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l. Einleitung

1.1 Allgemeines

MORTUI VIVOS DOCENT - Die Toten lehren die Lebenden.

Die Palaopathologie ist ein Zweig der medizinischen Wissenschaft, der im Speziellen
menschliche Uberreste aus archdologischen Fundorten untersucht, um daraus
Aussagen uber das Vorkommen oder Spuren von Krankheiten bei Individuen zu
treffen. Ein weiteres Ziel ist, den Einfluss eines speziellen Umfeldes und die
Lebensbedingungen der Population und des Individuums zu verstehen, um daraus
Gesetzmaligkeiten fur heute lebende Menschen zu schaffen, die in ahnlichem
Umfeld aufwachsen (Zivanovié 1982).

Sie verwendet dabei zwei verschiedene Ansatze: Die Medizin und die Anthropologie.
Beide sind innerhalb der Paldopathologie stark miteinander verwoben, unterscheiden
sich jedoch in ihren Untersuchungsvorgehen und ihrem Fachjargon. So kann man
heute davon ausgehen, dass die Ausloser fur degenerative Knochen- und
Gelenkveranderungen bei paldolithischen Jagern praktisch identisch waren mit
denen des Buroarbeiters des 21. Jahrhunderts. Was sich veranderte wahrend der
Geschichte der menschlichen Population sind die globale Haufigkeit von Krankheiten
und die unterschiedlichen geographischen Krankheitsmuster (Roberts und
Manchester 1997). Traumatische Skelettschaden sind so alt wie der Ursprung der
Knochen selbst. Sie entstehen meist als Ergebnis gewaltvoller Begegnungen mit
Gefahren der Umwelt oder inter- und intraspezifischen Konflikten.

Traumatische Verletzungen, besonders Frakturen, werden nicht selten bei
Ausgrabungen von menschlichen Uberresten gefunden. Dabei liegt das Interesse
nicht nur in der Individualdiagnose, die normalerweise einfach zu erhalten ist,
sondern vor allem in der kulturellen Bedeutung, die Einblicke in Leben und Leiden
einer Population erlaubt (Steinbock 1976). Die Erfassung der Haufigkeit und Art von
Knochenverletzungen unter Berucksichtigung von Individualalter und Geschlecht
ermdglicht eine Einordnung der Verletzungsmuster und —ursachen nach regionalen,
soziokulturellen und biologischen Gesichtspunkten (Kunter 1981) und tragt somit
wesentlich zur Rekonstruktion der gesamten Lebenssituation friherer Bevolkerungen
bei.



In jungster Zeit macht sich die Paldaopathologie neben makroskopischen und
mikroskopischen  Analysen mehr und mehr auch molekularbiologische
Untersuchungstechniken zu eigen, um Fragestellungen verschiedenster Art zu
klaren. Der Grundstein fur heutige molekulargenetische Untersuchungen an ancient
DNA wurde in den 80er Jahren durch verschiedene Forscher (u.a. Saiki et al. 1985,
Higuchi et al. 1984, Johnson et al. 1985, Paabo 1984, Jeffreys et al. 1985) gelegt.
Ein wesentliches Ereignis fur die Forschung an ancient DNA war die Erfindung der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), welche besser als andere molekulare Techniken
die Amplifikation von DNA durch hochsensitive und einfache Untersuchungen
ermdglicht. Am Ende der Dekade reprasentierte der Bericht einer erfolgreichen
Amplifikation von DNA aus archaologischen Knochen durch Hagelberg et al. (1989)
einen wirklichen Durchbruch. Durch verschiedene Bemuhungen, diese Methode an
unterschiedlichen Materialien anzuwenden, konnte der Punkt erreicht werden, an
dem die Forschung an ancient und degradierter DNA heute steht: Sie ist eine
zuverlassige Untersuchungsstrategie, die vielen wissenschaftlichen Gebieten und

Interessen dient.

Vor allem die forensischen Wissenschaften bedienen sich der PCR zur Typisierung
menschlicher und tierischer DNA (z.B. Forster und Eberspacher 1999, Schneider et
al. 1999, Lederer et al. 2001), u.a. zur Identifikation von Opfern bei
Massenkatastrophen, wie Flugzeugabstirzen (z.B. Whitaker et al. 1995, Goodwin et
al. 1999), der Feuerkatastrophe der Kapruner Seilbahn oder nach dem Anschlag auf
das New Yorker World Trade Center. Verschollene Soldaten (z.B. Ginther et al.
1992) oder Opfer von Verbrechen (z.B. Corach et al. 1995) wurden noch Jahre nach
ihrem Tod durch die Methode der ancient DNA-Technologie identifiziert. Aus
unterschiedlichsten Griunden wurden auch private Affaren amerikanischer
Prasidenten, wie Bill Clinton (Woodward 1999) oder Abraham Lincoln (Micozzi 1991)
Ziel solcher Untersuchungen. Ancient DNA wurde aulerdem zur ldentifikation von
historischen Personen wie Kaspar Hauser (Weichhold et al. 1998) und Jesse James
(Stone et al. 2001) analysiert.

Auch fir die Erhaltungsbiologie, Verwandtschaftsanalysen, Forschung an
Infektionskrankheiten und ihren Entstehungsgeschichten ist die Analyse von ancient
und degradierter DNA dienlich.



I.2 Fragestellung

Da ,unser Wissen Uber Krankheiten und Verletzungen in prahistorischer Zeit
aufgrund des relativ geringen Umfanges des prahistorischen Knochenmaterials
keineswegs umfassend® ist (Kunter 1981), scheint das fur diese Arbeit vorliegende
Skelettmaterial umso ,viel versprechender” zu sein. Hierbei handelt es sich namlich
nicht um vereinzelte Funde, sondern um den Inhalt eines kompletten Gebeinhauses.
In diesem ,Karner* aus der Stadt Rain am Lech sind die menschlichen Uberreste von
mindestens 2547 Individuen des 15.-18. Jahrhunderts enthalten, deren
Untersuchung reprasentative Aussagen zu Art und Haufigkeit von Knochenlasionen,
auch im Hinblick auf die zahlreichen kriegerischen Auseinandersetzungen der

damaligen Zeit, erhoffen Iasst.

Besonderes Augenmerk der Studie soll vor allem auf der quantitativen und
qualitativen Erfassung von traumatischen Knochenveranderungen des Schadels und
der postkraniellen Skelettelemente liegen. Dabei wurde eine morphologische
Geschlechts- und Altersbestimmung anhand der Schadelknochen vorgenommen, um
eine differenziertere Analyse der Haufigkeiten innerhalb der einzelnen Alters- und

Geschlechtsgruppen zu ermoglichen.

Da jedoch bisher keine zuverlassige Moglichkeit einer sicheren morphologischen
Geschlechtsbestimmung bei Langknochen, Skelettelementen mit einem hohen
Fragmentierungsgrad und Kinderskeletten besteht, ist es ein wesentliches,
zusatzliches Anliegen dieser Arbeit, die Perspektiven der molekularbiologischen
Geschlechtsdetermination aufzuzeigen. Hierfir wurde durch Extraktion und
Amplifikation von ancient DNA (aDNA) eine molekulare Geschlechtsbestimmung bei
einigen frakturierten Langknochen durchgefuhrt, um auch hier geschlechtsrelevante
Aussagen machen zu konnen. Zusatzlich wurden einzelne Kinderschadel molekular
untersucht. Die Richtigkeit der ancient DNA-Untersuchungen wurde durch
molekulare Untersuchung von morphologisch geschlechtsdeterminierten Schadeln
abgesichert. Des weiteren wurde zum Methodenvergleich bei nicht-frakturierten

Knochen molekulargenetisch das Geschlecht bestimmt.



Il. Material

I1.1 Fundort

11.1.1 Historischer Abriss von Rain am Lech um 1250-1800

Das exakte Grundungsdatum der Stadt Rain am Lech ist nicht Uberliefert. Erste
Erwahnungen weisen auf eine Grindung durch den bayerischen Herzog Otto II.
gegen 1250 AD hin. Da Rain schon mit der Grundung als Grenz- und Festungsstadt
konzipiert war, war der Platz fur den Friedhof um die Stadtpfarrkirche begrenzt. Aus
diesem Grund wurde 1471 die als Gebeinhaus dienende Allerheiligenkapelle erbaut.
In regelmafigen Abstanden raumte man so den Uberflllten Friedhof und lagerte die
Gebeine in die Gruft der Kapelle aus. Die Knochen des Gebeinhauses stammen
demnach fruhestens aus dem 15. Jahrhundert.

Die Stadt Rain war haufig in Kriege verwickelt: 1446 in den Wittelsbacher Krieg, 1504
in den Landshuter Erbfolgekrieg, sowie Anfang des 17. Jahrhunderts mehrmals in
den 30-jahrigen Krieg (insbesondere im Rahmen der berihmten ,Schlacht bei Rain®,
in der der kaiserliche Feldherr Tilly todlich verletzt wurde).

Aufgrund der vielen Kriegsopfer und der wachsenden Bevolkerungszahl entstand die
Notwendigkeit eines weiteren Friedhofs. Zusatzlich zum Friedhof innerhalb der
Stadtmauern wurde um 1600 die St. Rochuskirche mit dem zugehorigem
Rochusfriedhof auferhalb der Stadt erbaut. Es ist somit anzunehmen, dass der
innerstadtische Friedhof nur einen Teil der verstorbenen Bevdlkerung aufgenommen
hat. Auch zu Beginn des 18. Jahrhunderts machten die Kriege vor der Stadt Rain
keinen Halt. So kampften die Bewohner 1702-1704 im Spanischen und 1742-1745
im Osterreichischen Erbfolgekrieg. Doch nicht nur Kriege sondern auch Epidemien
forderten ihre Opfer. Dreimal (1348-1351, 1634, 1649) wurde die Stadt von Pest-
Epidemien heimgesucht.

Im Rahmen der Sakularisation wurde 1803 eine landesherrliche Verordnung
erlassen, wonach auf dem Friedhof um die Pfarrkirche keine Beerdigungen mehr
stattfinden durften. Da die Allerheiligenkapelle damit ihre Funktion als Gebeinhaus
verlor, mussen die darin gelagerten Gebeine aus dem 15.-18. Jahrhundert stammen
(Dorn 1985).



1.1.2 Das heutige Rain am Lech

Rain am Lech ist eine 7711 Hektar gro3e Stadt im Landkreis Donauwdrth in
Schwaben (Abb. 1). Sie liegt im Donaumoos zwischen Lech und Donau und zahlt ca.

8400 Einwohner (www.rain.de).
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Abb. 1: Geographische Lage der Stadt Rain am Lech (Baern -Karte, viamichelin.de, MaRstab
1:600000)

Die zu untersuchenden Knochen stammen aus dem ,Karner® (Gebeinhaus) der
Allerheiligenkapelle, welche sich neben der Pfarrkirche in der Stadtmitte befindet. Die
Kapelle steht seit 1829 im Besitz der Stadt Rain und hat seit der Fertigstellung des
Heimatmuseums 1988 keine Funktion mehr. Im Rahmen von Sanierungsarbeiten

bestand die Moglichkeit, an den darin gelagerten Knochen zu forschen.



1.2 Fundmaterial

Bei der Raumung des Karners wurden insgesamt 15285 Gebeine erfasst (Tabelle 1,
Abb. 2). Da die Graber bei der Auslagerung aus dem Friedhof in die
Allerheiligenkapelle aufgeldst und die Knochen ungeordnet eingerdumt wurden, war

eine individuelle Zuordnung nicht mehr moglich.

Tabelle 1: Gesamtheit der einzelnen Knochen aus dem Karner in Rain am Lech
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Abb. 2: Knochenberg Fund bei Offnung des Karners

Da 2547 Schadel gefunden wurden, kann man von einer ebenso hohen Mindestzahl
an Individuen ausgehen. Die Anzahl der Verstorbenen wird laut Sterberegister von
Rain am Lech fir den Zeitraum von 1696-1800 mit 2282 angegeben. Rechnet man
ausgehend von dieser Summe an Todesfallen entsprechend der geschatzten
Einwohnerzahlen im Zeitraum von 1400-1800 hoch, so kann man fur diesen
Zeitraum in grober Annaherung mit rund 5100 Verstorbenen rechnen. Somit werden
mit dieser Untersuchung 2547 von geschatzten 5100 Bestatteten erfasst. Das

entspricht etwa der Halfte aller geschatzten Todesfalle von 1400 — 1800.

Die entnommenen Gebeine wurden im Vorfeld sortiert und katalogisiert,
makroskopische  Auffalligkeiten notiert. Die am haufigsten gefundenen
Schadelveranderungen (Abb. 3) waren mit 37% die unspezifischen Hyperostosen,
gefolgt von den Osteomen mit 25%. Traumatische Veranderungen konnten in 10%

der Falle diagnostiziert werden.
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Abb. 3: Auffalligkeiten der Calvaria

Bei den Langknochen (Abb. 4) waren die degenerativen Gelenkveranderungen mit
29% fuhrend. Hyperostotische Veranderungen konnten bei 24% und traumatische

Veranderungen bei 11% der postkraniellen Skelettelemente beobachtet werden.
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Abb. 4: Auffalligkeiten der postkraniellen Skelette
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Das Team der Arbeitsgruppe ,Palaopathologie der LMU Munchen fuhrte unter der
Leitung von Dr. Albert Zink eine ektokranielle Altersbestimmung anhand der Schadel
in Anlehnung an Ferembach et al. (1979) durch und stellte die Ergebnisse fur diese
Arbeit zur Verfugung. Immature Individuen wurden anhand des Zahnstatus in die
Altersstufen Neonatus (0-6 Monate), Infans | (0,5-6 Jahre), Infans Il (7-12 Jahre) und
Juvenil (13-20 Jahre) eingeteilt. Anhand des Nahtschlusses der Cranium-Nahte
wurden adulte Individuen in Altersstufen von jeweils rund 10 Jahren untergliedert

(Tabelle 2). Bei 80 adulten Individuen war keine Altersbestimmung moglich.

Tabelle 2: AltersmaBige Zusammensetzung der Population aus Rain

Altersstufe N %
Neonatus 2 0,1
Infansl 202 7,9
Infans Il 288 11,3
Infans | oder Il 6 0,24
Juvenil 146 57
21-30 Jahre 820 32,2
31-40 Jahre 522 20,5
41-50 Jahre 268 10,5
51-60 Jahre 132 5,2
alter 60 Jahre 81 3,2
erwachsen, Alter unbestimmt 80 3,1

1.3 Auswahl des Probenmaterials

Das Geschlecht wurde morphologisch bei 2049 erwachsenen Schadeln bestimmt.
Das sind 80,4% aller vorgefundenen Schadel. 498 Calvaria waren den Altersklassen
neonatal, Infans | und Infans Il (0-12 Jahre) zuzuordnen. Diese wurden in die
Untersuchung nicht mit eingeschlossen, da die morphologische Geschlechts-
bestimmung im Kindesalter mit einer grol3en Unsicherheit behaftet ist (Zink 1999).
Fur den molekularbiologischen Teil dieser Arbeit wurden 20 von den insgesamt 53
traumatisch veranderten Langknochen fur die molekularbiologische Diagnostik

ausgewahilt.
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Die Auswahl erfolgte zufallig aus den Knochen mit gutem Erhaltungszustand, welche
eine offensichtliche Kallusreaktion und eine Achsenfehlstellung aufwiesen. Zehn

nichttraumatisierte Langknochen wurden zum Methodenvergleich untersucht.

Sieben Schadel, bei denen eindeutig das Geschlecht mittels morphologischer
Methoden festgelegt werden konnte, wurden zum Nachweis der Richtigkeit der
Methode molekulargenetisch analysiert. Drei Kinderschadel, welche morphologisch
nicht geschlechtsdiagnostiziert werden konnen, wurden zur Darstellung der
Perspektiven von derartigen Untersuchungen mit in die Analysen eingeschlossen.
Die Auswahl erfolgte auch bei den kindlichen Calvaria zufallig aus den Schadeln mit
gutem Erhaltungszustand und aufgrund der Aufwendigkeit der Methode nur in

begrenzter Zahl.

1.4 Verwendete Gerate

Autoklaven, Heraeus

Brutschrank, Heraeus

Computer, Compaq Deskpro

Dentalbohrmaschine, MN Dental Instruments, Munchen

DNA Thermal Cycler Typ Primus, MWG AG Biotech

Elektrophoresekammer Elektrophoresis Unit (13 x 13 cm), Pharmacia Biotech
Elektrophoresekammer Typ Mupid 21 (10 x 15 cm), Cosmo Bio Co., LTD.
Gefrierschrank Typ economic super, Bosch

Klhlschrank Typ glass line, Liebherr

Kugelschwingmuhle Typ MM2, mit Zirkonium-Mahlbechern, Retsch
Magnetruhrer Typ MR 2002, Heidolph

Mikrowelle Typ MWE 700, Bauknecht

Prazisionswaage Typ Navigator ™, Ohaus ©

Rotator, Agitateur rotatif, Marke unbekannt

Vortexer Typ MS 2, IKA-Labortechnik

Schuttler Typ KS 250 basic, IKA-Labortechnik

Stromversorgung Typ EPS 600 Electrophoresis Power Supply, Pharmacia Biotech
Stromversorgung Typ Mupid 21, Cosmo Bio Co., LTD.

