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1. Einleitung

1.1. Das Massengrab aus Kassel

Am 01.01.2008 begannen Bauarbeiten fir den Erweiterungsbau der Erziehungs- und
Wirtschaftswissenschaften an der Kreuzung Kurt-Wolthers-StraRRe / An der Ahna auf
dem Geldnde der Universitat Kassel (siehe Abb. 1.1). Am 16.01.2008 stiellen die
Bauarbeiter auf die ersten menschlichen Uberreste, die Arbeiten wurden umgehend
eingestellt. Bis Ende Januar wurde eine groRe Zahl weitere Skelette freigelegt, je-
doch gab es keine Beifunde, die die Identitét der Bestatteten hatten klaren konnen.

Hinzugezogene Rechtsmediziner aus Giellen und Anthropologen aus Mainz, die je-
weils eine Stichprobe der Individuen untersuchten, identifizierten nur mannliche Be-
stattete, die Uberwiegend im adulten Lebensalter verstorben waren. Es lieen sich
dartiber hinaus jedoch nur wenige Informationen tber die Identitdt der Individuen
gewinnen. Es waren nur vereinzelte Pathologien zu beobachten, allerdings keine di-
rekten Hinweise auf die Todesumsténde. Die Alters- und Geschlechtsverteilung so-
wie das Fehlen von Hinweisen zur Todesursache sowie jeglicher Beifunde flihrte zu
folgenden Theorien: Der groRe Anteil junger Manner deutet auf einen militarischen
Hintergrund hin. Das Fehlen von Beifunden konnte bedeuten, dass die Individuen
nackt oder mit nur wenig Bekleidung bestattet worden sind. Die Abwesenheit von
Verletzungsspuren kénnte mit einem moglichen Seuchengeschehen erklart werden

(siehe auch Rof3bach und Alt 2008).
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Abbildung 1.1: Karte des Auffindeortes des Massengrabes in Kassel
(oranger Kreis). Der schwarze Balken entspricht 100 Metern (Karte von

GoogleMaps, bearbeitet)
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Nachforschungen in der Historie des Fundorts sowie Analysen des Physikalischen
Instituts der Universitat Nurnberg-Erlangen konnten erste Spekulationen Uber die
Identitat der Toten als Zwangsarbeiter aus der NS-Zeit verwerfen: Die Individuen
lagen unter Fundamenten von Gebduden, die 1860 errichtet worden sind. AulRerdem
folgt die Anordnung der Skelette dem Verlauf eines Gebaudes, das im Jahr 1800
errichtet wurde und Ende der 1820er Jahre wieder abgerissen worden ist. Damit
ubereinstimmend konnte mit Hilfe von C14-Analysen das Alter der Individuen auf
195 + 41 Jahre datiert werden. Das ermittelte Todesdatum liegt somit in beiden Ana-
lysen zu Beginn des 19. Jahrhunderts (Pressemitteilung des Prasidiums Nordhessen,
http://www.presseportal.de/polizeipresse/pm/44143/1253528/polizeipraesidium_nordhessen_ kassel.).

Der postulierte militarische Hintergrund in Verbindung mit dem ermittelten Todes-
zeitpunkt lasst einen Zusammenhang zu napoleonischen Truppen plausibel erschei-
nen. Die Stadt Kassel wurde am 1. November 1806 von franzésischen Truppen be-
setzt und war von 1807 bis 1813 Hauptstadt des Konigreichs Westphalen, das von
Napoleons Bruder Jérdme regiert wurde. Nach der verlorenen Volkerschlacht bei
Leipzig im Oktober 1813 und dem Riickzug Napoleons wurde Kassel noch im selben
Monat von russischen Truppen befreit. Ab dem 21. November 1813 regierte Kurfiirst
Wilhelm I. wieder in der Stadt, in den folgenden Monaten kam es zu grofRen Trup-
penbewegungen der Nordarmee unter dem schwedischen Kronprinzen und der
Schlesischen Armee durch die Stadt (z.B. Piderit 1844). In der Stadtgeschichte Kas-
sels ist im fraglichen Zeitraum kein groReres Seuchengeschehen dokumentiert, aller-
dings sind viele Unterlagen im Laufe der Zeit (insbesondere auch durch die Bombar-
dierungen im Zweiten Weltkrieg) verloren gegangen.

Bereits vor Abschluss der Recherchen bzgl. des geschichtlichen Hintergrunds wur-
den die Individuen des Massengrabs von Polizeischilern geborgen und auf sechs
grolle Sérge verteilt. Es fand weder eine wissenschaftliche Dokumentation der Auf-
findesituation statt noch eine detaillierte Katalogisierung der Funde. Dies resultierte
beispielsweise in der Aussage der Polizei, dass es sich ,,um mehr als 60 Individuen*
handelt, ohne dass es Kenntnis von der genauen Anzahl der gefundenen Individuen
gab. Die Bergung sowie Verteilung auf sechs Sdrge geschah darliber hinaus nicht
individuenweise, sondern rein willkirlich. Nach einem 6kumenischen Gottesdienst
am 08.02.2008 wurden die Sérge auf dem Hauptfriedhof wieder bestattet. Jedoch
gelang es dem Leiter des Naturkundemuseums im Ottoneum, Dr. Kai Flldner, einen
der Séarge fur umfangreichere Untersuchungen zu exhumieren und an die Abteilung
Historische Anthropologie der Georg-August-Universitdt Gottingen zu berfuhren.
Im Rahmen von zwei Diplomarbeiten wurden morphologische (Diplomarbeit von
Anna Zipp, Zipp 2010) und molekulargenetische (Diplomarbeit von Philipp v.
Grumbkow, Grumbkow 2010) Analysen durchgefiihrt. Diese hatten die Uberpriifung
der Hypothese uber die Identitat der Toten als franzdsische Seuchenopfer zum Ziele.
Insgesamt konnten Skelettelemente von mindestens 18 Individuen morphologisch
ermittelt werden. Dabei bestatigten sich auf morphologischer Ebene die Ergebnisse
der Untersuchungen der Rechtsmediziner aus dem Jahr 2008, dass es sich um Man-
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ner handelt, die Uberwiegend im adulten
Lebensalter verstorben sind. Neben auffal-
lig haufigen periostalen Reaktionen konn-
ten nur wenige individualspezifische Pa-
thologien gefunden werden (Zipp 2010).
Auf genetischer Ebene lielen sich Hinwei-
se auf eine Infektion mit einem humanpa- £
thogenen Bakterium finden (Grumbkow et
al. 2011), das auch in anderen Studien mit
napoleonischen Truppen in Verbindung
gebracht werden konnte (Raoult et al.
2006). Die Herkunft von 15 Individuen
konnte aufgrund der geringen Stichpro- ¥
bengréRe nur auf Westeuropa eingegrenzt
werden (Grumbkow et al. 2012). Aufgrund
dieser vielversprechenden Ergebnisse wur- &
den sowohl die Stichprobe der Mainzer s
Anthropologen an die Abteilung Histori-
sche Anthropologie der Georg-August- §
Universitdt Gottingen uberfuhrt als auch
die verbliebenen funf Sérge im Mai 2012
exhumiert und standen fiir die vorliegende
Arbeit zur Verfugung (Abb. 1.2).

Abbildung 1.2: xhumierung der Skelettle
mente im Mai 2012.

Durch umfangreiche Recherchen der Historiker C. Presche und C. von Klobuczynski
in den letzten Jahren, u.a. in den Archiven der Stadte Marburg und Frankfurt a. Main,
konnten schlielRlich folgende Ereignisse rekonstruiert werden, die im Folgenden wie-
dergegeben werden (persdnliches Gesprach v. Klobuczynski, Stand 2013):

Im Winter 1813/14 gab es im Stadtgebiet drei Hospitéler, in denen Soldaten versorgt
worden sind. Dazu gehérte zum einen die Charité an der Leipziger Strale, die mit
450 Betten als Hauptlazarett zunéachst fiir westphélische und franzésische, ab No-
vember 1813 flr preulische und russische Soldaten diente. Zum anderen gab es ein
Hilfslazarett in der Stadtkaserne an der heutigen WestendstralRe, das den russischen
und preuBischen Offizieren vorbehalten war. Das dritte Lazarett war im sogenannten
Modell-Haus (am heutigen Schutzenplatz, siehe Abb. 1.3) untergebracht und beher-
bergte franzdsische Soldaten. Durch Uberbelegung der Lazarette kam es im Oktober
und November 1813 zum Ausbruch eines Nervenfiebers, welches auch als Lazarett-
Fieber oder Typhus bezeichnet wird. Das erste Nervenfieber ist fiir den 23.10.1813 in
der Charité nachgewiesen. Von den 603 westphalischen und franzdsischen Soldaten
waren etwa 200 erkrankt. Nach der verlorenen Vélkerschlacht wurden die nun
kriegsgefangenen erkrankten Soldaten in das Modellhaus-Lazarett verlegt und die
Charité fir die neuen Verbundeten geraumt.
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Abbildung 1.3: Karte von 1822 (nach Holtmeyer, Denkmaélerinventar 1923,
Tafel 16, Ausschnitt). Der orange Kreis markiert den Ort des Massengrabs, zu
der Zeit eine unbebaute Flache hinter einem Stall (L-formiges Geb&ude). Roter
Pfeil = Modellhaus, das als Notlazarett diente

Ab Mitte November wurden weitere kriegsgefangene franzésische Soldaten aus Pa-
derborn in dem Modellhaus-Lazarett untergebracht, etwas spater zusatzliche russi-
sche Truppen. Insgesamt war dieses Lazarett mit etwa 600 Soldaten deutlich Gberbe-
legt. Anwohner des Lazaretts beschwerten sich beim Kurflrsten tber den tblen Ge-
ruch und berichteten von ihrem Ekel vor den Kranken. Aufgrund der (beraus
schlechten hygienischen Bedingungen starben bis Ende November 95 franzésische
Kriegsgefangene sowie ein Chirurg. Sdmtliches Pflegepersonal, die Krankenwarter,
der Dekan und die tbrigen Chirurgen erkrankten ebenfalls. Zwar gibt es keine weite-
ren Hinweise, dass die Epidemie sich auch auf die allgemeine Bevolkerung Ubertra-
gen hat, doch die Erinnerungen an dieses Ereignis blieben den Anwohnern présent:

,,Im Jahr 1814 brach in unserer Vaterstadt in einem ungewo6hnlich
hohen Grad in Folge der Durchméarsche von bedeutenden Truppen-
massen ein sehr heftiger bosartiger Typhus aus, welcher viele Ein-
wohner hinwegraffte. Da das damalige Militar-Hospital, die Charité,
nicht mehr zur Unterbringung aller Militdrkranken ausreichte, so
wurde diese Kaserne sofort zu einem Militarlazareth verwendet, und
es findet sich kein Gebaude in Cassel, aus welchem so viele Seelen in
das Jenseits hinlibergegangen sind, als aus diesem Hause; ja man hat-
te bei der tberhand genommenen grofRen Sterblichkeit, um die Todten
nicht die Treppen heruntertragen zu missen, an der nordéstlichen Sei-
te, dem Hofe zu, eine sogenannte Rutschbahn angebracht, auf welcher
die Leichname in die daruntergefahrenen Kastenwagen, ohne die ge-
ringste Bekleidung, gleich weiter zur Ruhestatte befordert wurden.

(zitiert nach Holtmeyer A (1923), S.545)
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Obwohl die Zeitangabe nicht genau mit anderen Quellen Gbereinstimmt und das
Ausmal’ der Epidemie Ubertrieben dargestellt wird, scheint das Ereignis auch 50 Jah-
re spater noch prasent zu sein. Wahrend des Ausbruchs des Nervenfiebers bemihten
sich die Verantwortlichen die Zustdnde im Lazarett schnellstmdglich zu verbessern,
was in den folgenden Wochen auch gelang. Im Januar 1814 wurden nur noch 300
Kranke im Lazarett aufgefuhrt, wobei auch 130 Verwundete dazugezéhlt wurden.
Zwar sind weiter keine Todesfélle bekannt, es ist allerdings anzunehmen, dass bis
zum endgltigen Abklingen des Fiebers weitere Erkrankte verstorben sind. Erst am
01.07.1814 wurde das Modellhaus-Lazarett aufgrund des geringen Bedarfs aufgelost.

Historische Quellen belegen dabei die tatséchliche franzdsische Herkunft der Solda-
ten: Napoleon traute den einheimischen Westphalen nicht und riet seinem Bruder
Jérdme, treue franzdsische Truppen zum Schutz anzufordern. So ist belegt, dass ge-
gen Ende 1813 elsassische und luxemburgische Truppen nach Kassel beordert wor-
den sind (personliche Mitteilung v. Klobuczynski), die nach dem Umsturz als
Kriegsgefangene festgehalten wurden.

Die Theorie tber die Identitat der Toten als franzdsische Seuchenopfer ist zwar weit-
gehend plausibel, Beweise daftr lagen aber nicht vor. So kdnnten auch verstorbene
russische Soldaten bestattet worden sein, ebenso wie andere Kriegsgefangene. Auch
die postulierte Epidemie erscheint aufgrund der fehlenden Verletzungsspuren die
plausibelste Erklarung, bleibt aber nur eine mogliche Hypothese.
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1.2. Das Leben in der napoleonischen Armee

,,Die folgenden Tage fiihrten uns in bitteren Mdrschen durch
eisige Gewasser und (ber die steilen Hohen von Guyangos,
und am 18. November erreichten unsere Truppen endlich Rey-
nosa am Ebro. Meine Krafte waren erschopft und ich k&mpfte
oft einen bdsen Streit in mir gegen die Versuchung, diese uner-
traglich gewordenen Leiden durch eine Kugel vor den Kopf zu
enden.
(v. Holzing (1937), S.46)

Auch wenn die Identitat der Individuen grundsétzlich unsicher ist, deuten die durch-
gefiihrten Analysen auf einen militarischen Kontext im friihen 19. Jahrhundert hin.
Diese Periode ist gepragt durch die napoleonischen Kriege, welche (ber einen Zeit-
raum von etwa 15 Jahren in ganz Europa gefuhrt wurden und erst mit Napoleons
endglltigem Machtverlust 1815 endeten. Im Laufe dieser Kriege kam es zu enormen
Truppenbewegungen, alleine im Russlandfeldzug 1812 umfasste die Grande Armée
uber 600.000 Manner (Rothenberg 2000). Das Leben der einfachen Soldaten ist
durch dberlieferte Berichte nachvollziehbar, welche ein beschwerliches, entbeh-
rungsreiches und gefahrliches Leben skizzieren. Die folgenden Schilderungen stit-
zen sich, wenn nicht anders angegeben, auf die von Mayer (2008) rekonstruierten
Informationen, die auf Originalberichten von Soldaten basieren:

Grundsatzlich wurden die napoleonischen Kriege wie andere Kriege der vorherge-
hende Jahrhunderte gefiihrt. Neu allerdings war, dass durch die Einsetzung einer all-
gemeinen Wehrpflicht die Soldaten nicht Séldner waren, sondern zum Grof3teil nor-
male Birger. Durch die Maglichkeit, einen Stellvertreter fur sich selbst in der Armee
schicken, wurde diese Pflicht jedoch haufig auf armere Bevolkerungsschichten wei-
tergeben und wohlhabende Birger waren deutlich unterrepréasentiert. Im Allgemei-
nen waren Manner ab dem 20. Lebensjahr wehrpflichtig, das Hauptkontingent stell-
ten Manner zwischen 18 und 30 Jahren (Mayer 2008). Nicht zu vergessen ist dabei,
dass auch Frauen ein fester Bestandteil der Armee waren und sich um die Grundver-
sorgung der Soldaten kiimmerten. Anders als zu friiheren Zeiten, in denen die Trosse,
die den Soldaten folgten, grofiere Dimensionen wie die eigentliche Armee annehmen
konnten, war die Anzahl der Frauen unter Napoleon genau festgelegt: Um die Be-
weglichkeit der Truppen nicht zu gefahrden, waren seit 1793 pro Bataillon (500 —
700 Mann) nur vier Wascherinnen und zwei Marketenderinnen erlaubt (Mayer
2008). Die Soldaten erhielten meist nur eine rudimentdre Ausbildung, bevor sie auf
die Regimenter verteilt wurde, da oft die Zeit fur eine lange Ausbildung fehlte.

Napoleons Siege basierten zum Teil durch die grolRe Mobilitat der Truppen. Standi-
ges Marschieren, teilweise auch nachts, gehdrte daher zum Alltag. Die Truppen ge-
horten damit zu schnellsten der Epoche, die bis zu 160 Kilometer in 36 Stunden zu-
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ricklegen konnte (Blaze, ohne Jahresangabe). Dabei wurde die gesamte Ausriistung
eines (einfachen) Soldaten in Tornistern auf dem Rucken transportiert, die dadurch
entsprechend schwer waren; historische Quellen geben das durchschnittliche Ge-
wicht eines Tornisters mit 33 Pfund 12 Unzen (etwa 17kg) an (von Segur 1835). In
vielen Uberlieferungen wird vor allem das Schuhwerk kritisiert, das trotz bekannter
Belastung besonders minderwertig gewesen sein muss (Rohrig 1906).

Die Lebensmittelversorgung war in den meisten Zeiten mangelhaft. Zwar wurde,
gerade bei groRen Truppenbewegungen, versucht, durch Lebensmitteltransporte die
Grundversorgung zu gewabhrleisten, die Schnelligkeit der Truppen lieR die Versor-
gung aber hdufig zusammenbrechen. Meistens wurde das gegessen, was vor Ort zu
finden war. Wahrend der Marsche blieb auBerdem kaum Zeit fir Hygiene (Gill
1998), was haufig zu immer wiederkehrenden Krankheiten flhrte.

Wenn es um die medizinische Versorgung geht, muss bedacht werden, dass die La-
zarette in der Wahrnehmung der Soldaten als Orte des Schreckens gesehen wurde,
denn kaum einer kehrte geheilt aus ihnen zurlick. Dies entspricht zwar der Realitét,
die Versorgung im Heer war jedoch seiner Zeit entsprechend auf einem guten Stand:
In den kaiserlich-franzdsischen Heeren standen jedem Bataillon ein Arzt (Chirurgien
major) sowie meist ein bis zwei Assistenten (Chirurgien aides) zur Verfugung. Ab
1809 wurde jede Division zusatzlich mit einer Kompanie Krankentrager (compagnies
de service de [’ambulance) ausgestattet, welche die Verwundeten zum néchsten Feld-
lazarett brachten (Sicard 1834). Trotz der Versorgung der Soldaten war die Sterb-
lichkeit in den Lazaretten durch die schlechten hygienischen Bedingungen und man-
gelnde Kenntnisse sehr hoch, so dass haufig mehr Soldaten im Lazarett starben als in
Kriegshandlungen (Werner 1885). Von den 17000 Mannern, die zwischen 1812 und
1814 in britischen Hospitalern auf der iberischen Halbinsel starben, erlagen nur 2700
ihre Verletzungen aus der Schlacht, aber 11300 der Bakterienruhr oder dem Typhus
bzw. einem ,,anhaltendem Fieber* (Mayer 2008).

Das Leben in der Armee war somit alles andere als einfach und es gibt zahllose Be-
richte, die Selbstverstimmelungen zum Zwecke des Ausscheidens der Armee oder
gar Selbstmord (vgl. Zitat auf Seite 6) von Soldaten beschreiben. Standige korperli-
che Belastung bis an die Grenzen, schlechte Erndhrung und mangelnde Hygiene wa-
ren die standigen Begleiter der Soldaten und fiihrten in der Konsequenz zu mehr To-
desopfern als die eigentlichen Kampfhandlungen (Mayer 2008).
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1.3. Das Skelett als Informationsquelle

Das folgende Kapitel gibt eine Ubersicht tiber die wichtigsten Fragestellungen bei
einer anthropologischen Skelettdiagnose und zeigt die daraus resultierenden Mdg-
lichkeiten der Interpretation von Bestattungen sowie verschiedene Herangehenswei-
sen der Bearbeitung auf. Im Fokus stehen dabei solche Untersuchungen, die helfen,
die Identitéat der Individuen aus dem Massengrab, deren Lebens- und Todesumsténde
naher zu charakterisieren.

Das Skelett stellt die haufigste Uberlieferungsform eines Korpers nach dessen Tod
dar. Neben der Deutung von Beifunden ist die Skelettdiagnostik somit der wichtigste
Zugang zur Interpretation von historischen Individuen und Populationen (Herrmann
et al. 1990). Die erhobenen Daten sind die Grundlage der Biologie einer Bevolke-
rung, dienen dartber hinaus aber haufig auch fir Ableitungen von sozialen und kul-
turellen Charakteristika. Als Beispiel seien hierfur die Traufkinder von Aegerten
genannt (Lassen et al. 2000): Bei der Untersuchung von Kleinkinderbestattungen
rund um eine Kirche im schweizerischen Aegerten wurde zundchst eine Mehrheit an
weiblichen Individuen identifiziert, was als mogliche intentionale Kindstétung von
Médchen interpretiert wurde. Bei einer folgenden genetischen Geschlechtsbestim-
mung wurden die Ergebnisse revidiert, da ein leichter Uberschuss mannlicher Indivi-
duen festgestellt wurde. Wenn madglich, sollten mehrere verschiedene Vorgehens-
weisen fir die Bearbeitung einer Fragestellung angewendet werden, um etwaige Un-
sicherheiten zu minimieren.

Geschlechtsdiagnose

Eine der ersten Fragen nach Auffinden eines Skeletts ist die nach dem Geschlecht der
Individuen. Die Ermittlung der Geschlechterrelation kann dabei helfen, die gefunde-
ne Bestattungen zu kontextualisieren. So sollten bei Bestattungen einer normalen
Bevolkerung beide Geschlechter in etwa gleichen Teilen vorliegen. Ausnahmen da-
von finden sich z.B. in kldsterlichen Zusammenhangen, bei denen die Geschlechter
getrennt voneinander beigesetzt wurden, oder militarischen Kontexten, bei denen der
Anteil von ménnlichen Individuen deutlich tberwiegt. Die folgenden Kriterien wer-
den alle fir eine qualitative Diagnose herangezogen; osteometrische Ansétze, wie
etwa der Index ischio pubico (Novotny 1972), werden in dieser Arbeit nicht ange-
wendet.

Die sichersten Unterscheidungskriterien zwischen Ménnern und Frauen sind am Be-
cken zu finden. Das Becken einer Frau muss fiir eine Geburt geeignet sein, somit
haben Frauen in der Regel breitere und flachere Becken. Die zu beurteilenden Cha-
rakteristika sind folglich im Vergleich weiter bzw. ausladender als bei mannlichen
Individuen. Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, dass diese Merkmale qualita-
tiv betrachtet werden und sich einzelne Merkmale in bestimmten Populationen even-
tuell nicht fur eine Differenzierung eignen.
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Bei einem isolierten Os coxa sind die wichtigsten Kriterien die Weite der Incisura
ischiadica major, die Auspriagung des Arc composé sowie die Grofle des Angulus’
subpubicus. Auch ein tiefer Sulcus praeauricularis kann ein Kriterium fir ein weibli-
ches Individuum sein, wobei ein flacher bzw. fehlender Sulcus keinen Hinweis fur
einen Mann darstellt. Weitere Merkmale kénnen die Form des Foramen obturatums,
die Grolie des Corpus ischiadicus sowie des Tuber ischiadicum sein. Liegen beide
Ossa coxae sowie das Sacrum vor, kénnen zusétzlich der Gesamtaspekt des Beckens
sowie der Beckeneingang beurteilt werden (vgl. Abb. 1.4).

Abbildung 1.4: Ménnliches (links) und weibliches Becken im Vergleich. Es zeigt sich bei Mé&nnern eine
enge Incisura ischiadica major (Pfeil) und ein enger Angulus subpubicus (weil3e Striche) sowie ein
deutlicher Unterschied im Beckeneingang.

