesentlich geringer gehalten werden
konnte und somit auch das Risikopotenzial, den der Umgang mit dem Gefahrstoff mit sich bringt.
Weiterhin wurde kein Indikatorfarbstoff eingesetzt, der eventuell einen Einfluss auf die Kristall-
bildung wahrend der Fallung des Silberphosphats haben konnte.

Auch hier musste das Knochenpulver vor der Extraktion zunachst deproteiniert werden (vgl. 3.7),
da organische Reste die korrekte Kristallisation des Silberphosphats bei der Fallung beeintrach-
tigen konnen.

Danach wurde jeweils 1 mg der Probe in ein 2 ml Reaktionsgefaf3 (Safe-LockTM, Eppendorf) ein-
gewogen (OHaus Analytical plus), mit 33 ul 2 M HNO3 (Roth) versetzt und {iber Nacht auf dem
Schiittler (neolab) vollstandig aufgeldst. AnschliefRend wurde die Sdure durch Zugabe von 33 pl 2
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M KOH (Roth) neutralisiert, bevor zur Ausfallung des Calciums 33 pl 2 M HF zugegeben und die
Proben eine Stunde auf dem Schiittler belassen wurden. Um den weif3en CaF;-Niederschlag sicher
vom phosphathaltigen Uberstand abzutrennen, wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert (2K15, Sigma; Z233MK-2, Hermle), und der Uberstand wurde anschlieRend abpipet-
tiert und in ein frisches, zuvor abgewogenes 2 ml Reaktionsgefafs (Safe-LockTM, Eppendorf) iiber-
fiihrt. Die Silbernitrat-Fallungslosung fiir die Silberphosphat-Fallung wurde fiir jede Extraktions-
runde kurz vor der Zugabe zu den Proben frisch angesetzt (0,34 g AgNO3 + 0,28 g NH4sNO3 + 1 ml
25 % NH40H, ad 30 ml Aqua deion.), da Silbernitrat durch Lichteinwirkung sehr schnell zu ele-
mentarem Silber reduziert wird und auch die enthaltene Ammoniaklésung instabil ist und so den
pH-Wert der Fallungslésung ungiinstig beeinflussen kann. Fiir die Fallung wurden schlief3lich 500
ul der vorbereiteten AgNO3-Losung zu den Proben pipettiert, woraufhin ein sofortiges Ausfallen
der gelben Silberphosphatkristalle zu beobachten war und die Losung anschliefdend wieder klar
wurde, was auf die Vollstandigkeit der Fallung hinwies. Die Reaktionsgefafie wurden dann mit
offenem Deckel bei 60°C iiber Nacht auf einer Heizplatte unter dem Abzug belassen, um ein voll-
standiges Auskristallisieren aller Phosphationen zu gewéhrleisten.

Danach wurde die verbliebene Fliissigkeit vorsichtig abpipettiert, und die Kristalle wurden durch
Zutropfen von deionisiertem Wasser gewaschen, bevor die Fliissigkeit erneut abgenommen wur-
de. Die Reaktionsgefafie wurden dann fiir 3 Minuten ins Ultraschallbad gestellt, um eventuell an
der Gefafwand haftende Kristalle zu 16sen und zu waschen. Die letzten beiden Schritte wurden
mindestens fiinf Mal wiederholt, bis sich alle Kristalle am Boden des Gefafdes abgesetzt hatten. Mit
einer Pipette wurde nun so viel Fliissigkeit wie moglich abgesaugt, und die Proben wurden im
Trockenschrank (Memmert) bei 60° C fiir 4 Stunden getrocknet.

Auch hier wurden die Kristalle zur Vorbereitung der massenspektrometrischen Messung, wie
unter 3.9.1, anschlieffend mit Hilfe eines Metallspatels in den Reaktionsgefiafden zerstofden, und
die Extraktionsausbeute wurde durch Wiegen des Gefafies berechnet. Danach wurde jeweils ein
Triplet von 0,19-0,35 mg pro Probe in Silberkapseln (3,2 x 4 mm, IVA Analysentechnik) eingewo-
gen und auf einer 96-Well-Platte zur Messung an das GeoZentrum Nordbayern, Erlangen, ge-
schickt.