Thermomixer Typ compact, Eppendorf

UV-Lampe, 254nm, Marke unbekannt
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Videodokumentationssystem fiir Gelelektrophorese, ImageMaster® VDS,
Pharmacia Biotech

Werkbank, steril, Typ Herasafe, Heraeus Instruments

Zentrifuge Typ 2-4, Sigma

Zentrifuge Typ 1.0R, Heraeus Universalzentrifuge, Laborteam Schultheiss

Zentrifuge Typ 5417R, Eppendorf

1.5 Chemikalien

Aceton, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Agarose, Seakem® LE agarose, Biozym

Aqua ad iniectabilia, B. Braun, Melsungen AG

Aqua bidest, H. Kerndl GmbH, Weilienfeld

Bromphenol-Blau, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Diatomeen-Erde, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

50 bp DNA-Leiter, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

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

DNA Silver Staining Kit, Pharmacia Biotech

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

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

Eisessig, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Ethanol absolut, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

Ethidiumbromid

Glycerol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Guanidinium-Thiocyanat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

HCI, Merck Eurolab GmbH, Ismaning

4% Natriumhypochloridlésung, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

SSCP Anode Buffer B (pH 7,4), Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

SSCP Cathode Buffer B (pH 7,4), Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

SSCP Rehydration Buffer B (pH 7,4), Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Triton X-100, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Tris (Trilhydroxymethyllaminoethan), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Tris-Cl, Merck Eurolab GmbH, Ismaning
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1.6 PCR-Reagenzien und Enzyme

AmpliTaq Gold ™ DNA-Polymerase (5 U/ul), Applied Biosystems, Weiterstadt
DNA Polymerisations-Mix (20 mM), Applied Biosystems, Weiterstadt
MgCl,-Solution (25 mM), Applied Biosystems, Weiterstadt

10 x PCR Gold Puffer, GeneAmp®, Applied Biosystems, Weiterstadt

Primer Act 1/2 (50 pmol), Thermo Hybaid Interactiva Division, Ulm

Primer Amel 1/2 (60 pmol), Thermo Hybaid Interactiva Division, UIm

Primer SR-Y 1/2 (50 pmol), Thermo Hybaid Interactiva Division, Ulm
Proteinase K, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

1.7 Hilfsmittel und Einwegmaterialien

Aluminiumfolie S, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Dental-Diamant-HM-Frase, MN Dental Instruments, Minchen
Dental-Diamant-Trennscheibe, MN Dental Instruments, Minchen
Eppendorf Reaktionsgefalie (2,0 ml) safe lock, Eppendorf

GeneGel Special Electrode Wicks

GeneGel SSCP gels, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Kleenex ©® Tlcher, Kimberley-Clark

Microcon " 30 Filter, Millipore GmbH, Eschborn

Multi-PCR-Tubes (0,2 ml), PEQ LAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Multireaktionsgefalle (0,65 ml), Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Pipetten (2,5 ul, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 ul), Eppendorf
Pipettenspitzen (2,5 ul, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 ul), Biozym, Oldendorf
PS-Tubes (4,5 ml), Greiner Labortechnik

Reaktionsgefalle (0,6 ml), Biozym, Oldendorf
Untersuchungshandschuhe, puderfrei, Safeskin®, California
Zentrifugenrohrchen PP (14 ml), Josef Peske oHG, Aindling
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11.8 Puffer und Losungen

Diatomeen-Erde:

Diatomeen-Erde 5,0 mg
H,O 25,0 mi
HCI (32% wiv) 250,0 pl

Ethidiumbromid-L6sung:
Ethidiumbromid 0,1 ul
TAE-Puffer 1,0 mi

Farbeldsung (5x):
Silbernitrat 1% wiv

Benzolsulfonsaure 0,35% w/v

Fixierldsung (5x):
Benzolsulfonsaure 3% wliv
Ethanol 24% viv

GSCN-L6sung (Guanidinisocyanat-Ldsung):
Guanidinium-Thiocyanat 4,72 g

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

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

Bromphenolblau 75 mg
Glycerol (30%) 4,5 ml
Aqua bidest ad 15 ml

Natriumcarbonat-Losung (5x):

Natriumcarbonat 12,5% wlv
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10 x PCR Gold Puffer:
Tris/HCI, pH 8,05 150 mM
KCI 500 mM

Stopping & Preserving solution (5x):

Essigsaure 5% viv
Natriumacetat 25% wiv
Glycerol 50% viv
TAE-Puffer:

Tris-Base 242 g
Eisessig 57,1 mi

EDTA (0,5 M; pH 8,0) 18,61g
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Ill. Methoden

lll.1 Morphologische Geschlechtsbestimmung

Mit der Bestimmung des Geschlechts erhalt man neben der Diagnose des
Skelettalters eine weitere wesentliche biologische Information Uber ein Individuum.
Sie grundet auf einer Begutachtung der geschlechtsspezifischen Unterschiede am

Skelett bezuglich der GroRe und Form.

Bislang wurden fur viele Skelettelemente und fur Populationen unterschiedlicher
ethnischer Herkunft die Madglichkeiten der morphologischen Geschlechtsdiagnose
erarbeitet (Ascadi und Nemeskéri 1970, Ubelaker 1974, Sjegvold 1988, Hoyme and
iscan 1989). Schadel, Becken und Langknochen wurden am héufigsten und
effektivsten fur geschlechtsbestimmende Untersuchungen herangezogen. Dabei gibt
es neben charakteristischen mannlichen und weiblichen Merkmalsauspragungen
eine Vielzahl von Variationen von robust weiblich bis grazil mannlich (Ascadi und
Nemeskéri 1970). Neben der Variabilitdt innerhalb der Geschlechter sind auch
zwischen raumlich und/oder zeitlich getrennten Bevolkerungsgruppen Unterschiede
zu erkennen (Herrmann et al. 1990). Daflir werden die unterschiedlichen
Lebensbedingungen, koérperliche Arbeit und funktionelle Abnutzung der Knochen

verantwortlich gemacht.

In vorliegender Arbeit wurde auf die Geschlechtsdiagnose nicht-erwachsener
Individuen verzichtet. Einerseits ist die morphologische Geschlechtsbestimmung im
Kindesalter mit einer gro3en Unsicherheit behaftet (Zink 1999), andererseits sind
Knochen eines nicht-adulten Skeletts im Allgemeinen schlechter erhalten und damit

vielfach nur unzulanglich zu beurteilen.

Als Maly far die Gesamtzahl der Individuen gilt die Anzahl der Schadel. Zur
Geschlechtsbestimmung der adulten Individuen aus Rain am Lech wurde
ausschlieRlich der Schadel herangezogen, da nur so gewahrleistet war, dass ein

Individuum nicht zweimal beurteilt wurde.
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ll1.1.1 Schédel

Zu Beginn der Analysen musste sich ein Uberblick (ber die Variabilitit der
geschlechtstypischen Merkmale innerhalb der zu untersuchenden Serie verschafft
werden. Als Untersuchungsgrundlage dienten die allgemein anerkannten
Empfehlungen nach Ferembach et al. 1979. Dann wurde jeder einzelne Schadel in

seiner Gesamtheit betrachtet.

In den Abbildungen 5 und 6 ist deutlich zu erkennen, dass der typisch mannliche
Schadel gegenuber dem typisch weiblichen gréfRer und schwerer ist. Er besitzt
aufgrund kraftiger markierter Muskelansatze deutlich ausgepragtere Einzelmerkmale

und ist daher reliefreicher (Saller 1964).

Abb. 5 und 6: Ein weiblicher (jeweils links) und ein mannlicher (jeweils rechts) Schadel aus
der Skelettserie aus Rain am Lech

Die Merkmale werden nach ihrer Bedeutung als Indikatoren fur das Geschlecht in
drei Kategorien eingeteilt:

Glabella (Stirnglatze), Processus mastoideus (Warzenfortsatz hinter dem Ohr),
Processus zygomaticus (Jochfortsatz) und das Relief des Planum nuchale
(Hinterhauptsflache) bilden die Kategorie mit der hdchsten Bedeutung fur die
Geschlechtsbestimmung. Eine prominente, deutlich gegen die Nasenwurzel
abgehobene Glabella, sowie ein starkes Relief des Planum nuchale sprechen fir das
Vorliegen eines mannlichen Schadels. Gleichermalten wird ein kraftiger, hoher
Processus zygomaticus und ein volumindser Processus mastoideus gedeutet.

Die zweite Kategorie bilden Arcus superciliaris (kndcherner Augenbrauenwulst),
Tubera frontalia und parietalia (Stirn- und Scheitelhdcker), Protuberantia occipitalis

externa (Hinterhauptsstachel) und Os zygomaticum (Jochbein).
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Stark hervorgetretene Arcus superciliares, fehlende bzw. schwach ausgebildete

Tubera frontalia und parietalia, eine starke Protuberantia occipitalis externa und ein

kraftiges Os zygomaticum gaben den Hinweis auf ein mannliches Individuum.

Die letzte und am wenigsten aussagekraftige Gruppe bilden das Os frontale

(Stirnbein), der Margo supraorbitalis (Kante der oberen Augenhdhle) und die Orbita

(Augenhohle). Dabei sprechen fur einen mannlichen Calvarium eine fliehende Stirn,

ein abgerundeter, kraftiger Margo supraorbitalis und eine eher rechteckige Orbita.

Tabelle 3 zeigt die Einzelmerkmale, ihre Gewichtungen und Klassifikationen.

Tabelle 3: Merkmale zur Geschlechtsbestimmung am Schédel (abgeédndert aus Sjovold 1988
nach Ascadi und Nemeskéri 1970 und Ferembach et al. 1979)

Gewicht Hyperfeminin  Feminin Indifferent Maskulin Hypermaskulin
-2 -1 0 +1 +2
leicht .
Glabella sehr schwach mittel betont sehr stark
betont
Proce§sus sehr klein klein mittel grof} sehr grof}
mastoideus
Muskelansatze
am Planum fehlend schwach  mittel stark sehr stark
nuchale
Processus niedrig, dinn  maBig  mittel hoch, kraftig  sehr hoch, kraftig
zygomaticus
Arcus S sehr schwach leicht mittel betont sehr stark
superciliaris betont
Tuber fr.onte!ha betont mafig mittel schwach fehlend
und parietalia betont
Protuberantia
occipitalis sehr schwach schwach  mittel stark sehr stark
externa
o L mittelhoch, hoch, sehr hoch,
Os sehr niedrig, niedrig, s . e
Zvaomaticum latt latt unregelmafRige unregelmalige unregelmalige
¥g 9 9 Oberflache ~ Oberflaiche ~ Oberflache

Crista 'supra- sehr schwach schwach  mittel stark sehr stark
mastoidea
Margo o sehr scharf scharf mittel leicht stark abgerundet
supraorbitalis abgerundet
Form der rund rund mittel leicht ,fernseh- ,fernsehschirm-
Orbitae schirmahnlich®  ahnlich®
Neigung des Os . fast . . . . .
frontale vertikal vertikal wenig geneigt  leicht fliehend  stark fliehend
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Die Merkmale zur Geschlechtsbestimmung sind allerdings nicht immer eindeutig
mannlich bzw. eindeutig weiblich. Vielmehr teilt man sie von hyperfeminin Uber
indifferent bis hypermaskulin ein. Bei der Auswertung sind der Grad der
Sexualisation sowie die Anzahl der benutzten Merkmale zu beachten. Die
Geschlechtsbestimmung ist umso eindeutiger, je mehr Merkmale in dieselbe

Richtung deuten.

Abbildung 7 zeigt beispielhaft einige der oben beschriebenen Merkmale in ihren
verschiedenen Auspragungen. Die Werte —2 bis +2 bedeuten hyperfeminin (-2),

feminin (-1), indifferent (0), maskulin (+1) und hypermaskulin (+2).

a
=2 -1 0 +1 +2
; ) /\B
-2 -1 o +1 +2
=2 -1 0 +1 +2
d

CLoLl

Abb. 7: Merkmale zur Geschlechtsbestimmung am Schadel (abgeandert aus Sjovold 1988 nach
Ascadi und Nemeskéri 1970). a) Glabellaentwicklung und Tiefe der Nasenwurzel;
b) Entwicklung der Protuberantia occipitalis externa; c) Entwicklung des Processus
mastoideus; d) Umriss der Orbita
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lll.1.2 Becken

Da das Becken der Frau als Geburtskanal dient, hat es andere Proportionen als das
des Mannes. Es ist in der Regel breiter und niedriger. Die morphologische Methode
nach Ascadi und Nemeskéri (1970) basiert auf der unterschiedlichen Bedeutung der

Beckenmerkmale fiur die Geschlechtsdiagnose.

Bei vorliegender Arbeit wurde eine wichtige Methode der Geschlechtsbestimmung

am Becken durch den sogenannten Arc composé (,zusammengesetzter Bogen®,

Abb. 8) verwendet.

-
e

g

Mannlich Weiblich

Abb. 8: Arc composé (aus Sjovold 1988)

Beim mannlichen Geschlecht bildet die kraniale Kante der Facies auricularis
zusammen mit der kranialen und ventralen Kante der Incisura ischiadica major
annahernd einen einfachen Bogen. Das Becken der Frau hat diese natirliche

Verbindung nicht, so dass sich diese aus zwei Bogen zusammensetzt.
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lll.2 Makroskopische Einteilung der Traumata

Knochenbriiche lassen sich am Skelettmaterial relativ gut diagnostizieren. lhre
Entstehungsursachen kénnen erschlossen werden. Diese Diagnose wird vereinfacht
durch das Auftreten charakteristischer Gewebeschadigungen, welche die
verschiedenen Gewaltarten hervorrufen. Von den zahlreichen Verletzungsursachen
haben im Zusammenhang mit historischen Materialien nur mechanische und
thermische Einwirkungen praktische Bedeutung. Thermisch bedingte Verletzungen
werden insgesamt jedoch sehr selten nachgewiesen und spielen auch bei den
Gebeinen aus der Allerheiligenkapelle in Rain am Lech keine Rolle. Als traumatische
Ursachen, die an historischen Knochen diagnostiziert werden kdnnen, haben akute
mechanische Einwirkungen die grote Bedeutung. Man unterscheidet scharfe
Gewalt durch Klingen von Schwert oder Messer, aber auch Pfeilen, halbscharfe
Gewalt durch scharfe Kanten von Axt oder Sage, sowie Speer und Tierbiss und
stumpfe Gewalt durch Flachen von Stein und Keule bzw. durch Sturz (Herrmann et
al. 1990).

lll.2.1 Pramortale oder postmortale Entstehung

Traumatische Veranderungen des menschlichen Skeletts kénnen pra- oder
postmortal entstehen. Man kann nur dann mit Sicherheit von pramortaler Entstehung
sprechen, wenn ein Individuum zu Lebzeiten eine Knochenfraktur erfahrt, diese nicht
unmittelbar den Tod nach sich zieht und sich eine vitale Reaktion des betroffenen
Gewebes, wie Kallusbildung, Nekrose und/oder entziindliche Knochenreaktionen
zeigt. Die Kallusbildung tritt nach mehreren Tagen bis Wochen ein und persistiert fur
Monate (Bull et al. 1987).

Somit sind pramortale Traumen, welche sich kurz vor dem Tode eines Individuums
ereigneten und/oder direkt zum Tode fuhrten und somit noch keine vitale Reaktion
nach sich zogen, nur schwer von postmortal entstandenen Artefakten zu
differenzieren. Artefaktbildung ist unter anderem durch Ausgrabung, Bergung und
Praparation des Knochenmaterials moglich.

Ein Kriterium der zeitlichen Einordnung einer Verletzung ist die Farbung der Fraktur-
oder Schnittflache. Hat der Verletzungsbereich dieselbe Farbung wie die Ubrigen

Knochenoberflachen, so ist von einer intravitalen Verletzung auszugehen.
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Bei Artefakten hingegen sind die Bruchflachen deutlich heller als die restlichen

Knochenoberflachen (Herrmann et al. 1990).

Es ist demnach sinnvoll, ,fragliche Traumata“ ohne nachweisbare Knochenreaktion
(Abb. 9) von ,sicheren Traumata“ mit nachweisbarer Knochenreaktion (Abb. 13 und
Abb. 14, S.41) zu unterscheiden, damit die nahe dem Todeszeitpunkt entstandenen

Traumata nicht unbeachtet bleiben.