Weitere geschlechtsdimorphe Merkmale finden sich am Schéadel, deren Trennscharfe
jedoch starker zwischen den Populationen schwanken kann. Generell gilt hier, dass
kraftigere Auspragungen als Hinweis fur ein méannliches Individuum ausgelegt wer-
den. Dabei sollte jedoch die jeweilige Herkunftspopulation sowie, wenn maoglich, der
jeweilige soziale Status bekannt sein. So kdnnen Unterscheidungsmerkmale, die sich
flir nord- und mitteleuropéische Populationen als zuverlassig erwiesen haben, in stid-
europaischen Bevolkerungen keine sichere Geschlechtsbestimmung ermdglichen, da
sie im Gegensatz zur Beckenmorphologie keinem eindeutigen evolutiondaren Druck
unterliegen. AuRerdem spielen hier — anders als beim Becken — auch individuelle
Belastungen eine Rolle. So ist beispielsweise das Oberflachenrelief des Planum
nuchale abhéngig von der Beanspruchung der Nackenmuskulatur. In Populationen,
die diese stark belasten, etwa durch h&ufiges gebeugtes Arbeiten, besitzen auch Frau-
en ein sehr reliefreiches Planum, welches folglich nicht als geschlechtsdifferenzie-
rendes Merkmal hinzugezogen werden sollte (vgl. auch Herrmann et al. 1990).

Weitere Kriterien kdnnen z.B. die Auspragung der Glabella und der Arci superciliari,
die Scharfkantigkeit der Margo orbitalis sowie die Morphologie des Planum nuchale
sein. An der Mandibula sprechen ein kraftiges Mentum und ein kréftiges, eher
rechtwinliges Gonion fur ein ménnliches Individuum. Als tendenziell schwdachere
Kriterien sind die Formen der Orbitae und die Auspragung des Arcus zygomaticus zu
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betrachten (Grupe et al. 2005, Herrmann et al. 1990). Zu einer vollstdndigen Diagno-
se kdnnen im Weiteren auch noch die allgemeine Robustizitéat des Individuums sowie
eventuelle weitere Funde (z.B. Beigaben) hinzugezogen werden. Wahrend bei Kin-
dern und Jugendlichen die auf morphologischen Kriterien beruhende Geschlechtsdi-
agnose aufgrund der noch unausgeprégten Charakteristika relativ gro3e Fehlerraten
besitzt, ist die Diagnose bei erwachsenen Individuen sehr zuverldssig. Die Bestim-
mungssicherheit kann je nach untersuchter Skelettserie und des Erhaltungszustandes
bis zu 96% betragen (Grupe et al. 2005).

Die morphologische Diagnostik wird in den letzten Jahren zunehmend durch die
Analyse von DNA aus den Skeletten gestitzt. Die genetische Diagnose wird dabei in
der Regel mittels der Untersuchung eines Abschnitts des Amelogenin-Gens durchge-
flhrt. Das Gen ist auf den Geschlechtschromosomen an Xp22.1-Xp22.3 und Ypl11.2
lokalisiert (Nakahori et al. 1991) und weist einen Unterschied zwischen der X- und
der Y-chromosomalen Variante auf: Im Intron 1 der X-Variante findet sich gegen-
uber der Y-Variante eine 6bp-Deletion (AAAGTG), was durch eine Polymeraseket-
tenreaktion (PCR) und anschlieBender Gelelektrophorese leicht dargestellt werden
kann. Die Anwesenheit von zwei verschieden langen Fragmenten weist auf die An-
wesenheit eines X- und Y-Chromosoms und somit auf einen Mann hin, wahrend ein
(im Vergleich kirzeres) Fragment auf die ausschlieBliche Anwesenheit von X-
Chromosomen deutet und entsprechend eine Frau identifiziert.

Die Sicherheit bei einer Geschlechtsbestimmung mit Hilfe des Amelogenins ist sehr
hoch, nur in wenigen Féllen gab es durch Rekombinationsereignisse falsche Ergeb-
nisse. Dabei scheint die Ausgangspopulation eine Rolle zu spielen: Wéhrend bei
Frances und Kollegen gerade einmal zwei von 1224 spanischen Probanden falsch
typisiert worden sind, lag bei Thangaraj und Kollegen die Rate bei funf von 270 indi-
schen Ménnern (Frances et al. 2007, Thangaraj et al. 2002). Weiterhin ist bei stark
degradierter DNA die Gefahr eines allelic dropout, also das Ausbleiben eines Signals
aufgrund zu niedriger intakter target-DNA Anzahl, und folglich einer Fehlinterpreta-
tion sehr hoch. Um die Geschlechtsdiagnose gerade in fraglichen Féllen weiter abzu-
sichern, bietet es sich an, weitere zusatzliche geschlechtsdeteminierende Marker si-
multan mit zu untersuchen, etwa gonosomale STR-Systeme (vgl. Schmidt et al.
2003, Dicks 2012). In den standardmaRig verwendeten Multiplex-Kits flr autosoma-
le STR-Systeme ist in der Regel der Amelogenin-Marker mit enthalten.

Altersdiagnose

Neben dem Geschlecht ist das Sterbealter des Individuums ein wichtiges Basisdatum.
Durch Kenntnisse der Altersverteilung kann dabei Rickschluss auf die Lebenserwar-
tung und somit auf die generellen Lebensbedingungen zulassen. So findet sich bei
historischen Bevoélkerungen oftmals eine hohe Kindersterblichkeit, wahrend juvenile
Individuen vergleichsweise selten sind. Es folgt eine erhdhte Sterblichkeit bei adul-
ten Frauen, was auf Komplikationen wéhrend der Schwangerschaft zuriickgefiihrt
wird (Herrmann et al. 1990). Abweichungen von dieser Altersverteilung finden sich
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in Sonderbestattungen, etwa den genannten klosterlichen oder militarischen Kontex-
ten, in denen andere Altersgruppen dominieren.

Bei der Diagnose muss bedacht werden, dass alle erfassten Kriterien nur das biologi-
sche Alter eines Individuums erfassen und nicht das chronologische Alter. Bei ent-
sprechend starker Belastung kdnnen diese mitunter stark voneinander abweichen.
Ohne weitere Quellen, wie etwa Kirchenbucher, bleibt das tatsachliche chronologi-

sche Alter jedoch unbekannt.

Waéhrend bei subadulten Individuen auf-
grund des Zahnstatus® und des Epiphysenan-
schlusses das Alter bis auf wenige Jahre sehr
genau bestimmt werden kann (siehe Abb.
1.5), ist nach Beendigung des regelhaften
Knochenumbaus im Erwachsenenalter die
morphologische Altersdiagnose nur Uber
degenerative Prozesse mit entsprechend gro-
Reren Altersspannen zu bestimmen. Diese
Altersklassen werden als Adultas (20 — 40
Jahre), Maturitas (40 — 60 Jahre) und Senilis
(>60 Jahre) definiert. In den ersten beiden
Altersklassen wird in der Regel noch in Sie-
ben-Jahres-Kategorien frih-, mittel- und
spat- unterteilt; in einigen Publikationen
wird auch das Senilis in eine friihe (60 — ca.
80 Jahre) und spéate Phase (>80 Jahre) ge-
teilt. Da alle degenerativen Veranderungen
zwar regelhaft erfolgen, das zeitliche Auftre-
ten zwischen verschiedenen Individuen je-
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Abbildung 1.5: Schema des Epiphysenan-
schlusses der Langknochen. Die Zahlen
geben das ungefahre Alter des Anschlusses
nach Geschlecht getrennt an (nach Herr-
mann et al. 1990, S. 58).

doch stark variiert, ist eine genauere Bestimmung auf morphologischer Basis in den
meisten Fallen nicht méglich (Grupe et al. 2005, Herrmann et al. 1990).

Fur eine morphologische Altersdiagnose stehen verschiedene Merkmale zur Verfi-
gung, die nur in Kombination eine gute Abschatzung des Sterbealters erlauben. Die
Veranderungen der Schambeinsymphyse ist dabei das am hdufigsten herangezogene
Kriterium (siehe Abb. 1.6). Auch der Rickzug der Spongiosa aus der proximalen
Femur- und Humerusepiphyse sowie der Verschluss der Schadelnahte unterliegen
regelhaften Abldufen (Herrmann et al. 1990). Weitere publizierte Merkmale sind z.B.
die Veranderungen der Facies auricularis sowie der Abrasionsgrad des Zahnschmel-

ZE€sS.
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Abbildung 1.6: Altersabhéngige Verdnderung der Schambeinsympyse. Wéhrend im jungen Er-
wachsenenalter eine deutliche Querstreifung zu erkennen ist (links), nimmt diese im Laufe des
Lebens ab, bis keine Streifung mehr sichtbar ist (rechts).

All diesen Charakteristika ist gemeinsam, dass der jeweilige Knochenabschnitt auf-
grund seiner Beschaffenheit in eine von mehreren Kategorien eingeteilt wird, die
einem alterstypischen Zustand entsprechen sollen. So etwa verliert die Schambein-
symphyse im Laufe des Lebens zun&chst das querstreifige Relief, wird glatt und sinkt
letztendlich konkav ein, wéhrend es zu einer Randleistenbildung kommen kann.
Durch den Vergleich der zu untersuchenden Symphyse mit den unterschiedlichen
Kategorien wird so ruckfiihrend ein biologisches Alter ermittelt. Dabei stellen die
Kategorien einen ermittelten Durchschnitt fir die jeweilige Altersklasse dar, der aus
Reihenuntersuchungen altersbekannter Individuen abgeleitet worden ist (z.B. Acsadi
und Nemeskeri 1970).

Eine weitere Untersuchungsmaglichkeit fir die Altersbestimmung besteht in der Be-
trachtung der Binnenstruktur der Langknochenkompakta (fir eine Ubersicht z.B.
Uytterschaut 1993): Ublicherweise wird fiir diese histologische Altersdiagnose die
Femurkompakta untersucht, wobei als Alternative auch Humeruskompakta geeignet
ist. Fir eine Beurteilung der Mikrostrukturen werden Knochenquerschnitte angefer-
tigt, die in der Regel zwischen 60 und 120um dick sind. Die Kompakta unterliegt
regelhaften Veranderungen, die bei guter Erhaltung und wenig mikrobiellem Befall
eine entsprechend genaue Diagnose ermdglicht. Im Laufe des Lebens nimmt inner-
halb der Kompakta beispielsweise die von Lamellenknochen eingenommene Flache
ab und wird durch sog. Osteonenknochen ersetzt; ab dem Maturitas findet sich gar
kein Lamellenknochen mehr. Auch die Grofl3e und Form der Haverschen Kandle bzw.
Osteone veréndert sich: Wahrend im Adultas die Form und Grol3e noch sehr unter-
schiedlich ist, sind sie im Maturitas sehr regelmaiig geformt und deutlich kleiner als
in jingeren Stadien. Im Senilis Uberwiegen erneut unregelmaRige Formen, wéhrend
Resorptionslakunen hdufiger und groRer werden (vgl. GrolRkopf 2004). Weiter zu
beurteilende Mikrostrukturen sind z.B. die Anzahl von Nicht-Haverschen Kanélen
und das Vorhandensein der Generallamelle (siehe Abb. 1.7). Neben der rein qualita-
tiven Beurteilung dieser Strukturen gibt es auch verschiedene Ansatze einer quantita-
tiven Methodik, die z.B. das Auszahlen bestimmter Strukturen in definierten Fl&chen
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beinhalten (fur einen Uberblick z.B. Stout und Gehlert, 1980). Der Vorteil der allge-
meinen Reproduzierbarkeit, auch ohne Vergleichsmaterial, wird allerdings durch
deutlich hohere Fehlerintervalle ausgeglichen.

RO E, T N S Y e vf?\‘- a
Abbildung 1.7: Histologische Femurquerschnitte von Individuen unterschiedlichen Sterbealters
unter 40facher VergroBerung mit Polfilter. A. Juveniles Individuum: Man erkennt noch viel La-
mellenknochen und Generallamelle, aber nur vereinzelte Osteone. B. Mittel- bis Spétadultes Indi-
viduum. Im Vergleich sind deutlich mehr Osteone und kaum Lamellenknochen sowie erste Se-
kundérosteone (vergrdRerter Abschnitt) erkennbar. Gelbe Markierung entspricht 100pm.
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Korperhdhenrekonstruktion

Ein weiteres biologisches Datum ist die Korperhohe eines Individuums. Der Berech-
nung liegt die Tatsache zugrunde, dass die GroRe der Langknochen direkt mit der
Korperhohe korreliert. Dies gilt besonders fir die Langknochen der unteren Extremi-
tat, wahrend die Malie der oberen Extremitat grofRere Varianzen aufweisen. Anhand
von Individuen mit bekannter Hohe wurden Regressionsfunktionen fiir eine Vielzahl
von Malen ermittelt. Dabei ist zu bedenken, dass die Korperhdhe nicht nur im Laufe
des Lebens, sondern auch im Laufe eines Tages im Zentimeterbereich schwankt. Die
berechnete Kdrperhohe kann daher nur eine ungefédhre Néherung sein (vgl. Rdsing
1988).

Die Kdrperhohe ist im Allgemeinen zundchst von der individuellen Genausstattung
abhangig, d.h. groRe Eltern haben im Vergleich auch gréRere Kinder. Ein weiterer
Faktor findet sich aber auch in den Lebensumstédnden, wie etwa der Erndhrung und
Hygiene. Daher kam es in Europa seit Mitte des 19. Jahrhunderts aufgrund der all-
gemein besseren Lebensbedingungen von Generation zu Generation zu einer stetigen
Zunahme der mittleren Korperhthe, der Trend der so genannten sakularen Akzelera-
tion (z.B. Zimmer 1989). Durch die Verénderung der Proportionen sind daher an
Rezentpopulationen ermittelte Funktionen nur bedingt fur eine historische Population
geeignet. Im Weiteren miussen unterschiedliche Proportionen zwischen verschiede-
nen Bevolkerungen beriicksichtigt werden, so dass flr verschiedene Populationen
verschiedene Schatzformeln angewendet werden mussen. Eine raumliche und zeitli-
che Verortung der Individuen ist daher zwingend notwendig, um verlassliche Aussa-
gen treffen zu kdnnen.

Fur (prd)-historische Individuen eignen sich die Schéatzformeln nach Pearson (1899),
da diese auf Daten vor dem Beginn der sakularen Akzeleration beruhen. Die Formeln
sind aufgrund der unterschiedlichen Proportionen nach den Geschlechtern getrennt.
Bei nicht erwachsenen Individuen kann auf &hnliche Schatzformeln zuriickgegriffen
werden (z.B. Telkké et al. 1962), wobei auch nach den Geschlechtern getrennt wird
und in der Regel die grofite Lange der Langknochen ohne Epiphysen gemessen wird.
Sollte das Geschlecht nicht bekannt sein, wird der Mittelwert der beiden Formeln
verwendet.
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Abweichungen von der Regelanatomie

Neben den genannten Daten lassen sich anhand von pathologischen oder degenerati-
ven Verdnderungen weitere Charakteristika ableiten, die zum einen nur das Individu-
um betreffen kdnnen, bei gehduftem Auftreten zum anderen auch Rickschlisse auf
Belastungen der gesamten Population zulassen. Bei der Beurteilung von Abweichun-
gen der Regelanatomie muss vor allem auf VVerdnderungen geachtet werden, die nach
dem Tod des Individuums entstanden sind und somit nicht als Pathologie angesehen
werden durfen. Dies tritt besonders bei gestorter Fundsituation auf. Im Weiteren
kann durch eventuelle Heilungsspuren ein Ruckschluss auf eine zeitliche Abfolge
gezogen werden; je nach Auspragung kann eine Mindestdauer zwischen Ereignis und
Tod des Individuums abgeleitet werden. Dabei werden die Pathologien in ,,intravital*
(=im Leben) und ,,perimortal* (=um den Todeszeitpunkt) unterschieden. AuRerdem
muss bedacht werden, dass der Knochen nur eingeschrénkte Reaktionsmoglichkeiten
besitzt, so dass verschiedene Ursachen &hnliche oder gleiche Reaktionen hervorrufen
konnen. Nur wenige Auffalligkeiten am Skelett lassen sich daher auf eine konkrete
Ursache zurckfihren.

Im Folgenden werden verschiedene Formen dieser Veranderungen beispielhaft erlau-
tert. Darlber hinaus gibt es noch eine Vielzahl an weiteren Krankheitsbildern, die
Spuren am Skelett hinterlassen konnen und somit fur Anthropologen sichtbar sind
(siehe dazu beispielsweise Ortner 2003). Es soll hier nur auf die Veranderungen ein-
gegangen werden, die sich am wahrscheinlichsten in einem Skelettkollektiv frihneu-
zeitlicher Soldaten wieder finden.

Traumata / Briiche

Die offensichtlichsten Veranderungen von der Re-
gelanatomie betreffen Auffélligkeiten, die sich auf
traumatische Ereignisse zurilickfiihren lassen. Durch
die Folge einer direkten oder indirekten Gewaltein-
wirkung kommt es zu einem Bruch des Knochens. Im
Regelfall bildet sich nach 10-14 Tagen ein knorpeli-
ger Kallus, der nach und nach verkndchert und unter
diesem die Heilung des Bruchs stattfindet (Ortner
2003). Der Kallus wird schlieBlich wieder resorbiert,
so dass ein Bruch nur fur eine bestimmte Zeit makro-
skopisch sichtbar sein kann. Durch Dislokation der
Fragmente (Abb. 1.8) und entsprechende Verheilung
in Fehlstellung kann ein solches Ereignis jedoch dau-
erhaft erkennbar bleiben, auch wenn dieses schon Abbildung 1.8 Dislozierter und
Jahre vor dem Tod aufgetreten ist (siehe auch Herr- entziindeter Bruch einer rechten
mann et al. 1990). Des Weiteren kénnen Briiche auch Tibia und  Fibula, Pathologische
durch akut einwirkende wiederholte Uberlastung zu- f:g:gg’igg der Historischen Anth-
stande kommen, sogenannte Ermidungsbriiche. Das
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haufigste Beispiel sind Briiche der Mittelfutknochen als Folge der Dauerbelastung
bei langem Gehen (,,Marschfraktur®).

Als direkte Folge von Briichen kdnnen auch Komplikationen auftreten, die je nach
Schwere ebenfalls am Knochen sichtbar sein kdnnen. Dazu gehort zum Beispiel eine
Infektion mit Bakterien, die eine Osteomyelitis, eine Entzindung des Knochen(-
marks), ausldsen konnen (z.B. Zimmer 1982).

Infektionserkrankungen

Die Infektion mit einem Pathogen stellt eine starke Belastung fir das Individuum
dar, die sich in extremen Fallen auch auf den Knochen auswirken kann. Dabei ist es
abhéngig von der Art und Dauer der Infektion, ob diese spater am Skelett sichtbar ist.
Eine Infektion mit dem Pesterreger Yersinia pestis beispielsweise ist morphologisch
am Knochen nicht sichtbar, da der Erreger in der Regel bereits kurz nach der Infekti-
on zum Tode fuhrt und das Skelettsystem nicht angegriffen wird (Herrmann et al.
1990).

Nur in einigen Fallen kénnen durch typische
Veranderungen der Knochen Riuckschlisse
auf eine konkrete Krankheit gezogen wer-
den. Dazu zéhlt z.B. die durch Mycobakteri-
um tuberculosis ausgeldste Tuberkulose, die
charakteristische Veranderungen der Wirbel-
sdaule (,,Spondylitis tuberculosa®) ausl0osen
kann (z.B. Palfi et al. 2012). Ein weiteres
klassisches Beispiel fir eine gut dokumen-
tierbare Erkrankung ist eine langjahrige In-
fektion mit Treponema pallidum, dem Erre-
RS ger der Syphilis. Der Ausdruck des ,,Syphi-
Abbildung 1.9: Grofflachige Strukturauslo- |is-Schidels“ hat sich als Begriff fiir die ty-
fﬁ?euﬁ?gg, ?,rgtﬁgﬁ)ng;?Srghgns';%gmeliwgez?m!t'g_ pischen Strukturausloschungen am Cranium
rischen Anthropologie. im Endstadium der Krankheit gefestigt
(Abb. 1.9, fiir einen Uberblick z.B. Harper et
al. 2011).

Dartiber hinaus gibt es noch eine Vielzahl von Infektionskrankheiten, die bei ent-
sprechender Wirkdauer Verédnderungen am Skelett hervorrufen, deren Auftreten je-
doch uncharakteristisch sind. So lassen sich z.B. periostale Reaktionen am Knochen
sowohl nach lokalen Verletzungen als auch bei Skorbut, Rachitis oder Syphilis be-
obachten (Herrmann et al. 1990). Auf morphologischer Ebene ergibt sich somit zwar
ein potentieller Hinweis auf eine Erkrankung, diese kann jedoch nicht néher einge-
grenzt werden bzw. kdnnen andere Ursachen fir ihr Auftreten, wie etwa Mangeler-
néhrung, nicht ausgeschlossen werden (z.B. Zimmer 1982).
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Erkrankung der Zahne / des Zahnhalteapparats

Eine der am hdufigsten gestellten Diagnosen in historischem Skelettmaterial sind
Veranderungen der Zahne bzw. des Zahnhalteapparats. Das Auftreten von Karies
und Zahnstein kann dabei auf genetische Prédisposition, mangelnde Hygiene
und/oder entsprechende Nahrung zuruckgefihrt werden (vgl. Ortner 2003), was
letztendlich zu Zahnverlust bereits im jungeren Erwachsenenalter fuhren kann. Feh-
len Z&hne und somit die Belastung beim
Kauen, reagiert der Korper entsprechend
und baut Knochenmaterial am Kiefer ab. In
Extremféllen kann der Corpus mandibulae
dabei mehr als die Hélfte seiner ursprungli-
chen Hohe verlieren (vgl. Abb. 1.10). Folg-
lich konnen sich Strukturen und Winkel
andern, die normalerweise bei einer mor-
phologischen Geschlechtsdiagnostik heran- Abbildung 1.10: Kiefer mit intravitalem Zahn-

z00en werden. w ntsorechen riick- verlust der Molaren. Aufgrund der feh_lenden
ge h?[get edde , Was entsprechend beriic Belastung wurde der Corpus stark reduziert.
sicntigt werden muss.

Als Folge einer Entziindung des Zahnfleischs, die im chronischen Verlauf auf den
Kieferknochen ubergriff, konnen am Alveolarsaum Spuren einer Parodontitis sicht-
bar sein. Als Ursache kommen Vitaminmangel, Zahnsteinbildung und endogene Fak-
toren in Betracht (Wolf et al. 2004). Eine Zystenbildung kann als Folge entziindli-
cher Prozesse im Zahnwurzelbereich auftreten. Als apikale Zysten im Oberkieferbe-
reich kdnnen diese Zysten lebensbedrohlich sein, da sie beim Durchbrechen in die
Kieferhohle eine Sepsis verursachen kénnen (vgl. GroRkopf 2004).

Eine weitere, haufig dokumentiere Auffalligkeit stellen die sogenannten Schmelzhy-
poplasien dar. Diese treten bei Stérungen wahrend der Schmelzbildung im friihen
Kindesalter auf und kdnnen auf Infektionskrankheiten oder Mangelerndhrung hin-
deuten (King et al. 2005).

Degenerative Veranderungen

Aufgrund von andauernder oder starker Belastung kénnen degenerative Veranderun-
gen (Verschleif3erscheinungen) der Knochen beobachtet werden. Dabei gilt, dass in
einem gewissen Mal3e das Auftreten solcher Erscheinungen im fortgeschrittenen Le-
bensalter als regelhaft zu bewerten ist. Treten solche Verénderung jedoch in einer
jungeren Altersklasse auf bzw. handelt es sich um eine sehr starke Auspragung, kon-
nen Fehlbelastungen oder genetische Ursachen eine Rolle spielen (vgl. Ortner 2003).