Auch die ersten Standard-Messreihen der nach dieser Methodik gewonnenen Silberphosphatkris-
talle zeigten anfangs noch zu starke Schwankungen, insbesondere fiir den Standard NIST-SRM
1400 Bone Ash. Die Vermutung erhartete sich, dass die Fallung des in den Proben enthaltenen
Phosphats unvollstdndig war. Nachdem alle Agenzien unmittelbar vor der nachsten Testextrak-
tion neu angesetzt worden waren, lieferten die Standards zufriedenstellende Werte mit geringer
Schwankung zwischen 0,11 %o und 0,29 %o fiir NBS 120¢ bzw. 0,06 %o und 0,39 %o fiir NIST-SRM
1400. Es stellte sich heraus, dass das in der Silbernitratlosung enthaltene NH4,OH durch die Fliich-
tigkeit des Ammoniaks sehr labil war und daher bereits nach kurzer Zeit seinen pH-Wert veran-
derte, womit die vollstindige Ausfallung des Silberphosphats verhindert wurde.

Bis Juli 2012 wurden die im Zuge der massenspektrometrischen Messung ermittelten Werte fiir
die Proben auf einen §180-Wert von 22,6 %o fiir den Standard NBS 120c kalibriert (nach Venne-

mann et al. 2002). Danach wurde dieser Wert aufgrund neuerer Erkenntnisse im Rahmen der Iso-
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phos-Tagung (2012) auf 21,7 %o korrigiert. Zu einem friitheren Zeitpunkt gemessene Proben wur-
den damit um einen Wert von -0,9 %o angepasst, um eine Vergleichbarkeit mit neueren Messung-
en zu gewahrleisten. Alle angegebenen Werte entsprechen der aktuellen Kalibration.

Die acht gemessenen Proben des Kollektivs Westfriedhof zeigten insgesamt recht homogene Wer-
te zwischen 6180 = 13,75 %o und 14,73 %o. Die Probe WF 24 hob sich mit einem Wert von 15,68
%o etwas von den anderen ab (siehe Abb. 8.3), wies jedoch auch die von allen Proben hdchste

Standardabweichung innerhalb des Messtripletts auf (o = 0,45).

16,00

® \WF24
15,50

15,00

® WF4 ® WF22
14,50 ¢ WF10

® WF14b

5180 vSMOW

® WF27
14,00

® WF21a ® WF28
13,50

Abb. 8.3 Verteilung der 6180-Werte aus der Phosphatfraktion der acht Proben des Westfriedhofs.

Auch die frischen Rehknochen zeigten mit §180-Werten zwischen 14,50 %o und 15,12 %o eine
relativ homogene Isotopensignatur (26 = 0,23). Dies verdnderte sich jedoch im Laufe der
Depositionszeit (20 = 0,53 bzw. 0,54), wobei sich die Knochen der verschiedenen Individuen un-
terschiedlich verhielten. Wahrend bei Reh 1 und 3 nach den ersten drei Monaten eine Abreiche-
rung beziiglich des schweren Sauerstoffisotops beobachtet werden konnte, blieben bei Reh 5 und
7 die Werte nahezu konstant. Reh 9 zeigte eine deutliche Anreicherung um ca. 1 %o.

Auch nach dem zweiten Beprobungsintervall war kein einheitlicher Trend auszumachen. Der
6180-Wert von Reh 1 stieg wieder auf das Ausgangsniveau an, wahrend Reh 3 und Reh 9 kaum
noch Veranderungen im Vergleich zum Dreimonatswert zeigten. Bei Reh 5 und 7 fielen die Werte
jedoch deutlich ab, im Fall von Reh 5 mit 1,2 %o recht stark (vgl. Abb. 8.4).

Der haufig als Diageneseindikator herangezogene Vergleich zwischen den 8180pnes- und 8180carb-
Werten ist nach der Umrechnung der gegen den Standard V-PDB gemessenen Sauerstoff-
isotopendaten aus dem strukturellen Carbonat in den Phosphatstandard V-SMOW in Abb. 8.5
grafisch dargestellt.