Abb. 9: Fragliches Trauma mit fehlender Knochenreaktion der Schadelkalotte

11.2.2 Schadelverletzungen

Der Uberwiegende Anteil von Knochenlasionen des prahistorischen Menschen lasst
sich auf direkte Gewalteinwirkung zurtckfuhren. Meist waren diese Lasionen Folge
kampferischer Auseinandersetzungen (Kunter 1981). Zur Abgrenzung einer
Verletzung aufgrund eines Sturzes von einer Fraktur aufgrund direkter
Gewalteinwirkung verwendet man die Hutkrempenregel. Bei Frakturen im Bereich
der Hutkrempe oder unterhalb kann man eine Sturzverletzung annehmen. Liegt sie
daruber, wie bei fast allen Schadeln aus Rain am Lech, wird eine Schlagverletzung
angenommen. Die sogenannten Kampf- oder Waffenverletzungen werden in

Anlehnung an Brothwell (1981) in drei verschiedene Klassen eingeteilt.
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[11.2.2.1 Hiebverletzung

Waffen mit scharfen Klingen wie Schwerter, Beile und Axte hinterlassen
Hiebverletzungen (Abb. 13, S. 41). Diese zeichnen sich durch eng umschriebene,

scharfe Rander und Riefen aus, welche parallel zur Einwirkungsrichtung verlaufen.

[11.2.2.2 Impressionsfraktur

Impressionsfrakturen (Abb. 14, S. 41) entstehen durch die Einwirkung stumpfer
Gewalt. Als Tatwaffe kommen z.B. Steine oder Keulen in Frage. Diese hinterlassen
meist eine starke Deformierung des Schadels mit zwei Hauptmerkmalen: Die
Verlagerung von Knochenteilen unter das Niveau der Ubrigen Schadelkalotte und

eine in der Regel groRere Schadigung der Tabula interna als der Tabula externa.

111.2.2.3 Lochfraktur

Wenn ein relativ kleinflachiger Gegenstand auf die Knochenoberflache einwirkt, so
kann daraus eine Durchlocherung des Knochens resultieren. Typische Waffen, die
diese Art von Fraktur verursachen kdnnen, sind Lanzen, Speere, Pfeile, Kugeln und
Kiesel einer Steinschleuder. Dabei ist das ,Einschussloch® typischerweise durch
einen engen auflieren Durchmesser und eine trichterformige Erweiterung des inneren

Durchmessers gekennzeichnet.

lll.2.3 Traumatische Veranderungen des postkraniellen Skelettes

Bruche des postkraniellen Skeletts konnen jeden Knochen betreffen und
mannigfaltige Ursachen haben. Nicht nur zwischenmenschliche, aggressive
Handlungen fuhren zu Frakturen, auch Unfalle des taglichen Lebens, wie z.B. Stirze,
spielen eine Rolle. Jedoch kénnen bei Analysen prahistorischen Materials haufig nur

die robusten, weniger fragilen Knochen geborgen und untersucht werden.

Kunter (1981) berichtet von besonders haufigem Vorkommen von Brichen der
unteren Extremitaten in frihgeschichtlichen und mittelalterlichen Friedhéfen. Dabei
soll bei einer Fraktur der Tibia und/oder der Fibula ein Sturz mit Verdrehen des
Fules die Ursache sein.

Weitere Frakturen, die Ruckschlisse auf deren Ursachen zulassen, betreffen die

Ulna und den Radius.
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111.2.3.1 Parierfraktur

Unter der Parierfraktur versteht man die isolierte oder kombinierte Querfraktur der
Ulna. Sie beruht auf einer Abwehrhaltung, bei der der Unterarm schitzend vor das

Gesicht oder vor den Kopf gehalten wird.

111.2.3.2 Colles-Fraktur

Der Sturz auf den ausgestreckten Arm fuhrt typischerweise zu einer dislozierten
Fraktur des distalen Radius. Die Colles-Fraktur ist demnach nicht direkt den
sogenannten Aggressionsverletzungen zuzuordnen, sondern Folge eines Sturzes,

welcher sich auch im Rahmen eines Unfalls des taglichen Lebens ereignen kann.

[11.2.3.3 Hiebverletzung

Nicht nur der Schadel, sondern auch alle Knochen des postkraniellen Skeletts
konnen Hiebverletzungen aufweisen. Betroffen sind haufig Knochen des Unterarms
und die Schlusselbeine. Ursachlich hierfur sind Waffen mit scharfen Klingen wie

Schwerter, Beile und Axte.
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lll.3 Molekularbiologische Geschlechtsbestimmung

1l.3.1 Allgemeines zu aDNA und Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur in vitro Amplifikation
spezifischer DNA-Fragmente. Sie wurde 1985 von R. Saiki , H. Ehrlich und K. Mullis
(Saiki et al. 1985) entwickelt und erlaubt eine Vervielfaltigung gezielter DNA-
Abschnitte. Dazu wird ein Reaktionsgemisch, das die zu untersuchende DNA enthalt,
zyklisch wiederkehrend verschiedenen Temperaturen ausgesetzt. In jedem Zyklus
kommt es zunachst zur Denaturierung der doppelstrangigen DNA, nachfolgend zur
Anlagerung von Startermolekulen (,annealing®), sogenannten Primern, die den
gesuchten Abschnitt einrahmen. Abschlieend initiiert ein thermostabiles Enzym den
Wiederaufbau eines Doppelstrangs an den jeweiligen einzelstrangigen Matrizen
(-extension®). So verdoppelt sich idealerweise der gesuchte DNA-Abschnitt in jedem
Zyklus (Newton and Graham 1994).

Bereits aus sehr kleinen Mengen DNA, sogar im Spuren- bzw. Mikrospurenbereich,
lassen sich definierte Abschnitte um mehrere Grélienordnungen vermehren (Ruano
et al. 1989, Jeffreys et al. 1988, Linz und Degenhardt 1990). Eben diese Eigenschaft
macht die PCR so wertvoll fir die Analyse von aDNA. “aDNA bezeichnet diejenige
DNA, die einem toten Organismus oder Teilen von ihm entstammt oder extrakorporal
vorliegende DNA eines noch lebenden Organismus, und damit jegliche DNA, die
einen autolytischen oder diagenetischen Prozess mit der Folge ihrer Degradierung

durchlaufen hat.“ (Herrmann und Hummel 1994)

111.3.2 Pravention einer Kontamination

Selbst kleinste Spuren von DNA kénnen durch die molekularbiologische Technik der
DNA-Extraktion und Amplifikation untersucht werden. Diese Sensibilitat erweist sich
vor allem bei der Bearbeitung von anthropologischen Funden als gunstig, da eine
Analyse von alter DNA eine Arbeit im Mikrospurenbereich bedeutet. Aufgrund dieser
Sensibilitat ist die Reaktion jedoch sehr anfallig fur Kontaminationen mit moderner
DNA oder mit PCR-Produkten. So ist jede Verunreinigung mit auch noch so geringen
Mengen (auch Einzelkopien) an Fremd-DNA ein Problem und daher zu vermeiden

oder zumindest zu minimieren.
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Es missen spezifische MaRnahmen getroffen werden, die Uber das Ubliche Mal} bei
der Arbeit mit der PCR an rezenter DNA hinausgehen (Nienhaus und Gehrmann
1991, Schmidt et al. 1995, Niederhauser et al. 1994).

Um das Kontaminationsrisiko zu minimieren, wurden in der vorliegenden Arbeit
verschiedene Verfahren angewandt. ,Carry-over Kontaminationen® ereignen sich,
wenn Amplifikationsprodukte in einen der Analyseschritte vor der eigentlichen PCR
eingeschleppt werden. Zur Vermeidung dieser Art der Kontamination wurde auf eine
strikte  rdumliche Trennung der Labors, der Geratschaften, Pipetten,
Einwegmaterialien und Arbeitskleidung in Pra- und Post-PCR-Bereiche geachtet
(z.B. Niederhauser et al. 1994, Kwok und Higuchi 1989). Dadurch wurde verhindert,
dass PCR-Produkte vorangegangener Amplifikationen, beispielsweise Uber Pipetten
(Aerosolbildung), in neue Ansatze oder in die Proben selbst gerieten (Nienhaus und
Gehrmann 1991). Positivkontrollen wurden grundsatzlich nicht durchgefuhrt, um die
Anzahl der PCR-Produkte und die dadurch gegebene Gefahr des ,carry-over Effekts*
(Kwok 1989) nicht zu vergroRern.

Da menschliche DNA analysiert wurde, musste besonders die Gefahr der
Verunreinigung mit exogener DNA berucksichtigt werden (Kitchin et al. 1990). So
wurden zu jedem Arbeitsschritt Einmalhandschuhe getragen und haufig gewechselt.
Dartber hinaus wurden samtliche Arbeitsflachen und Pipetten vor Arbeitsbeginn im
Laborbereich Uber Stunden mit UV-Licht (254nm) bestrahlt, um an den Oberflachen
anhaftende rezente DNA mittels Dimerisierung benachbarter Pyrimidinbanden zu
inaktivieren (Buoncristiani et al. 1990, Cone und Fairfax 1993, Sarkar und Sommer
1990).

Um der Verschleppung von DNA unter den Proben (Kreuzkontamination)
entgegenzuwirken, wurden alle Arbeitsflachen und Gerate, mit denen die Proben in
Beruhrung kamen, grindlich mit DNA ZAP (Solution 1 und 2) gereinigt. Des weiteren
wurden nur sterile, aliquotierte Reagenzien sowie Pipettenspitzen mit Filtern benutzt.
Alle mehrfach verwendeten Gerate, wie z.B. Glasgefalde, wurden zur zuverlassigen
Beseitigung anhaftender Probenspuren, autoklaviert. Um eventuelle Verun-

reinigungen zu erkennen, wurden geeignete Kontrollen durchgefihrt.
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Diese beinhalteten zwei Extraktionskontrollen (Parallelextraktionen, in denen kein
Gewebe eingesetzt wird), sowie eine PCR-Kontrolle (PCR-Ansatz ohne Extrakt). War
nur eine dieser Kontrollen fraglich bzw. eindeutig positiv, wurde der ganze Ansatz

verworfen und mit frischen Reagenzien neu angesetzt.

111.3.3 Probenaufbereitung

Da die Knochen nicht unter Verwendung von Mundschutz und Einmalhandschuhen
aus dem Karner entnommen wurden, konnte eine initiale Verunreinigung mit
moderner DNA nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurden die
AuBenflachen der Proben zuerst mit einer 0,5% Natriumhypochloritldsung gereinigt
und anschlieend mit einer Frase ca. 1-2 mm abgeschliffen und dabei das
Knochenmehl abgesaugt (Hummel et al. 1995). Die Herauspraparation eines ca.
2 x 1 cm grolRen Stlckes aus jeder Knochenprobe erfolgte mit einer Dentalbohr-
maschine mit Diamant-Trennscheibe. Sowohl das Abfrdsen wie auch das

Heraussagen erfolgten auf einer sterilen Werkbank.

Bei der Wahl der Knochenprobe wurde darauf geachtet, dass der Bereich mdglichst
frei von Rissen oder sonstigen Beschadigungen war und eine moglichst dicke
Compacta aufwies. Die Proben wurden nun mit der Diamantsage gedrittelt, damit sie
in die Mahlgefal3e der Muhle passten. Die Pulverisierung der Knochenstlcke erfolgte
bei 25 Hz in einer Kugelschwingmihle. Dieses Vermahlen der Probe dient einer
Vergroflerung der Probenoberflache und damit der Erleichterung der nachfolgenden
Dekalzifizierung und DNA-Extraktion. Das Knochenpulver wurde kurzfristig bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

ll1.3.4 DNA-Extraktion

Die Durchfihrung der DNA-Extraktion erfolgte in Anlehnung an Haas et al. 2000.
Ca. 1 g des Knochenmehls wurden mit 2,0 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) und 25 ul
Proteinase K (20 mg/ml) in ein 14-ml-Zentrifugenrohrchen gegeben und 72 h bei
Raumtemperatur in einem Rotator inkubiert (Evison et al. 1997). Nach 24 und 48 h
wurden jeweils nochmal 25 pl Proteinase K (20 mg/ml) hinzugeflgt. Wahrend dieser
Inkubationszeit fiihrte die Reaktion des Chelatbildners EDTA mit den Ca?*-lonen aus
dem Hydroxylapatit des Knochens unter Bildung eines Calcium-EDTA-Komplexes

zur Dekalzifizierung des Homogenisats.
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Die Zentrifugation der Proben fur 15 min bei 4000 rpm bewirkte, dass sich die aDNA
nun im wassrigen Uberstand der Probe befand.

Ca. 0,5 ml dieses Uberstands wurden nun mit 1 ml Guanidinisocyanat-Lésung und
50 ul Diatomeen-Erde gemischt (Boom et al. 1990). Nach einer Inkubation im Rotator
fur weitere zwei Stunden folgte eine Zentrifugation fir 5 min bei 13000 rpm. Der
Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Im Anschluss daran wurde das Pellet
zweimal mit 1,5 ml Ethanol (70%) und einmal mit 1,5 ml Aceton gewaschen. Hierfur
gibt man Ethanol bzw. Aceton zu dem Pellet, mischt mit dem Vortexer, zentrifugiert
kurz, zieht zum Schluss den Uberstand ab und verwirft diesen. AnschlieBend wurde
das Pellet bei 56 °C Uber 10 min in einem Brutschrank getrocknet und danach die
aDNA mit 120 pl sterilem Wasser wieder gelost. Daflir bewegte sich das Gemisch
15 min bei 56 °C und 800 rpm im Thermomixer und wurde alle 5 min in einem
Vortexer (IKA-Schittler MS 2) gemischt. Im Anschluss daran wurde flr 10 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Die wassrige Phase aus dem letzten Arbeitsschritt wurde
nun in Zentrifugationsfiltern (Microcon-30 Filter) aufkonzentriert. Dazu gab man 80 pl
des Uberstands mit 300 pl sterilem Wasser auf den Filter und zentrifugierte fiir
15 min bei 11000 rpm. Wahrend dieses Vorgangs bindet die DNA an den Filter. Nach
Wenden des Microcon-30 Filters und 5 minultiger Zentrifugation bei 11000 rpm
gewinnt man schlieBlich den aufkonzentrierten und gewaschenen DNA-Extrakt.
Dieser wurde abschlieend mit 20 ul sterilem Wasser verdunnt und bei —20 °C

gelagert.

l11.3.5 DNA-Amplifikation

Alle Komponenten fur die DNA-Amplifikation wurden zu einem Mastermix pipettiert
und auf 0,2 mI-Réhrchen verteilt, zuletzt wurde das DNA-Extrakt hinzugefugt. Dieser
Mastermix setzte sich aus folgenden Einzelbestandteilen zusammen:

- dH,0

- 10 x PCR-Puffer

- MgCl, (25 mM)

- ANTP-Mix (20 mM)

- Primer (Sense, 50 pmol)

- Primer (Antisense, 50 pmol)

- Tag-Polymerase (5 U/ul)

- DNA-Template (variable Konzentration)
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Die Volumenangaben folgen in den Punkten 111.3.5.1 und 111.3.5.2 (Tabelle 4 und 5).

Es wurden nur solche Primer verwendet, die eine DNA-Zielsequenz von nicht mehr
als 202 Basenpaaren Lange umspannen, denn erfahrungsgemals sind in aDNA-
Extrakten keine intakten DNA-Zielsequenzen von weit mehr als 200 Basenpaaren

Lange zu erwarten (Hummel 2003).

[11.3.5.1 Amplifikation von [3-Aktin

Um die Anwesenheit von amplifizierbarer DNA zu Uberprifen, wurden alle Proben
zuerst fur die R-Aktin-Gensequenz getestet. Diese Zielsequenz ist ein 202
Basenpaare langes Segment des menschlichen [3-Aktin-Gens.

Primersequenzen (Ghossein et al. 1994):

Act1: 5 -CCT TCC TGG GCA TGG AGT CCT G- 3

Act2: 5 -GGA GCAATGATC TTGATCTTC- 3

Die Konzentrationen und Volumenansatze sind Tabelle 4 zu entnehmen.

Tabelle 4:Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir RB-Aktin.