Die bekannteste degenerative Erkrankung ist die Arthrose, bei der die Knorpelschicht
der Gelenke abgebaut wird und in der Folge durch den Druck auf die Gelenkknochen
neues Knochengewebe gebildet wird. Oft kommt es dabei zu einer Entziindung der
Gelenkoberflache, einer Arthritis (z.B. Zimmer 1982).
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Die haufigste degenerative Veranderung des
postcranialen Skeletts ist die Spondylose (Spon-
dylosis deformans), welche die Veranderungen
an den Wirbelkdrpern bezeichnet. Durch standi-
ge Belastung kommt es zum Verschlei der
Bandscheiben, welche der Korper durch Ausbil-
dung neuer, kndcherner Strukturen zu kompen-
sieren versucht. Dabei sind vor allem die unteren
Halswirbel und der Bereich der Lendenwirbel
g : betroffen, da diese der grélten Belastung ausge-
Abbildung 1.11: Osteophytenbildung an setzt sind. Im fortgeschrittenen Stadium kénnen
einem  Brustwirbel.  Pathologische  gjese Knochenneubildungen (Osteophyten oder
Sammlung der Historischen Anthropo- . g

logie. Spondylophyten, Abb. 1.11) Uberbrickungen

zwischen Wirbeln bilden (z.B. Zimmer 1982).

Hinweise auf Mangelerndhrung / physischen Stress

Als direkte Folge einer Blutarmut (Andamie),
die z.B. in Folge eines Eisenmangels auftritt,
kann die Deckknochenschicht im Dach der Au-
genhohle abgebaut werden, was als Cribra or-
bitalia bezeichnet wird (Abb. 1.12). Diese Ab-
bauprozesse konnen allerdings auch entziind-
lich bedingt sein (Carli-Thiele 1996, Wapler et
al. 2004).

Eine unspezifische Diagnose stellt die so ge-

nannte Periostitis (periostale Reaktion) dar. Die

Entziindung der Knochenhaut fithrt zu einer Abbildung 1.12: Linkes Orbitadach (Blick
. nach superior) mit Cribra orbitalia (punkt-

streifigen Auflagerung auf dem Knochen und fsmige strukturausisschungen.

kann prinzipiell jeden Knochen betreffen. Ursa-

chen kdnnen Mangelerndhrung, physischer Stress bzw. Dauerbelastung, entziindliche

oder infektiose Prozesse sowie neoplastische Verédnderungen (etwa bei Tumoren)

sein (Adler 1983).
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Populationsgenetik: Besiedlungsgeschichte und geographische Herkunft

Uberblick

Ein Teilaspekt vieler anthropologischer und archdologischer Fragestellungen behan-
delt Populationsdynamiken, Migration und Besiedlungsereignisse. Fur die Fragen
nach der Herkunft der Menschheit und der initialen Besiedlung der Kontinente wur-
den auf Basis molekulargenetischer Analysen zufrieden stellende Hypothesen entwi-
ckelt (z.B. Sykes 1999, Lell und Wallace 2000, Rebala et al. 2007). Hierbei stellten
die genetischen Ergebnisse oftmals bis dahin verbreitete Annahmen in Frage, wie im
Falle der Besiedlungsgeschichte Portugals (Pereira et al. 2000). Jungste Forschungs-
ergebnisse rekonstruieren die Besiedlungsgeschichte auch in regionalen Malistédben
mit Hilfe von genetischen Informationen (z.B. Gaiber et al. 2010, Ambrosio et al.
2010, Grugni et al. 2012, Regueiro et al. 2012). Die Daten, welche die Grundlage fr
die Formulierung der Besiedlungsszenarien bilden, setzen sich dabei aus der Rekon-
struktion von vaterlichen und mutterlichen Familienlinien zusammen (z.B. Garrigan
und Hammer 2006). Hierfur nutzt man die Eigenschaft der uniparentalen Vererbung
zweier haploider DNA-Abschnitte: Fir die Analysen der vaterlichen Linien werden
Y-chromosomale Sequenzen untersucht, welche nur von Vatern auf ihre S6hne (ber-
tragen werden. Die mdtterlichen Linien kdnnen mit Hilfe mitochondrialer DNA
(mtDNA) analysiert werden, welche nur von Muttern an alle ihre Kinder weitergege-
ben wird. Innerhalb der Y-chromosomalen und mitochondrialen DNA gibt es selek-
tionsneutrale und daher hochpolymorphe Marker, die aufgrund der fehlenden Re-
kombination nur durch Mutation veréndert werden. Wegen der geringen Mutations-
raten (Kayser et al. 2000) teilen in der Regel alle Familienmitglieder dieselben Po-
lymorphismen (den sog. Haplotypen), wahrend zwei nicht verwandte Individuen
unterschiedliche Haplotypen aufweisen. Mehrere Haplotypen, die gemeinsame Po-
lymorphismen aufweisen und einander phylogenetisch nahe stehen, kénnen dabei zu
Haplogruppen zusammengefasst werden. Aufgrund der unterschiedlichen Verteilung
der Haplogruppen uber die Kontinente kdnnen Aussagen zu mdglichen Besiedlungs-
szenarien getroffen werden (z.B. Roewer et al. 2005, Deguilloux et al. 2011, Nikitin
etal. 2012).

Hochpolymorphe, autosomale Marker, wie etwa short tandem repeats (= Mikrosatel-
liten, STRs [vgl. Kap. 1.4.]), zeigen hingegen aufgrund von Rekombinationsereignis-
sen - wenn Uberhaupt - nur im kontinentalen Vergleich Frequenzunterschiede, die
auch nur in groRen Stichproben sichtbar werden (z.B. Egyed et al. 2006a, Czarny et
al. 2005, Gaibar et al. 2010). Weiterhin kdnnen lange Zeit isoliert lebende Populatio-
nen signifikante Auffalligkeiten in einigen Systemen zeigen (Egyed et al. 2006b,
Muiller-Scholtz 2003). Ein weiterer Ansatz, mit deutlich geringerer Auflésungskratft,
wurde Uber die Bestimmung von autosomalen Mini-Insertionen bzw. —Deletionen
(InDels) verfolgt (z.B. Pereira et al. 2012).
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MtDNA

Die Einteilung der mitochondrialen Haplogruppe erfolgt Uber single nucleotide po-
lymorphisms (SNPs), die sich Uber das gesamte, in der Regel 16569 bp grof3e, ring-
formige DNA-Molekiil verteilen. Eine ausfihrliche Ubersicht findet sich z.B. unter
van Oven und Kayser (2009) bzw. www.phylotree.org. Dabei ist zu beachten, dass
der Einfachheit halber lediglich Mutationen zu einer Referenzsequenz angegeben
werden. Diese Referenzsequenz (Anderson Reference Sequence bzw. Cambridge
Reference Sequence, rCRS) entspricht der in Europa vorherrschenden Haplogruppe
H (Subgruppe H2a2a), wurde jedoch im Jahre 1981 rein zufallig ausgewéhlt. Bis auf
ihre Dominanz in Europa ist diese Haplogruppe weder die diverseste, noch phyloge-
netisch alteste oder jlingste Haplogruppe. Dieser Umstand erschwert die Interpretati-
on von genetischen Studien (etwa im Bereich der Populationsgenetik und Besied-
lungsgeschichte) und fuhrt zu Fehlern oder Missinterpretationen (Behar et al. 2012).
Auf Basis der Analysen von tber 8000 modernen Mitogenomen sowie der verfligha-
ren Neanderthaler-Mitogenome wurde daher von Behar und Kollegen (2012) eine
Alternativreferenz (Reconstructed Sapiens Reference Sequence, RSRS) vorgeschla-
gen, die die ,,Ur-Sequenz* der Mitochondrien darstellt. Berechnungsfehler oder Fehl-
interpretationen sollen so zukinftig vermieden werden. Ob sich dieser Vorschlag
jenseits der Populationsgenetik jedoch durchsetzen kann, bleibt abzuwarten.

Auf Basis der von Sykes (1999) entdeckten sieben Haplogruppen werden in der neu-
eren Literatur zehn bis zwolf Hauptgruppen flr Europa definiert. Diese Gruppen sind
aus der urspringlichen Haplogruppe N hervorgegangen und werden als | (=N1), W
(=N2), U, K (=U8), X, M, T, J, H und V bezeichnet, wobei eine Vielzahl an Sub-
haplogruppen gefunden worden sind (Abb. 1.13). Fur die Bestimmung von europai-
schen Haplogruppen reicht es in der Regel aus, Teile der zwei Hypervariablen Regi-
onen (HVRL, np 16001 - 16568 bzw. HVR2, np 001 - 574) zu untersuchen. Obwohl
die Haplogruppen per Definition durch SNPs aulRerhalb dieses Bereichs charakteri-
siert werden, finden sich typische Mutationen innerhalb dieser Sequenzabschnitte,
die eine Zuweisung zu einer der Haupthaplogruppen ermdglicht.

LO
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Abbildung 1.13: Besiedlungsweg der Gattung Homo sapiens und Verteilung der
mitochondrialen Haplogruppen (ber die Kontinente. In Europa dominiert die

Haplogruppe H. Karte von Mauricio Lucioni, Nutzung gestattet. 10.07.2013
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Migraciones_humanas_en_haplogrupos_mitocondriales.PNG
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Y-Chromosomale Haplogruppen

Analog zum mitochondrialen Haplotypen kann auch ein Y-chromosomaler Haplotyp
ermittelt werden. Auch hier erfolgt die Zuweisung zu den Haplotypen lber SNPs, die
in diesem Fall auBerhalb der Pseudoautosomalen Regionen (PAR1 bzw. PAR2, je-
weils an den Telomeren des Chromosoms lokalisiert) liegen. So z.B. wird die
Haplogruppe R ber die Mutation M207 definiert, die Untergruppe R1 tber die An-
wesenheit von M173 und deren Untergruppe R1a Uber L62. Dabei steht der Buchsta-
be fur das jeweilige Labor, das den SNP entdeckt hat, in diesem Fall die Stanford
University (=M) bzw. das Family Tree DNA Genomic Research Center in Houston
Texas (=L); die Zahl bedeutet, dass dieser SNP der n-te SNP dieses Labors ist. Eine
Ubersicht Gber die Abkiirzungen gibt es z.B. tiber www.familytreedna.com/fag. Eine
vollstandige  Ubersicht  Uber die aktuellen  Haplogruppen ist unter
http://ytree.ftdna.com/ zu finden, die auch weiterfiihrende Informationen enthélt. Der
SNP M207 ist beispielsweise an Position 14091377 des +-Stranges des Chromosoms
lokalisiert und es handelt sich um eine A<G-Mutation. Die Haupthaplogruppen in
Europa werden mit R1a, R1b, I, E1bl, J, G, N und T bezeichnet, wobei auch hier
eine Vielzahl von Subhaplogruppen existiert (Abb. 1.14). Neben der Rekonstruktion
von Besiedlungsprozessen kdnnen die Haplogruppen auch fir Abstammungsuntersu-
chungen Uber lange Zeitraume hinweg eingesetzt werden (z.B. Wang et al. 2012).

y

il f
Abbildung 1.14: Verteilung der Y-chromosomalen Haupthaplogruppen uber
Europa inkl. charakterisierendem SNP. Gut zu erkennen ist die Trennung von
west- und osteuropdischen Haplogruppen. Karte von Robert Gabel, Nutzung
gestattet. http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Haplogroups_europe.png, 10.07.2013
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Y-chromosomale STR-Systeme

Das Y-Chromosom weist wie jedes Chromosom ebenfalls STR-Systeme auf (vgl.
Kap. 1.4.). Diese im Gegensatz zu den SNPs hochpolymorphen Marker bilden eben-
so einen Haplotypen wie die SNP-Kombinationen. Da die Vererbung genau wie die
der erwdhnten SNPs gleich ist, kdnnen mit Hilfe dieser Systeme ebenso vaterliche
Linien identifiziert werden. Die Auflosung dieses Haplotypen ist jedoch wesentlich
hoher, so dass - je nach Anzahl der untersuchten Systeme - auch einzelne Familienli-
nien identifiziert werden konnen Die hohere Auflésung der Systeme wird dabei unter
anderem flir Abstammungsgutachten und in der Forensik eingesetzt.

Mittlerweile wurden neun (DYS19, DYS385a, DYS385bh, DYS3891, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 = minimal haplotype, minHT) bzw. 16 (zu-
sétzlich DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DY S456, DYS458, DYS635, YGA-
THA4 =extended haplotype, exHT) Systeme als Standard etabliert. Dabei wird die
kombinierte Mutationsrate der Systeme des minHT mit etwa 2,8 x 10° pro Meiose
angegeben (Kayser et al. 2000). Die Lokalisation der Systeme auf dem Chromosom
und weiterfuhrende Informationen konnen z.B. unter http://ymap.ftdna.com/cgi-
bin/gb2/gbrowse/hs_chrY/ abgerufen werden. Neueste Multiplex-Kits, z.B. der
PowerPlex Y23-Kit der Firma Promega, beinhalten sogar bis zu 23 Y-STR-Systeme,
die z.T. deutlich hohere Mutationsraten aufweisen und entsprechend hohere Auflo-
sung an der Grenze der Individualisierung bieten. Die Validierung und Etablierung
dieser Systeme findet gerade statt. Der groRte Teil der Y-Daten, der in Datenbanken
(z.B. YHRD.org) zuganglich ist, basiert momentan noch auf den oben genannten
Systemen.

Zwischen den SNP- und den STR-basierten Haplotypen existiert einen Zusammen-
hang, der flir européische Populationen statistisch belegt wurde. Athey (2005) hat
einen Bayesischen Ansatz fur die Berechnung der SNP-Haplogruppe auf Basis der
STR-Daten publiziert. Auf dessen Grundlage entstand ein Algorithmus, der fur jeden
beliebigen STR-Haplotypen die wahrscheinlichste Haplogruppe bestimmt (Athey
2006). Mit Hilfe eines frei zuganglichen online-Eingabetools kann dies einfach
durchgefthrt werden (http://www.hprg.com/hapest5/).

Ancient DNA-Studien mit mt- und Y-chromosomalen Daten

Die Ableitungen uber die Besiedlungsgeschichte und -kontinuitat stiitzen sich vor
allem auf Untersuchungen moderner Populationen (z.B. Underhill et al. 2000). In den
letzten Jahren gab es allerdings einen enormen Erkenntnisgewinn durch Analysen an
historischen Populationen und den diachronen Vergleichen verschiedener Zeitstel-
lungen zueinander (z.B. Bramanti et al. 2009, Lee et al. 2012, Soares et al. 2010).
Aufgrund der generell besseren Erhaltung muss sich dabei hauptsachlich auf mito-
chondriale Daten gestutzt werden. So z.B. konnte durch ancient DNA-Analysen
(aDNA-Analysen) ein deutlicheres Bild in der komplexen Besiedlungsgeschichte
Nordosteuropas gewonnen werden (Der Sarkissian et al. 2013) und Melchior und
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Kollegen wiesen seltene sowie bislang unbekannte mitochondriale Haplotypen in
1000 Jahre alten danischen Skeletten nach (Melchior et al. 2008). Haak und Kollegen
zeigten einen Unterschied in den Frequenzen mitochondrialer Haplogruppen zwi-
schen neolithischen und rezenten Bevdlkerungen Deutschlands (Haak et al. 2010).
Auch neueste Besiedlungsszenarien fiir Europa stiitzen sich auf mitochondriale Er-
gebnisse (z.B. Fu et al. 2012, Hervella et al. 2012, Pala et al. 2012). Es ist jedoch
bekannt, dass die Historie der mitterlichen Linien signifikant von der der vaterlichen
Linien abweichen und eine einseitige Betrachtung zu Fehlinterpretationen fiihren
kann (z.B. Badro et al. 2013, Pilkington et al. 2008).

Zu den wenigen Studien, die Y-chromosomale Daten untersuchen, zéhlen in erster
Linie Verwandtschaftsanalysen zwischen den Bestatteten. So untersuchten bei-
spielsweise Baca und Kollegen archéologische Funde in Peru; von den 41 analysier-
ten Individuen konnten 24 mt-Daten und elf Y-chromosomale STR-Haplotypen ge-
wonnen werden. Wahrend die mt-DNA keinen Unterschied zu heutigen dort leben-
den Populationen zeigte, wurden die Y-Daten ausschlieRlich fir eine Verwandt-
schaftsanalyse genutzt (Baca et al. 2012). Nunez und Kollegen nutzen Y-
chromosomale SNPs fur eine Verwandtschaftsanalyse mittelalterlicher Skelette
ebenso wie Hawass und Kollegen agyptische Mumien im Kontext von Ramses IlI.
und Kim und Kollegen koreanische Mumien typisierten (Hawass et al. 2012, Kim et
al. 2011, Nunez et al. 2011).

Im Gegensatz dazu analysierten Lacan und Kollegen sowohl mitochondriale als auch
nukleare Marker, um zu zeigen, dass die Rolle der Manner wahrend der neolithi-
schen Expansion wahrscheinlich groRer war als bislang angenommen (Lacan et al.
2011). Fehren-Schmitz und Kollegen stutzen die Rekonstruktion der Besiedlung des
Sudens von Peru z.T. auf Y-chromosomale SNPs (Fehren-Schmitz et al. 2011), eben-
so wie Li und Kollegen bei der Interpretation der Besiedlung des westlichen Liao-
Tals (Li et al. 2011). In der Diplomarbeit von Stephanie Huhn wurden Y-STRs typi-
siert um die Besiedlung der Stadt Lubeck wahrend des Mittelalters zu rekonstruieren
(Huhn 2008).

Fur alle diese Studien gilt jedoch, dass, falls Uberhaupt Y-Daten erhoben werden,
meist nur SNPs typisiert werden und nur in den wenigsten Fallen STRs analysiert
werden. Somit bleiben Referenzdaten fiir eventuelle diachrone Vergleiche eine Sel-
tenheit.
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Ermittlung der geographischen Herkunft in Europa

Die Bestimmung der Haplogruppen kann u.a. durchgefiihrt werden um unbekannte
Individuen geographisch zu verordnen. Durch die relative Stabilitat der Haplogrup-
penverteilung nach der initialen Besiedlung Europas Uber einen langen Zeitraum
hinweg (Csanyi et al. 2008, Melchior et al. 2010, Roewer et al. 2005) ist es mdglich,
auch unbekannte historische Populationen aufgrund der vorliegenden Haplogruppen
geographisch einzuordnen (Fu et al. 2009). Dabei muss jedoch beachtet werden, dass
die Daten eines einzelnen Individuums durch die persénliche Familiengeschichte
auch falsche Hinweise liefern kann. So z.B. fand sich bei einem weiflen Mann aus
England eine afrikanische Y-Haplogruppe, die wahrscheinlich wahrend der Zeit des
Sklavenhandels in die Familie eingebracht wurde (King et al. 2007). Bei der alleini-
gen Betrachtung der Y-Daten wére dieser Mann so als afrikanisch definiert worden,
obwohl seine Familienlinie seit Jahrhunderten in England lebt. Zwar ist die Gefahr
einer solchen Diskrepanz bei der Betrachtung historischer Individuen Gberaus gering,
jedoch sollte dies bei einer moglichen Interpretation berlcksichtigt werden. Ebenso
gilt dies fur mogliche Besiedlungsprozesse, die Einfluss auf die Haplogruppenfre-
guenzen gehabt haben kénnten (vgl. Roewer et al. 2005).

Fur Europa hat sich eine relative Gleichverteilung der mitochondrialen Haplogrup-
pen Uber den Kontinent herausgestellt (z.B. Richards et al. 2002, Simoni 2000), wo-
bei die grofiten Unterschiede durch An- oder Abwesenheit seltener Subhaplogrup-
pen, meist an den Ré&ndern des Kontinents, entstehen (z.B. Loogvali et al. 2004).
Umso stérker zeigt sich eine klinale Verteilung der Y-Haplogruppen (z.B. Noveletto
2007, Roewer et al. 2001). Die Haplogruppe R1b beispielsweise tritt in Westeuropa
mit einer Frequenz von bis zu 90% auf, die Haufigkeit nimmt nach Osten und Stden
jedoch stark ab. Analog dazu nimmt die Frequenz der Haplogruppe R1a nach Osten
zu, wahrend sie in Westeuropa fast gar nicht zu finden ist (Abb. 1.15). Ahnlich ver-
halt es sich mit starken Frequenzunterschieden der anderen Haplogruppen. Dartber
hinaus sind die Vorkommen von STR-basierten Y-Haplotypen in Datenbanken (bei-
spielsweise YHRD, siehe S.22) erfasst und konnen — je nach Haufigkeit des Haplo-
typs — eine regionale Eingrenzung der Herkunft ermdglichen.
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Abbildung 1.15: Frequenzunterschiede der Y-chromosomalen Haplogruppen R1a (lila) und R1b
(rot) Uber Eurasien. Wéhrend in Westeuropa R1b dominiert, kommt R1a in Osteuropa und Zent-
ralasien gehduft vor. AL Altaians

DR India, Dravidian population, ES Inuit, GE Georgia and Armenia, GM Germany, HA Han
Chinese, IB Iberian peninsula, IS Iceland, IN India, Indo-Aryan population, IT Italy, KG Kyr-
gyzstan, KT Kazan Tatar, KZ Kazakhstan, MA Mideast Arabs, MO Mongols, MY Malaysia, NE
Nenets, NW Norwegians, PE Persians (Iran), RU Russians, SA Saami, SC Scotland, SL Selkups,
TB Tibet, TU Turks, UG Uygurs, UZ Uzbekistan. Karte nach J.D. McDonald (Nutzung gestat-
tet). http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Y-Haplogroup_R1_distribution.png, 10.07.2013

Fur die Identitatsklarung der Individuen aus dem Massengrab aus Kassel konnte die
Ermittlung der Y-Haplotypen bzw. Y-Haplogruppe somit entscheidend sein. Aus den
historischen Quellen ist zu entnehmen, dass sich luxemburgische, elséssische und
russische Truppen in dem Lazarett befunden haben (vgl. Kap. 1.1.). Aufgrund der
deutlichen Unterschiede zwischen 6stlichen und westlichen Y-chromosomalen Daten
kdnnen russische und (im weitesten Sinne) franzdsische Soldaten mit hoher Wahr-
scheinlichkeit identifiziert werden. Eine Trennung von elsassischen und luxemburgi-
schen Soldaten wére jedoch aufgrund der engen Verwandtschaft nicht zu erwarten.
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Paldopathologie und Paldomikrobiologie

Uberblick

Weitere zentrale Punkte in den Untersuchungen historischer Populationen sind die
Rekonstruktion von Lebensumstanden sowie die Identifikation moglicher Todesursa-
chen der Individuen. Pathologische Auffalligkeiten, wie etwa Traumata und Struk-
turauffalligkeiten am Skelettmaterial konnen Hinweise auf die Todesursache sowie
die Lebensweise geben (Herrmann et al. 1990, Ortner 2003). Bis vor kurzem waren
nur Krankheitsbilder diagnostizierbar, die Spuren an den Knochen hinterlassen, etwa
Tuberkulose oder Syphilis. Die meisten Infektionskrankheiten haben jedoch keinen
oder nur unregelméaRigen Einfluss auf die Knochenstruktur, so dass mit morphologi-
schen Methoden keine Informationen gewonnen werden konnen. Mit Hilfe der
aDNA-Analytik wurde die Maglichkeit zur Identifikation von Infektionskrankheiten
erweitert. Wie die menschliche DNA kann auch mikrobielle DNA von Erregern im
Knochen jahrhundertelang berdauern. Der Nachweis von solchen DNA-Abschnitten
im Knochenmaterial kann als Nachweis fir eine Infektion zu Lebzeiten dienen, so-
fern der ausgewéahlte DNA-Abschnitt spezifisch fiir eine bestimmte Spezies ist und
eine Kontamination auf anderem Wege, etwa bei Erdbestattungen durch bodenleben-
de, phylogenetisch nahe stehende Spezies, auszuschliefen ist. VVoraussetzung fur
einen Nachweis ist auch die Art der Infektion, da der Erreger Uber die Blutbahn
transportiert werden muss, damit nach dem Tod des Individuums bakterielle DNA im
Knochen identifiziert werden kann. Somit ist beispielsweise Yersinia pestis, der Aus-
I6ser der groRen Pestepidemien im 14. Jahrhundert, ein geeigneter Organismus, wah-
rend Vibrio cholerae, die Ursache flr die Cholera, nur den Darm infiziert und daher
nicht im Knochen gefunden werden kann. Erfolgreiche Nachweise konnten bisher
u.a. fur Yersinia pestis (Wichmann und Grupe 2005) Mycobacterium tuberculosis
(z.B. Donoghue et al. 2004, Zink et al. 2005), Mycobacterium leprae (Haas et al.
2000, Matheson et al. 2009) und Plasmodium falciparum (Fornaciari et al. 2010,
Nerlich et al. 2008) erbracht werden. Im Zusammenhang mit napoleonischen Trup-
pen konnten Infektionen mit Rickettsia prowazekii und Bartonella quintana als mog-
liche Ursachen fir die verheerenden Epidemien unter den Soldaten identifiziert wer-
den (Raoult et al. 2006).