Theoretisch sollten alle Werte desselben Individuums dieselbe Sauerstoffisotopensignatur auf-
weisen, da es sich bei den beprobten Knochen aussschliefdlich um Langknochen handelte, jedoch
werden in der Grafik teilweise erhebliche Abweichungen sowohl der §180-Werte aus dem Carbo-

nat als auch aus dem Phosphat deutlich.
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Abb. 8.4 Entwicklung der
56180-Werte aus dem
Phosphat der unbestat-
teten Rehknochen iiber
die Depositionszeit.

24,50 25,00

Reh 3, 72 Tage
® Reh 7, frisch
B Reh 9, 157 Tage

Abb. 8.5 Verhéltnis der §180carb-- und 6180phos-Werte in den unbestatteten Rehknochen. Die taphonomisch beeinfluss-
ten Proben unterschieden sich zum Teil deutlich von den frischen Referenzknochen.

Tabelle 8.15 fasst die gemessenen §180-Werte fiir Carbonat und Phosphat, die Differenz der Werte

(Carbonat-Phosphat-Spacing) sowie die Werte von zwei in der Literatur gangig fiir die Umrech-

nung von Carbonat in Phosphat verwendeten Regressionsgleichungen in einer Ubersicht zusam-

men. Es wird deutlich, dass die grofdte Differenz zwischen den §80arp- und 6180,n0s-Werten der
frischen und degradierten Proben bei Reh 3 auftrat (1,63 %o), aber auch bei Reh 1 unterschieden
sich die Werte (1,52 %o). Bei Reh 5 war der Unterschied mit lediglich 0,44 %o nicht allzu hoch. In

all diesen Proben sank der 6180an-Wert im Verlauf der Degradation ab, was einer Abreicherung

des schweren Isotops entspricht.
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Tabelle 8.15 Zusammenfassung der 6180carb- und 8180phos-Werte der unbestatteten Rehknochen.

8180phos aus 8180cal‘b
8180phos aus §180carb nach
8180phos  8180carb  8180carb - 8180phos . nach Chenery et al.
Iacumin et al. (1996)

(2012)
Reh 1, frisch 14,70 23,90 9,20 14,92 14,98
Reh 1, 72 Tage 13,97 22,67 8,70 13,72 13,71
Reh 1,178 Tage 14,62 22,30 7,68 13,35 13,33
Reh 3, frisch 1512 24,51 9,39 15,52 15,62
Reh 3, 72 Tage 14,68 21,57 6,89 12,64 12,58
Reh 3, 178 Tage 14,65 22,41 7,76 13,46 13,45
Reh 5, frisch 14,93 23,25 8,32 14,28 14,31
Reh 5,72 Tage 1496 23,98 9,02 15,00 15,07
Reh 5,178 Tage 1376 21,64 7,88 12,70 12,65
Reh 7, frisch 1504 22,01 6,96 13,07 13,03
Reh 7, 51 Tage 1520 22,96 7,77 14,00 14,02
Reh 7, 157 Tage 1435 22,06 7,71 13,12 13,09
Reh 9, frisch 14,50 22,28 7,77 13,33 13,31
Reh 9, 51 Tage 1554 23,89 8,35 14,91 14,97
Reh 9, 157 Tage 1542 23,65 8,23 14,68 14,73

Die Umrechnung der 6180carp- in 6180ph0s-Werte anhand der von lacumin et al. (1996) und Chenery
et al. (2012) formulierten Regressionsgleichungen erwies sich bei den frischen Referenzproben
von Reh 1 bis 5 als gut vergleichbar mit den tatsachlich gemessenen Werten. Die Berechnung wich
jedoch fiir die nach drei bzw. 6 Monaten akquirierten Knochen teilweise deutlich von den Mess-
werten fiir §180phos ab. Dies war der Fall bei Reh 1 nach 178 Tagen, bei Reh 3 nach beiden Bepro-
bungsintervallen und bei Reh 5 nach 72 Tagen. Im Fall der Individuen Reh 7 und 9 zeigten die
berechneten Werte keinerlei Ubereinstimmung mit den gemessenen Werten, auch nicht fiir die
frischen Proben.