Ingredienz ﬁ\usgangs—l Ziel- . Volumen. fur ~ Volumen pro
onzentration = Konzentration = Mastermix Ansatz

Puffer 10 fach 1 fach 30 pl 2,0 pl

MgCl, 25 mM 2mM 24yl 1,6 pl

dNTP 20 mM 0,2 mM 3,0 pl 0,2 pl

Tag-Polymerase 5 U/ul 0,05 U/ul 3,0 ul 0,2 ul

Primer Act 1 50 pM 1 pM 6,0 pl 0,4 pl

Primer Act 2 50 pM 1 pM 6,0 pl 0,4 pl

dH.0 213 pl 14,2 pl

DNA variabel 1,0 pl

Das Gesamtvolumen pro Ansatz betrug 20 pl. Der Mastermix wurde auf zehn

Proben, vier Extraktionskontrollen und eine PCR-Kontrolle verteilt.
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Die Reaktion erfolgte in einem DNA-Thermocycler der Firma MWG Biotech. Nach
einer einmaligen, initialen Denaturierung der DNA fir 10 min bei 95 °C wurden

45 Zyklen wie folgt durchgeflhrt:

Denaturierung 1 min bei 94 °C
Annealing 1 min bei 60 °C
Extension 1 min bei 72 °C

Im Anschluss daran folgten weitere 8 min bei 72 °C, um begonnene, unvollstandig
synthetisierte Strange zu komplettieren. Danach wurden die Proben automatisch auf
4 °C heruntergekuhlt. Die langerfristige Lagerung der PCR-Produkte erfolgte bei
-20 °C.

[11.3.5.2 Amplifikation von SR-Y

SR-Y ist ein geschlechtsdeterminierendes Gen, welches nur der Mann besitzt.
Wahrend bei mannlichen Individuen eine 93 bp lange Bande im Agarosegel
erscheint, lassen weibliche Individuen kein Fragment im Gel erkennen.
Primersequenzen (Santos et al. 1998):

SR-Y 1: 5 -ATA AGT ATC GAC CTC GTC GGA A- 3

SR-Y 2: 5 -GCA CTT CGC TGC AGA GTA CCG A- 3

In Tabelle 5 sind die Konzentrationen und Volumenansatze fir die Amplifizierung von

SR-Y und Amelogenin (I11.3.5.3) angegeben.

Tabelle 5: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir SR-Y und Amelogenin.

Ingredienz ﬁusgangs-. Ziel- . Volumen. fur ~ Volumen pro
onzentration = Konzentration = Mastermix Ansatz

Puffer 10 fach 1 fach 30 ul 2,0l

MgCl; 25 mM 2mM 24 ul 1,6 ul

dNTP 20 mM 0,2 mM 3,0 ul 0,2 ul

Tag-Polymerase 5 U/ul 0,05 U/pl 3,0 pl 0,2 ul

Primer 1 50 pM 1 pM 6,0 ul 0,4 ul

Primer 2 50 pM 1 pM 6,0 ul 0,4 ul

dH.0 220,5 pl 14,7 pl

DNA variabel 0,5 ul
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Das Gesamtvolumen pro Ansatz betrug 20 pl. Die Verteilung der Mastermixes
erfolgte wiederum auf zehn Proben, vier Extraktionskontrollen und eine PCR-
Kontrolle.

Die Reaktion wurde in einem Thermocycler der Firma MWG Biotech durchgeflhrt.
Die initiale Denaturierung erfolgte Uber 10 min bei 95 °C, anschlieRend liefen

45 Zyklen wie folgt ab:

Denaturierung 3 min bei 94 °C
Annealing 3 min bei 58 °C
Extension 3 min bei 72 °C

Es folgten weitere 8 min bei 72 °C. Danach wurden die Proben automatisch auf 4 °C

heruntergekuhlt. Die langerfristige Lagerung der PCR-Produkte erfolgte bei —20 °C.

[11.3.5.3 Amplifikation von Amelogenin

Das Primerpaar Amel 1/2 amplifiziert einen Teil des Introns 1 des Amelogeningens,
welches auf den menschlichen Geschlechtschromosomen lokalisiert ist und fur ein
Protein des Zahnschmelzes kodiert. Es handelt sich hierbei um ein single-copy-Gen.
Wahrend die Sequenz auf dem Y-Chromosom 112 Basenpaare umfasst, liegt die
Sequenz auf dem X-Chromosom mit einer 6-bp-Deletion als 106 Basenpaare langer
Abschnitt vor (Nakahori et al. 1991, Bailey et al. 1992, Mannucci et al. 1994). Die
Amplifikation mit dem Primerpaar Amel 1/2 flhrt zu einem einzigen
Amplifikationsprodukt fur Frauen (106 bp) und zu zwei Produkten fur Manner (106
und 112 bp).

Primersequenzen (Mannucci et al. 1994):

Amel 1: 5 -CCC TGG GCT CTG TAAAGAATAGTG- 3

Amel 2: 5 -ATC AGA GCT TAAACT GGG AAG CTG- 3

Der PCR-Ansatz war identisch mit dem fur SR-Y (111.3.5.2, Tabelle 5).
Die Reaktion fand wiederum in einem Thermocycler der Firma MWG Biotech statt.

Nach der initialen Denaturierung uber 10 min bei 95 °C wurden 45 Zyklen wie folgt

durchgefuhrt:
Denaturierung 3 min bei 94 °C
Annealing 3 min bei 60 °C
Extension 3 min bei 72 °C

Es folgten weitere 8 min bei 72 °C. Danach wurden die Proben automatisch auf 4 °C

heruntergekuhlt. Die Lagerung der PCR-Produkte erfolgte bei —20 °C.
33



1l.3.6 Nachweis der Amplikons

Zur Uberpriifung des Amplifikationserfolgs der PCR kamen sowohl die Agarosegel-

Elektrophorese als auch die Polyacrylamidgel-Elektrophorese zur Anwendung.

[11.3.6.1 Agarosegel-Elektrophorese

Nukleinsauren liegen im alkalischen und schwach sauren pH als Polyanionen vor.
Legt man ein elektrisches Feld an, werden sie nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Aufgrund des konstanten Ladung-Massen-Verhaltnisses ist dabei die
Wanderungsgeschwindigkeit proportional zum Molekulargewicht. Nach Farbung des
Gels mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid, der in die DNA interkaliert,

konnen die DNA-Banden durch UV-Licht sichtbar gemacht werden.

Es wurde eine Agarosekonzentration von 4% gewahlt. Hierfir wurde 1 g Agarose
durch Aufkochen in der Mikrowelle in 250 ml 20 x TAE-Puffer geldst. Nach
AbklUhlung auf ca. 50 °C wurde die Agarose in eine Gelkammer (10 x 5 cm)
gegossen, welche vorher mit einem 17-zahnigen Kamm bestuckt wurde. Nachdem
ca. 15 Minuten spater das Gel erkaltet war, wurde es aus der GielRvorrichtung
entnommen und der Kamm entfernt. Die Elektrophoresekammer wurde vor dem
horizontalen Einsetzen des Agarosegels mit ca. 1000 ml 1 x TAE-Puffer gefillt.

Jeweils 10 yl der PCR-Produkte wurden mit 2 pl einfachem Ladepuffer versetzt.

Um die GroRe der amplifizierten Fragmente ermitteln zu kénnen, wurden die erste
und letzte Kammer jeden Gels mit 2 pl einer 50 bzw. 100 bp Standardleiter und 2 ul
Ladepuffer geflllt. Die Elektrophorese erfolgte fur ca. eine Stunde bei 150 V, dann
hatte die Bromphenolblaufront das letzte Viertel des Agarosegels erreicht. Nun
konnte das Gel zum Anfarben fir 15 min in eine Ethidiumbromidlésung Uberflhrt
werden. Das Gel wurde anschlieBend in einem Videodokumentationssystem flr

Gelelektrophorese photographiert und per Computer festgehalten.
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111.3.6.2 Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Durch die Verwendung sogenannter PAGE-Elektrophoresen kdnnen im Gegensatz
zur Agarosegel-Elektrophorese PCR-Produkte mit Langenunterschieden von nur
4-6 bp detektiert werden. Daher eignet sich die PAGE-Elektrophorese in besonderem
Malie fur die Darstellung der PCR-Produkte der Primerpaare Amel 1/2.

In vorliegender Arbeit wurden deshalb die Amplifikate von Amelogenin, sofern sie mit
der Agarosegelelektrophorese nachweisbar waren, auch mit der PAGE-
Elektrophorese untersucht. Dazu wurden fertige Polyacrylamidgele sowie
Fertiglosungen der Firma Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
(GeneGel SSCP Starter Kit) verwendet. Das Gel wurde zuerst fur 60 min bei 80 rpm
in einem Schuttler (KS 250 basic) mit 20 ml Rehydrationspuffer (SSCP Rehydration
Buffer B) aufgeweicht. Nach dem Trocknen der Oberflache wurde es in die
Horizontalelektrophoresekammer  (Elektrophoresis Unit, Pharmacia Biotech)
eingesetzt. Die Elektrodenstreifen (GeneGel Special Electrode Wicks) wurden mit
2 ml Anode Buffer B (pH 7,4) bzw. 2 ml Cathode Buffer B (pH 7,4) benetzt. Zuletzt
wurden die Kammern mit je 3 pl der PCR-Produkte und 3 pl dH,O gefullt. Zum
Grolenvergleich dienten 6 pl einer 50 Basenpaarleiter (Amersham Pharmacia
Biotech). Die Laufzeit betrug insgesamt 130 min und setzte sich, wie in Tabelle 6

ersichtlich, zusammen.

Tabelle 6: Laufbedingungen der PAGE-Elektrophorese

Temperatur Spannung Stromstarke Zeit
Phase 1 12°C 180V 22 mA 40 min
Phase 2 12°C 390V 26 mA 90 min

Die Farbung der Gels erfolgte mittels einer Silberfarbung (DNA Silver Staining Kit,
Pharmacia Biotech) nach folgendem, von der Firma Pharmacia Biotech

vorgeschlagenem Protokoll (Tabelle 7):
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Tabelle 7: Protokoll zur Silberf'érbung

Arbeitsschritte Fertigldsungen weitere Komponenten Zeit

1. Fixierung 25 ml Fixierlosung 100 ml 24% Ethanol 30 min
2. Farbung 25 ml Farbeldsung 100 ml dH20 30 min
3. Waschen 125 ml dH20 4 min
4. Entwicklung 25 ml Natriumcarbonat- 100 ml dH2O 6 min

Ldsung

125 pl Natruimthiosulfat
(37% wl/v in H20)

125 ul Formaldehyd
(2% wl/v in H20)

5. Konservierung 25 ml Stopping &

Preserving solution

100 ml dH,0 30 min

6. Waschen

125 ml dH0 10 min
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IV. Ergebnisse

IV.1 Morphologische Untersuchungen

IV.1.1 Alters- und Geschlechtsverteilung der Population aus Rain

Eine Untersuchung des Alters wurde bei 2547 Schadeln vorgenommen (Tabelle 8),
wovon 498 der Altersstufe Neonatus, Infans | oder Infans |l zugeordnet wurden. Da
beim kindlichen Skelett die Geschlechtsbestimmung aufgrund noch nicht
ausgepragter Geschlechtsmerkmale des Schadels deutliche Unsicherheiten aufweist
(Zink 1999), wurde hierauf verzichtet.

Von den verbleibenden 2049 Schadeln, die nach dem Geschlecht untersucht
wurden, sind 1179 mannlich, 852 weiblich und 18 kdnnen keinem Geschlecht
zugeordnet werden (Tabelle 8). Das Alter von 80 Schadeln kann aufgrund des
schlechten Erhaltungszustands lediglich auf erwachsen (alter als juvenil) festgelegt

werden.

Tabelle 8: Alters-und Geschlechtsverteilung der Population aus Rain

Altersstufe mannlich weiblich unbestimmt  gesamt
Neonatus 2 2
Infans | 202 202
Infans Il 288 288
Infans | oder Il 6 6
Juvenil 65 70 11 146
21-30 Jahre 391 426 3 820
31-40 Jahre 321 201 0 522
41-50 Jahre 188 80 0 268
51-60 Jahre 101 31 0 132
alter 60 Jahre 58 23 0 81
erwachsen, 55 21 4 80

Alter unbestimmt

Summe 1179 852 516 2547
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Die Sterblichkeit der Population ab 13 Jahre (Abb. 10) ist bei den Frauen bis 30
Jahre hoher als bei den Mannern und sinkt dann ab dem 31. Lebensjahr deutlich
unter die Werte der Manner ab.

450

400 -
350 -
300

250 - —e— mannlich

200 - —=— weiblich

150

100 +

50 +

0 T T T T T 1
juvenil 21-30 31-40 41-50 51-60 alter
Jahre Jahre Jahre Jahre 60

Jahre

Anzahl

Abb. 10: Mannliche und weibliche Individuen ab 13 Jahre (juvenil)

Die morphologischen Befunde zur Geschlechtsbestimmung an den Beckenknochen
ergeben ein ahnliches Verhaltnis von mannlich zu weiblich (1,19:1) wie an den
Schadeln (1,38:1) und bestatigen somit die Ergebnisse zur angenommenen
Geschlechtsverteilung.

IV.1.2 Traumaraten

Die Verletzungen der Schadel und der postkraniellen Skelettteile der Population aus

Rain am Lech wurden sowohl quantitativ als auch qualitativ erfasst.

IV.1.2.1 Calvaria

Von den insgesamt 2049 Schadeln der Altersklassen juvenil und alter weisen 152

Schadel (7,4%) traumatische Lasionen auf (Tabelle 9).

Tabelle 9: Sicher und fraglich traumatisch veranderte Calvaria

mannlich weiblich gesamt
Sichere Traumata 86 24 110
Fragliche Traumata 25 17 42
Gesamt 111 41 152
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110 der 152 traumatisch veranderten Calvaria weisen ein makroskopisch sicher
nachweisbares Trauma mit vitaler Gewebereaktion (Abb. 13 und Abb. 14, S.41) und
42 ein fragliches Trauma ohne Gewebereaktion (Abb. 9, S. 24) auf. Es zeigen somit
7,3% bzw. 9,4% aller 1179 mannlichen und 2,8% bzw. 4,8% aller 852 weiblichen
Individuen traumatische Veranderungen der Schadel. Die niedrige Prozentzahl gibt
jeweils den Anteil der sicheren Traumata wieder, die hohe schliel3t den Anteil der
fraglichen Traumata und damit auch maogliche Artefakte mit ein. Um die Fehlerquelle
der moglichen Artefakte und damit einen zu hohen Anteil an falsch positiven
Ergebnissen auszuschlielien, wird im Weiteren der Arbeit nur auf die sicheren
traumatischen Veranderungen eingegangen. Das Verhaltnis von Mannern zu Frauen

mit Schadelverletzungen belauft sich auf 78,2% zu 22,8%.

Die meisten Schadelverletzungen der Manner (31 Frakturen) weisen die 31- bis 40-
Jahrigen auf, die wenigsten (n=2) betreffen die Juvenilen (Tabelle 10), wobei die
Traumarate mit zunehmendem Alter von 3,1% (juvenil) auf 12,2% (41-50 Jahre)

steigt und auch in den zwei hochsten Altersstufen relativ grol3 bleibt (Abb. 11).

Tabelle 10: Traumatisch veranderte Calvaria in den verschiedenen Altersklassen

Altersstufe Manner Frauen
Juvenil 2 3
21-30 Jahre 19 9
31-40 Jahre 31 7
41-50 Jahre 23 4
51-60 Jahre 7 0
Alter als 60 Jahre 4 1

Bei den Frauen hingegen findet man traumatisch veranderte Schadel am haufigsten
in der Altersklasse 21-30 Jahre (9 Individuen). Die Altersstufe 51-60 Jahre ist mit
keinem und die alter als 60-Jahrigen sind mit einem verletzten Individuum am
geringsten vertreten (Tabelle 10). Die altersbezogene Traumarate ist der der Manner
ahnlich (Abb. 11). Sie steigt vom 21. bis zum 50. Lebensjahr kontinuierlich an(von
2,1% auf 5,0%), jedoch deutlich schwacher als bei den mannlichen Individuen. Die

Juvenilen zeigen eine Uberraschend hohe Rate mit 4,3%.
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Abb. 11: Prozentuale Verteilung der Schadelverletzungen in den verschiedenen Altersklassen

IV.1.2.2 Differenzierung der Schadelverletzungen

Bei der Differenzierung der verschiedenen traumatischen Veranderungen am
Schadel in Hiebverletzungen, Impressionsfrakturen und Lochdefekte zeigt sich, dass

von den 86 betroffenen Mannern (Abb. 12) 46 eine Hiebverletzung aufweisen
(Beispiel Individuum 1616, Abb. 13).
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Abb. 12: Anzahl der Hieb-, Impressions- und Lochverletzungen der mannlichen Individuen

40



Abb. 13: Mannliches Individuum mit mehreren verheilten Hiebverletzungen

Bei 33 der mannlichen Individuen konnte eine Impressionsfraktur (Beispiel

Individuum 1400, Abb. 14) und bei sieben ein Lochdefekt diagnostiziert werden.