Mit Hilfe der Untersuchung der Erreger von Infektionskrankheiten kénnen nicht nur
der individuelle Infekt nachgewiesen werden, sondern auch Erkenntnisse in Bezug
auf die hygienischen Bedingungen, die Erndhrungssituation (Wilbur et al. 2008), die
Entstehungsgeschichte von Infektionskrankheiten (Nerlich und Ldsch 2009,
Schuenemann et al. 2013, Taylor et al. 2007, Zink et al. 2003) und die Besiedlung
der Kontinente durch den Menschen (Moodley et al. 2009) gewonnen werden. Wei-
terhin ist es mdéglich, historische Epidemien durch den Nachweis spezifischer Stam-
me genau zu charakterisieren (Vergnaud et al. 2007). Dartber hinaus lassen sich
durch Sequenzanalysen der historischen, bakteriellen DNA-Sequenzen Hinweise auf
die Evolution dieser Organismen finden (Watson und Lockwood 2009), etwa in Be-
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zug auf mogliche Selektionsdriicke und Anderungen in der Pathogenitat (zum Bei-
spiel der historischen Pestepidemie siehe Bos et al. 2011 und Haensch et al. 2010).

Der Nachweis von Krankheitserregern und die Authentizitatssicherung der Ergebnis-
se gestalten sich dabei im Versuchsdesign wesentlich komplexer als die Untersu-
chung polymorpher DNA-Abschnitte: Da die speziesspezifischen DNA-Abschnitte
in der Regel wenig variabel sind, kdnnen Kontaminationen, etwa durch Kreuzkonta-
mination oder durch Positivkontrollen, nicht ohne Weiteres erkannt werden. Erst der
mehrfache Nachweis in unabhé&ngigen Extrakten sowie vielfache Kontrollen (z.B. die
Koamplifikation mit Extrakten aus Bodenproben) sichern die Authentizitat der Er-
gebnisse. Weiterhin muss bedacht werden, dass aufgrund von Degradierungsereig-
nissen der DNA die Abwesenheit von Analysesignalen nicht zwangslaufig bedeutet,
dass das gesuchte Bakterium nicht vorhanden war. Hier bildet zum einen die vielfa-
che Wiederholung des Experiments sowie insbesondere auf die Fragestellung ange-
passte Kontrolluntersuchungen die Grundlage fiir eine moglichst hohe Aussagekraft
der Ergebnisse (Baron et al. 1996).

Historische Diagnose ,, Nervenfieber

Im Zusammenhang mit dem Kasseler Massengrab geben die historischen Quellen
das Krankheitsbild als ,.gutartiges, hochansteckendes Nervenfiebers”, ,,Lazarett-
Fiebers* oder auch ,,Typhus* an. Dabei gilt der Begriff Nervenfieber als Synonym
des Typhus, dessen Name durch Boissier de Sauvages 1760 vorgeschlagen wurde.
Dabei bezeichnet diese Diagnose verschiedene ,,[...] unter heftigem Fieber verlau-
fender Krankheitszustdnde, bei denen das Nervensystem in der schwersten Weise
ergriffen zu sein und der Kranke in einem anhaltenden Zustand von Betdubung sich
zu befinden pflegt [...].“ (Meyers GroBes Konversationslexikon, Band 19, Leipzig
1909, S.848). Bei der historischen Diagnose Typhus muss somit berticksichtigt wer-
den, dass die Arzte bis Mitte des 19. Jahrhunderts nur die Mdglichkeit hatten,
Krankheiten auf Basis ihrer Symptomatik zu diagnostizieren. Folglich wurden lange
Zeit Erkrankungen unter einer Diagnose zusammengefasst, die heute als eigenstandi-
ge Krankheiten erkannt wurden, allerdings sehr ahnliche Symptome ausldsen. Ge-
nauso verhalt es sich mit der historischen Diagnose des Nervenfiebers bzw. des Ty-
phus. Erst 1847, also deutlich nach dem ermittelten Todeszeitpunkts der Individuen,
entdeckte Sir William Jenner, dass es sich bei Typhus in Wirklichkeit um verschie-
dene Krankheiten handelt (Seddon 2004). Heute ist eine Vielzahl von unterschiedli-
chen Bakterien bekannt, deren Infektionen typhuséhnliche Symptomatik auslosen.
Zu den haufigsten Infektionskrankheiten zahlen:

1. Die durch das Bakterium Salmonella enterica ssp. enterica Serovar Typhi (S. ty-
phi) ausgeldste eigentliche Typhus- Erkrankung (Typhus abdominalis).

2. Eine leicht abgeschwéchte Form des Typhus, den sogenannten Paratyphus. Ver-
antwortlich fir diese Form ist Salmonella enterica ssp. enterica Serovar Paratyphi,
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ein enger Verwandter von S. typhi, der in drei unterschiedlichen Varianten vorkommt
(auch als S. paratyphi A, B und C bezeichnet).

3. Das durch Rickettsia prowazekii (R. prowazekii) ausgeloste Fleckfieber, auch
Flecktyphus oder Typhus exanthematicus genannt.

4. Das durch Bartonella quintana (B. quintana) ausgeldste Finf-Tage-Fieber oder
Wolhynisches Fieber (englisch: trench fever = Schiitzengrabenfieber).

5. Das sogenannte Lauseriickfallfieber (englisch: Louse-borne relapsing fever), aus-
geldst durch Borrelia recurrentis.

Aufgrund ihrer Infektionsweise und des typischen Krankheitsverlaufes kann man
diese funf Erreger in zwei Gruppen einteilen: Die Salmonella-Spezies werden in der
Regel durch verunreinigte Nahrungsmittel aufgenommen; Rickettsia, Bartonella und
Borrelia werden vorwiegend durch die humane Kleiderlaus (Pediculus humanus var.
corporis/capitis) Ubertragen. Diese funf Erreger stellen vermutlich das Hauptreser-
voir des ,, Typhus in historischen Zeiten dar. Andere Erreger, wie z.B. weitere hu-
manpathogene Rickettsien und Borrelien, 16sen zwar ebenfalls vergleichbare Symp-
tome aus, deren Hauptmerkmale ein hohes Fieber und starke Schmerzen sind, jedoch
sind solche Erkrankungen im Vergleich eher selten. Die im Folgenden dargestellten
Informationen wurden — falls nicht anders angegeben — aus den Ratgebern fiir Arzte
des Robert-Koch-Instituts (www.rki.de) entnommen.

Typhus Abdominalis / Paratyphus

Typhus und Paratyphus besitzen eine Vielzahl
von Gemeinsamkeiten, sowohl auf Ebene des
Erregers als auch im klinischen Verlauf. Beide
auslosende Erregerarten sind gramnegative, be-
wegliche, nicht sporenbildende und fakultativ
anaerobe Bakterien, die ausschlieRlich humanpa-
thogen sind. Sie gehdren zur Subspezies Salmo-
nella enterica ssp. Enterica (Abb. 1.16), zu der apbildung 1.16: Salmonella enterica
99,5% der fur den Menschen und Tiere infektio- (typhimurium) auf einer Agarplatte. Foto:
sen Arten gehdren, und sind weltweit verbreitet, CDC (Verwendung gestattet

http://c<_)mm0ns.wikimed_ia.or_g/wiki/F_iIe:SaImoneII
Das Hauptreservoir ist der Mensch, wobei Kli- 2_enterica serovar_typhimurium_01.jpg,

10.07.2013

nisch unauffallige Personen sowie Daueraus-

scheider eine besondere Rolle einnehmen. Die Infektion findet vorwiegend uber die
Aufnahme von kontaminierten Lebensmitteln und Wasser statt, eine direkte Ubertra-
gung von Mensch zu Mensch ist moglich, aber selten. Die Inkubationszeit betragt
zwischen 3 bis 60 Tage, im Durchschnitt etwa 18 - 14 Tage (Paratyphus ca. 1-10
Tage). Die Infektion &uRert sich zunédchst mit uncharakteristischen Beschwerden wie
etwa Kopf- und Gliederschmerzen, wobei nach 2 — 3 Tagen ein hohes Fieber zwi-
schen 39° C und 41° C auftritt, das bis zu drei Wochen anhalten kann. Typisch, aber

selten, sind sogenannte Reseolen (nichtjuckende Hautfloreszenzen), zumeist auf der
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Bauchhaut, sowie eine relative Bradykardie (langsamer Herzschlag). Komplikationen
wie Osteomyelitis, Endokarditis oder Meningitis kdnnen auftreten, sind aber nicht
regelhaft. Bei Paratyphus ist der klinische Verlauf meist leichter ausgepragt. Da die
Infektion nur durch orale Aufnahme erfolgt, treten Typhus- und Paratyphusfalle
meist dann gehduft auf, wenn generell schlechte hygienische Bedingungen herrschen.
Heutige Endemiegebiete beschranken sich vorrangig auf Afrika, Stdostasien und
Stdamerika, wobei die Erreger jedoch weltweit verbreitet sind. Jahrlich sterben etwa
600.000 Menschen an diesen Erkrankungen. In Deutschland liegt die Inzidenz so-
wohl flr Typhus als auch fir Paratyphus bei unter 0,1 Erkrankungen pro 100.000
Einwohner, wobei die meisten Félle importiert werden. Bei Behandlung mit Antibio-
tika liegt die Letalitat im Allgemeinen unter 1% (Robert-Koch-Institut — Ratgeber fur
Arzte 2011).

S. typhi wurde in einem Athener Massengrab nachgewiesen, dass auf die Zeit um
eine ,,Pestepidemie® im 4. Jahrhundert vor Christus datiert (Papagrigorakis et al.
2006). Allerdings wird dieser Fund bzw. die abgeleitete Aussage kontrovers disku-
tiert (vgl. Shapiro et al. 2006; Papagrigorakis et al. 2007).

Fleckfieber (Typhus exanthematicus)

Das Fleckfieber wird von Rickettsia prowazekii ausge- T
I6st. Die Gattung Rickettsia ist wie die Gattung Sal- ,'_ -,
monella gramnegativ und nicht sporenbildend und

wird aufgrund ihrer Humanpathogenitét in drei Grup- ~~  ~ - P
pen unterteilt: s
. : & TA<-
e Spotted fever-Gruppe (z.B. R. rickettsi, R. co- | A ¥

< 2

norri, R. japonica) (Abb. 1.17)

Abbildung 1.17: Rickettsia ri-
ckettsii (gefarbt) in einer Wirts-

e Tsutsugamushi-Gruppe (R. tsutsugamushi; éilslgﬁe':t?to: CDC (verwendung

Einordnung jedoch unklar, eventuell auch ei- http:/commons.wikimedia.org/wiki/File:
. . Rickettsia_rickettsii.jpg, 10.07.201
gene Gattung Orlentla) ickettsia_rickettsii.jpg, 10.07.2013

e Typhus-Gruppe (z.B. R. prowazekii, R. typhus)

R. prowazekii ist das bekannteste Beispiel der Typhus-Gruppe. Das einzige Reservoir
flr dieses Bakterium ist der Mensch. Es wird hauptsachlich durch die Kleiderlaus
ubertragen: Die Laus saugt das Blut einer infizierten Person und scheidet die Bakte-
rien in ihren Exkrementen aus. Die Exkremente werden sekundar durch den Juckreiz
nach dem Stich durch eine infizierte Laus in die Wunde eingekratzt. Auch ein Inha-
lieren von kontaminiertem Staub, der die getrockneten Exkremente enthalt, kann zu
einer Infektion fiihren. Die durchschnittliche Inkubationszeit betragt etwa 12 Tage.
Die haufigsten Symptome sind plotzliches starkes Fieber, starke Kopf-, Ricken- und
Gliederschmerzen sowie ein charakteristisches fleckenformiges Exanthem, das etwa
vier bis sechs Tage nach Ausbruch der Krankheit zun&chst am Oberkorper auftritt
und sich im weiteren Verlauf tiber den ganzen Kdrper ausbreiten kann. Eine Beteili-
gung des zentralen Nervensystems ist typisch, etwa Somnolenz oder Enzephalitis.
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Die Letalitat einer unbehandelten Erkrankung betrégt etwa 10 — 40%, wobei Man-
gelern&hrung und schlechte allgemeine Immunitétslage das Risiko weiter erhdhen.
Bei frihzeitiger Therapie ist die Prognose jedoch gut (Robert-Koch-Institut 1997 und
2007).

Fleckfieber tritt vor allem unter schlechten hygienischen Bedingungen auf, wie sie
heute z.B. in Massenquartieren und Fluchtlingslagern gegeben sind. So fuhrten bei-
spielsweise Burgerkriege und Fluchtlingsbewegungen in Afrika in den vergangenen
Jahren zu lokalen Epidemien (Robert-Koch-Institut 2007). In friiheren Zeiten werden
Epidemien mit groRen Truppenbewegungen in Verbindung gebracht. Raoult et al.
(2006) wiesen u.a. R. prowazekii-DNA in der Zahnpulpa von napoleonischen Trup-
pen nach, die nach dem Rickzug aus dem verlorenen Russlandfeldzug 1812 durch
die Stadt Vilnius zogen. Die katastrophalen hygienischen Bedingungen fiihrten zu
einer generellen L&useverseuchung der Soldaten, so dass sich das Fleckfieber leicht
ausbreiten konnte. Tatsachlich starben gut ein Drittel der Soldaten wahrend des Feld-
zuges an Infektionskrankheiten und nicht durch feindliche Auseinandersetzung (Ma-
yer 2008). Im Weiteren gab es einen positiven Nachweis von R. prowazekii in einem
weiteren Massengrab in Frankreich (Nguyen-Hieu et al. 2010). Die enge Beziehung
dieser Rickettsiose zu den Typhus-Erkrankungen erkennt man auch in ihren engli-
schen Bezeichnungen: Das Fleckfieber wird als (epidemic) typhus bezeichnet, wah-
rend der eigentliche Typhus typhoid fever genannt wird.

Finf-Tage-Fieber / Wolhynisches Fieber

1915 wurde im Zuge des 1. Weltkrieges das Funf-
Tage-Fieber (,,Schiitzengrabenfieber) erstmals be-
schrieben, 1919 wurde zuerst ein Zusammenhang
mit Lausen und spater mit Bartonella quintana als \
eigentliche Ursache hergestellt (Foucault et al. 20086, : \

Abb. 1.18). Die Gattung Bartonella wurde zum ers- (\ )

ten Mal von A. L. Barton im Jahre 1909 beschrie- Apbildung 1.18: Die Gattung Bar-
ben. Es handelt sich um gramnegative Stabchen, die tonella. Foto: Ceshencam (Verwen-
an der Oberflache Pilli besitzen, mit denen sie sich S;‘;?gcommwikimedia‘org,wi35552};22
an Zelloberflachen anhaften. Drei Bartonella- o°nellaipg, 10.07.2013

Spezies sind humanpathogen, wobei B. bacilliformes nur in den Anden zwischen
1000 und 3000 HOohenmeter vorkommt. B. henselae ist weltweit verbreitet und mit
Katzen assoziiert zu sein, wéahrend B. quintana, wie auch R. prowazekii, die Kleider-
laus als Reservoir nutzt. Bartonella ist der Verursacher der bacilliormen Angiomato-
se und der sogenannten Katzen-Kratz-Krankheit. Nach der Infektion, die gewohnlich
wie bei R. prowazekii stattfindet, befallt Bartonella in der Regel die Endothelzellen.
Nach 3 — 38 Tagen treten die ersten Symptome auf, dazu z&hlen Schittelfrost und
Fieber, das bis zu drei Wochen anhalten kann. Zu einem typischen Krankheitsverlauf
zéhlen Kopf-, Glieder- und Muskelschmerzen, geschwollene Lymphknoten und
Nystagmus (,,Augenzittern). An der Haut und im Lymphknotenbereich kann sich
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eine epitheloide Angiomatose ausbilden, Hautlasionen mit einem Durchmesser von
wenigen Millimetern bis Zentimetern (Robert-Koch-Institut 2007).

Wahrend des 1.Weltkrieges waren tber eine Millionen Menschen an diesem 5-Tage-
Fieber erkrankt (Karem et al. 2000). Die Inzidenz fiir das Grabenfieber nahm nach
dem 1. Weltkrieg deutlich ab, stieg aber wahrend des 2. Weltkrieges wieder an
(Kostrzewski 1949). Heute beobachtet man eine erneute Verbreitung des Erregers
aufgrund der unhygienischen Lebensbedingungen bei Obdachlosen in den groRen
Stadten, sowohl in Europa als auch in Amerika (Alcantara et al. 2009, Brouqui et al.
1999, Spach et al. 1995). B. quintana wurde bereits wie R. prowazekii in Skeletten
napoleonischer Soldaten nachgewiesen, die im Russlandfeldzug 1812 zu Tode ka-
men (Raoult et al. 2006). AuBerdem gab es einen positiven Nachweis in weiteren
Massengrabern in Frankreich (Nguyen-Hieu et al. 2010) und Italien (Tran et al.
2011) sowie in einer 4000 Jahre alten Zahnpulpa aus Stdfrankreich (Drancout et al.
2005).

Lauseriickfallfieber

Das Lé&userlckfallfieber oder epidemisches Riick-
fallfieber wird durch eine Infektion mit Borrelia
recurrentis verursacht. Dieses Bakterium wurde als
erster menschlicher Infektionserreger bereits 1868
von Otto Obermeier entdeckt. B. recurrentis ist ein
Vertreter der Spirochaten (Abb. 1.19) und daher sehr
beweglich und schraubenférmig. Ebenso wie bei R.
prowazekii und B. guintana ist der Mensch der ein- Abbildung 119: Borrelia burg-
zige Wirt und die Ubertragung findet wie zuvor be- dorferi, 400fach vergroBert. Foto:
schrieben statt. Unter schlechten hygienischen Be- ﬁgﬁcg\nﬂ";’s‘fm‘i‘ggdg?osrga}&ﬁfi)/ﬁIe:Bor
dingungen tritt das L&usertickfallfieber auch heute relia_burgdorferi_%28CDC-PHIL_-

. . 631%29_lores.jpg, 10.07.2013
noch auf. Geographisch begrenzte Endemieherde
sind in Afrika, Asien und Stidamerika zu finden, wobei die Anzahl ricklaufig ist.
Nach einer Inkubationszeit von 5-15 Tage beginnt die Erkrankung mit Schuttelfrost,
hohem Fieber, starken Kopf-, Muskel- und Gelenkschmerzen. Der erste Fieberschub
dauert in der Regel 3-6 Tage, wobei nach einem fieberfreien, etwa einwdchigen In-
tervall ein zweiter, 2-3 Tage andauernder, Fieberanfall auftritt. Haufig wird eine He-
patosplenomegalie beobachtet, Komplikationen kdnnen Myokardschaden, Bron-
chopneumonie und Arthritis sein. Ohne Behandlung liegt die Letalitat bei 2-10%
(Robert-Koch-Institut 2007). Im Gegensatz zu R. prowazekii und B. quintana konnte
bisher B. recurrentis noch nicht in Skelettmaterial nachgewiesen werden (z.B. Raoult
et al. 2006). Stattdessen wurde eine nahverwandte Borrelia-Spezies, B. burgdorferi,
im Tiroler Eismann entdeckt (Keller et al. 2012).

Um eine mogliche Infektion mit einem ,,Nervenfieber* iiber den Nachweis von Erre-
ger-DNA in den Skeletten zu identifizieren, muss folglich auf die Anwesenheit aller
finf in Frage kommenden Bakterien getestet werden.
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1.4. aDNA-Forschung und Authentizitatssicherung (STR-Systeme)

Etwa zwei Jahrzehnte sind seit den ersten erfolgreichen Nachweisen von DNA aus
menschlichem Skelettmaterial (Hagelberg et al. 1989; Hummel und Herrmann 1991)
vergangen. Nach den anfanglichen Nachweisen der Uberdauerungsfahigkeit geneti-
schen Materials entwickelte sich die Paldogenetik schnell zu einem Instrument, das
als Grundlage fiir die Bereitstellung biologischer Basisdaten dient. Neben den tber-
wiegend naturwissenschaftlich ausgerichteten Forschungsgebieten der Evolutions-
biologie und Conservation Genetics (z.B. Gilbert et al. 2008, Hofreiter et al. 2007)
kdnnen besonders in den Bereichen der Archéologie (z.B. Haak et al. 2005, Khairat
et al. 2013, Fehren-Schmitz et al. 2010), der Anthropologie (z.B. Lassen et al. 2000)
und der Umweltgeschichte (z.B. Willerslev et al. 2007) molekulargenetische Ansatze
zur Klarung von kultur- und sozialwissenschaftlichen Fragestellungen beitragen.

Eine zentrale Rolle in der aDNA-Analytik nimmt die Frage nach der Authentizitats-
sicherung von Ergebnissen und den daraus entwickelten Bearbeitungsstandards ein.
Hintergrund der Bemihung um Analysestandards ist die Tatsache, dass altes Pro-
benmaterial meist nur geringste Mengen an indigener DNA enthélt, so dass bereits
kleine Mengen kontaminierender DNA zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren kdnnen.

Grundsatzlich wurden im letzten Jahrzehnt der Forschung an degradierter DNA zwei
Konzepte zur Bewaéltigung der Problematik verfolgt. Das eine VVorgehen fordert die
Einbindung eines zweiten Labors zur unabhéngigen Replikation der Untersuchung
(Cooper und Poinar 2000, Hofreiter et al. 2001). Diese Herangehensweise bietet sich
an, wenn vergleichsweise konservative (= wenig variable) DNA-Sequenzen unter-
sucht werden, etwa bei Untersuchungen zur Phylogenie und zur Evolution von Orga-
nismen. Werden dagegen hochpolymorphe (= variable) Sequenzen untersucht, so hat
sich das Verfahren des genetischen Fingerprintings (s.u.) als besonders geeignet er-
wiesen, mogliche Kontaminationen zu identifizieren (Alonso et al. 2001, Bouakaze
et al. 2009, Capelli et al. 2003, Hummel 2003).