Der Vergleich zwischen 6180 - und §180,n,s-Werten konnte aufgrund der geringen Anzahl der
zur Verfiigung stehenden Phosphat-Messwerte nicht erschopfend ausgewertet werden. Bei den
analysierten Rehknochen konnten im 6180carh-6180phos Spacing aufféllige Proben tatsachlich mit
dem destruktiven Einfluss von Schimmel- bzw. Algenbefall in Verbindung gebracht werden. In
diversen Veroffentlichungen wurde von einer Anreicherung des schweren Sauerstoffisotops in
den Algenzellen von Flechten berichtet, wenn diese von Austrocknung betroffen sind (Hartard et
al. 2009). Es ist jedoch nicht klar, welcher Mechanismus zu einem Austausch des isotopisch

leichteren, biogenen Sauerstoffs mit dem schweren Isotop fithren kénnte.
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Der Apatit des Knochens ist eine attraktive Phosphorquelle fiir Mikroorganismen (z.B. Banfield et
al. 1999) und konnte daher gezielt von Flechten bzw. Algen ausgebeutet werden. Flechten produ-
zieren eine Reihe organischer Sauren, welche sogar Silikatminerale auflésen konnen (Drever und
Vance 1994). Auch wenn die histologischen Schnitte der Probe keine Anzeichen fiir Rekristallisa-
tion aufwiesen, kann dies dennoch nicht ausgeschlossen werden, da mit dem histologischen
Schnitt nur ein lokales Abbild des Knochenzustandes erzielt werden kann, welches eventuell von

dem des fiir die Isotopenanalysen verwendeten Knochenareals abweicht.

Die Untersuchung der Sauerstoffisotopie des Phosphats der acht frithdiagenetisch beeinflussten
Proben ergab in Bezug auf das Verhaltnis zwischen 6180, und §180pn.s die in Abb. 8.6 dargestellte
Verteilung der Werte. Tabelle 8.16 fasst zudem die gemessenen Werte fiir §180carb, 6180phos, das
Carbonat-Phosphat-Spacing sowie die theoretische Umrechnung der Carbonat- in Phosphatwerte

anhand von zw ei verschiedenen Regressionsgleichungen in einer Ubersicht zusammen.

16,00

R? Linear = 0,491
15,50
15,00

14,50

14,00

6180 [%0] VSMOW Phosphat
[ ]

13,50
21,00 21,50 22,00 22,50 23,00 23,50 24,00 24,50 25,00

6180 [%0] VSMOW Carbonat

WF 4 WF 10 WF 14b WF 21la @ WF 22 WF24 @WF27 @WF28

Abb. 8.6 Verhéltnis der 6180carb-- und 8§180phos-Werte in den acht analysierten Proben des Westfriedhofs.

Die Proben WF 21a und WF 22 wiesen ein im Vergleich zu den anderen Proben leicht erniedrigtes
Carbonat-Phosphat-Spacing auf, welches mit Werten < 8 fiir menschliche Proben recht niedrig
erscheint (Bryant et al. 1996, Martin et al. 2008, Pellegrini et al. 2011). Die theoretische Berech-
nung der Phosphat- aus den Carbonatwerten zeigte im Fall von WF 4, WF 21a, WF 22 und WF 24
die stiarksten Differenzen im Vergleich zum Originalmesswert und betrug zwischen 0,9 und 1,2
%o. Dennoch ist es umstritten, ob die Informationen dieser Werte auf diagenetische Veranderung-

en der mineralischen Matrix hindeuten (France und Owsley 2015).
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Tabelle 8.16 Ubersicht iiber die gemessenen §180carb- und §180phos-Werte (V-SMOW), das Carbonat-Phosphat-Spacing
sowie die theoretisch aus den Carbonatwerten berechneten Phosphatwerte der untersuchten Proben des Westfried-
hofs.

8180phos aus 8180carb 8180phos aus 8180carb

8180phos  8180carb  8180carb - 8180phes nach lacumin etal. nach Chenery et al.