Abb. 14: Mannliches Individuum mit groRer liberlebter Impressionsfraktur
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Die Verletzungen der 24 Frauen teilen sich auf in neun Hieb-, 13 Impressions-

verletzungen und zwei Lochdefekte (Abb. 15).

E Hiebverletzung
21 O Impressionsfraktur
1,57 B Lochdefekt

Anzahl
N
i

juvenil 21-30 31-40 41-50 51-60 alter als
Jahre Jahre Jahre Jahre 60
Jahre

Abb. 15: Anzahl der Hieb-, Impressions- und Lochverletzungen der weiblichen Individuen

Vergleicht man nun die geschlechtsspezifischen Anteile der verschiedenen
Frakturarten (Tabelle 11), so fallt auf, dass Uber die Halfte der Manner
Hiebverletzungen aufweisen. Im Gegensatz hierzu sind bei den Frauen die
Impressionsfrakturen von groRerer Bedeutung. Lochdefekte sind bei beiden

Geschlechtern mit ca. 8% gleich verteilt und spielen eine eher untergeordnete Rolle.

Tabelle 11: Prozentuale Verteilung der einzelnen Frakturarten

Manner Frauen

Hiebverletzung 53,5% 37,5%

Impressionsfraktur  38,4% 54,2%

Lochdefekt 8,1% 8,3%

Nicht nur allgemein ist die Hiebverletzung die vorherrschende Schadelverletzung der
Manner, sondern auch innerhalb jeder einzelnen Altersklasse ab 21 Jahren ist sie die
haufigste traumatische Veranderung (Abb. 16). Die Juvenilen weisen jedoch keine

derartige Verletzung auf.
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Abb. 16: Prozentuale Verteilung der Hieb-, Impressions- und Lochverletzungen bei den
Mannern

Bei jeder der weiblichen Altersklassen juvenil, 21-30 Jahre, 31-40 Jahre und
41-50 Jahre ist die Rate der Impressionsfrakturen groer oder gleich der der
Hiebverletzungen. Die 51- bis 60-Jahrigen sind an den Verletzungen nicht beteiligt.
Auffallend ist die hohe Lochdefektrate der alter als 60-Jahrigen (Abb. 17).
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Abb. 17: Prozentuale Verteilung der Hieb-, Impressions- und Lochverletzungen bei den Frauen
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IV.1.2.3 Postkranielles Skelett

Da die morphognostische Geschlechtsdiagnose anhand einzelner Langknochen mit
makroskopischen Moglichkeiten sehr vage, bzw. nur am Femur naherungsweise
moglich ist (Hermann et al. 1990), wird in dieser Arbeit auf eine rein morphologische
Diagnostik  verzichtet und eine molekularbiologische Geschlechtsdiagnose
vorgenommen (siehe [V.2.2.1.). Insgesamt sind 53 Langknochen traumatisch
verandert (Beispiel Abb. 18).

Abb. 18: Individuum 200; Tibiafraktur mit Kallusbildung

Sechs der 53 Langknochen weisen eine Hiebverletzung auf. So sind die
Hiebverletzungen lediglich mit 11,3% an allen traumatischen Verletzungen der
Langknochen beteiligt und betreffen je zwei rechte und linke Tibiae, einen rechten
Radius und einen rechten Humerus. Von den dbrigen 47 postkraniellen
Skelettelementen (Abb. 19) sind mit 57,4% vor allem die unteren Extremitaten
betroffen. Hierbei findet man sowohl bei den zehn Tibiae, den 14 Femura, als auch

bei den drei Fibulae vor allem diaphysare Frakturen.
Die Frakturen der oberen Extremitaten verteilen sich auf funf Ulnae mit diaphysar

gelegenen Frakturen, sieben Radii mit vorherrschend distalen Frakturen und funf, vor

allem diaphysar mittig gelegenen Humerusfrakturen.
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Abb. 19: Anzahl der Frakturen am postkraniellen Skelett (ohne Hiebverletzungen)

Eine reprasentative Gesamtanzahl ist von Femura (4671), Tibiae (6560) und Humeri
(2852) vorhanden, so dass statistische Aussagen nur bei diesen Skelettelementen
moglich sind (Abb. 20). Die Frakturen des Femur, der Tibia und des linken Humerus

treten mit je ca. 0,3% gleich haufig auf. Unterreprasentiert ist die traumatische
Veranderung des rechten Humerus (0,07%).
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Abb. 20: Prozentuale Frakturrate (ohne Hiebverletzungen)
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IV.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Fir die molekularbiologischen Untersuchungen wurden 20 frakturierte Langknochen,
welche einen guten Erhaltungszustand aufwiesen und Hinweise auf ein exogenes
Trauma im Sinne einer Kallusreaktion und einer Achsenfehlstellung zeigten und zehn

unversehrte Langknochen zum Methodenvergleich ausgewahilt.

Die Untersuchung von sieben Schadeln, bei denen eindeutig das Geschlecht mittels
morphologischer Methoden festgelegt werden konnte, dient dem Nachweis der

Richtigkeit der molekularbiologischen Methode.

Drei Kinderschadel, die morphologisch nicht geschlechtsdiagnostiziert werden
konnen, wurden zur Darstellung der Perspektiven von derartigen Untersuchungen
mit in die Analysen eingeschlossen. Da es eines hohen finanziellen und zeitlichen
Aufwands bedarf, konnten diese interessanten und viel versprechenden Analysen
jedoch nur in begrenztem Umfang durchgefihrt werden. In toto beinhaltete die

molekularbiologische Untersuchung 40 verschiedene Knochen.

Zur Beurteilung der Amplifikationsergebnisse fur R-Aktin, Amelogenin und SR-Y
(Tabellen 12, 14 und 15) wurden diese in vier Kategorien eingeteilt:

+ positiv

- negativ

-? nicht eindeutig negativ

+? nicht eindeutig positiv

Da in der Agarosegel-Elektrophorese bei der Analyse fur Amelogenin lediglich eine
Bande sichtbar wird und so keine Geschlechtsdiagnose getroffen werden kann,
wurden alle Proben, die fir Amelogenin positiv waren, nochmals mittels eines High-
Resolution-Gels (mit Silberfarbung) zur genaueren Auftrennung der Banden
untersucht. Auf diese Weise kann das Geschlecht bei positivem Ergebnis eindeutig

diagnostiziert werden.
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Die Ergebnisse der Amplifikation von Amelogenin und die Darstellung mittels PAGE-

Elektrophorese wurden in funf Kategorien eingeteilt:

DB Doppelbande (106 und 112 bp, mannliches Indivdiuum)
EB106 Einzelbande (106 bp, weibliches Individuum)

EB112 Einzelbande (112 bp, mannliches Individuum)

DB/EB nach Wiederholung kein eindeutiges Ergebnis

- kein Ergebnis

IV.2.1 Ergebnisse des Nachweises von R-Aktin

Um die Prasenz von amplifizierbarer DNA zu testen, wurde bei allen 40 Proben
mittels PCR die Sequenz R-Aktin mit einer Lange von 202 bp getestet (Beispiele
Abb. 21).

1

bp 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17

202-

Abb. 21: Amplifikation des B-Aktin-Gens. Spalte 1 und 17: 50 bp Standardleiter; Spalte 2-6, 9-11
und 13: positiver Nachweis des Amplifikationsprodukts; Spalte 12: Probe ohne Nachweis des
R-Aktin-Gens; Spalte 7,8,14-16: Negativkontrollen

Nach maximal dreimaliger Wiederholung konnte in 28 Fallen (70%) ancient DNA
amplifiziert werden (Tabellen 12, 14 und 15). Probe Nummer 332 zeigt ein nicht

eindeutig positives Ergebnis.
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IV.2.2 Molekulargenetische Geschlechtsdiagnose

Die Abbildungen 22 und 23 zeigen einige Ergebnisse flur Amplifikationsreaktionen,

die mit den Primerpaaren SR-Y und Amel 1/2 durchgefihrt wurden.

Abb. 22: Amplifikation des SR-Y Gens bei Knochenproben aus Rain am Lech: Spalte 1 und 10:
50-bp Standardleiter; Spalte 2-6: Amplifiktionsprodukte; Spalte 7-9: Negativkontrollen

bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

112- > = Sy -_—
106- = -—

—

— - - —

Abb. 23: Amplifikation des Amelogeningens und Darstellung mittels PAGE-Elektrophorese:
Spalte 1 und 12: 100-bp Standardleiter; Spalte 2-11: Amplifikationsprodukte ausgewahlter
Individuen aus Rain am Lech
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IV.2.2.1 Postkranielles Skelett

Die molekulare Analyse zur Geschlechtsbestimmung bei 20 frakturierten
Langknochen mittels Amplifikation von R-Aktin, SR-Y und Amelogenin (Tabelle 12)
verlief in 50% der Falle erfolgreich. Von zehn Proben mit identifizierter
Geschlechtszugehorigkeit ist eine Probe einem weiblichen Individuum und neun
Proben mannlichen Individuen zuzuordnen. Mit 90% Uberwiegt somit das mannliche
Geschlecht deutlich. Eine Probe (Nummer 12) zeigt im Agarosegel ein eindeutig
postives Ergebnis flir Amelogenin, welches jedoch mit Hilfe des PAGE-Gels nicht
genauer differenziert werden kann. Probe Nummer 200 ergab nach Wiederholung

des High-Resolution-Gels voneinander abweichende Ergebnisse.

Tabelle 12: Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen 20 frakturierter
Langknochen

Amelogenin  molekular bestimmtes

Nummer R-Aktin  SR-Y Amelogenin (PAGE-Gel) Geschlecht

11 + - + EB106 weiblich

12 + - + - nicht moglich
30 + + +7? DB mannlich

48 + + + DB mannlich

88 + + + DB mannlich

165 - - - nicht moglich
196 + - - nicht moglich
200 + +7? + DB/EB nicht eindeutig
247 + - - nicht moglich
248 - - - nicht moglich
258 - + - mannlich

259 - - - nicht moglich
270 - - - nicht moglich
277 + - + EB112 mannlich

304 - - - nicht mdglich
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Fortsetzung Tabelle 12

Amelogenin  molekular bestimmtes

Nummer [-Aktin  SR-Y Amelogenin (PAGE-Gel) Geschlecht

313 + - - nicht moglich
330 + + + DB mannlich
363 - + - mannlich
371 - + - mannlich
387 + + + DB mannlich

Die molekularbiologische  Geschlechtsbestimmung der Langknochen war

uberwiegend bei den grof3en, weniger fragilen Knochen (Tabelle 13) maglich.

Tabelle 13: Molekularbiologische Geschlechtsbestimmung frakturierter Langknochen und
deren Traumalokalisation

molekular bestimmtes Geschlecht

Nummer Frakturlokalisation (Ergebnisse aus Tabelle 12)

11 Tibia, distal, links weiblich

30 Femur, mittig diaphysar, rechts mannlich
48 Tibia, distal, links mannlich
88 Humerus, proximal, links mannlich
258 Tibia, mittig diaphysar, links mannlich
277 Femur, mittig diaphysar, rechts mannlich
330 Radius, distal, links mannlich
363 Femur, distal, links mannlich
371 Femur, Schenkelhals, rechts mannlich
387 Femur, mittig diaphysar, rechts mannlich
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Parallel dazu wurden zehn weitere Langknochen (Tabelle 14) zum
Methodenvergleich molekularbiologisch untersucht. Hierbei konnte bei sechs von
zehn Proben (60%) das Geschlecht eindeutig als mannlich bestimmt werden. Probe
Nummer 33 zeigt unterschiedliche Resultate. Zum einen ein positives Ergebnis flr
SR-Y, welches flir ein mannliches Individuum sprechen wirde, und zum anderen nur
eine Bande (106 bp) in der Auftrennung mittels des High-Resolution-Gels. Dies
wurde fur sich alleine gesehen fur ein weibliches Individuum sprechen, schliefdt
jedoch prinzipiell ein mannliches Individuum bei ,Drop-out” eines Allels in der ancient
DNA nicht aus.

Tabelle 14: Molekularbiologische Ergebnisse 10 nicht-frakturierter Langknochen

Amelogenin molekular bestimmtes

Nummer R-Aktin SR-Y Amelogenin (PAGE-Gel) Geschlecht

33 + + + EB106 nicht eindeutig
190 + + + EB112 mannlich

206 + - + DB mannlich

219 + - + - nicht moglich
233 + + + DB mannlich

332 +? - - nicht mdglich
345 + + - mannlich

358 + + - mannlich

376 - - - nicht mdglich
414 + + + DB mannlich
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IV.2.2.2 Schadel

Zur Uberpriifung der Richtigkeit der molekularen Geschlechtsbestimmung wurde
diese bei morphologisch sicher bestimmten Schadeln angewendet. Zu diesem
Zwecke wurden sieben Schadel nach der morphologischen Geschlechtsdiagnose
molekularbiologisch untersucht (Tabelle 15). Dabei konnte in vier Fallen (66,7%) die
makroskopische Diagnose eindeutig bestatigt werden und in keiner Analyse
widersprach das molekulargenetisch bestimmte dem morphologischen Geschlecht.
Das makroskopisch weibliche Individuum Nummer 1325 kann mit dem Primer
Amelogenin nicht als solches detektiert werden. Auch bei den Schadeln Nummer
1400 und 1429, zwei morphologisch mannliche Individuuen, kann keine molekulare
Geschlechtsdiagnose gestellt werden.

Die Analyse der drei Kinderschadel (Nummer 500, 1054 und 1056, Tabelle 15) ergab

eindeutig zwei mannliche und ein weibliches Individuum.

Tabelle 15: Molekularbiologische und morphologische Ergebnisse ausgewahlter erwachsener
und kindlicher Schadel im Vergleich

molekular morpholog.
bestimmtes bestimmtes
Geschlecht Geschlecht

Amelo-  Amelogenin

Nummer R-Aktin SR-Y genin (PAGE-Gel)

126 + + + DB mannlich mannlich
181 + + + EB112 mannlich mannlich
506 + + +? EB112 mannlich mannlich
1325 + +? - nicht eindeutig  weiblich
1400 - - +? - nicht moglich mannlich
1429 + - +? - nicht moglich mannlich
2062 + + - mannlich mannlich
500 - + - mannlich ? (Kind)
1054 + - + EB106 weiblich ? (Kind)
1056 + + - mannlich ? (Kind)
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V. Diskussion

V.1 Alters- und Geschlechtsverteilung der Population aus Rain am Lech
Die wichtigste Grundlage fur die Rekonstruktion einer historischen Population stellt
die Alters- und Geschlechtsbestimmung dar. Sie lasst Ruckschlisse hinsichtlich der
Zusammensetzung der Bevolkerung zu und bietet den Ausgangspunkt zur
Beurteilung weiterfihrender Fragestellungen.

Von der in Tabelle 8 dargestellten Population aus Rain am Lech sind 19,6% im Alter
bis 12 Jahren (Neonatus, Infans | und Infans Il) verstorben. Dies spiegelt jedoch nicht
die zu jener Zeit Ubliche hohe Rate der Kindersterblichkeit wieder, die etwa im
Bereich der Zahlen des angehenden Mittelalters liegen muisste und mit 45-60%

angegeben wird (Zink 1999).

Mehr als die Halfte der Population verstarb im Alter von 21-40 Jahren, wobei die
meisten (820 Individuen) der 2547 Todesfalle auf die Altersklasse der 21- bis 30-
Jahrigen fallt. Das sind 32,2% der Gesamtbevodlkerung. Die Lebenserwartung im 18.
Jahrhundert errechnete Grimm (1973) etwas hoher, fur Manner auf 33,2 und far

Frauen auf 35,7 Jahre.

Da die Untersuchung aber Knochen der Population von Rain am Lech ab dem
15. Jahrhundert mit einbezieht, muss man fur diese fruher gelebten Individuen von
einem niedrigeren Sterbealter ausgehen, bedingt durch Verletzungen, geringere
Hygiene, mangelnde arztliche Versorgung und insbesondere durch Infektions-
krankheiten wie Pest, Lepra (Dorn 1985) und Tuberkulose (Zink, bisher
unveroffentlicht). Dass mehr Frauen als Manner in der Alterklasse 21-30 Jahre
starben, erklart sich durch das Risiko der Schwangerschaften und Geburten mit der
zusatzlichen Gefahr des Todes durch Kindsbettfieber oder andere
schwangerschaftsbezogene Erkrankungen. In allen Altersklassen Uber 30 Jahren
liegt die Sterblichkeit der Manner hingegen deutlich Uber der der Frauen. Es ist
anzunehmen, dass hierfir ~ vorwiegend Konflikte und kriegerische

Auseinandersetzungen ursachlich sind.
Nur wenige Individuen wurden alter als 40 Jahre, so dass sich die Zahl der

Verstorbenen in den hoheren Altersklassen minimiert und lediglich 3,2% der

Gesamtbevdlkerung mehr als 60 Lebensjahre erreichten.
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V.2 Haufigkeiten und Ursachen der Schadelfrakturen

Unfalle bei der Jagd oder bei Verrichtungen des taglichen Lebens, zufallsbedingten
Fall und Sturz hat es zu allen Zeiten gegeben. Ebenso wenig fehlten kampferische
Auseinandersetzungen zwischen Menschen. Diese Formen der Gewalteinwirkungen
auf das menschliche Skelett als Stiltzorgan des Korpers haben nicht selten zu

Knochenverletzungen und Frakturen gefuhrt (Kunter 1981).