In den letzten Jahren wurde durch die Einflihrung der neuen Methodiken des Next-
Generation-Sequencings die Mdglichkeiten der Datengewinnung und der Authentizi-
tatssicherung entscheidend erweitert. Durch die Sequenzierung kirzester DNA-
Abschnitte kénnen Analysen auch an Proben mit sehr fortgeschrittener DNA-
Degradierung durchgefiihrt werden. Gleichzeitig werden genomweit enorme Daten-
mengen generiert, die eine Authentifizierung zulassen. Die Anwendung dieser kos-
tenintensiven Methode in der routinemélRigen Bearbeitung von aDNA-Proben ist
derzeit noch zu aufwendig. Zusatzlich ist die Generierung grofRer Datenmengen fiir
eine Vielzahl von Fragestellungen, z.B. genealogischer Verwandtschaftsrekonstruk-
tionen, nicht erforderlich. Andere Fragestellungen profitieren von den grof’en Da-
tenmengen erheblich i.S. groRBer Erkenntnisgewinne, wie etwa eine Borrelia-
Infektion bei der Gletschermumie vom Otztal (Keller et al. 2012), die Untersuchun-
gen grol3er Pandemien (Schuenemann et al. 2011) oder stammesgeschichtlicher Re-
konstruktionen (Reich et al. 2010).
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Short Tandem Repeat-Systeme (genetischer Fingerabdruck)

Bereits 1984 entdeckte Alec Jeffreys, dass es im menschlichen Genom Sequenzab-
schnitte gibt, die sich in ihrer Lange zwischen einzelnen Menschen unterscheiden
kdnnen. Bei ndherer Untersuchung dieser Systeme wurde der repetitive Aufbau aus
sich wiederholenden Sequenzeinheiten erkennbar und somit der Grund fir ihre un-
terschiedliche Lange: Die Anzahl der Wiederholungseinheiten kann variieren, was in
langeren oder kirzeren Auspragungen (Allele) der Systeme resultiert. Je nach L&nge
der Systeme unterscheidet man heute drei Arten dieser ,,Satelliten“-DNA:

1. Die klassischen Satelliten-Systeme sind zwischen 100 Basenpaaren (=bp) und
5000kb groR und bestehen aus bis zu einer Millionen Wiederholungseinhei-
ten, die selbst zwischen 5 und 300bp grof3 sind.

2. Minisatelliten sind kurzer und normalerweise zwischen 100bp und 20kbp
lang, die Wiederholungseinheiten sind dabei hdchstens 15 Basen lang. Haufig
werden diese auch als variable number of tandem repeats (=VNTRS) be-
zeichnet.

3. Mikrosatelliten sind die kleinsten Vertreter und in der Regel maximal einige
100 Basen lang, die Wiederholungseinheit besteht aus 1 bis 6bp langen Se-
quenzen. Aufgrund ihrer Beschaffenheit werden diese auch als short tandem
repeats (=STRs) bezeichnet.

Im Laufe der Zeit wurde eine Vielzahl von diesen Systemen auf allen Chromosomen
gefunden (z.B. Butler 2005). Aufgrund des diploiden Chromosomensatzes (ein Satz
je Elternteil) kann jeder gesunde Mensch maximal zwei unterschiedliche Allele pro
System aufweisen. Aufgrund der geringen L&nge und einfacheren Handhabung im
Labor haben sich fur die meisten Fragestellungen STR-Systeme durchgesetzt. Die
Bezeichnung dieser Systeme folgt dabei einem einfachen Muster und wird am fol-
genden Beispiel erlautert:

D1S1656 / D2S411 / D22S1045

Das D steht jeweils fur DNA, die folgende Zahl fir das Chromosom, auf dem der
STR lokalisiert ist. S steht flir einen single copy-Locus und die zweite Zahl ist der n-
te STR, der auf diesem Chromosom beschrieben wurde. Nur wenige STR-Systeme
weichen von diesem Muster ab: Nach ihrer Entdeckung in den Anfangsjahren wur-
den die Systeme noch nach den Genen benannt, in deren Néhe sie lagen. Das System
THO1 beispielsweise liegt im Intron 1 der Tyrosin-Hydroxylase, VWA im Intron 40
des von Willebrand-Faktors usw. Die Allele der STR-Systeme werden nach der An-
zahl der Wiederholungseinheiten benannt:

Allel 6: 5'-AGACTCCATGGTGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAGGGAAATAAGG-3"
Allel 7: 5'-AGACTCCATGGTGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAATGAGGGAAATAAGG-3"

Das Beispiel zeigt das System THO1 auf Chromosom 11 mit der Wiederholungsein-
heit (AATG),. Allel 6 besitzt somit sechs Wiederholungseinheiten usw.
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Abweichend davon gibt es auch Allele, die sich in ihrer Lange nicht um eine ganze
Wiederholungseinheit unterscheiden, sog. Interallele. In ihrer repeat-Struktur befin-
den zusétzliche Basen, die nicht in das eigentliche Schema passen. Die Benennung
der Interallele richtet sich nach der Anzahl der vollstandigen Wiederholungseinheiten
und der Anzahl zusétzlicher Basen, die mit einem Punkt getrennt sind. Als Beispiel
ist das Allel 9.3 des Systems THO1 gezeigt, das 9 vollstandige Wiederholungseinhei-
ten [AATG] und die drei zusatzliche Basen [ATG] aufweist:

5'Y-AGACTCCATGGTGAATGAATGAATGAATGAATGAATGATGAATGAATGAATGAGGGAAATAAGG-3 "

Grundsatzlich werden heutzutage STRs fur zwei verschiedene Fragestellungen ge-
nutzt: die eindeutige Identifizierung von Personen, z.B. im forensischen Bereich, und
der Verwandtschaftsrekonstruktion, etwa im Bereich der Vaterschaftsanalyse (z.B.
Goodwin et al. 2011). Um flr diese Anwendungen geeignet zu sein, mussen die
STR-Systeme gewisse Eigenschaften aufweisen: Zundchst missen sie einen hohen
Grad an Polymorphie in der Bevolkerung aufweisen und die Haufigkeit der Allele
sollten moglichst gleichmaRig in der Bevolkerung verteilt sein. Bei nur wenigen Al-
lelen oder einem stark dominierenden Allel ist die Aussagekraft des Systems stark
eingeschrankt. Weiterhin darf das System keinem Selektionsdruck unterliegen, das
heilt z.B. nicht mit Krankheiten assoziiert sein. Liegt ein STR beispielsweise in ei-
nem proteinkodierenden Gen, so ist seine Lange fir die korrekte Funktion des Pro-
teins wichtig. Abweichungen davon kénnen mitunter schwere Krankheiten auslésen
und unterliegen somit einem Selektionsdruck. Das klassische Beispiel fur eine solche
Krankheit ist Chorea Huntington, welche durch eine Expansion des Trinukleotids
CAG im Huntingtin-Gen entsteht: Wéhrend gesunde Menschen zwischen 9 und 35
CAG-Tripletts besitzen, bricht die Krankheit bei mehr als 40 Wiederholungen aus,
die Betroffenen sterben in der Regel innerhalb von 15 Jahren nach Ausbruch (z.B.
Roos 2010). Auch STRs, die in Introns von Genen lokalisiert sind, kénnen Erkran-
kungen auslosen (z.B. Friedreich Ataxie, GAA-Triplett-Expansion im Intron 1 des
FXN-Gens, Koeppen 2011). Fir verwandtschaftliche oder forensische Untersuchun-
gen missen STRs nach der Gesetzgebung vollig neutrale Marker sein, das heif3t sie
durfen keine Ruckschlisse auf irgendwelche Eigenschaften des Trégers zulassen
(mehr zu STRs z.B. in Butler 2005).

Bei einer ausreichenden Anzahl an untersuchten Systemen ist das erhaltene Allelpro-
fil statistisch gesehen einmalig in der Weltbevdlkerung, d.h. es gibt keine zweite un-
verwandte Person, die genau dieselben Allele besitzt (Goodwin et al. 2011). Man
spricht daher auch von einem genetischen Fingerabdruck, welcher in der Forensik
bereits zu einer Routineuntersuchung geworden ist. In Europa hat sich ein Standard
von zwoOIlf STR-Systemen etabliert (D1S1656, D2S411, D3S1358, D8S1179,
D10S1248, D12S391, D18S51, D21S11, D22S51045, THO1, vWA, FGA), wobei in
Deutschland vier weitere Systeme (D2S1338, D165S539, D19S433, SE33) zusétzlich
untersucht werden (Tab. 1.1). Die durchschnittliche Wahrscheinlichkeit, dass eine
unverwandte Person dasselbe Allelprofil aufweist, betragt etwa 6x10* (van Oers
2012).
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Tabelle 1.1: Beispiel eines genetischen Fingerabdrucks (hier:

des Autors).
D1S1656 16/19.3 D18S51 11/17
D25411 10/15 D19S433 13/14
D2S1338 20/25 D21S11 28/29
D3S1358 14/17 D22S1045 14/16
D8S1179 11/14 THO1 6/9
D10S1248 13/13 VWA 16/17
D12S391 18/19 FGA 20/21
D16S539 12/12 SE33 21/21

Um den genetischen Fingerabdruck zu untersuchen, verwendet man das Prinzip der
Polymerasekettenreaktion (PCR), das Standardverfahren fur die Vervielféaltigung von
spezifischen DNA-Abschnitten (eine Ubersicht z.B. Linz und Degenhardt 1990). Fiir
die Auftrennung der Fragmente macht man sich das Verfahren der Kapillarelektro-
phorese zunutze: Die DNA-Molekile wandern entlang eines elektrischen Feldes und
werden durch ein Polyacrylamid-Gel nach Grolie aufgetrennt. Die Detektion ge-
schieht mittels Fluoreszenz: In der PCR wird ein Primer mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff verwendet, der durch Anregung durch den Laser Licht einer bestimmten Wel-
lenlange emittiert. Die Zeit, die ein Molekil benétigt, um die Lange der Kapillare
zurlickzulegen, ist dabei direkt abhangig von der MolekilgréRRe, welche somit aus
der Zeit errechnet werden kann. In modernen STR-Kits werden bis zu funf verschie-
dene Farbstoffe gleichzeitig verwendet, die jeweils Licht in einem anderen Wellen-
langenbereich emittieren (Abb. 1.20).
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Abbildung 1.20: Elektropherogramm einer Multiplex-STR-Analyse (Beispielbild). Insgesamt wurden
sechs STR-Systeme plus Amelogenin untersucht, davon sind die Fragmente je dreier Systeme blau bzw.
gelb (dargestellt in schwarz) markiert und eines Systems grin. Trotz ahnlicher Fragmentléangen sind die
beiden Allele der jeweiligen Systeme durch die Farbmarkierung voneinander eindeutig zu unterscheiden.
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Fir die Anwendung an altem Material (aDNA) eignen sich die meisten kommerziel-
len Kits nur bedingt. Da durch Degradierungsprozesse die DNA fragmentiert wird,
konnen nicht mehr ausreichend lange Fragmente im DNA-Extrakt vorhanden sein
(Hummel 2003). Daher ist in den meisten Fallen eine spezielle Optimierung auf
aDNA-Anwendungen notig (vgl. Kap. 3.4.4. - 3.4.6.). Die ersten Versuche, mit Hilfe
der Next-Generation-Sequencing-Methoden STRs zu typisieren, waren nur begrenzt
erfolgreich: Wahrend die kurzen Systeme problemlos darstellbar waren, waren die
Geréte nicht in der Lage, einige Allele langer Systeme korrekt darzustellen. Somit
kommt diese neueste Technologie fir diese Aufgaben zunédchst noch nicht zur An-
wendung (Bornman et al. 2013).
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1.5. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit wurden die menschlichen Uberreste des Massengrabs aus Kassel
zum ersten Mal in ihrer Gesamtheit anthropologisch untersucht. Aufgrund der subop-
timalen Bergungsbedingungen, mangelnder Dokumentation und nachfolgender
Durchmischung aller Skelettelemente mussten zunéchst vorbereitende MalRnahmen
durchgefihrt werden, um eine weitere wissenschaftliche Untersuchung abzusichern.
Dazu zéhlte nach der Sduberung die Beschreibung und Katalogisierung jedes Kno-
chens in einer Datenbank, um einen Uberblick Gber den Gesamtfund zu erhalten. Im
Folgenden wurden verschiedene Daten (ber die Individuen erhoben, wobei je nach
Fragestellung sich erganzende Methodenansétze zum Einsatz kamen.

Die morphologischen Arbeiten begannen mit der Bestimmung der Mindestindividu-
enzahl sowie der Zuordnung der einzelnen Skelettelemente zu Individuen. Die mor-
phologische Zuordnung wurde stichprobenartig genetisch Uberprift. Dazu wurden
autosomale STR-Profile (=genetische Fingerabdriicke) der Skelettelemente erstellt
und gegeneinander abgeglichen. Nach der Rekonstruktion von Individuen wurden
die anthropologischen Basisdaten erhoben, um den Kontext der Bestatteten eingren-
zen konnen sowie Hinweise auf Lebens- und Todesumsténde zu erhalten. Dazu z&hl-
ten die Ermittlung der Alters- und Geschlechterverteilung, die Kérperhohenrekon-
struktion sowie die Erfassung pathologischer und degenerativer Verénderungen.
Auch nicht zugeordnete Skelettelemente wurden dabei entsprechend ihres Aussage-
wertes mit berlcksichtigt. Die morphologischen Methoden wurden dabei um histolo-
gische und genetische Analysen erweitert.

Um eine Aussage uber die geographische Herkunft der Individuen treffen zu kdnnen,
wurden die Y-Haplotypen der Individuen analysiert. Dazu wurde eine Multiplex-
PCR entwickelt, die speziell fur die Kriterien von aDNA ausgelegt ist. Durch statisti-
sche Auswertung wurde untersucht mit welcher rezenten Population die Individuen
die groRten Ahnlichkeiten aufweisen. Des Weiteren wurde das postulierte Seuchen-
geschehen nédher untersucht. Dazu wurde in den Knochen auf Anwesenheit von hu-
manpathogenen Bakterien getestet, die im Zusammenhang mit einer historischen
,»Typhus®- bzw. Nervenfieber-Epidemie stehen konnten.

Die Ergebnisse wurden mit der Historie kontextualisiert bzw. mit den aufgestellten
Theorien abgeglichen. Letztendlich wurde eine endgiltige Kl&rung Uber die Frage
der Identitéat der Individuen als mogliche franzésische Soldaten sowie deren Lebens-
und Todesumstande angestrebt.
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2. Material

Historisches Material

Mit der Exhumierung der restlichen Sarge im Mai 2012 stand fir diese Arbeit das
gesamte ergrabene Skelettkollektiv zur Verfligung. Alle Skelettelemente wurden
zundchst unter einem Wasserstrahl gereinigt und anschlielend getrocknet. Nach ei-
ner ersten Betrachtung und Kleben von Bruchstiicken (Abb. 2.1) folgten die ober-
flachliche Deskription der Knochen und die Katalogisierung in einer Access-
Datenbank. Die Benennung der Elemente erfolgte dabei nach folgendem Schema:
KS# - Bezeichnung des Knochens - ##

Dabei bezeichnet ,,KS#“ den jeweiligen Sarg, in dem der Knochen gelagert wurde.
,,KS 1% steht fiir den ersten Sarg, der bereits im Sommer 2009 das Institut fiir Histori-
sche Anthropologie erreicht hat. ,,KSM* steht fiir die Knochen, die aus der Stichpro-
be stammen, die in Mainz bearbeitet worden sind. ,, KS2* bis ,,KS6* sind schlieflich
die verbliebenen funf Sérge. Mit einem Bindestrich getrennt folgt eine Abkirzung
der wissenschaftlichen Bezeichnung des Knochens, also z.B. ,,Fe* = Femur, ,,Hu“ =
Humerus, ,,Ti* = Tibia etc. Eine vollstandige Ubersicht tiber die Abkiirzungen findet
sich in Tabelle 2.1. Die Benennung endet mit einer Zahl aus zwei Ziffern, wobei bei
paarigen Skelettelementen ungerade Zahlen ein linkes Element und gerade Zahlen
ein rechtes Element bezeichnen. So steht z.B. KS2-Fe-11 fir einen linken Femur aus
dem zweiten Sarg, KSM-Md-1 fur eine Mandibula, die aus der Mainzer Stichprobe
stammt usw.

Abbildung 2.1: Rekonstruktion von Schéadeln aus stark fragmentierten Bruchstiicken. Gezeigt sind nur
die rekonstruierten Schadel und Bruchstiicke eines einzelnen Sarges (Nr. 4).
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Tabelle 2.1: Ubersicht tiber die verwendeten Abkiirzungen fir den jeweiligen Knochentyp.

Knochentyp = Abkilirzung | Knochentyp . Abkirzung | Knochentyp = Abkiirzung
Femur Fe Clavicula Cl Sacrum Sa
Tibia Ti Scapula Sc Os coxae Cx
Fibula Fb Calvarium Cv Dens De
Humerus Hu Mandibula Md Costa Cs
Radius Ra Maxilla Mx Patella Pt
Ulna Ul Vertebrae Ve Sternum St

Insgesamt finden sich in der Datenbank tber 1750 Eintrdge. Nicht mitgez&hlt sind
dabei die so genannten Sammelfunde, d.h. mehrere Knochen selben Typs, die zu-
sammengefasst worden sind. Dabei handelt es sich hauptséchlich um Hand- und
FuRknochen, Rippen(-fragmente) sowie Becken und Schédelelemente, aber auch
Langknochenfragmente und isolierte Zéhne, deren sichere Zuordnung zu einem
Knochen bzw. Individuum ohne genetische Analysen faktisch kaum maglich ist. Die
Datenbank beinhaltet auch weiterfiihrende Informationen wie die Zuordnung zu ei-
nem Individuum, die Alters- und Geschlechtsdiagnose sowie Besonderheiten (Abb.
2.2). Die vollstandige Version der Datenbank befindet sich auf der angefligten CD
(Datenbank_Kassel.mdb).

= Fundkatalog KS
Fundnumm -t | Skelet - Typ - Anz - recht - links - | Tier ~ |vollst - |annal - fragm - gekle - isolie ~ Zuord~r vorhandene(r) Abschnitt{e)
# KS3-UI-15 Ulna KS07  prox Hilfte
¥ KS4-Cx-26 0s coxa KS07  Ilium-Fragment
# KS5-Ul-18 Ulna KS07  prox Halfte (Olecranon beschadigt)
# Ks1-cl-07 Clavicula K508
* KsS1-Cl-08 Clavicula KS08  sternale Halfte
# KS1-Cx-28 Os coxae KS08  Os ilium: Facies auricularis, Incisura ischiadica major bis Linea arcuata ossis ili
* KS1-Cx-31 0s coxae KS08  Osilium: Facies auricularis, Incisura ischiadica major bis Linea arcuata ossis ili]
# KS1-Fe-11 Femur KS08  Diaphyse prox bis Trochanter minor
* KS1-Hu-02 Humerus KS08  dist 2/3 und Teile dist Epiphyse
*+ K51-Ra-19 Radius K508  Diaphyse, prox Epiphyse
# KS1-Ra-20 Radius KS08  Diaphyse, prox Metaphyse
# KS1-Sc-12 Scapula KS08  Cavitas glenoidalis, Proc coracoideus und Halfte Margo lateralis
# KS1-Ul-04 Ulna KS08  prox Epiphyse, Diaphyse
+ K51-Ul-09 Ulna KS08  prox Epiphyse, Diaphyse
* K51-Ve-05 Vertebra Cervic 16 KS08 2 Cervical-, 9 Thoracal-, 5 Lumbalwirbel (2.T. beschadigt)
# KS3-Cv-20 Calvariur KS08 2 Fragmente: Parietel re/li (fragm.), Frontale (fragm.)
# KS3-Md-03  Mandibu KS08  Alveolarsaum fragmentiert
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Abbildung 2.2: Screenshot der Access-Datenbank. Die erste Spalte gibt die Bezeichnung des Knochens
nach dem vorher benannten System an, es folgen weitere Informationen wie etwa Kérperseite, Frag-

mentierunggrad, Zuordnung und Deskription (nicht im Bild).

Bodenproben

Bevor die Knochen dem Prozess der Reinigung unterworfen wurden, wurde ein we-
nig anhaftendes Erdreich sichergestellt. Von diesen Bodenproben wurden ebenfalls
DNA-Extrakte hergestellt (s. Kap. 3.4.2.), um die mikrobielle Fauna des Liegemili-
eus zu qualifizieren. Das entworfene Analysesystem flr Krankheitserreger muss
hochspezifisch fiir ebendiese Organismen sein und darf keine Amplifikationen beli
anderen Bakterienarten aufweisen. VVon den getrockneten Bodenproben wurden 0,29
abgewogen und in ein 2ml Eppendorf-Cup Uberfihrt, die bei 4° Celsius im Kihl-
schrank bis zur Extraktion gelagert wurden.
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Positivkontrollen der Krankheitserreger

Als Positivkontrolle fir das Analysesystem von S. typhi resp. S. paratyphi dienten
Bakterienlysate, die von Prof. Dr. Uwe Grof3 vom Institut fur Medizinische Mikro-
biologie, Gottingen, bereitgestellt wurden. Die Bakterienstamme S. typhi EOO5 und S.
paratyphi A wurden auf einer Agarplatte etwa eine Woche lang angeziichtet und die
entstandenen Kolonien anschlielend in Wasser suspendiert. Die Bakterien wurden
dann durch Hitze getttet und mittels Ultraschallbehandlung zerstort, so dass die
DNA frei in Losung gehen konnte. Diese Lysate wurden fiir 5 Minuten bei 6000rpm
zentrifugiert, 10ul des Uberstandes wurden abgenommen und 1:10 mit HPLC-
Wasser verdiinnt. Bei Bedarf wurde eine Verdiinnungsreihe angelegt.

Fur Positivkontrollen von Bartonella quintana wurden von zwei Stammen (JK31
bzw. Toulouse) je ein Lysat von Prof. Volkhard Kempf von der Universitat Frank-
furt bereitgestellt. Die Lysate wurden wie vorher beschrieben behandelt.

Positivkontrollen fiir Rickettsia prowazekii sind schwierig zu bekommen, da das
Bakterium schwer zu kultivieren ist, daher wurde auf eine Gendatenbank zuriickge-
griffen. Von Prof. Siv Andersson von der Universitdt Uppsala, Schweden, wurden
Klone bereitgestellt, die das gesuchte Zielgen von R. prowazekii enthalten. Die Lysa-
te wurden wie vorher beschrieben behandelt.

Von Borrelia recurrentis wurden Proben von Herrn Prof. Dr. Reinhard Wallich und
Christiane Brenner aus dem Institut fir Immunologie der Universitit Heidelberg be-
reitgestellt.

Rezente Kontrollproben

Zum Erkennen von Kontaminationen durch den Bearbeiter und als Positivkontrolle
wurden Speichelextrakte von Bearbeitern des Skelettkollektivs und des anthropologi-
schen Institutes verwendet. Die Extrakte wurden in den meisten Fallen bereits zu
friheren Zeitpunkten gewonnen und lagern tiefgekiihlt bei — 20° Celsius. Die Typi-
sierungen der Mitarbeiter und Bearbeiter (u.a. genetische Fingerabdriicke) sind in
einer internen Datenbank der Abteilung Historische Anthropologie gespeichert.
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3. Methoden

3.1. Zuordnung von Skelettelementen zu Individuen

Die Zuordnung geschah nach dem in Zipp (2010) und Grumbkow et al. (2012) ge-
schilderten VVorgehen und wird im Folgenden nur kurz skizziert. Nach der Identifi-
zierung und Seitenzuweisung der Skelettelemente begann die schrittweise Zuord-
nung der Knochen zu Individuen. Zundchst wurden jeweils linke und rechte Stuicke
gleicher Knochentypen zu Paaren geordnet. Dies geschah jeweils erst fir die Kno-
chen eines Sarges und erst im Anschluss sargubergreifend. Im Weiteren wurden
Humeri, Radii und Ulnae zu oberen sowie Femora, Tibiae und Fibulae zu unteren
Extremitaten zugeordnet. AbschlieBend wurden obere und untere Extremitaten zu-
sammengefiihrt und mit Schulter- und Beckengurtel, Vertebrae und cranialen Ele-
menten ergédnzt. Die Individuen erhielten abschlieBend eine zufallige Nummerierung,
die sich aus ,,KS“ und zwei Ziffern zusammensetzt (z.B. KS01, KS02, usw.). Die
Zuordnung stitzt sich dabei auf mehrere Kriterien, die im Folgenden kurz erlautert
werden. Dabei stehen die Kriterien nicht immer streng hierarchisch Ubereinander,
sondern kdénnen sich ergénzen oder bauen aufeinander auf.