(1996) (2012)
WF 4 14,67 22,77 8,10 13,82 13,82
WF 10 14,55 23,68 9,13 14,71 14,76
WF 14b 14,32 24,04 9,72 15,06 15,13
WF 21a 13,75 21,50 7,75 12,57 12,51
WF 22 14,73 22,58 7,85 13,63 13,62
WF 24 15,68 24,40 8,72 15,42 15,50
WF 27 14,16 22,16 8,00 13,22 13,19
WF 28 13,81 22,71 8,90 13,76 13,76

Reitsema (2013) legte in ihrer Arbeit dar, dass Diabetes mellitus einen Fraktionierungseffekt hin-
sichtlich der isotopischen Zusammensetzung des Gewebes haben kann, da im Zuge der Erkran-
kung ein wesentlich hoherer Anteil an Fliissigkeiten aufgenommen wird und so der Sauerstoffpool
im Korper zu einem geringeren Prozentsatz vom Wasser der konsumierten Nahrung bestimmt
wird. Ein Zusammenhang mit erhohten Carnosin-Konzentrationen des Kollagens, was ebenfalls
mit einer mdglichen Diabetes-Erkrankung diskutiert wurde, konnte jedoch nicht hergestellt wer-
den. Jedoch fithren auch andere Prozesse wie chronische Knochenresorption oder Niereninsuffi-
zienz zu einer Fraktionierung des Sauerstoffs im Korper (Reitsema 2013, 5.1.4.2). Aufgrund der
zahlreichen intravitalen Einflussfaktoren auf das 6180carp-8180pnos-Verhaltnis kann dieses nicht als
Qualitatskriterium fiir diagenetische Veranderungen empfohlen werden.

e) Hintergriinde der FTIR-Messungen

Das Prinzip der FTIR-Spektroskopie beruht auf der Detektion der Interferenz zweier Strahlen,
welche unterschiedliche Strahlenginge aufweisen und so ein Interferogramm ergeben. Das Herz-
stiick eines FTIR-Spektrometers ist damit liblicherweise ein Michelson-Interferometer, welches
aus zwei senkrecht aufeinander stehenden Spiegelebenen besteht. Eine der Ebenen ist beweglich
und verdndert wahrend der Messung seine Position. Ein teildurchlassiger Strahlenteiler sendet
das auftreffende Licht im 90° Winkel jeweils zu den beiden Spiegeln, welche die Lichtstrahlen zu-
riick zum Strahlenteiler schicken. Flir den mittleren Infrarotbereich (MIR, 4000-400 cm-1), in wel-
chem Messungen von Knochenmaterial stattfinden, besteht der Strahlenteiler aus KBr, da dieses
im mittleren Wellenzahlenbereich keine Absorptionsbanden aufweist. Treffen die Lichtstrahlen
erneut zusammen, rekombinieren sie sich unter Erzeugung konstruktiver und destruktiver Inter-

ferenzen. Der so entstandene neue Lichtstrahl durchdringt die Probe, welche alle fiir die Substanz
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charakteristischen Wellenlangen absorbiert und somit einen Teil der Wellenldngen vom Interfe-
rogramm subtrahiert. Anhand einer mathematischen Operation, der Fourier-Transformation,
wird dieses Signal in ein Spektrogramm umgewandelt (Stuart 2004). Feststoffe miissen vor der
Messung mit einem Triagermaterial gemischt werden, meist mit einem Alkalihalid - KBr im MIR-
Bereich.

Die gute Eignung der FTIR-Analytik fiir Knochenmaterial ist darauf zuriickzufiihren, dass die An-
regung der Molekiilbindungen nicht auf ein regelmafiiges Kristallgitter oder einen homogenen
Feststoffcharakter angewiesen ist (z.B. Beniash et al. 1997, Politi et al. 2004). Die gewonnenen
Spektren reflektieren die Absorptionsbanden der korrespondierenden Schwingungsrichtungen
der Molekiilbindungen, wobei die Wellenzahl die jeweilige Bindung identifiziert und die Intensitat
und Breite der Banden mit dem Ordnungsgrad des Kristalls und der KristallgrofRe in Bezug stehen
(King et al. 2011, Trueman 2013).

f) Hintergriinde der Raman-Messungen

Die Raman-Spektroskopie, wie die FTIR-Spektroskopie ebenfalls eine Art der Vibrationsspektro-
skopie, ist benannt nach dem indischen Physiker Chandrasekhara Venkata Raman, welcher be-
reits im Jahr 1928 den Raman-Effekt entdeckte und 2 Jahre spater den Nobelpreis fiir seine For-
schungen erhielt. Dennoch konnte die Raman-Spektroskopie erst mit der Entwicklung des Lasers
ab den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts routineméfig angewandt werden (Schmitt und Popp
2006).