Durch die zwar unselektive, aber in hoher Zahl erfolgte Umlagerung der Gebeine aus
dem Friedhof um die Stadtpfarrkirche in den Karner der Allerheiligenkapelle von Rain
am Lech ergibt sich die Mdglichkeit, einen Grofteil der damals beerdigten Menschen
von 1400-1800 zu untersuchen. Die hohe Anzahl der Individuen (2547) macht
reprasentative Aussagen uUber das Vorkommen von Frakturen auf Populationsebene
moglich. Eine Uberschlagige Abschatzung der Bevodlkerungszahlen fir den
genannten Zeitraum belegt, dass rund 50% der gesamten Bevdlkerung im heutigen
Material des Karners enthalten sind. Die fehlende Population ist entweder auf einem
anderen Friedhof beigesetzt worden (z.B. bei der St. Rochuskirche) oder ist auf

Grund unzureichender Erhaltung nicht im Fundmaterial des Karners enthalten.

Der gesamte prozentuale Anteil der traumatisierten Schadel aus Rain am Lech
betragt 7,4% der untersuchten Population. Damit ware jeder 14. Birger (juvenil und
alter) von einem Schadeltrauma im Laufe seines Lebens betroffen gewesen. Schlief3t
man die fraglichen Frakturen von der Untersuchung aus, da ein hoher Artefaktanteil
u.a. aufgrund unfachmannischer Umlagerung der Skelette madglich ist, so hatte
immer noch jeder 19. Burger ein Schadeltrauma erlitten. Als Ursache hierflr sind
keine zufalligen Stirze anzunehmen. Viel wahrscheinlicher scheinen kriegerische
Auseinandersetzungen die Quelle der Verletzungen zu sein, wobei bei der
Untersuchung nur Verletzungen mit Knochenreaktionen nachweisbar sind und
andere, wie Weichteilverletzungen oder knocherne Verletzungen mit direkter
Todesfolge, die sicherlich auch in erheblicher Zahl vorhanden gewesen sein durften,
nicht mehr belegbar sind. Von erheblicher Bedeutung bei dieser Interpretation ist
dabei die sogenannte ,Hutkrempen-Regel®, die besagt, dass Verletzungen des
Schadels in der Ebene der Hutkrempe oder darunter eher unfall-/sturzbedingt seien.
Verletzungen des Schadels an anderer Stelle jedoch flir eine Einwirkung von dritter

Hand sprachen.
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Historische Daten (Dorn 1985) belegen die widrigen Schicksale der Stadt Rain am
Lech zu Lebzeiten der gefundenen Gebeine. So war die Stadt in den Wittelsbacher
Krieg, den Landhuter Erfolgekrieg, mehrmals in den 30-jahrigen Krieg, den

Spanischen Krieg und den Osterreichischen Erbfolgekrieg involviert.

1632 bedrohte Gustav Adolf von Schweden im 30-jahrigen Krieg das Kurfurstentum
Bayern ,(...) und drang stirmend auf die baierischen Avantgarden ein. Tilly selbst,
und unter ihm General Altinger befehligten diese Garden, und sturzten sich
heldenmuthig mit denselben dem andringenden Feinde entgegen. Allein Graf Tilly
ward am rechten Schenkel, und Altinger am Kopfe verwundet, und beide mufdten aus

dem Schlachtfelde getragen werden.” (Weber 1819)

Der Kopf ist ein beliebtes Ziel gewalttatiger Ubergriffe. Schadelverletzungen sind
unter anderem das Ergebnis eines ,Mann-gegen-Mann-Kampfs“, wobei sich die
Krieger direkt gegenuberstehen.

Da es schon immer die Manner waren, die ein Volk kampferisch verteidigten, waren
sie im Gegensatz zu den Frauen generell einem grolkeren Verletzungsrisiko
ausgesetzt. Roberts und Manchester (1997) gehen davon aus, dass vor allem
Schadelverletzungen um ein Vielfaches haufiger bei Mannern auftreten als bei

Frauen.

Im vorliegenden Material belauft sich das Verhaltnis von Mannern zu Frauen mit
Schadelverletzungen auf 78,2 zu 22,8 und zeigt damit ebenfalls einen deutlichen
Manneruberschuss. Vergleicht man jedoch diese Daten mit einer Studie von Grimm
(1974), die die geschlechtsspezifische Aufteilung von knéchernen Verletzungen vom
Paleolithikum bis zum spaten Mittelalter beschreibt, so fallt auf, dass der
Frauenanteil von 22,8% eher mit den neolithischen als mit den spat-mittelalterlichen
Werten zu vergleichen ist. FUr das Spate Mittelalter gibt Grimm aufgrund der
ausgepragten geschlechtsspezifischen Arbeitsteilung einen Frauenanteil von nur
10% an. Somit war der Anteil der betroffenen Frauen aus Rain am Lech doppelt so

hoch wie zu erwarten gewesen ware.
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Es ist auffallig, dass Frauen von Rain am Lech derart haufig Schadelverletzungen
erlitten haben. Ein Grund konnte sein, dass das weibliche Geschlecht in die
kriegerischen Handlungen miteinbezogen oder zumindest Opfer bei Ubergriffen
wurde. Selbstverstandlich kann hausliche Gewalt als eine weitere Ursache nicht

ausgeschlossen werden.

Schlief3t man nun die verschiedenen Altersklassen in die Diskussion mit ein, gilt zu
berucksichtigen, dass eine Schadelfraktur nicht direkt den Tod des Individuums nach
sich gezogen hat, da nur die sicheren Schadelfrakturen mit vitalen Reaktionen in die
vorliegenden Ergebnisse einflieRen. D.h. ein Individuum, das mit 31-40 Jahren
gestorben ist, erhielt die Fraktur irgendwann im Laufe seines Lebens und nicht
zwangslaufig zwischen 31 und 40 Jahren. Somit hatte man mit zunehmendem Alter
eine langere Exposition gegenuber Verletzungsgefahren (Grimm 1973).

Dies zeigt auch die Frakturrate der Manner aus Rain am Lech die von 3,1% (juvenil)
auf 12,2% (41-50 Jahre) ansteigt und auch in den Altersstufen daruber
vergleichsweise hohe Werte (7%) aufweist.

Die Frakturraten steigen nicht kontinuierlich bis zu den Individuen alter als 60 Jahre
an, denn bei alteren Individuen ist es wahrscheinlicher, dass sie an einem
naturlichen Tod versterben, als noch aktiv in einen Krieg mit Verletzungsfolge

verwickelt zu werden.

Bei den Frauen aus Rain am Lech steigt der Anteil der Frakturen ebenfalls mit dem
Alter an, von 2,1% (21 Jahre) auf 5% (50 Jahre), allerdings in geringerem Malde als
bei den Mannern. Dies entspricht den Erwartungen, wenn man davon ausgeht, dass
Frauen normalerweise nicht aktiv in kriegerische Auseinandersetzungen einbezogen
werden und damit den Verletzungsgefahren nur indirekt ausgesetzt sind. In der
Altersklasse Uber 51 Jahre gibt es nur einen Fall einer verletzten Frau. Die hohe
Frakturrate der Juvenilen von 4,3% konnte ein Hinweis auf eine auf diese
Altersgruppe gezielte Gewalt sein. Die noch folgende Betrachtung der Verletzungsart

versucht, eine genauere Erklarung flr diese Beobachtungen zu liefern.

Mit der Idee, dass die Art der Verletzung genauere Rickschliusse auf die einwirkende
Gewalt zulasst, wurden die Schadel auf Hiebverletzungen, Impressionsfrakturen und

Lochdefekte untersucht.

56



Die mannlichen Schadel zeigen hauptsachlich Hiebverletzungen (53,5%) auf. Da
Hiebverletzungen bei Verletzungen mit Klingen von Schwertern, Beilen oder Axten
zustande  kommen, bestatigt dies die Vermutung auf kriegerische
Auseinandersetzungen. Auch historische Daten belegen den Einsatz dieser Art von
Waffen. Weber (1819, S.68f) beschreibt einen Angriff der Bayern gegen die
Schweden im 30-jahrigen Krieg: ,(...) warfen sich stirmend in die Stadt; hieben die
erschrockenen Feinde in Stucken; badeten sich in dem Blute der eiskalten
Nordmanner, und trieben die fliehenden Reste, welche ihr Schwert nicht erreichen
konnte, Uber die Lechbrucke bis nach Donauworth. Des weiteren erwahnt Weber die
Bewohner aus Rain am Lech, ,die unter dem Schwerte des Feindes fielen® (Weber
1819, S.72f). Die untersuchten Manner aus Rain am Lech sind demnach mit hoher

Wabhrscheinlichkeit in direkten Kampfen verletzt worden.

Nach unseren Untersuchungen wurden auch Frauen Opfer scharfer Gewalt (37,5%
Hiebverletzungen). Ob sie diese Frakturen jedoch beim Ausluben des Kriegsdiensts
erlitten, bleibt mehr als fraglich. Historische Daten geben daruber keinen Aufschluss.
Vielmehr ist anzunehmen, dass sie Opfer der zahlreich stattgefundenen Raubzlge
wurden, ,(...) als etwa tausend Mann mit Fackeln in den Handen, (...) die Stadt
uberstromten; die Hauser und Scheunen (...) und alle Winkel in ihnen durchsuchten,

und sie mit ihrer heiBhungrigen Raubgierde ausleerten.” (Weber 1819, S.87)

Dass den Frauen hierbei weniger mit scharfer Gewalt als mit stumpfen Waffen
begegnet wurde, liegt vielleicht in der naturlichen Hemmung der Gewaltanwendung
mit typischen Kampfwaffen jener Zeit, so v.a. dem Schwert, dem Beil oder der Axt
gegen Frauen. Andererseits zeigt die hohe Impressionsfrakturenrate von 54,2%,
dass der eigentliche Grund dieser Raub- und Verwlstungszige nicht das Toéten,
sondern das Ausbeuten der Hauser war. ,Da war nicht ein Haus in Rain, und nicht
eine einzige Hutte, welche (...) nicht geweckt, gequalt, bestohlen, oder wohl gar
ausgeplindert wurde.“ (Weber 1819, S. 90). Hierbei trafen vermutlich die feindlichen
Plinderer auf einheimische Frauen, die ihnen im Wege standen und mittels

ungeplanter, ungerichteter Gewalt mit meist stumpfen Waffen bekampft wurden.
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Die hohe Verletzungsrate bei den weiblichen Juvenilen (1,4% Hiebverletzungen und
2,9% Impressionsfrakturen), gerade im Vergleich zu den 0% betroffenen mannlichen
Jugendlichen konnte ein Hinweis darauf sein, dass weibliche Juvenile Opfer gezielter

Ubergriffe waren.

Ein Grund dafur, dass nur ein weibliches Individuum uber 51 Jahren eine Fraktur
aufweist, konnte dafur sprechen, dass diese Altersgruppe in deutlich geringerem
MalRe in die Misshandlungen einbezogen waren. Denkbar ist auch, dass Frauen
dieser Altersklasse haufiger unmittelbar an einer Verletzung gestorben sind und

damit nicht fiir diese Statistik erfasst wurden.

Lochdefekte, die dritte der untersuchten Frakturarten, entstehen, wenn ein relativ
kleinflachiger Gegenstand auf die Knochenoberflache einwirkt. Typische, diesen
Defekt verursachende Waffen sind Lanzen, Speere, Pfeile, Kugeln und Kiesel einer
Steinschleuder. Von Weber (1819) werden Gewehre (z.B. ,heftige Kugelregen aus
Feuergewehren“ (S.67)) erwahnt, mit denen die Population aus Rain am Lech

konfrontiert wurde.

Trotzdem spielen die Lochdefekte eine untergeordnete Rolle (Manner: 8,1%; Frauen:
8,3%). Ein Grund hierfur konnte sein, dass klassische Lochverletzungen nur
oberhalb einer Mindestgeschwindigkeit des einwirkenden Gegenstandes entstehen.
Diese Geschwindigkeit wurde von frihneuzeitlichen und historischen Handfeuer-
waffen meist nicht erreicht, so dass stattdessen eher unspezifische Trimmerbriche

nachweisbar sind (Herrmann et al. 1990).

Lediglich die Altersklasse ,alter als 60 Jahre der weiblichen Individuen erreichte mit
4,3% einen verhaltnismalig hohen Wert an Lochdefekten. Jedoch lasst dieser Wert
aufgrund einer schmalen Materialbasis mit nur einem betroffenen Individuum keine

Ruckschlusse auf die gesamte Population zu.
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V.3 Frakturhaufigkeiten und —ursachen des postkraniellen Skelettes

Verletzungen haben an der untersuchten Population aus Rain am Lech am
Postcranium weniger Spuren hinterlassen als an den Schadeln. Dies gilt
insbesondere fur Verletzungen mit kriegerischem Hintergrund. Von den 53
traumatisch veranderten Langknochen weisen lediglich sechs eine typische
Hiebverletzung auf. Von den restlichen 47 Frakturen kdnnen nur Uber Femura, Tibiae
und Humeri relative Aussagen getroffen werden, da von diesen eine reprasentative
Gesamtzahl vorhanden ist. Von anderen Knochen des postkraniellen Skeletts
konnten nur wenige Fundstlicke geborgen werden. Als Ursache kdonnte man sich
eine schnellere Dekomposition oder Zerstdorung bei unsachgemafer Skelettbergung
vorstellen, da Ulnae, Radii, Fibulae und Costae dinner und damit fragiler sind.
Frakturen der Femura, Tibiae und Humeri waren mit je ca. 0,3% relativ gleich verteilt.
Nur der rechte Humerus ist mit 0,07% unterreprasentiert. Die untere Extremitat ist mit

57,4% mehr von Frakturen betroffen als die obere.

,In frihgeschichtlichen und mittelalterlichen Friedhéfen Europas findet man
besonders haufig Bruche der unteren Extremitaten (...)* berichtet Kunter (1981, S.
232). Dabei soll bei Frakturen der Tibia und/oder der Fibula ein Sturz mit Verdrehen
des Fuldes die Ursache sein. Die diaphysare Tibia- und/oder Fibulafraktur kann auch
ein direktes Trauma, wie bei einem Schlag mit einem stumpfen Gegenstand als
Ursache haben (Berchtold 2001).

Zivanovié (1982) berichtet von nicht seltenem Vorkommen von Humerusfrakturen in
mittelalterlichen Militarfriedhéfen. Genaue Daten werden nicht angegeben, aber auch
wenn es sich in Rain am Lech nicht um einen Militarfriedhof handelt, kann von
-haufig“ oder ,nicht selten® bei einer Frakturrate von 0,3%, bzw. 0,07% nicht die
Rede sein. Damit liegen die geringen postkraniellen Frakturraten sowohl der unteren
als auch der oberen Extremitaten der Population aus Rain am Lech unter den

Erwartungen.
Bei Untersuchung der Frakturarten der oberen Extremitat wurden Parier- und Colles-
Frakturen unterschieden. Die funf diaphysar mittig gelegenen Ulnafrakturen (zwei

rechts, zwei links, ein Knochen keiner Seite zuordenbar) konnen Parierfrakturen sein.
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Diese Frakturart entsteht, wenn man den Unterarm schitzend vor &auferer
Gewalteinwirkung (z.B. durch Stockschlage) Uber das Gesicht oder Uber den Kopf
halt. Sie kdnnen demnach Hinweis auf gewalttatige Konfrontationen sein und sollten
zur Stltzung dieser These eher bei mannlichen Individuen als bei weiblichen
nachzuweisen sein.

In dem vorliegenden Material tritt diese Frakturart rechts genauso haufig auf wie
links. Waren die Frakturen ausschliel3lich Folge eines Kampfs, so wirde man eine
Haufung der Falle links erwarten, denn die haufigeren Rechtshander hielten die
Kampfwaffe in der rechten Hand und verteidigte sich im Falle eines direkten Angriffes

mit links.

Da kriegerische Handlungen literarisch (Weber 1819) dokumentiert sind und nach
der Untersuchung der Schadel in dieser Arbeit auch nicht von der Hand zu weisen
sind, verwundert es, dass derart wenig ,Aggressionsfrakturen an den oberen

Extremitaten auftreten.