Bedingt durch den bilateralen Aufbau des menschlichen Korpers sind die paarigen
Knochen der beiden Kdrperhélften annédhernd symmetrisch beschaffen und stimmen
beim gesunden Menschen in der Regel in GroRRe und Robustizitat Gberein. Bei paa-
rigen Knochen, die sich deutlich in ihrer Grol3e unterscheiden, ist davon auszugehen,
dass sie zu verschiedenen Individuen gehdren (Brothwell 1972). Geringe Asymmet-
rien finden sich jedoch auch innerhalb eines Individuums wieder und zeigen sich bei
bestimmten Knochentypen fast schon regelhaft (Martin und Saller 1959). So wird die
Robustizitdt eines Knochens malgeblich von der Belastung bestimmt, so dass bei
einer einseitigen Nutzung einer Korperhalfte (etwa durch Handigkeit oder Standbein)
die Knochen der bevorzugten Seite robuster erscheinen kénnen als die der Gegensei-
te. Bei der Zuordnung von oberen und unteren Extremitéten sollte eine Stimmigkeit
in den Proportionen erreicht werden.

Damit im Zusammenhang und ebenfalls von der Beanspruchung abhéngig sind die
Ausprégungen zahlreicher Oberflachenstrukturen, die als Ansatzstelle fur Mus-
keln, Sehnen und Bénder dienen. Durch unterschiedliche Belastung erscheinen z.B.
Sulci, Cristae, Tubera oder Processus unterschiedlich stark und geben dem Knochen,
obwohl im Grundaufbau nattrlich gleich, eine variable Erscheinungsform. Auch hier
gilt, dass sich die paarigen Knochen eines Individuums starker &hneln sollten als
zwischen verschiedenen Individuen.

Gerade flr die Zuordnung zu Extremitaten ist weiterhin die Passform der Gelenke
zueinander zu bertcksichtigen. Die Epiphysen zueinander gehoriger Knochen mis-
sen gemeinsam ein passendes und funktionsfahiges Gelenk bilden. Dies gilt vor-
nehmlich fir die Verbindung des Caput femoris mit dem Acetabulum (Huftgelenk),
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der Femurcondylen mit dem proximalen Ende der Tibia (Kniegelenk) und des dista-
len Humerusendes mit den proximalen Ulna- und Radiusende (Ellbogengelenk).

Auch Hinweise auf das Alter eines Individuums konnen fiir eine Zuordnung von
entscheidender Bedeutung sein. Gerade in den Altersklassen Juvenis und friihes
Adultas, in denen das regelhafte Anwachsen der Epi- und Apophysen charakteris-
tisch ist, konnen auch isolierte Knochen eine sehr enge Eingrenzung des Sterbealters
ermdoglichen. Somit kann z.B. ein Femur, dessen proximale Epiphyse noch nicht an-
gewachsen ist, nicht zu einem Individuum gehoren, dessen proximalen Humeruse-
piphysen bereits angewachsen sind (vgl. Kap. 1.3.).

Bedingt durch chemische und physikalische Faktoren des direkten Liegemilieus
kommt es am bodengelagerten Knochen zu postmortalen Verédnderungen (Dekompo-
sitionsphanomenen). Dabei kann die Knochenoberflache durch Einwanderung mine-
ralischer und organischer Bodenstoffe verschiedene Farbungen annehmen (Hunger
1978; Wieberg und Wescott 2008), die fur nahe zusammenliegende Knochen eines
Individuums in der Regel dhnlicher sein sollten als fir Knochen verschiedener Indi-
viduen. Da die genaue Bestattungslage der vorliegenden Individuen jedoch nicht
bekannt ist, wurde dieses Kriterium eher untergeordnet betrachtet. Obwohl die Kno-
chen zum Teil sehr auffallige farbliche Musterungen zeigen, wurde versucht, dieses
Merkmal bei den meisten Skelettelementen lediglich unterstitzend einzubeziehen.

Auf eine Zuordnung von Skelettelementen, deren Zugehorigkeit nicht mit den ge-
nannten, morphologischen Kriterien Uberprift werden konnte, wurde an dieser Stelle
verzichtet. Dies betrifft insbesondere Hand- und FuBknochen, Rippen, Becken-, Kie-
fer- und Schédelstiicke. Zwar wére eine Zuordnung zumindest auf Plausibilitatsni-
veau fur einige der Stiicke mdglich (etwa durch eine auffallige Farbung), jedoch las-
sen sich die generellen groRen Unsicherheiten und die geringe Uberpriifbarkeit eine
definitive Zuordnung zu einem Individuum kaum wissenschaftlich begriinden. Ab-
bildung 3.1 zeigt an Beispielen von rechten Humeri die Variabilitat der Skelettele-
mente in den oben genannten Kriterien.

Abbildung 3.1: Rechte Oberarmknochen (Humeri). Die Variabilitat in
GroRe, Robustizitat, Alter und Farbung ermdglicht eine Zuordnung zu
Individuen.
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3.2. Morphologische und morphometrische Befundung

Nach der Zuordnung der Skelettelemente und stichprobenartigen Uberpriifung (vgl.
Kap. 3.4.4.) wurden die Individuen morphologisch und morphometrisch befundet.
Dazu wurde eine morphologische Alters- und Geschlechtsdiagnose erstellt, wenn
moglich eine Korperhohenrekonstruktion durchgefiihrt, und auf Abweichungen der
Regelanatomie geachtet (vgl. Kap. 1.3.). Durch den hohen Fragmentierungsgrad der
Knochen konnten die meisten Kriterien fiir eine Alters- und Geschlechtsdiagnose
dabei nicht angewendet werden. Fir jedes Individuum wurde eine Ubersichtsauf-
nahme der vorliegenden Skelettelemente erstellt.

3.2.1. Geschlechtsbestimmung

Die h&ufigsten zu beurteilenden Merkmale fiir die Geschlechtsdiagnose waren die
Weite der Incisura ischiadica major und der Arc composé. Nur in seltenen Féllen
waren komplette Ossa coxae Uberliefert, die eine Beurteilung weiterer Merkmale,
etwa der S-Kriimmung der Crista iliaca oder des Angulus‘ subpubicus erlaubten.
Von den Kriterien des Schadels war das Planum nuchale noch vergleichsweise hau-
fig Uberliefert, wobei auch hier in den meisten Féllen eine starke Fragmentierung nur
eingeschrankte Aussagen ermdglichte. Die Auspragung der Merkmale wurde mit
Referenzmaterial verglichen und eine Tendenz fir jedes Merkmal einzeln festge-
stellt. SchlieRlich wurde die endgultige Diagnose tber alle Merkmale gestellt. Bei
Abweichungen zwischen den Merkmalen wurde denjenigen des Beckens der Vorzug
gegeben.

3.2.2. Altersschatzung

Fur die Altersdiagnose konnten in der Regel der Verkndcherungsgrad der Schadel-
nahte (wenngleich oft nur fragmentarisch), der Abrasionsgrad der Zdhne sowie in
einigen Fallen der Epiphysenstatus beurteilt werden. Fur die Nahte und den Abrasi-
onsgrad wurde dabei nach der Methode von Herrmann et al. (1990) vorgegangen:
Die Auspragungen der Merkmale wurde in altersabhdngige Kategorien eingeteilt,
welche eine Ermittlung des ungefahren Sterbealters erlaubt. Die Definitionen der
einzelnen Kategorie sind dort nachzulesen. Bei offenen oder gerade angewachsenen
Epiphysen konnte durch den Vergleich mit publizierten Daten des regelhaften An-
wachsens das Sterbealter relativ genau bestimmt werden.

3.2.3. Kdrperhdhenrekonstruktion

Fir die Berechnung der Korperh6he wurden die intakten Langknochen mit Hilfe
eines Messbretts vermessen. Dabei wurden die entsprechenden Messstrecken nach
Pearson (1899) verwendet und der gemessene Wert in die Schatzformel eingesetzt
(Tab. 3.1). Konnten mehrere Knochen fir die Berechnung herangezogen werden,
wurde der Mittelwert der Berechnungen gebildet.
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Tabelle 3.1: Regressionsformeln fiir die Kérperhdhenrekonstruktion nach Pearson (1899).
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70,641 + 2,894 * H1 +3,3cm

Erwachsene o0 e 13271 * Rl £4,0cm
mannliche

L 81,306 + 1,880 * F1 +3,3cm
Individuen

78,664 + 2,376 * T1 +3,5cm

Erwachsene
weibliche
Individuen

71,475 + 2,754 * H1

+3,5cm

81,224 + 3,343 *R1

+4,1cm

72,844 + 1,945 * F1

+3,3cm

74,774 + 2,352 * T1

+ 3,4cm

Die Formeln benutzen dabei jeweils die grote Lange des Humerus (=H1), des Radi-
us (=R1) und des Femur (=F1) sowie die ganze Lé&nge der Tibia (= der Abstand der
Facies articularis cranialis der lateralen Condyle bis zur Spitze des Malleolus media-
lis, T1) (aus Herrmann et al. 1990).

3.2.4. Abweichungen von der Regelanatomie

Alle Skelettelemente wurden auf Abweichungen von ihrer Regelanatomie hin unter-
sucht. Dafiir wurden die Knochen mit Referenzmaterial aus der Sammlung der Ab-
teilung Historische Anthropologie verglichen. Dies gilt auch fir Skelettelemente, die
aufgrund ihrer Beschaffenheit und/oder des Fragmentierungsgrads nicht zu Individu-
en zugeordnet werden konnten. Die Befunde wurden fotographisch dokumentiert.
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3.3. Histologie

Fur die Beurteilung der Knochenbinnenstruktur wurde aus den linken Femora (falls
nicht vorhanden: rechte Femora, im Einzelfall Humeri) der Individuen mittels einer
Dentalbohrmaschine (Dremel®Multi™) mit aufgesetztem Diamantsageblatt (Horico)
ein etwa 1 x 2cm groRes Stiick der anterioren Diaphysenmitte herausgesagt. Die Pro-
ben wurden in Silikonformen gebettet, mit einer Mischung aus 100 Gewichtsteilen
des erwérmten Epoxidharzes ,,Biodur® E12“ mit 28 Teilen des Harters ,,Biodur®
E1“ Gberschichtet und fur drei Tage ausgehartet. Nach Entfernung der Einbettungs-
formen wurden die Praparate zunéchst getrimmt und anschlieRend mit Hilfe eines
Sageschnittmikrotoms (Leitz SP 1600) planparallele Dinnschnitte angefertigt (Abb.
3.2). Diese wurden, nach einer Qualitatskontrolle unter dem Mikroskop, zwischen
Objekttragern getrocknet und dabei zur Vermeidung von Aufwerfungen gepresst.
Die Schnitte wiesen dabei Starken zwischen 80pum und 120pum auf, abhangig von der
Qualitat des Knochens. Die trockenen Dunnschnitte wurden unter Verwendung des
Einschlussharzes Eukitt® auf Objekttrager aufgeklebt und mit einem Deckglas fi-
xiert. Nach einer erneuten 24stiindigen Trocknung in horizontaler Lage erfolgte die
Auswertung am Durchlichtmikroskop bei 40-facher VergroRerung. Durch Einsatz
eines Polarisationsfilters konnte eine starkere Kontrastierung der Praparate erreicht
werden. Zur besseren Einordnung in die Altersklassen wurden die Praparate mit
Dinnschnitten von Referenzserien bekannter Altersklassen und den jeweiligen mik-
rostrukturellen Merkmalen verglichen.

Abbildung 3.2: Anfertigung eines Knochendiinnschnitts mit Hilfe eines Mikrotoms
unter Wasserfluss.
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3.4. DNA-Analytik

3.4.1. Kontaminationspravention

Die Analyse von alter bzw. degradierter DNA, die meistens in geringen Mengen vor-
liegt, ist Uberhaupt erst durch das Konzept der PCR mdoglich geworden. Die hohe
Sensitivitat dieser Reaktion, die es gewahrleistet, auch geringste Spuren von DNA zu
vervielfaltigen, ist gleichzeitig aber auch ihr gréRter Nachteil: bereits ein Eintrag
kleinster Mengen rezenter DNA reicht aus, um die Analyse der eigentlichen Probe zu
uberdecken und kann so zu falschen Ergebnissen fiihren. Deswegen muss beim Be-
arbeiten der Proben das Kontaminationsrisiko so gering wie moglich gehalten wer-
den. Um den Erfolg der Prévention zu Uberprufen, wurden regelméRig Leerkontrol-
len in die PCR mit eingebracht.

Kontamination durch den Bearbeiter

Die groRte Gefahr durch rezente Kontamination geht vom Bearbeiter selbst aus:
Hautschuppen, Haare, Speichel oder Trénenflussigkeit kénnen in die PCR einge-
bracht werden, selbst geringste Mengen an rezenter DNA kodnnen dann zu falsch-
positiven Ergebnissen fuhren (Kitchin et al. 1990). Um dieses Risiko zu senken,
wurde wahrend der gesamten Probenvorbereitung und im Pra-PCR-Bereich ein
Schutzkittel sowie Mundschutz, OP-Haube und Einmalhandschuhe getragen. Um
mdogliche Kontaminationen sofort als solche zu identifizieren, wurde auflerdem der
genetische Fingerabdruck und weitere genetische Daten aller im Institut Arbeitenden
in einer Datenbank gespeichert, so dass die gewonnenen Ergebnisse abgeglichen
werden konnen.

Kontamination durch das verwendete Material

Auch das verwendete Material, wie z.B. die Eppendorf-Cups, die Pipettenspitzen und
die verwendeten Chemikalien, kdnnen mit DNA verunreinigt sein (Schmidt et al.
1995). Um die Mdglichkeit von falschen Ergebnissen durch solche Verunreinigun-
gen zu minimieren, wurden die Materialien vor der Benutzung mit UV-Licht be-
strahlt, die enthaltene DNA also kinstlich degradiert. Zusétzlich wurde in einem spe-
ziellen UV-Kabinett pipettiert, bei dem nach erfolgter Arbeit alle Oberflachen mit
UV-Licht bestrahlt wurden. Somit soll die Anzahl intakter Zielsequenzen moglichst
unter die Nachweisgrenze gebracht werden.

Kreuzkontamination zwischen den Proben

Um eine Kontamination zwischen den Proben zu verhindern, wurden hauptsachlich
Einwegmaterialien (z.B. Pipettenspitzen) verwendet. Wo diese Praxis unrentabel
waére, also z.B. bei Bohrkopfen, Pinzetten oder Skalpellen, wurden die verwendeten
Materialien nach jeder Benutzung grindlich mit Seife (Alconox®), destilliertem
Wasser und 70%igem Ethanol gereinigt. Dies gilt auch flr die gesamten Arbeitsfl&-
chen sowie alle Oberflachen, an denen es zu Kontamination von z.B. Knochenpulver
hatte kommen konnen.
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Carry-over

Als Carry-over wird das Verschleppen von PCR-Produkten vorhergehender Amplifi-
kationen in die GefaRe der aktuellen PCR bezeichnet, wo sie bevorzugt amplifiziert-
werden (Kwok 1990). Um solches zu verhindern, wurde eine strikte Trennung von
Pré- und Post-PCR-Laboren eingefuhrt. AuBerdem gilt die Einbahnstralenregelung,
d.h. die Bearbeiter durfen die Laboratorien mit derselben Kleidung nur von Pra- in
Richtung Post-PCR-Bereich betreten.

3.4.2. DNA-Extraktion

Im Laufe dieser Arbeit wurden die Extraktionsverfahren mehrfach tberarbeitet und
weiter optimiert. Grundsatzlich kamen zwei verschiedenen Vorgehen zum Einsatz:
zum einen die Verwendung des Biorobot EZ1® der Firma Qiagen, zum anderen eine
manuelle Extraktion mit Hilfe der MinElute® Séulchen (ebenfalls Fa. Qiagen). Beide
Vorgehen haben Vor- und Nachteile, die sich gemeinsam jedoch gut erganzen kon-
nen. So stellt der Biorobot eine gleich bleibende Probenbehandlung sicher und liefert
hochreine DNA-Extrakte, es kommt jedoch zu einem gewissen Grad zu einem DNA-
Verlust, d.h. nur eine bestimmte Menge an DNA kann aus der Probe gewonnen wer-
den. Bei dem manuellen Extraktionsverfahren hingegen kann deutlich mehr DNA
pro Probe isoliert werden, wobei die Aufreinigung unter Umsténden nicht vollstandig
stattfindet und Spuren von Inhibitoren weiterhin im Extrakt vorhanden sind. Je nach
Probenbeschaffenheit kann sich eine der beiden Verfahren als das bessere herausstel-
len, wobei aufgrund der héheren DNA-Ausbeute und der geringeren Kosten zunachst
immer das manuelle Protokoll angewendet worden ist. Nur bei offensichtlich stark
inhibierten Extrakten wurde zusétzlich das Biorobot-Protokoll durchgefiihrt. Im Fol-
genden sind die einzelnen Schritte der Protokolle aufgefiihrt. Dabei sind die Vorbe-
reitung und die Lyse des Knochenpulvers bei beiden VVorgehensweisen gleich, nur
die Aufreinigungsschritte unterscheiden sich. Die Volumina der Reagenzien sind auf
den Einsatz von 0,25g Knochenpulver optimiert. Entsprechend kann das Protokoll
flr mehr oder weniger Knochenpulver angepasst werden.

Vorbereitung

Fir beide Protokolle muss der Knochen zunéchst pulverisiert werden. Dazu wurde
ein etwa 1 x 2cm groBes Stiick mit Hilfe eines Handbohrers mit Diamantsageblatt
herausgesagt, die Oberflache zum Schutz vor anhaftender Kontamination abgetragen
und anschlielend mittels StahImorser zerkleinert. Die erhaltenen Fragmente wurden
in einer Kugelschwingmihle bei 24 Schwingungen pro Sekunde fir eine Minute zu
einem feinen Pulver zerstoRen. Bei langerer Lagerung wurde das Pulver bei -20°C
tiefgefroren. Die eingesetzte Knochenmenge pro Extrakt betrug in der Regel 0,25g,
die mittels Feinwaage abgewogen wurden.

Lyse

Wihrend im Folgenden das eingesetzte EDTA die Auflésung der Knochenmatrix
durch Bindung der Calcium-lonen bewirkt, ist die Zugabe von Proteinase K als auch
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SDS notwendig fur den Abbau von Proteinstrukturen, damit sich die DNA anschlie-
Rend frei in der Losung befindet. 0,259 Knochenpulver wurden mit 3900ul EDTA
(0,5M, pH 8,0, Fa. Invitrogen) und 100pl Proteinase K (Fa. Merck) versetzt und tber
Nacht bei 37°C fir 18 Std. im Rotator inkubiert. Es folgte eine weitere Zugabe von
50ul Proteinase K und eine Inkubation fiir 2h bei 56°C. Fur einen letzten Inkubati-
onsschritt wurden 50ul SDS (20mg/ml, Fa. Sigma Life Science) zugegeben und bei
65°C 5min rotiert. Zur Sedimentierung von nicht l6slichen Feststoffen wurde ab-
schlieBend fir 3min bei 3300rcf zentrifugiert.

Aufreinigung (manuelles Protokoll)

Durch die verschiedenen Waschpuffer soll die DNA von anderen Bestandteilen des
Lysats getrennt werden. Im ersten Waschschritt wurden 16ml PB-Buffer (Qiagen)
und 100p! Natriumacetatpuffer (pH 5.2, Fa. Sigma Life Science) in einem FalconTu-
be (Fa. Sarstedt) vorgelegt und das zentrifugierte Lysat hinzugefligt. Nach manueller
Mischung und anschlieBender Zentrifugation bei 3300rcf fir 3min wurde das Ge-
misch mittels Vakuum 0ber MinElute-Saulchen (Qiagen) abgesaugt. Daflir wurde
das QiaVac-System (Qiagen) mit entsprechender Ausstattung inkl. Trichteraufsatz
fir groRe Volumina genutzt (Abb. 3.3). Das angelegte VVakuum betrug -800mbar.
Nach erfolgreicher Durchfuhrung erfolg-
ten weitere Waschschritte jeweils mittels
PE-Buffer (Qiagen). In einem ersten
Durchgang wurden 700ul Puffer auf die [
Saule gegeben und nach 5min abgesaugt.
Es folgte eine zweimalige Wiederholung
mit 700ul Puffer ohne Wartezeit. Um den
ethanolhaltigen Puffer vollstandig aus der
Séule zu entfernen, wurde abschliefend Abbildung 3.3: QiaVac-System. Die Vakuum-
fiir 1min bei 16.100rcf zentrifugiert und PUMPe (rechts) baut das Vakuum fr den Proben-
] . _ sténder (links) auf.
die Sdule bei gedffnetem Deckel 15min
stehen gelassen.

Die Saulen wurden fiir die Eluierung der DNA auf 1,7ml-Cups (Sarstedt) gesteckt.
30ul des auf 56°C erhitzten Wassers (Ambion) wurde auf die Séule pipettiert und
nach 5min bei 16.100rcf fir 1min zentrifugiert. In einem zweiten Schritt wurden
erneut 30l Wasser zugegeben und abzentrifugiert. Die S&ule wurde anschlielend
verworfen und das Extrakt bis zur weiteren Verwendung bei 4°C bzw. bei langerer
Lagerung bei -20°C gelagert.
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Aufreinigung (EZ1)

Statt die etwa 4ml Lysat tUber die Waschpuffer zu reini-
gen, konnten alternativ Protokolle fiir den EZ1-Roboter
(Qiagen) angewendet werden (Abb. 3.4), woflr das |
Volumen jedoch zunéchst mittels Zentrifugation ver-
kleinert werden musste. Die Zentrifugation wurde Uber
Amicons (Fa. Merck) mit einer TrenngréRe von 30kDa
bei 3300rcf so lange durchgefihrt, bis das gewilinschte
Volumen erreicht wurde. Zwei unterschiedliche EZ1-
Protokolle kamen zum Einsatz: fur das trace-Protokoll
der forensic card musste das Volumen 200ul betragen,
fur das large volume-Protokoll der bone card 1500pl.
Der EZ1 wurde entsprechend den Herstellerangaben mit
dem jeweiligen Kit ausgestattet und das Protokoll nach Abblldung 3.4 EZ1 Advanced
Herstellerangaben durchgefihrt. Das Elutionsvolumen (Q12gen)-

betrug 50ul, die Extrakte wurden ebenfalls bis zur weiteren Verwendung bei 4°C
bzw. bei langerer Lagerung bei -20°C gelagert.

DNA-Extraktion aus Bodenproben

Fur die Extraktion von DNA aus Bodenproben wurden 0,2g Sediment abgewogen
und mit einem Morser fein zerstolRen. Nach Zugabe von 400ul G2-Puffer (Qiagen)
und 30pl Proteinase K wurden nach Inkubation bei 56°C fiir 2h 200ul Uberstand in
den EZ1 Uberfihrt und nach dem trace-Protokoll extrahiert. Das Elutionsvolumen
betrug 100pl, die Lagerung fand analog wie bereits erwahnt statt.

DNA-Extraktion aus menschlichen Kontrollproben

Fur die Extraktion von rezenten, menschlichen Kontrollproben wurde ein Mund-
schleimhautabstrich mit Hilfe eines Wattestdbchens angefertigt. Die Watte wurde in
ein 2ml Eppendorf-Cup tberfuhrt und mit 400ul G2-Puffer (Qiagen) versetzt. An-
schlieend wurden 10ul Proteinase K zugegeben und bei 56°C bei 350rpm auf dem
Heizblock fur eine Stunde inkubiert. 200ul Volumen wurden anschlieend in den
EZ1 Uberfihrt und nach dem trace-Protokoll extrahiert. Das Elutionsvolumen betrug
100ul, die Lagerung fand analog wie bereits erwahnt statt.