Bei der Bestrahlung von Molekiilen mit monochromatischem Licht wird dieses gestreut und in
Spektrallinien zerlegt, welche gegeniiber der Frequenz der Lichtquelle verschoben sind. Die
Wechselwirkung des oszillierenden elektrischen Felds einfallender Photonen mit einem Molekiil
wird als Stof3 verstanden, der auf drei verschiedene Arten ablaufen kann, wobei die Punkte 2. und
3. den Raman-Effekt beschreiben (Bazin et al. 2009, Smith und Clark 2004):

1. Weder der Energiezustand des Molekiils noch die Frequenz der Streustrahlung im Vergleich zu
der des einfallenden Lichts verdndern sich. Diese Art der elastischen Streuung wird als Reyleigh-
Streuung bezeichnet.

2. Das Molekiil wird auf eine hohere Energiestufe angehoben und das Streulicht ist energiedrmer
als das einfallende Licht. Die auf diese Weise erzeugten Spektrallinien werden als Stokes-Linien
bezeichnet.

3. Das Molekiil verliert an Energie, das Streulicht weist eine hohere Frequenz auf als das ein-
fallende Licht. Die so entstehenden Spektrallinien werden als Anti-Stokes-Linien bezeichnet.

Die so erzeugten Zustidnde der Schwingungsenergie werden durch die Raman-Spektroskopie in-
direkt erfasst, wahrend die Infrarot-Absorptionsspektroskopie (FTIR) diese direkt analysiert. Da-
her sind die im Zuge von Raman-Analysen gewonnenen Informationen dhnlich derer von IR-Un-
tersuchungen und werden als komplementér verstanden (Freeman et al. 2001, Smith und Clark
2004).

Anregungslaser mit hoherer Frequenz fiihren zu einer intensiveren Raman-Streuung und redu-

zieren Fluoreszenzinterferenzen, jedoch reduzieren sich bei sehr langwelligen NIR-Lasern
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(Nd:YAG) Ortsauflésung und Raman-Streuung im Vergleich zu Lasern aus dem sichtbaren Licht-
spektrum. Fiir die Untersuchung von Knochenmaterial bewahrt haben sich Dioden-Laser aus dem
mittleren NIR-Bereich (785 - 830 nm) (Smith und Clark 2004).

Abb. 8.7 zeigt den schematischen Aufbau eines konfokalen Raman-Mikroskops (microRaman),
wie es in dieser Arbeit verwendet wurde. Ramanspektren werden typischerweise als Raman Shift

[cm-1] aufgetragen, wahrend IR-Spektren die absolute Wellenzahl [cm-1] wiedergeben.

Video-
kamera Holographischer Optisches Gitter
Sperrfilter
CccD
Detektor
Schlitz
ol 1| T
& - LN
Proben-
tisch Las?er-
Strahlaufweiter ~ SPiegel
- Abb. 8.7 Schematischer Aufbau
== eines konfokalen Raman-Mi-
—+ 1 \ kroskops (nach Smith und
N = = Clark 2004).

Raman-Spektroskopie wird mitunter als die beste Einzelmethode bezeichnet, um anorganische
Feststoffe zu untersuchen und zu identifizieren, insbesondere, wenn es sich um heterogene Gemi-
sche in kleinem Maf3stab handelt (Clark 1995, Gendron et al. 2002). Dies ist auf die hohe moleku-
lare Spezifitat, die zerstorungsfreie Messmethodik (France et al. 2014, Freeman et al. 2001), die
Moglichkeit der in situ Messung, das hohe spektrale und raumliche Auflésungsvermogen, die
Analysierbarkeit grofier oder unregelmafdig geformter Proben sowie die relativ geringe Anfallig-
keit fiir Interferenzen zuriickzufithren (Smith und Clark 2004). Aus diesen Griinden wird die Ra-
man-Spektroskopie gerne fiir die Analyse und kristallchemische Interpretation von Apatiten ver-
wendet, was auch die Untersuchung von Knochenmineral einschlief3t (Awonusi et al. 2007, Car-
den und Morris 2000, Wopenka und Pasteris 2005). Dadurch lassen sich nicht nur Informationen
iiber die mineralische Komponente gewinnen, auch die organische Fraktion kann so parallel ana-
lysiert werden (z.B. Halcrow et al. 2014, France et al. 2014).