Eindeutigen Hinweis auf aggressive Handlungen geben beim postkraniellen Skelett
nur die Hiebverletzungen. Dass die unteren Extremitaten haufiger betroffen sind als
die oberen spricht fur Kampfe zwischen berittenem Mann und einem unberittenen
Feind, denn nur dann bieten hauptsachlich die Beine eine Angriffsflache und werden

in Mitleidenschaft gezogen (Janssens 1970).

Eine typische Folgeerscheinung des Vornuberfallens auf die ausgestreckte Hand, ist
die Colles-Fraktur. Bei ihr ist der Radius ca. zwei bis drei Zentimeter oberhalb des
Handwurzelgelenkes gebrochen. Funf der sieben untersuchten Radii weisen diese
Art der Fraktur auf, wobei ohne signifikanten Unterschied mehr rechte als linke
betroffen sind. Ein direkter Hinweis auf kriegerische Handlungen ist hierbei nicht zu

erkennen.

So geben lediglich sechs Hieb- und eventuell finf Parierfrakturen Hinweise auf die
Kriege in Rain am Lech. Verglichen mit den ,Aggressionsfrakturen des Schadels ist
das eine verschwindend geringe Zahl. Naturlich ist der Schadel zum Zwecke des
Totens ein beliebteres Ziel als die Extremitaten, aber die wenigen Verletzungen des

postkraniellen Skelettes lassen riickschlielen, dass die Soldaten ihren Korper in
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diesen Kriegen vermutlich gut durch Rustung, Kettenhemden oder ahnliches zu
schutzen wussten.

So interessant diese Perspektiven auch sind, sei aufgrund der schmalen
Materialbasis vor allem der fragilen Skelettelemente des postkraniellen Skeletts noch

grofdte Vorsicht bei Aussagen geboten, die die ganze Bevolkerung betreffen.

V.4 Komplizierende Umstande beim Nachweis von ancient DNA

Mit der Einfuhrung der Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al. 1985, Mullis and
Faloona 1987) wurde die Vervielfaltigung von definierten Bereichen des
menschlichen Genoms madglich und gestattete den Nachweis selbst einzelner DNA-
Molekule (Saiki et al. 1988). Dadurch konnen DNA-Untersuchungen auch im Spuren-
und Mikrospurenbereich durchgefuhrt werden (Ruano et al. 1989, Jeffreys et al.
1988).

Durch die Entdeckung teilweise erhaltener Nukleinsauren in alten biologischen
Uberresten (Higuchi et al. 1984, Paabo 1984) konnte man schlieRlich auch

palaopathologische Funde mit Hilfe der PCR analysieren.

Bei der Analyse prahistorischen Materials ist mit schlechtem Erhaltungszustand von
DNA zu rechnen. Daher ist die Mdglichkeit des Nachweises selbst einzelner DNA-
Molekule bei molekulargenetischer Untersuchung von fragmentiertem Material und
Material im Spurenbereich basale Voraussetzung. Des weiteren kann aufgrund der
enzymatisch gesteuerten Vervielfaltigung von Quellenmaterial, das fur die Analyse
bendtigte Material drastisch reduziert werden. Selbst fragmentierte Skelettelemente,
an denen Untersuchungen nach morphologischen Kriterien nicht mehr mdglich sind,
werden durch die PCR-gestltzte Analyse von ancient DNA analysierbar. Durch die
Sensibilitat der PCR konnen prahistorische Materialien untersucht werden, aus
denen lediglich geringe Mengen bereits zum Teil degradierter DNA extrahierbar sind
(Reynolds und Sensabaugh 1991).

Dabei spielt die Degradierung der zu untersuchenden DNA, die zwangslaufig bei
(pra)historischem Material in Folge von Dekompositionsereignissen auftritt (Hofreiter
et al. 2001), mit abnehmender GroRe der zu amplifizierenden DNA-Abschnitte eine

immer geringere Rolle.
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Da erfahrungsgemaf® in aDNA-Extrakten keine intakten DNA-Zielsequenzen von
mehr als 200-300 Basenpaaren Lange zu erwarten sind (Hummel 2003), wurden nur
solche Primerpaare verwendet, die eine Zielsequenz von nicht mehr als 202

Basenpaaren umspannen.

V.4.1 Lagerungsbedingungen der Skelettelemente aus Rain am Lech

Bei dem Material aus Rain am Lech handelt es sich ausschliel3lich um Knochen. Das
hat den Vorteil, dass es langfristig Uberdauerndes, hydrophobes und hartes Gewebe
und somit widerstandsfahig gegenulber biogener, physikalischer und chemischer
Dekomposition ist. Auch die Lagerungsbedingungen der Knochen waren aullerst
gunstig fur die molekulargenetische Untersuchung. Da die Skelettelemente nach
Ausgrabung aus einem Friedhof in einen Karner umgelagert wurden, kann man von
einer positiven Auswirkung auf die Konservation der DNA ausgehen. Die Lagerung in
dem Karner bedingte einen guten Luftaustausch und damit ein trockenes Klima. Die
Temperatur war konstant niedrig und der pH-Wert war im normalen Bereich.

Auch die Wahrscheinlichkeit der Verunreinigung mit Huminsauren und damit die
Inhibition ist durch die Lagerung aulerhalb des Erdbodens geringer. Somit waren die

aulleren Bedingungen fur den Erhalt der ancient DNA gut.

V.4.2 Biogene, chemische und physikalische Dekomposition

DNA-Degradierung ist vermutlich der haufigste Grund flr das Versagen der PCR.
Die Dekomposition des knochernen Materials wird prinzipiell in drei verschiedenen
Faktoren wirksam: Biogene, chemische und physikalische Faktoren (Herrmann et al.
1990). Als biologische (biogene) Faktoren werden neben dem sofort nach dem Tod
des Individuums einsetzenden, autolytischen Abbau von DNA (Bar et al. 1988) auch
Mikroorganismen, wie Bakterien oder Pilze, zur postmortalen Dekomposition der
Makro- und Mikrostruktur des bodengelagerten Knochens wirksam. Sie invadieren in
die Hartgewebe, indem sie physiologischen Hohlraumen folgen oder aktiv in den

Knochen eindringen.

Im Verlauf der Liegezeit werden zusatzlich physikalische und chemische Dekompo-
sitionsfaktoren wirksam. So tragen liegezeit- und liegemilieubedingte Faktoren wie
pH-Wert, Feuchtigkeit und kurzwellige Strahlung zu biochemischen Veranderungen

der DNA bei (Eglington und Logan 1991, Lindahl 1993, Burger et al. 1997).
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Beim chemischen Abbau kommt es Uberwiegend zu zwei verschiedenen Arten von
DNA-Schadigung und damit zu modifizierten Basen (HOss et al. 1996). Zum einen
erfolgt eine hydrolytische Schadigung, welche zu Depurinisierung, Depyrimidierung
und Desaminierung fuhrt, zum anderen finden oxidative Veranderungen statt, welche
entweder durch die direkte Interaktion von ionisierenden Strahlen mit der DNA oder
vermittelt Uber freie Radikale, die aus Wassermolekulen entstehen, verursacht

werden.

Diese veranderten Basen blockieren die Strangverlangerung durch die DNA-
Polymerase und machen somit eine enzymatische Amplifikation von DNA-
Sequenzen unmdglich. Hoss et al. (1996) zeigten in ihrer Arbeit auch, dass die
Umgebungstemperatur als physikalischer Faktor eine grofl3e Rolle spielt: Proben, die
einen geringen Schadigungsgrad aufwiesen und sich gut amplifizieren liel3en,
stammten aus arktischen und subarktischen Regionen. Im Gegensatz dazu war die
DNA der Proben aus Agypten, Europa, Stidafrika und warmen Regionen Amerikas
stark beschadigt und brachte keine amplifizierbaren DNA-Sequenzen hervor.

Fur die Langzeitkonservierung von DNA scheint daher eine kalte Umgebung von
kritischer Wichtigkeit zu sein, da eine Abnahme der Temperatur um 20 °C zu einer
10- bis 25-fachen Verminderung von chemischen Reaktionen fuhrt. Gefrieren

reduziert die Verfallsrate noch weiter.

Auch Marota et al. (2002) untersuchten in einer Studie die Abhangigkeit des DNA-
Abbaus von der Temperatur. Basierend auf den hohen Durchschnittstemperaturen in
Agypten wurde eine Obergrenze fiir die DNA-Erhaltbarkeit von zirka 700-800 Jahren
und die Halbwertszeit fir DNA von 20,8 Jahren berechnet. Die Autoren gehen daher
davon aus, dass aDNA-Analysen der menschlichen Uberreste altagyptischer
Individuen generell nicht sinnvoll sind und jegliche amplifizierte DNA als
Kontamination durch neuere DNA gewertet werden muss. Dabei wurden gewisse
Umstande jedoch aulder Acht gelassen. Es ist zu beachten, dass das Mikroklima in
den agyptischen Grabstatten bis zu 10-20 °C unterhalb der Aul3entemperatur liegen
kann. AulRerdem ist das Material je nach Begrabnisort sehr trocken gelagert. Nicht zu
vernachlassigen ist bei den agyptischen Proben der Prozess der Mumifikation,
welcher durch eine schnelle Dehydrierung des Korpers sowie Erhohung des pH-
Wertes durch das hierfir verwendete Natron den Dekompositionsprozess der

Knochen und Weichteile deutlich inhibiert (Zink und Nerlich 2003).
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Paabo und Wilson ermittelten 1991 bei einer Temperatur von 15 °C und einem pH-
Wert von 7,0 eine geschatzte DNA-Halbwertszeit von 125 Jahren. Dies geht konform
mit den neueren Daten von Bachmeier et al. (2001), die eine schnelle, postmortale
Langenabnahme der DNA-Fragmente auf 500-700 bp innerhalb von ungefahr 30
Jahren nach dem Tod zeigen. Allerdings verdeutlicht diese wie auch andere Studien,
dass kleinere Fragmente fur eine langere Periode gefunden werden konnen (z.B.
Lassen et al. 1994). Weitere Studien (Nerlich et al. 1997, Zink et al. 2000, Zink et al.
2001, Zink et al. 2002) konnten zweifelsfrei aDNA in Proben aus dem Jahr 3500-
2800 BC nachweisen.

Da die Degradierung der DNA alle moglichen Abschnitte des Genoms betreffen
kann, erklart sich, weshalb bei einigen Proben (z.B. Nr. 196, 206, 219, 258, 277, 313,
363, 371) nur eines oder zwei der drei zur Analyse verwendeten Primerpaare zu

einem erfolgreichen Amplifikat geftihrt haben.

V.4.3 Kontamination

Ein weiterer wichtiger Faktor, der die Analyse von ancient DNA erschwert, ist das
Problem der Kontamination. Zwei wesentliche Wege fuhren dazu (Handt et al. 1996):
Das Vorhandensein von zeitgendssischer DNA in den Reagenzien, die fur die
Verarbeitung und Untersuchung des Materials verwendet werden und somit alle
Amplifikationen betreffen. Sowie die Kontamination einzelner Extraktionen oder
Amplifikationen, welche bei dem Umgang mit dem archaologischen Material vor der

Probenentnahme oder durch Aerosole im Labor entstehen.

Pro funf untersuchte Proben wurden zwei oder drei Kontrollen ohne DNA-Extrakt
(Leerkontrollen) amplifiziert, um eine evtuelle Kontaminationsrate zu ermitteln. Von
insgesamt 85 mitgeflhrten Leerkontrollen und 170 Proben zeigten drei eine
Kontamination. Hierbei handelte es sich um Amplifikationsergebnisse, die qualitativ
einem Ergebnis eines Ansatzes mit target DNA entsprechen. Die
Kontaminationsrate, ermittelt Uber den Anteil der kontaminierten Leerkontrollen an
der Gesamtheit der Leerkontrollen, liegt bei 0% fur R-Aktin, 0% flur SR-Y und 10% fur

Amelogenin.
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In jedem der Falle war mindestens eine Kontrollprobe frei von PCR-Produkten. Die
Kontaminationen in den Leerproben stellten somit kein Ubergreifendes Ereignis dar,
so dass von einer vereinzelt auftretenden Kontamination der Reaktionsgefalie, wie
sie unter anderem von Schmidt et al. (1995) beschrieben wird, ausgegangen werden
kann. Eine eventuell vorhandene Kontamination durch DNA von Personen, die mit
den Proben und Probenansatzen im Labor in Beruhrung gekommen sind, kann
jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden, da die PCR-Produkte keinen

Ruckschluss auf individualspezifische Allelprofile zulassen.

Die Kontaminationsraten der Leerkontrollen lassen sich allerdings nicht direkt auf das
Kontaminationsrisiko bei der Amplifizierung von Proben-DNA Ubertragen, da im
Gegensatz zum Leeransatz hier eine Konkurrenzsituation vorliegt. So ist es denkbair,
dass die Proben-DNA quantitativ Uberwiegt und nicht von den Produkten der
kontaminierten DNA Uberlagert wird. Daher liegt das Kontaminationsrisiko fir

Ansatze mit Proben-DNA eher unter den Raten der Leerkontrollen.

V.4.4 Hemmung

Idealerweise wurde sich bei der PCR-gestutzten Amplifikation von aDNA bei jedem
Zyklus die DNA-Menge verdoppeln. Aus verschiedenen Grinden kann damit jedoch
nicht gerechnet werden. Die Reaktion kann durch wesentliche Anteile von Fremd-
DNA (z.B. von Mikroorganismen) oder durch Inhibitoren, wie Huminsauren,
Gerbsauren oder Fulvinsauren, welche Abbauprodukte von Pflanzen sind, gestort
werden (Hummel et al. 1995) und so zu falsch-negativen Ergebnissen fuhren. Von
Scholz et al. (1998) wurde aullerdem gezeigt, dass Kollagen |, welches vom
Knochen selbst stammen kann, ein potentieller Inhibitor sein kann. Zeichen einer
Inhibition sind das Fehlen jeglicher Primerdimere und das Fehlen von unspezifischen

Amplifikationsprodukten.

Bei visueller Kontrolle waren die meisten Extrakte farblos. Jedoch zeigte sich bei
einigen Proben eine schwache Braunfarbung des Extrakts, welche sich auf das
Vorhandensein von inhibitorischen Substanzen zuruckfuhren lasst (Cooper 1992).
Nach elektrophoretischer Auftrennung rufen diese Substanzen unter dem 254 nm

UV-Licht eine blau-griine Fluoreszenz hervor (Tuross 1994).
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Trotz des Verdachts von inhibitorischen Substanzen in einigen Extrakten wurde eine
blau-grine Fluoreszenz in den Agarosegelen nicht nachgewiesen. Infolgedessen
konnte im Allgemeinen von einer guten Qualitat der Extrakte ausgegangen werden.

Bei einigen Proben (Nr. 165, 248, 259, 270, 304, 376 und 1400) scheinen jedoch
Inhibitoren eine Rolle gespielt zu haben, da kein einziges spezifisches Produkt und

auch keine unspezifischen Amplifikationsprodukte extrahierbar waren.

V.5 Diskussion der Amplifikationsergebnisse

V.5.1 B-Aktin

Wie unter Punkt V.4. ausfihrlich beschrieben, fihren mehrere unterschiedliche
Faktoren dazu, dass es eine Variabilitat hinsichtlich der Amplifizierbarkeit von ancient
DNA gibt. So fordern unter anderem mikrobieller Befall und Feuchtigkeit die DNA-
Degradierung und PCR-inhibierende Substanzen, wie Huminsauren, behindern den
Amplifikationserfolg.

Aus diesem Grunde wurden alle Proben zum Nachweis von amplifizierbarer ancient
DNA zuerst mittels PCR auf die BR-Aktin-Sequenz getestet. Diese DNA-Zielsequenz
ist ein 202 Basenpaar langes Segment des menschlichen R-Aktin-Gens. Aktin ist ein
haufig vorkommendes und hochkonserviertes Protein, welches in allen eukaryonten
Zellen exprimiert wird. Insgesamt sind sechs Isoformen bekannt, die in muskel- und
nicht-muskelspezifisch unterteilt werden. Das R-Aktin ist ein ubiquitares,
zytoskelettales Protein, welches in verschiedenen Zell- und Gewebetypen exprimiert
wird (Nakajima-lijima et al. 1985). Im humanen Genom gibt es mindestens 20
verschiedene Gen-Sequenzen fur 3-Aktin. Analysen zeigen, dass die meisten davon
weiterentwickelte Pseudogene sind und auf mindestens vier verschiedenen
Chromosomen, einschlielllich dem X-Chromosom, verteilt sind (Ng et al. 1985).
3-Aktin ist aufgrund seines ubiquitaren Vorkommens und seiner Lange von lediglich
202 bp fur die Untersuchung von ancient DNA und dem Nachweis ihrer

Amplifizierbarkeit besonders geeignet (Ghossein et al. 1994).
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Skelettelemente aus dem Karner in Rain am Lech
aulderordentlich gut erhalten sind. Die Proben enthalten nach einer Liegezeit von bis
zu 500 Jahren zu einem groRen Anteil amplifizierbare humane DNA. Wie den
Tabellen 12, 14 und 15 zu entnehmen ist, war in 70% aller untersuchten Falle 3-Aktin
nachweisbar. Andere Untersuchungen, beispielsweise altagyptischer Mumien, die
artifiziell konserviert werden, legen mit 63,4% ahnliche Ergebnisse vor (Zink et. al
2001).