DNA-Extraktion bakterieller Proben

Von R. prowazekii wurden bereits DNA-Isolate aus der Gendatenbank geschickt
(vgl. Kap. 2.). Fur die restlichen Bakterienzelllysate wurde keine gesonderte Extrak-
tion durchgefuhrt. Da die Bakterien kultiviert worden waren und die Zellen im jewei-
ligen Labor zundchst in Wasser suspendiert und anschliefend mittels Ultraschall
oder Hitze zerstort wurden (vgl. Kap. 2.), lag die DNA bereits in einem fir eine PCR
geeigneten Medium vor.
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3.4.3. Primerdesign

Neben der DNA-Extraktion ist ein hochsensitives Analysesystem entscheidend fir
eine erfolgreiche, PCR-gestutzte Analyse. Neben den optimalen Verhaltnissen der
Chemikalien zueinander wird dies durch die Wahl der Primer erreicht. Die Primer
mussen zum einen spezifisch fur den zu untersuchenden Genort sein, gleichzeitig
durfen keine unspezifischen Nebenprodukte gebildet werden. Zum anderen mussen
sie hochsensitiv sein, um selbst geringste Mengen an DNA analysieren zu kénnen.

Die Spezifitdt wird entscheidend durch die Lange der Primer beeinflusst. Fur das
menschliche Genom mit etwa 3,2 Milliarden Basen wird statistisch gesehen ab einer
Lange von 18 Basen die Sequenz eines Primers einmalig. Dies gilt jedoch nur flr
eine rein zufallige Basenabfolge — Sequenzdopplungen im Genom oder Analogien zu
anderen Spezies mussen immer Uberprift werden. Gerade in den letzten Jahren hat
sich die Uberpriifung der Spezifitat durch die Mdéglichkeiten des basic local align-
ment search tools (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) entscheidend
vereinfacht. Durch eine einfache Eingabemaske kann durch Zugriff auf die Sequenz-
bibliothek des National Centre for Biotechnological Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) auf mogliche Nebenprodukte gepruft werden.

Die Spezifitat der Primer kann weiter ent- T
scheidend durch ein geeignetes Energiepro- a[*

fil beeinflusst werden (vgl. Abb. 3.5, Hum-
mel 2003). Durch eine hohe Bindungsener- |5
gie am 5’-Ende der Primer und eine relativ
niedrige Bindungsenergie am 3’-Ende wird |8t
eine Amplifikation nur dann stattfinden,
wenn der Primer tatsédchlich komplett auf
die Bindungsstelle passt. Stattdessen konnte |,,
ein umgekehrtes Energieprofil dazu fiihren, Abbildung 3.5: Optimales Energieprofil eines

g hypothetischen Primers. Die Bindung am 5¢-
dass auch unspezifische Nebenprodukte Ende ist wesentlich hoher als am 3°-Ende. y-

entstehen konnen: Ein fest gebundenes 3’- Achse = Bindungsenergie in kcal/mol.
Ende ermdglicht dann eine Amplifikation,
auch wenn das 5’-Ende nicht passt.

Top Strand at 3" in kealimol, pentamer dG

Die Sensitivitat des Analysesystems wird durch die Vermeidung von primerinternen
Strukturen, wie beispielsweise Dimere oder Hairpins, bedingt. In der Literatur wird
deshalb hdufig eine obere Grenze fir Primer bei 30 Basen angegeben, um die Gefahr
der Bildung primerinterener Strukturen zu reduzieren. Heutige Software kann diese
Strukturen jedoch sehr effizient voraussagen, so dass auch Primer Gber 30 Basen
Lange keinen Tabu mehr darstellen. Das Primerdesign wurde mit Hilfe der Software
PrimerSelect des Softwarepakets Lasergene 10 (Fa. DNASTAR) durchgefiihrt.
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3.4.4. Amplifikation autosomaler STR-Systeme (genetischer Fingerabdruck)

Fur die Uberpriifung der morphologischen Zuordnung sowie die Sicherstellung der
Authentizitat der nachfolgenden Analysen wurden genetische Fingerabdriicke fur
jedes Individuum erstellt. Im Weiteren kann diese erste genetische Analyse einen
Eindruck tber die DNA-Erhaltung eines Knochens geben und nachfolgende Analy-
sen vereinfachen.

Fur die Generierung des genetischen Fingerabdrucks wurde ein laboreigenes Analy-
sesystem verwendet, das die sechs autosomalen STR-Systeme D5S818, D13S317,
D18S51, D21S11, FGA und THO1 sowie den Geschlechtsmarker Amelogenin ent-
halt. Diese Heptaplex (Abb. 3.6) wurde in mehreren Schritten zunéchst durch Schilz
(2003) und Pfister (2008) entwickelt und nach weiteren Optimierungen abschlieRend
von Seidenberg und Kollegen publiziert (Seidenberg et al. 2012). Produktléangen,
Farbmarkierungen und Konzentrationen sind dort ebenfalls angegeben und wurden
fur diese Arbeit entsprechend verwendet. Einzige Ausnahme dazu bildet das Primer-
paar fir Amelogenin, das nicht mit dem griin fluoreszierenden HEX markiert worden
ist, sondern mit dem blau fluoreszierenden 6-FAM.

50 120 150

Amelogenin D13s317 D21s11
X] Y
27 28 29 30 31
30.231.2
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o888888888
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Abbildung 3.6: Allelleiter der Heptaplex nach Seidenberg et al. 2012. Abweichend von der Verof-
fentlichung wurde in dieser Arbeit ein mit 6-FAM markierter Amelogeninprimer verwendet. x-
Achse = Lénge der Produkte in Basenpaaren.

3588883138

Ein Standardansatz einer Amplifikation mit 25pl-Volumen und variablem DNA-
Einsatz setzte sich somit aus folgenden Komponenten zusammen (Tab. 3.2):

Tabelle 3.2: Komponenten eines 25pl-Ansatzes fiir
die Analyse autosomaler STRs.

Komponente ul je Probe
Qiagen 2x Mastermix plus 12,5
Primerset (Seidenberg et al. 2012) 2,85
H,O (Fa. Ambion) 9,15-0
DNA-Extrakt 0,5-9,65
Gesamtvolumen 25
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Die Cycling-Parameter entsprachen (Tab. 3.3):

Tabelle 3.3: Cycling-Parameter fir die Analyse autosomaler STRs.

Schritt Temperatur (°C)  Dauer (min)  Zyklen
Initial 95 5
Denaturation 94 1
Annealing / Elongation 59 2,5 40 - 45
Delay 60 45
Soak 10 10

Alle PCRs wurden in einem DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler® gradient bzw.
personal der Firma Eppendorf durchgefunhrt.

3.4.5. Amplifikation gonosomaler Systeme (Sexplex)

Fur eine absichernde Geschlechtsbestimmung fir weibliche Individuen Uber den
Marker Amelogenin hinaus (vgl. Kap. 1.3.) wurde eine Amplifikation von gonoso-
malen STR-Systemen in einer Multiplex (Sexplex) durchgefiihrt. Diese Multiplex
wurde von Schmidt et al. (2003) entwickelt und im Laufe der Zeit nur durch einen
leicht veranderten Primer fir Amelogenin (Seidenberg et al. 2012, siehe Kap. 3.4.4.)
modifiziert. Neben diesem werden je zwei Y-chromosomale (DYS391 und DYS392)
und X-chromosomale (DXS6789 und DXS9898) STR-Systeme amplifiziert (Abb.
3.7).

DYS 391

DYS 392
13
17

10 1

Amelogenin b DX898987
1

13

8.3
12

DXS6789

15 ( N \

Abbildung 3.7: Allelleiter der Multiplex-PCR gonosomaler STR-Systeme nach Schmidt et al.
2003. Abweichend von dieser Darstellung wurde in dieser Arbeit ein mit 6-FAM markierter Ame-
logeninprimer verwendet. x-Achse = L&nge der Produkte in Basenpaaren.
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Primersequenzen, Farbmarkierungen und Konzentrationen sind bei Schmidt et al.
2003, fur Amelogenin bei Seidenberg et al. 2012, nachzulesen. Ein Standardansatz
mit 25ul Volumen und variablen DNA-Einsatz setzte sich somit aus folgenden
Komponenten zusammen (Tab. 3.4):

Tabelle 3.4: Komponenten eines 25pl-Ansatzes fiir
die Analyse gonosomaler STRs.

Komponente ul je Probe
Qiagen 2x Mastermix plus 12,5
Primerset (schmidt et al. 2003) 2,55
H,0 (Fa. Ambion) 9,45 -4,95
DNA-Extrakt 05-5
Gesamtvolumen 25

Die Cycling-Parameter entsprachen (Tab. 3.5):

Tabelle 3.5: Cycling-Parameter fiir die Analyse gonosomaler STRs.
Schritt Temperatur (°C)  Dauer (min)  Zyklen

Initial 95 5
Denaturation 94 0,6
Annealing 50 0,6 40
Elongation 72 0,6
Delay 60 45
Soak 10 10

Alle PCRs wurden in einem DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler® gradient bzw.
personal der Firma Eppendorf durchgefihrt.
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3.4.6. Amplifikation Y-chromosomaler STR-Systeme

Fur die Analyse der Y-Haplotypen wurde in einem ersten Schritt zusammen mit Ve-
rena Seidenberg eine Dekaplex nach den genannten Kriterien fur Primerdesign ent-
wickelt (vgl. Kap. 3.4.3.), wobei das Hauptaugenmerk auf der Anwendung auf stark
degradierter DNA lag. Die Produktlangen sind daher so kurz wie moglich gewahlt,
alle Systeme (auller DY S38911) sind kleiner als 200bp. Als Referenzsequenz wurde
die Sequenz ,Homo sapiens chromosome Y, GCRh37.p10“ (Accession:
NC_000024.9) verwendet. Die Auswahl der Systeme orientiert sich an den Systemen
des minimal haplotypes (minHT, vgl. Kap. 1.3.) ergénzt durch drei weitere Systeme,
die sich in dem Kit Y-PowerPlex (Fa. Promega) befinden. Zwei Systeme weisen da-
bei Besonderheiten auf: 1. Bei dem System DYS389 fand im 3‘-Bereich des repeats
eine Sequenzverdopplung statt, so dass der lower-Primer an zwei nahe beieinander
liegenden Stellen binden kann. Die Sequenzverdopplung umfasst dabei ein weiteres
STR-System, in der Auswertung erscheinen aufgrund des gleichen upper-Primers ein
kurzes und ein langes Produkt. Das Primerpaar fir DYS389 amplifiziert somit zweli
Systeme (DYS389I und I1), welche unabhdngig voneinander ausgewertet werden. 2.
Das System DYS385 liegt komplett verdoppelt auf dem Y-Chromosom vor. Auch
hier werden mit einem Primerpaar zwei Systeme amplifiziert, die in der Auswertung
nicht zu unterscheiden sind. Fur dieses System werden beide Allele zusammen auf-
genommen (z.B. DYS385: 11,14). Abbildung 3.8 stellt die Allelleiter der Y-
Dekaplex dar. Tabelle 3.6 zeigt die Sequenzen der Primer, ihre Farbmarkierung, die
jeweilige Konzentration je Primer pro 25ul-PCR-Ansatz und die erwartete Produkt-
lange. Der jeweilige upper-Primer ist mit dem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff
markiert.
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Abbildung 3.8: Allelleiter der Multiplex-PCR Y-chromosomaler STR-Systeme x-Achse = Lange der
Produkte in Basenpaaren.
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Tabelle 3.6: Sequenzen, Farbmarkierung und Konzentration in einem 25ul-Ansatz der Primer sowie die
Produktlange der amplifizierten Systeme. *Konzentration der Primer je Ansatz.

Markie- Produkt-
System Sequenz (5°-3°) rung (M) lange (bp)

CTGAGTTTCTGTTATAGTGTTTTTTAATATAT
DYS19 ATGGGTTAAGGAGAGTGTCACTATAT 6-FAM 0.15 154-190

AGAGAAAGAGGAAAGAGAAAGAAAG

DYS385 AAAAATAATCTATCTATTCCAATTACATAGTC HEX 04 120-204
ATCCAACTCTCATCTGTATTATCTATGT I:103-135

DYS389 GACTGCTAGATAAATAGATAGATTGATAGAG 6-FAM 04 11: 199-239

DYS390 CATTTTGGTACCCCATAATATATTC NED 0.2 144-184

AGCAATGTGTATACTCAGAAACAAG

CTCTTGTGTATCTATTCATTCAATCATA
DYS391 AAATTGCCATAGAGGGATAGGTAG ROX 0.2 113-145

CTACCAATCCCATTCCTTAGTAAA
DYS392 AAGGAAAACAAATTTTTTTCTTGTA ROX 0.2 81-111

GTGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC
DYS393 AAAACTCAAGTCCAAAAAATGAGG NED 0,15 109-141

AGTGATCCTCCTACCTCAGTCTC
DYs437 ACCACAGATAAATATCATTCATAGATAA ROX 025 177193

GAATAGTTGAACGGTAAACAGTATATTT
DYsS438 GAGTGAAACTCCATTTCAAATAGAA HEX 0.2 -

GGAGACAGATAGATGATAAATAGAAGAT
DYS439 ACCATCATCTCTTTACTTATACTTTCTATC NED 0.1 87-107

Zur Vermeidung von unspezifischen Nebenprodukten wurde eine geringe Menge
Ammoniumsulfat in jeden Ansatz zugegeben. Ein Standardansatz mit 25ul VVolumen
und variablem DNA-Einsatz setzte sich somit aus folgenden Komponenten zusam-
men (Tab. 3.7):

Tabelle 3.7: Komponenten eines 25pl-Ansatzes fur
die Analyse Y-chromosomaler STRs.

Komponente ul je Probe
Qiagen 2x Mastermix plus 12,5
Primerset 2,25
Ammoniumsulfat (3M) 0,2
H,O (Fa. Ambion) 9,55-0
DNA-Extrakt 0,5-10,05
Gesamtvolumen 25

Die Cycling-Parameter orientierten sich an den Herstellerempfehlungen fur das Y-
Powerplex-Kit (Fa. Promega) und beinhalten zwei unterschiedliche Annealing-
Temperaturen zur Reduzierung unspezifischer Produkte (Tab. 3.8):
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Tabelle 3.8: Cycling-Parameter fur die Analyse Y-chromosomaler STRs.

Schritt Temperatur (°C)  Dauer (min)  Zyklen

Initial 95 5
Denaturation 94 1
Annealing 62 1,5 10
Elongation 70 1
Denaturation 90 1
Annealing 59 1,5 30-40
Elongation 70 1
Delay 60 45
Soak 10 10

Alle PCRs wurden in einem DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler® gradient bzw.
personal der Firma Eppendorf durchgefuhrt.

3.4.7. Amplifikation humanpathogener Bakterien-DNA

In Zusammenarbeit mit Johanna Schroder wurden zwei Analysesysteme fir die Un-
tersuchung der Knochen auf humanpathogene Bakterien-DNA entwickelt. Dabei
stehen besonders solche Spezies im Fokus, die eine typhus-ahnliche Symptomatik
hervorrufen (vgl. Kap. 1.3.). In dieser Arbeit wurde sich auf Salomonella typhi, S.
paratyphi, Bartonella quintana, Borrelia recurrentis und Rickettsia prowazekii kon-
zentriert. Dabei wurde sich auf die jeweiligen Zielgene gestiitzt, die bereits fiir ande-
re Nachweise in altem Skelettmaterial genutzt wurde (z.B. Raoult et al. 2006). Die
Sequenzen, an denen die Primer designt wurden, sind auf NCBI abrufbar:
STY0312/6: NC_003198.1; recN-Gen: NC_011244.1; dnaA-Gen: NC_000963.1;
hbpE-Gen: NC_005955.1. Zur Entstehung der Nachweissysteme und Genauswahl
siehe auch Schroder (2013). Wéhrend der Entstehung des Systems zeigte sich, dass
das vorliegende Nachweissystem nicht zwischen S. paratyphi A und einer weiteren
Salmonellen-Spezies (S. weltevreden, Brankatschk et al. 2011) unterscheiden kann,
was die Aussagekraft an dieser Stelle einschrankt. Da beide Spezies jedoch sehr ahn-
lich zueinander sind, wurde das System trotzdem in dieser Form angewendet. Die
Tabellen 3.9 und 3.10 zeigen die Primersequenzen und Produktldngen des Duplex-
bzw. Triplex-Systems.

Tabelle 3.9: Primersequenzen und Produktldngen der Duplex-PCR fiir den Nachweis von
Bartonella und Rickettsia.

Genort Primersequenz (5¢ — 3¢) Produktlange  Amplifikation bei

[op]
hboE AGGCTGCAGATGTAATAGTTC 103 B. quintana
P ATCTGTCCTCCAAAATAAAAG 4

dnaA GCAGTGATAGAATCACCTACTAA 87 R. prowazekii
TACATCAAGTGTTGAAACGATA P
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Tabelle 3.10: Primersequenzen und Produktléangen der Triplex-PCR fiir den Nachweis von Salmonella
und Borrelia.

Genort Primersequenz Produktlange  Amplifikation bei
[bp]
GGGCTTGCCGAGACACAG Salmonella typhi /
STYO0312 100 paratyphi A /
TTAAGGCCTCGTCCATAAAAAC weltevreden
AGGAGGGGAATATCTCACTGG S. enterica spec.
STYO0316 88 (auBer paratyphi A

TGATCCCGTACAGACTGGTTATC

recN TTATTTGGTTACAAAATTAAAGATGATG 111 B. recurrentis
CCTAAAAAATAAACAACGTCTAAACTCA '

/ weltevreden)

In ersten Test-PCRs wurde ein Protokoll fir die erfolgreiche Amplifikation mit Hilfe
diverser Kontrollproben optimiert. Dazu gehdren Positivkontrollen, menschliche
Kontrollproben sowie DNA-Extrakte aus Bodenproben (im Detail siehe Schrdder
2013). Das optimierte Protokoll setzte sich aus folgenden Parametern zusammen
(Tabellen 3.11 und 3.12):

Tabelle 3.11: Komponenten eines 25ul-Ansatzes fir die
Amplifikation humanpathogener Sequenzen.

Komponente ul je Probe
AmpliTaq Gold 360 MasterMix 12,5
Primer je 0,5
H,0 (Fa. Ambion) 95-0
DNA-Extrakt 0,5-10,0
Gesamtvolumen 25

Tabelle 3.12: Cycling-Parameter fir die Amplifikation humanpathogener

Sequenzen.

Schritt Temperatur (°C)  Dauer (min)  Zyklen

Initial 95 5

Denaturation 94 1
Annealing * 1 40 - 50

Elongation 72 1

Delay 72 7

Soak 10 10

* Annealing Temperatur: bei Bartonella/Rickettsia: 56°C; bei Salmonella/Borrelia:
54°C;

Alle PCRs wurden in einem DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler® gradient bzw.
personal der Firma Eppendorf durchgefuhrt.
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3.4.8. Auswertung der Amplifikationen

Nach der Durchfuhrung einer PCR wurden die
Proben auf eine erfolgreiche Amplifikation
uberpraft. In einer horizontalen Elektrophore-
sekammer wurden die Produkte der Lange nach
aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar ge-
macht und fotografiert. Daflir wurde der Gel
Jet Imager & Analyser mit der Software Gel-
Capture der Firma Intas verwendet (Abb. 3.9).
Je 6ul PCR-Produkt wurden auf ein 2,5%iges Abbildung 3.9: Gel Jet Imager der Firma
Agarosegel aufgetragen, das genaue Rezept und !ntas  mit  angeschlossenen  Peripherie-
. . . . . geréten

die Vorgehensweise finden sich in Hummel

2003 (S. 250ff). Anhand der Stéarke der Signale

konnte abgeschéatzt werden, wie viel Produkt in die weiteren Analyseschritte einge-
bracht werden mussen.

Fragmentldngenanalyse

Die Analyse der STRs erfolgt mit Hilfe eines
Polyacrylamidgels (Pop-4®, PE Applied Bio-
systems) in einer Kapillargelektrophorese (ABI
Prism 310 Genetic Analyzer, Abb. 3.10). Die
Fragmente werden dabei durch die unterschied-
lichen Farbmarkierungen von einem Laser de-
tektiert, der die Laufzeit mit einem mitgefuhr-
ten L&ngenstandard (GS ROX 500 fiir die Hep-
taplex- und Sexplex-Ansétze, LIZ 600 fur Y-
STR-Ansétze) mittels einer Software (672 Ge-
nescan-Analysis Software und Genescan-
Collection Software (Version 2.0.2.) zur Frag-
Abbildung 3.10. ABI Prism 310 Genetic Mmentlangenanalyse, PE Applied Biosystems)
Analyzer mit angeschlossenen Peripherige- vergleicht. Die Software stellt die erhaltenen
raten Fragmente in Peaks der jeweiligen Farbe dar.
Die Probenvorbereitung und Methodik findet sich in Hummel 2003 (S. 255ff). Eine
mitgeflhrte Allelleiter der haufigsten Fragmentlangen in Europa erlaubt eine direkte
Bestimmung der Allele des Individuums (Bér et al. 1997). Fir jede Elektrophorese
muss dabei eine Allelleiter mitgefuhrt werden, da es zwischen den einzelnen Durch-
fuhrungen zu Laufunterschieden kommen kann. Die Nomenklatur der Allele richtet
sich dabei nach der Anzahl der gefundenen Wiederholungseinheiten.

Sequenzierung

Bevor die PCR-Produkte in das Tag-Cycle-Sequencing eingebracht werden konnten,
mussten diese aufgereinigt werden. Die Tag-Polymerase, nicht verbrauchte dNTPs,
Magnesium- und Chloridionen sowie Uberschissige Primer sollen dabei entfernt
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werden und nur das amplifizierte Produkt tibrig bleiben. Fir die Aufreinigung wurde
ein kommerzielles Kit (MinElute® PCR Purification Kit, Qiagen) nach Herstelleran-
leitung verwendet. Doppelstrangige DNA-Fragmente, die langer als 70 Basenpaare
sind, werden an einer silikatbeschichteten Membran zurtickgehalten, wahrend sie fur
die Gbrigen Komponenten durchlassig ist.

Die aufgereinigten Produkte wurden mit Hilfe der Cycle-Sequencing-Reaktion von
Sanger et al. (1977) direktsequenziert. Dabei wurden fur alle Proben sowohl for-
ward-Sequenzierungen (H-Strang) als auch reverse-Sequenzierungen (L-Strang)
durchgefuhrt. Das Reaktionsvolumen betrug 20ul und setzte sich aus folgenden
Komponenten zusammen (Tab. 3.13):

Tabelle 3.13: Komponenten eines 20pl-Ansatzes fiir die Se-
quenzierungsreaktion nach Sanger.

Komponente ul je Probe
BigDye™ Terminator Ready Re- 2
action MiX (PE Applied Biosystems)
Sequencing Buffer (5x) 3
(PE Applied Biosystems)
Primer 0,6
Aufgereinigtes PCR-Produkt 0,5-1
Ampuwa 13,9-13,4
Gesamtvolumen 20

Die Sequenzierreaktion fand mit folgenden Parametern statt (Tab. 3.14):

Tabelle 3.14: PCR-Parameter fiir die Sequenzierungsreaktion.

Schritt Temperatur (°C)  Dauer (min) Zyklen
Initial 96 10
Denaturation 96 10sec
Annealing 50 5sec 25
Elongation 60 4
Soak 10 10

Nach dieser Sequenzierungs-PCR mussten die erhaltenen Produkte erneut gereinigt
werden, da uberschussige, fluoreszenzmarkierte ddNTPS, Nukleotide und Polymera-
se zu einem starken Hintergrundrauschen fuhren bzw. die Analysierbarkeit der Probe
stark einschranken. Fir die Aufreinigung wurde das NucleoSeq Kit der Firma Ma-
cherey-Nagel verwendet, das auf dem Prinzip der Gelfiltration beruht. Die Durchfiih-
rung wurde nach Angaben des Herstellers vorgenommen.
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Nach der Aufreinigung wurde der gesamte Uberstand in den Sequenzierer (DNA-
Sequencer Modell ABI Prism® 310Genetic Analyser, PE Applied Biosystems) ein-
gebracht. Die Produkte wurden mittels elektrophoretischer Auftrennung unter Ver-
wendung des Polymers Pop-6® (PE Applied Biosystems) analysiert, die Signale
wurden mit Hilfe der Analyse-Software ABI Prism® Sequencing Analysis (PE Ap-
plied Biosystems) ausgewertet. Die Software stellt die Sequenz der Basen innerhalb
eines Elektropherogramms mittels spezifischer Farben dar (Adenin = grlin, Cytosin =
blau, Guanin = schwarz und Thymin = rot).