Mithilfe des Mikroskops konnen gezielt bestimmte Bereiche innerhalb der Probe analysiert wer-
den. Fiir die Darstellung grof3erer Bereiche werden Rasteraufnahmen angefertigt, was als Map-

ping bezeichnet wird.
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g) Besonderheiten in der isotopischen Zusammensetzung der frischen Rehkno-
chen

Besonders auffillig waren die extrem niedrigen §15N-Werte in den Knochen von Reh 1, welche
sich zwischen 1,3 %o und 1,9 %o bewegten. Ein derart abgereichertes Stickstoff-Isotopenverhalt-
nis ist typischerweise nur fiir das Knochenkollagen von Winterschlafern wie Baren beschrieben
(z.B. Fernandez-Mosquera et al. 2001). Rehe sind ausgesprochene Futterselektierer und erndhren
sich vorzugsweise von ndhrstoffreichen Pflanzenteilen wie Knospen, Trieben oder Friichten wie
Eicheln und Bucheckern, weshalb sie auch als ,, Konzentrat-Selektierer” bezeichnet werden (Krebs
1993). Je nach bevorzugt genutzter Nahrungsquelle konnen die jeweiligen Isotopensignaturen in
den Individuen daher stark variieren. Junge Triebe weisen beispielsweise niedrigere §15N-Werte
auf als alteres pflanzliches Gewebe (Austin und Sala 1999). Auch gehéren Leguminosen wie Klee
(Trifolium spec.) zu den praferierten Nahrungsquellen von Rehen. Leguminosen sind in der Lage,
mithilfe symbiontischer Bakterien Stickstoff aus der Luft zu fixieren und weisen daher sehr
niedrige 615N-Werte auf (z.B. Unkovich 2013). Auch die 613C-Werte sind bei Leguminosen wie
Luzerne in Bezug auf das schwere Isotop eher abgereichert (Sponheimer et al. 2003), was zu den
niedrigen Werten aus den Knochen von Reh 1 passen wiirde. Bocherens (2003) fand in seiner
Studie sehr niedrige 615N-Werte in den Knochen von Elchen und erklérte dies durch eine haupt-
sdchlich auf Laub basierte Erndhrung (Guthrie 1982), was wiederum mit dem Baldachin-Effekt in
Verbindung gebracht werden kann. Der Baldachin-Effekt bezeichnet die Abnahme der §13C-Werte
in der Biomasse unter geschlossenen Laubkronen infolge der Anreicherung des leichten Isotops.
In den Blattern der Badume findet bei der COz-Aufnahme eine starke Diskriminierung gegen das
schwere Isotop statt. Fallen die Blatter ab, reichert sich in der Umgebung des Baumes mehr und
mehr das leichte Isotop an, was in Extremfillen zu lokalen 613C-Werten von bis zu -37%o fithren
kann (Ambrose 1993, van der Merwe und Medina 1991).

Die plausibelste Erklarung ist jedoch der quantitative Konsum von Fichtentrieben. Koopmans et
al. (1997) berichten fiir die Nadeln von Douglas-Tannen und anderen Koniferen von §15N-Werten
im Bereich von -5 %o bis -4 %o, wobei die Werte in jungen Nadeln noch niedriger sein konnen (bis
-6 %o0). Die im Zuge des Trophiestufeneffekts postulierte Anreicherung des schweren Isotops um
3 bis 6 % in den Geweben des Rehs als Konsumenten der pflanzlichen Nahrung (vgl. 1.4.1, Katzen-
berg und Lovell 1999) verschob das [sotopenverhéltnis in den positiveren Bereich, jedoch blieb
der 815N-Wert insgesamt dennoch recht niedrig. Da es sich auferdem bei Individuum 1 um einen
Jahrlingsbock handelte, diirfte so auch das vermutlich noch im Kollagen des Knochens persistie-
rende Stillsignal, welches normalerweise fiir eine Verschiebung des §15N-Werts um etwa + 2-3 %o
verantwortlich ist (z.B. Fuller et al. 2006, 1.4.1), durch das sehr negative Isotopenverhaltnis der

Nahrung iiberlagert werden.
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