V.5.2 SR-Y und Amelogenin

Die Ergebnisse aus Abbildung 12 zeigen, dass Amplifikationen der Y-spezifischen
93 bp langen DNA-Sequenz aus dem Knochenmaterial der Population aus Rain am
Lech mit diesem Primerpaar grundsatzlich durchfihrbar waren. Mit der Agarosegel-
Elektrophorese zeigt sich bei mannlichen Individuen ein 93 bp langes PCR-Produkt.
Bei weiblichen Individuen lasst sich kein Fragment im Gel erkennen. Auch in der
Leerprobe ist kein PCR-Produkt feststellbar.

Daraus folgt, dass das Nichtvorhandensein von Amplifikationsprodukten in den
Proben sowohl auf das Fehlen der entsprechenden Y-chromosomalen Sequenzen
(bei weiblichen Individuen) als auch auf das Fehlen amplifizierbarer DNA in
ausreichenden Fragmentlangen zurtickgefuhrt werden kann. Somit mussen die Falle,
die kein PCR-Signal aufweisen, mit einem weiteren Primerpaar untersucht werden.
Aus diesem Grund wurde die Geschlechtsdetermination der Individuen aus Rain am
Lech nicht allein auf der Grundlage der Amplifikationsergebnisse mit dem Primerpaar
SR-Y durchgefuhrt, sondern ein weiterer geschlechtsspezifischer Genort

(Amelogenin) untersucht.

Die Abbildung 23 (High-Resolution-Gel) zeigt exemplarisch die elektrophoretische
Auftrennung von Amplifikationsergebnissen der langenpolymorphen Amelogenin-
Sequenz historischer Proben. Je nach Geschlecht des untersuchten Individuums
konnen unterschiedliche Produkte im Gel detektiert werden: Bei weiblichen
Individuen, die zwei X-Chromosome aufweisen, erscheint homozygot eine 106 bp
lange Bande im Gel (vgl. Spalte 5 und 9, Abb. 23). Bei mannlichen Individuen, die ein
X-und ein Y-Chromosom aufweisen, lasst sich hemizygot ein 106 bp langes und ein

112 bp langes Fragment im Gel nachweisen (vgl. Spalte 4, 8 ,70 und 11, Abb. 23).
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Somit bietet die Amplifikation von X- und Y-spezifischen Allelen im Gegensatz zu
Amplifikationen mit dem Primerpaar SR-Y den Vorteil einer internen Positiv-Kontrolle
(Akane et al. 1991), da sowohl fur weibliche als auch fir mannliche Individuen ein

positiver Nachweis mdglich ist.

In Abbildung 23 ist ein Phanomen dargestellt, welches haufig bei der Amplifikation
von single copy Genen auftritt. Hierbei handelt es sich um den Ausfall eines Allels.
So wurde bei den Proben der Spalten 2, 3 und 7 nur die obere 112 bp lange Bande
amplifiziert. Die Grinde fur Amplifikationsausfalle eines Allels kdnnen die nur sehr
geringe Anzahl von aDNA-Zielsequenzen oder die starke Degradierung der aDNA
sein (Rogan und Salvo 1990, Lindahl 1993). Jedoch ist eine eindeutige
Geschlechtsbestimmung (mannlich) madglich, wenn nur das 112 bp lange Allel
amplifiziert wird.

Obwohl der Ausfall des kirzeren Allels grundsatzlich weniger wahrscheinlich ist
(Burger et al. 1997), muss dieser Fall dennoch in die Betrachtungen einbezogen

werden.

Wird nur das 106 bp lange Allel amplifiziert und somit ein weibliches Individuum
angenommen, muss der Ausfall des 112 bp langen Fragments einberechnet werden,
sonst wirde ein mannliches Individuum als weiblich determiniert werden.

Eine Publikation (Santos et al. 1998) zeigt, dass eine Deletion auf dem
Y-Chromosom zu dem Fehlen der 112 bp langen Bande fihren kann. Auch nach
Wiederholung der Amplifikationsreaktion bestiinde keine Maoglichkeit, dieses falsche
Ergebnis zu korrigieren, da die Ursache nicht degradierte DNA oder eine zu geringe
Konzentration an aDNA-Zielsequenzen ist. Allerdings wird die Frequenz dieser
Deletion in der rezenten Weltbevdlkerung mit 0,6% angegeben und wurde bisher
lediglich bei Individuen aus Sri Lanka detektiert, wo sie mit einer Haufigkeit von 8%

auftrat.
Bei der Amplifikation der geschlechtsbestimmenden Primerpaare Amelogenin und

SR-Y traten, wie auch bei anderen Primerpaaren moglich, sogenannte Primer-

Polymer-Bildungen durch Primer-Reaktionen auf.
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Hierbei handelt es sich nicht um die Amplifikation der X- oder Y-Chromosom-
spezifischen Sequenzen, sondern um PCR-Produkte, die durch eine unspezifische
Zusammenlagerung von Primern gebildet werden. Diese kann man exemplarisch in

den Leerkontrollen der Abbildung 22 (Spalten 7-9) sehen.

Anhand der Abbildungen 21, 22 und 23 wird deutlich, dass in den Extrakten DNA
unterschiedlichen  Degradierungsgrades  vorhanden ist. Neben deutlich
detektierbaren Gehalten an stark fragmentierter, Uberwiegend niedermolekularer
DNA weisen die Knochenextrakte auch hochmolekulare Anteile auf.

Da die Anwesenheit von Mikroorganismen in bodengelagerten (alten) Knochen
positiv. mit Anteilen hochmolekularer DNA im Gelbild korreliert (Hagelberg et al.
1991), kann davon ausgegangen werden, dass auch bei den Extrakten der
Knochenproben aus Rain am Lech Anteile hochmolekularer DNA in der Regel von

Mikroorganismen stammen.

V.5.3 Molekulargenetische Ergebnisse in Bezug auf postkranielle Traumata bei

Mannern und Frauen

Die molekularbiologische Geschlechtsbestimmung 20 frakturierter Langknochen
mittels Amplifikation von [3-Aktin, SR-Y und Amelogenin war in 50% der Falle
erfolgreich. Von zehn Proben, bei denen das Geschlecht detektierbar war, ist eine
Probe einem weiblichen Individuum und neun Proben mannlichen Individuen
zuzuordnen (Tabelle 13). Mit 90% Uberwiegt somit, wie auch schon bei der Analyse
der Schadeltraumata gezeigt werden konnte, das mannliche Geschlecht deutlich.
Dabei fallt auf, dass die molekularbiologische Untersuchung vorwiegend bei den
gréReren Langknochen, wie Femura (in 62,5% der Falle) und Tibiae (50%) zu einem
positiven Ergebnis geflhrt haben. Dies ist durch die in V.4.2. diskutierte biogene,
chemische und physikalische Dekomposition vor allem der dunneren und damit
fragileren Knochen, wie Ulnae, Radii, Fiblae und Costae erklarbar.

In der Kontrollgruppe mit zehn nicht-frakturierten Knochen konnte bei 60% eindeutig
eine Zuordnung zu einem Geschlecht erfolgen. Alle postkraniellen Skelettelemente
waren von mannlichen Individuen. Bei sehr ahnlichen Ergebnissen in der
untersuchten Gruppe und der Kontrollgruppe, kann man davon ausgehen, dass
Frakturen im Allgemeinen die Aussagekraft der molekularbiologischen

Geschlechtsbestimmung nicht negativ beeinflussen.
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Die klassische Parierfraktur, die entsteht, wenn man den Unterarm schiitzend vor
aulerer Gewalteinwirkung (z.B. durch Stockschlage) Uber das Gesicht oder Uber den
Kopf halt, ist ein Hinweis auf gewalttatige Ubergriffe. Da bei Betrachtung der
Schadelverletzungen vor allem mannliche Individuen ,Aggresionstraumata“
aufwiesen, wirde man nun erwarten, dass die Parierfrakturen ebenfalls Gberwiegend
mannlichen Individuen zuzuordnen sind. In vorliegender Arbeit konnte diese These
nicht gestutzt werden, da bei keiner molekularbiologischen Analyse der Ulnae eine

Geschlechtsdiagnose gestellt werden konnte.

Eine Fraktur, die ebenso Ruckschlisse auf ihre Ursache zulasst, ist die Colles-
Fraktur. Der Radius ist hierbei ca. zwei bis drei Zentimeter oberhalb des
Handwurzelgelenkes gebrochen. Sie entstent bei dem Vornuberfallen auf die
gestreckte Hand. Diese Art der Fraktur konnte bei funf Individuen festgestellt werden.
Eine molekulare Geschlechtsdiagnose gelang bei einem linken Radius mit einer

Colles-Fraktur. Dieser konnte einem mannlichen Individuum zugeordnet werden.

Ein weiterer Langknochen, ein linker Humerus mit einer alten proximalen Fraktur,
konnte als einem Mann zugehdrig analysiert werden. Diese Art der Fraktur tritt haufig
bei alteren Menschen auf, welche entweder indirekt beim Sturz auf die ausgestreckte

Hand oder den Ellenbogen bzw. direkt beim Sturz auf das Schultergelenk fallen.

Diaphysare Tibiafrakturen kénnen als Ursache sowohl indirekt einwirkende Krafte,
wie bei einem Sturz mit Verdrehen des Fules, als auch das direkte Trauma haben.
In vorliegendem Skelettmaterial war eine diaphysare, linke Tibiafraktur einem
mannlichen Individuum zuzuordnen. Ob diese Fraktur nun Folge direkter Gewalt war,

kann nicht mehr nachvollzogen werden.

Der einzige frakturierte Langknochen, der in der Untersuchung einem weiblichen
Individuum gehdrte, wies eine distale, linke Tibiafraktur auf, wie sie bei einer axialen
Stauchung entsteht. Bei einem weiteren mannlichen Individuum konnte diese Art von

Fraktur ebenfalls nachgewiesen werden.
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Am erfolgreichsten war die molekularbiologische Geschlechtsuntersuchung bei den
Femura. Drei diaphysar rechte, eine distal linke und eine rechte Schenkelhalsfraktur
konnten Mannern zugeteilt werden. Wie auch bei den Tibiafrakturen Iasst sich bei

den Femurfrakturen der genaue Unfallmechanismus nicht rekonstruieren.

Aufgrund der schmalen Materialbasis vor allem der fragilen Skelettelemente des
postkraniellen Skeletts konnen lediglich bei einzelnen Individuen mit molekularer
Geschlechtsdiagnose Aussagen uber deren Traumata getroffen werden. Eine
allgemeingultige Darstellung auf Populationsebene Uber die Verteilung der
frakturierten Langknochen und deren Geschlechtszuteilung der Skelettreihe aus Rain

am Lech kann jedoch nicht angeboten werden.
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VI. Zusammenfassung

Die Palaopathologie hat zum Ziel, Krankheits- und Lebensumstande fruherer
Bevolkerungen zu rekonstruieren und Informationen Uber das Auftreten, Ausbreitung
und Entwicklung von Krankheiten in historischen Zeiten bis in die heutige Zeit hinein
zu erhalten. In der vorliegenden Arbeit wurden Frakturhaufigkeiten an einer
Skelettserie des 15.-18. Jahrhunderts von Rain am Lech in Suddeutschland
untersucht. Dabei wurden verschiedene Gewalteinwirkungen auf Schadel und
Langknochen erfasst und in Hinblick auf die zahlreichen, kriegerischen
Auseinandersetzungen der damaligen Zeit diskutiert. Die morphologischen Alters-
und Geschlechtsbestimmung der Schadel ermdglichte dabei eine differenziertere
Analyse der Haufigkeiten innerhalb der einzelnen Alters- und Geschlechtsgruppen.
Des weiteren wurde durch Extraktion und Amplifikation von ancient DNA (aDNA)
eine molekulare Geschlechtsbestimmung bei einigen frakturierten Langknochen
durchgefuhrt, um auch hier geschlechtsrelevante Aussagen machen zu kdnnen.
Zusatzlich wurden einzelne Kinderschadel molekular untersucht, da morphologische
Methoden hier kaum verlassliche Aussagen liefern. Durch die vergleichende
molekulare Analyse morphologisch sicher geschlechtsdeterminierter Schadel von
erwachsenen Individuen sollte Uberpruft werden, inwieweit aDNA-Untersuchungen

geeignet sind, zuverlassige Aussagen Uber die Geschlechtsbestimmung zu liefern.

Im Gebeinhaus von Rain am Lech konnten Skelettelemente von mindestens 2547
Individuen erfasst werden, die in etwa die Halfte aller geschatzten Todesfalle von
1400 - 1800 reprasentieren. 152 von 2049 (7,4%) der erwachsenen Schadel waren
traumatisch verandert und wiesen Hieb-, Impressions- und Lochdefekte auf. Die
meisten Schadelfrakturen, insbesondere Hiebfrakturen, waren bei Mannern der
Altersklasse 31-40 Jahre nachzuweisen. Dies ist sicher im Zusammenhang zu sehen
mit den zahlreichen kriegerischen Auseinandersetzungen, in die Rain am Lech
wahrend dieses Zeitraums verwickelt war. Besonders bemerkenswert aber ist, dass
22,8% der Schadelfrakturen bei weiblichen Individuen, darunter auch Jugendliche,
nachgewiesen werden konnten. Eine bislang noch nie beschriebene Haufigkeit.

Der Nachweis von uUberwiegend Impressionsfrakturen spricht allerdings dagegen,
dass die Rainer Frauen aktiv ins Kampfgeschehen eingegriffen haben, eher dafur,

dass sie Opfer von Raubziigen und Plinderungen wurden.

72



Frakturen des postkraniellen Skeletts wurden vergleichsweise selten diagnostiziert.
Von den 53 traumatisch veranderten Langknochen geben lediglich sechs Hieb- und

eventuell funf Parierfrakturen Hinweise auf kriegerische Auseinandersetzungen.

Fir den molekularbiologischen Teil dieser Arbeit wurde bei 20 frakturierten, zehn
nicht  frakturierten, drei  Kinderschadeln und  sieben  morphologisch
geschlechtsdeterminierten Schadeln aDNA untersucht. Zuerst wurde der
Extraktionserfolg durch die Amplifikation des humanen B-Aktin-Gens untersucht. Das

multi-copy-Gen konnte dabei in 70% der Proben erfolgreich nachgewiesen werden.

Die molekulare Geschlechtsbestimmung wurde anschlie3end durch Amplifikation des
Amelogenin- und SR-Y-Gens durchgefuhrt. Das SR-Y-Gen liegt auf dem
Y-Chromosom und kann somit lediglich bei mannlichen Individuen amplifiziert
werden. Das Amelogenin-Gen hingegen fuhrt zu zwei unterschiedlich groflien
Amplifikaten auf den beiden Geschlechtschromosomen. Durch Auftrennung der
verschiedenen Amplifikate in der Polyacrylamidgel-Elektrophorese lassen sich diese

Unterschiede erfassen.

Auf diese Weise konnte bei 50% der frakturierten Knochen das Geschlecht molekular
bestimmt werden und es zeigte sich, wie auch bei den Schadel, ein Uberwiegen des
mannlichen Geschlechts. Dabei kann jedoch bei zu schmaler Materialbasis keine
allgemeingultige Aussage in Bezug auf das Geschlecht und die Verteilung
postkranieller Frakturen, sowie deren Ursachen bei der Skelettserie aus Rain am
Lech getroffen werden. Die parallele Untersuchung nicht-frakturierter postkranieller

Skelettelemente fuhrte in 60% der Falle zu einem positiven Ergebnis.

Die molekularbiologische Analyse der morphologisch geschlechtsdeterminierten
Schadel zeigte, dass die Methode in 66,7% der Falle erfolgreich war und in 100% der
Falle mit der morphognostischen Methode Ubereinstimmte. Bei allen untersuchten
Kinderschadeln lie3 sich das Geschlecht molekular bestimmen.

Die hohe Zuverlassigkeit der molekularen Geschlechtsbestimmung und die gezeigte
Anwendbarkeit auf Kinderskelette eroffnet fur zukunftige palaopathologische Studien
die Madoglichkeit, gerade auch Krankheitshaufigkeiten von Kindern und einzelne

Knochenfunde einer differenzierten geschlechtsbezogenen Analyse zu unterziehen.
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