Die ermittelten Sequenzdaten wurden anschliefend mit der SegqMan Software (La-
sergene Software Paket, DNASTAR) uberprift und von Analyse- bzw. Lesefehlern
der Sequenzer-Software bereinigt (Salas et al. 2005). Fir Nukleotidpositionen, an
denen mehr als eine Base realisiert war, wurde der entsprechende IUB-Code einge-
setzt. Die abschlielende Auswertung und der Abgleich mit der Referenzsequenz er-
folgte mit Hilfe der Programme SeqMan und MegAlign (Lasergene Software Paket,
DNASTAR).

3.4.9. Statistische Auswertung

Autosomale STRs und Y-chromosomale Haplogruppen

Fur die Genotypen der Individuen wurden zundchst die beobachtete und die erwarte-
te Heterozygotie bestimmt sowie auf Abweichungen zum Hardy-Weinberg-
Gleichgewichtet getestet. Dafir wurde die Software Arlequin Version 3.5.1.2
(Excoffier et al. 2005) verwendet. Der exakte Test wurde exakt mit der Markov-
Chain-Methode mit 1000000 Schritten durchgefihrt, die dememorization steps-
Anzahl betrug 100000. AnschlieBend wurden die Haufigkeiten der Allele sowie der
Y-Haplogruppen verschiedener europdischer Populationen mit den gefundenen Hau-
figkeiten aus der Kasseler Serie verglichen.

Exkurs: y*-Tests

In der Statistik gibt es eine Reihe von Hypothesentests, deren Testpriifgrofie XZ-
verteilt ist. Die y°-Verteilung kann dabei von der Normalverteilung abgeleitet wer-
den: bei n unabhéngigen und normalverteilten Zufallsvariablen Z; ist sie mit n Frei-
heitsgraden definiert als die Verteilung der Summe der quadrierten Zufallsvariablen
Z:%+ 7% +...+ Z,2 Die y*-Verteilung wurde von Friedrich Robert Helmert im Jahr
1876 eingefiihrt und von Karl Pearson im Jahr 1900 so bezeichnet (Schmetterer
1966).

Die Hypothesentests, die auf der XZ-VerteiIung basieren, werden vorrangig fur drei
Arten des Testens verwendet:

¢ Unabhangigkeitstest (stochastische Unabhéngigkeit zweier Merkmale)

e Verteilungstest (Sind die Daten auf eine bestimmte Weise verteilt?)

e Homogenitatstest (Entstammen zwei oder mehr Stichproben einer homogenen
Grundgesamtheit?)
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Fur den Vergleich von autosomalen Allelfrequenzen sowie Y-chromosomaler
Haplogruppen verschiedener Populationen zueinander ist folglich die letzte Testvari-
ante von Bedeutung und soll kurz vorgestellt werden:

Beim Homogenitétstest soll Gberpruft werden, ob 2 oder mehr Stichproben diskreter
Merkmale Xg,..., Xm mit den Umféangen ny,..., n, aus derselben Grundgesamtheit
stammen.

Die Nullhypothese lautet
Ho: Die Merkmale Xj,..., X, stammen aus derselben Grundgesamtheit
und entsprechend
Hi: Die Merkmale Xj,..., X, stammen nicht aus derselben Grundgesamtheit

Die untersuchte Zufallsvariable (z.B. die Allele eines STR-Systems) besitzt dabei k
Merkmalskategorien (z.B. Allel 5 bis Allel 8 ohne Interallele, dann ware k = 4). Die
Stichproben X; kénnten in diesem Beispiel die verschiedenen Populationen sein. Die
Frage wére nun, ob sich die Allelhdufigkeiten zwischen den Populationen signifikant
unterscheiden. Die Ergebnisse der Beobachtungen je Stichprobe (=Population) und
Kategorie (=Allel) werden entsprechend in eine Kreuztabelle eingetragen:

Merkmale (=Allele) j
Stichprobe Allel 5 Allel6  Allel7  Allel8 | Summe
(=Population)
X1 N11 N1z Ni3 N14 Ny
X2 N21 N22 N23 N24 Nox
X3 Na1 N32 N33 N34 Ng=
Summe N11+N21+N31=N*1 Nsp N«3 Nxy n

Aus den Randverteilungen kénnen nun im Folgenden die erwarteten Zellhdufigkeiten
flr jede Zelle unter der Annahme des Zutreffens der Nullhypothese bestimmt wer-
den:

. ﬂg'-n--j

Et'j =

T

Mit Hilfe dieser GroBe kann niiherungsweise die x>-verteilte Priifgroe berechnet
werden:
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Um zu einer Testentscheidung zu gelangen, wird entweder der Wert der PrifgroRe
mit einem zugehorigen kritischen Wert verglichen (einem entsprechendem Quantil
der y*-Verteilung, abhangig von der Anzahl der Freiheitsgrade und des Signifikanz-
niveaus) oder der p-Wert direkt ermittelt. Die Nullhypothese wird abgelehnt, wenn
mindestens zwei Stichprobenverteilungen signifikant verschieden sind. Um diesen
Test anwenden zu durfen, missen mehrere Bedingungen erfullt sein:

e Der Stichprobenumfang n muss > 30 sein.

o Der Erwartungswert E;j; muss immer groRer als 1 sein (d.h. keine Zelle darf
Lleer sein).

e Mindestens 80% der E;; mlssen groRer als 5 sein.

Gilt dies nicht, mussen Kategorien zusammengefasst werden, bis diese Bedingungen
eingehalten werden.

Fur die Anwendung des Homogenitatstest fir den Frequenzvergleich der autosoma-
len STR-Allele wurde zunéchst die Anzahl der erhaltenen Allele bestimmt und eine
entsprechende Frequenz berechnet. Die Frequenzdaten der weiteren Populationen
wurden von der Datenbank ALLST*R (www.allstr.de, Qualitype AG, Deutschland)
abgerufen. Um die H&ufigkeiten vergleichen zu kdnnen, wurde der Erwartungswert
bei n erfolgreich typisierten Allelen berechnet (Binomialverteilung, E = n * p). Die
Tabelle zeigt eine Beispielverteilung fiir das System THO1 und die Frequenzen einer
belgischen Population.

THO1 <6 7 8 9 >93
Belgien 0,2387 0,1347 0,1347 0,1449 0,347
Bei 252 Allelen erwartet 60 34 34 37 87

Fur jeden Y-Haplotyp wurde mit Hilfe des online verfuigbaren haplogroup predictors
(http://www.hprg.com/hapest5/, Athey 2006) die jeweilige Haplogruppe bestimmt.
Die Haufigkeiten der Y-Haplogruppen wurde aus verschiedenen Publikationen (z.B.
Semino et al. 2000) zusammengetragen und analog vorgegangen.

Alle Haufigkeitsvergleiche wurden mit Hilfe eines Online-Tools, entwickelt von
Preacher (2001, http://www.quantpsy.org/), durchgefihrt.

Y-chromosomale STRs

Im Gegensatz zu den autosomalen STRs, bei denen weniger die individuelle Ausstat-
tung als die allgemeinen Frequenzen der Allele von Interesse sind, ist bei den gekop-
pelten Y-STRs die jeweilige Kombination von Bedeutung. Da bei der Vielzahl der
Haplotypen ein direkter Frequenzvergleich statistisch wenig Sinn ergibt, mussen
andere Verfahren genutzt werden.
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Exkurs: Analysis of molecular variance (AMOVA)

Diese Methode erlaubt die Untersuchung der in einer Population und zwischen Popu-
lationen angetroffenen Variation der genetischen Struktur auf molekularer Ebene
(Excoffier et al. 1992). Das Verfahren bertcksichtigt dabei nicht nur die Frequenz
von Variationen, sondern auch deren molekulare Beziehung. Unterscheiden sich
zwei Haplotypen z.B. nur in einem Locus um eine Wiederholungseinheit, sind sie
sich sehr ahnlich. Diese Ahnlichkeit wird nicht beriicksichtigt, wenn nur die identi-
schen Haplotypen betrachtet werden.

Die AMOVA basiert auf Wrights F-Statistik (Wright 1950), dem am hé&ufigsten ver-
wendeten Modell zum Testen von Hypothesen beziglich Genfluss und Isolation in-
nerhalb von Spezies. Auf Basis der F-Werte wurden mehrere Analoge dazu entwi-
ckelt, die speziell die evolutive Dynamik der untersuchten Marker beriicksichtigen.
Fur mitochondriale Haplotypen wurde von Excoffier 1992 ein F-Analogon, die soge-
nannten ¢-Werte, vorgeschlagen. Das Modell beruht auf der sogenannten single step
mutation-Annahme (Ohta und Kimura 1973): Die durchschnittliche Entfernung des
Haplotypes eines Individuums wird von jedem anderen analysierten Individuum in
Form von 1-Schritt-Mutations-Unterschieden berechnet und durch die gesamte mo-
lekulare Varianz o beschrieben. Durch die Beriicksichtigung des Ahnlichkeits-
Kriteriums ist es moglich, genaue Aussagen uber Populationen auf Basis der Haplo-
typen zu erbringen. Der verwendete Signifikanztest ermdglicht es, die Unterschiede
in der Varianz zweier Populationen statistisch zu bewerten: nicht-signifikante Unter-
schiede zeigen an, dass sich zwei Populationen aufgrund der gefundenen Varianz
sehr dhnlich sind, was auf engere Verwandtschaft hindeutet. Das Modell setzt eine
kontinuierliche Mutationsrate voraus und berlcksichtigt keine Rickmutationsereig-
nisse.

Daher ist diese Grundannahme fiir mt-Haplogruppen nur eingeschrénkt fir STR-
Systeme anwendbar, da diese mit gleicher Wahrscheinlichkeit sowohl eine Wieder-
holungseinheit langer als auch kirzer werden kdnnen. Ohta und Kimura schlugen
1973 ein weiteres Modell vor, das stepwise mutation-Modell, das die Dynamik dieser
Systemen besser beschreibt. Basierend darauf entwickelte Slatkin 1995 daher eine
abgewandelte Form der ¢-Werte, die R-Werte.

Insgesamt kann die Varianz-Korrelation fir drei Ebenen ermittelt werden (analog zu
den F-Werten von Excoffier et al. 1992):

* Die Varianz innerhalb von Populationen relativ zum Gesamtdatensatz (Rsr)

* Die Korrelation der Varianz von Populationen einer definierten Gruppe rela-
tiv zum Gesamtdatensatz (Rcr)

* Die Korrelation der Varianz von Populationen relativ zu der Varianz von
zufalligen Datensétzen einer Region (Rsc)
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Die AMOVA wurde mit Hilfe der Website www.yhrd.org berechnet. Die Website
ermoglicht eine Berechnung von paarweisen Rsr-Werten von maximal zehn dort
erfassten Populationen mit 10.000 Permutationen.

Die Rsr-Werte liegen in der Regel zwischen 0 fur identische Populationen und 1 fur
sich absolut unterscheidende Populationen. Bei sehr nahverwandten Populationen
kdnnen die Werte auch leicht negativ sein. Auf Grundlage der erhaltenen Distanz-
matrizen wurden die Abstande fir eine bessere Interpretation in einem Baumdia-
gramm dargestellt, dazu wurde die Neighbor Joining-Methode (NJ) gewéhlt (Saitou
u. Nei 1987). Im Gegensatz zur UPGMA-Methode wird hierbei nicht nur ein Aus-
gangspunkt fir alle Populationen berechnet, sondern auch die genauen Beziehungen
untereinander. NJ basiert auf dem minimum evolution-Kriterium (Cavalli-Sforza u.
Edwards 1967), setzt jedoch keine molekulare Uhr voraus, so dass ein unbalancierter
Baum entsteht. Aufgrund der Einschrankungen bei der AMOVA (ber das Website-
Tool kdnnen als Grundlage fir die B&dume nur die Distanzmatrices genutzt werden,
was zur Folge hat, dass keine bootstrap-Werte berechnet werden kénnen. Da bei der
NJ-Methode nicht alle méglichen Baume berechnet werden, kann es moglich sein,
dass nicht der optimale Baum dargestellt wird. Die Baume wurden mit Hilfe der
Website http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?form=quicktree erstellt.
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4. Ergebnisse und Interpretation

4.1. Bestandsaufnahme und Mindestindividuenzahl

Es zeigte sich ein hoher Fragmentierungsgrad der Knochen sowie eine ungleiche
Anzahl paariger Skelettelemente, was sich durch unsachgemafRe Bergung und der
zwischenzeitlichen Lagerung zumindest teilweise erklaren lasst. So z.B. sind nur
wenige fragile Knochentypen (etwa Scapulae und Fibulae) unbeschadet tberliefert,
wahrend stabilere Knochen in der Regel weniger stark fragmentiert vorliegen. Jedoch
zeigen selbst die Femora in der Mehrheit der Falle postmortale Besch&digungen wie
etwa fehlende Epiphysen, die z.T. gefunden und wieder angeklebt werden konnten
(Abb. 4.1 und 4.2).

Abbildung 4.2: Einige Fragmente distaler Femurepiphysen, die keiner Diaphyse zuge-
ordnet werden konnten.
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Das héufigste Skelettelement stellen Femora dar, wobei sich insgesamt 106 linke
bzw. rechte Femora in den Sérgen befanden, was somit die morphologisch nach-
weisbare Mindestindividuenzahl darstellt. Die Anzahl der anderen Langknochen ist
dagegen deutlich geringer: Insgesamt 179 Tibiae, 169 Humeri, 141 Ulnae, 137 Radii
und nur 125 Fibulae sind uberliefert worden (Tab. 4.1).

Von den weiteren paarigen Skelettelementen sind z.T. deutlich weniger Uberliefert.
So z.B. befinden sich 123 Claviculae unter den Knochen, aber nur 81 Scapulae. Von
den Ossa pedes sind die groRen Knochen Calcaneus (104) und Talus (95) noch ver-
gleichsweise héaufig. Von den Ossa manus sind dagegen die Metacarpalia die hau-
figsten, wéhrend Carpalia deutlich unterrepréasentiert sind. Die Ossa coxae sind in der
Regel stark fragmentiert, dennoch lieRRen sich die Fragmente zu 182 verschiedenen
Os coxae zuordnen. Die Schadelfragmente lieRen sich zu 94 verschiedenen Individu-
en zuordnen, wobei viele kleinere Fragmente isoliert blieben. Insgesamt fanden sich
uber 1600 Wirbel, die z.T. zu Wirbelsdulen(-abschnitten) rekonstruiert werden konn-
ten.

Die Verteilung der Knochentypen tber die Sérge ist stark unterschiedlich. Tabelle
4.1 zeigt die starke Diskrepanz zwischen Knochentypen der Langknochen in den
jeweiligen Sargen. Wéhrend z.B. 25 rechte Femora aus der Mainzer Stichprobe Uber-
liefert worden sind, wurden nur acht aus Sarg 3 geborgen.

Tabelle 4.1: Anzahl gefundener Langknochen je Sarg. Fe = Femur, Ti = Tibia, Fb = Fibula, Hu =
Humerus, Ul = Ulna, Ra = Radius, re = rechts, li = links
Fe Ti Fb Hu ul Ra
re li re | li [re| li {re| li|{re] li]|re].l
Sarg 1 17 16 | 10| 11| 9 8 | 17|14 |11 | 13 | 14 | 16 | 156
Sarg 2 16 19 | 18|21 (11|16 | 12 | 15|14 | 8 | 13 | 10 | 173
Sarg 3 15 8 10| 9 7 6 |15 |11 (12 |12 | 11 | 9 | 125
Sarg 4 10 12 |11 |12 (10| 9 |13 |10 | 8 7 9 7 | 118
Sarg 5 15 15 | 15|15 (11|13 |15 |15 (13 |10 | 11| 9 | 157
7
8

Sarg 6 8 11 | 10| 11 | 5 5 5 8 6 6 6 88
Sarg M 25 | 25 |12 | 14| 9 6 9 |10| 12| 9 7 146

) 106 | 106 | 86 | 93 | 62 | 63 | 86 | 83 | 76 | 65 | 71 | 66 | 963

Zu 104 Femora konnte weitere Skelettelemente zugeordnet werden. Diese Individuen
wurden mit ,,KS* und einer fortlaufenden, zweiziffrigen Nummer bezeichnet (z.B.
KSO01, KS02 usw.). Abbildung 4.3 zeigt beispielhaft die Individuen KS05 und KS88.
Nur wenige Individuen sind vollstdndig tberliefert worden, was sich durch das Un-
gleichgewicht in der Anzahl der Uberlieferten Knochentypen bereits andeutete. Den
meisten Individuen fehlen beispielsweise Scapulae. Zu einige Individuen konnten
nur wenige Knochen zugeordnet werden, meist unteren Extremitatenknochen. Uber-
sichtsfotos aller Individuen sind auf der beigelegten CD zu finden. Die Individuen
KSO01 bis KS18 wurden, mit einigen Neusortierungen, von Zipp (2010) tbernommen.
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Abbildung 4.3: Individuum KS05 und KS88. Wahrend KS05 annédhernd vollstandig
Uberliefert wurde, konnten zu KS88 nur wenige Skelettelemente zugeordnet werden.

Die DNA-Erhaltung in den Knochen war flr bodengelagertes Material in den meis-
ten Fallen gut bis sehr gut. Die durchgefiihrten stichprobenartige Quantifizierung
einiger Femora-Extrakte ergaben einen durchschnittlichen humanen DNA-Gehalt
von etwa 100pg/ul, was fir Knochenmaterial ein sehr gutes Ergebnis ist (Seidenberg
et al. 2012). Dementsprechend erfolgreich war auch die Ermittlung des genetischen
Fingerabdrucks (Abb. 4.4, vgl. Kap. 3.4.4.) der Individuen und die Uberpriifung der
morphologischen Zuordnung. Dabei zeigte sich jedoch, dass die groRen, kompakten
Femora und Tibiae im Allgemeinen bessere DNA-Erhaltung aufwiesen als bei-
spielsweise Humeri oder Zahne.
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Abbildung 4.4: Elektropherogramm einer Heptaplex-Amplifikation mit DNA-Extrakt des Femurs KS6-
Fe-21 (Individuum KS102). Durch den sehr guten DNA-Erhalt war eine vollstandige Typisierung aller
Systeme mdglich.
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Bei der stichprobenartigen Uberpriifung stellte sich heraus, dass zu den 104 benann-
ten Individuen 22 Skelettelemente auf Grundlage ihres Fingerabdrucks diesen nicht
zugeordnet werden konnen und somit isoliert bleiben. Es handelt sich dabei um 18
Femora, zwei Humeri, eine Tibia und eine Maxilla (Abb. 4.5). Dadurch erhoht sich
die Mindestindividuenzahl auf 126. Mehr Details zu einzelnen Uberpriifungen kann
bei Holzgréafe (2013) nachgelesen werden. Insgesamt konnten 109 Individuen voll-
stdndig typisiert werden. Es war eine vollstandige Typisierung der kurzen Systeme
THO1 und D13S317 mdglich. Die Ergebnisse aller Einzelamplifikationen sowie der
jeweiligen Bearbeiter sind in der Excel-Tabelle Einzelamplifikationen.xlsx auf der
beigefligten CD. Tabelle 4.2 zeigt den Konsensus-Genotyp der Individuen.

KSM-Fed2

t
KS3-Fe-28 KS3-Fo-20 B 67 Fe-8 3 KSSFt‘"& B XS M-Fo-36 KSM-Fe-25 KSW-Fe-23

K52-Fo-26 | KSM-Fe-27
KSM-Hy.19

Abbildung 4.5: Isolierte Skelettelemente, die aufgrund ihres genetischen Fingerabdrucks isoliert bleiben
und somit die Mindestindividuenzahl auf 126 erhéhen.

Aufgrund des hohen Fragmentierungsgrades blieben diverse Bruchstiicke ohne Zu-
ordnung zu Individuen. Dazu zéhlen in erster Linie Epiphysenfragmente der Lang-
knochen, die nicht sicher einer Diaphyse zugeordnet werden konnten, sowie stark
fragmentiertes Material von Schadeln und Becken.

Neben den menschlichen Skelettelementen
fanden sich auch einige Knochen tierlichen
Ursprungs. Diese uberwiegend stark frag-
mentierten Knochen konnten z.T. equiden
Spezies oder Schweinen zugeordnet werden.
Sie traten jedoch nur vereinzelt auf und
nicht alle anatomischen Regionen sind ver-
treten, so dass eine ,,Bestattung® von voll-
stdndigen Tieren hochst unwahrscheinlich
ist. So z.B. fanden sich mehrere Kiefer-
fragmente unterschiedlicher Schweine (Abb.
4.3), aber nur wenige Wirbelfragmente.
Abbildung 4.2: Auswahl an tierlichen Kno-

chen, die Schweinen oder equiden Spezies
zugeordnet werden konnten.
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Tabelle 4.2: Konsensus-Genotyp der Individuen. Ind. = Individuum. () = Allel nur einmal amplifiziert.
Fortsetzung auf den néchsten zwei Seiten.

Ind. D13$317 | D21S11 | D18S51 | THO1 | D55818 | FGA
Ks01 10/11 | 31/33.2 | 13/18 | 6/8 | 11/13 | 22/25
KS02 11/12 | 30/32.2 | 12/14 | 8/- | 11/12 | 19/23
KS03 11/13 | 28/322 | 12/- | 93/- | 13/- 23/-
KS04 8/12 | 29/30.2 | 12/16 6/- 10/- | 20/23
KS05 9/11 29/- 15/17 | 6/8 11/- | 22/24
KS06 8/- 28/30 | 12/17 | 6/8 12/- 21/-
KS07 12/- - 10/(20) | 7/9.3 | 12/- | (20)/-
KS08 11/12 | 29/30 12/- 7/9 | 11/13 | 22/24
KS09 11/12 | (28)/31 | 15/17 | 9.3/- | 11/- | 19/20
KS10 11/12 | 29/33.2 | (15)/16 | 6/8 |('11)/12| 21/24
Ks11 11/12 | 27/28 | 14/18 | 93/- | 12/- | 21/24
KS12 10/11 | 29/30 | 12/18 | 6/7 11/- | 18/20
KS13 11/13 | 29/30 | 13/14 | 6/9 12/- | 21/23
KS14 11/- | 31/322 | 12/21 | 7/9.3 | 11/12 | 24/-
KS15 8/12 30/31 | 12/16 | 6/7 | 11/13 |21/21.2
KS16 12/- |31.2/322| 12/16 7/- | 12/13 | 20/-
KS17 11/12 | 27/28 | 14/16 | 6/9.3 | 10/11 | 20/24
KS18 8/12 28/- 10/16 | 7/9 11/- 24/-
KS19 8/9 28/29 | 16/18 | 7/9 12/- 21/-
KS20 8/11 |31.2/33.2| 12/(16) | 9.3/- | 11/12 | 21/24
KS21 12/14 | 30/32 14/19 | 8/9.3 | 11/12 | 23/26
KS22 11/13 | 28/30 | 12/15 | 8/9.3 | 11/- | 22/23
KS23 11/13 | 28/29 | 13/15 | 9/9.3 | 11/12 | 22/24
KS24 9/13 | 28/33.2 | 15/16 | 9.3/- | 12/13 | 18/21
KS25 10/12 | 28/33.2 | 13/18 | 6/9.3 | 11/12 | 20/24
KS26 10/12 | 29/32.2 | 16/17 | 8/9.3 | 11/13 | 20/25
KS27 12/- | 29/30.2 | 14/16 | 8/9.3 | 12/- | 21/24
KS28 8/12 27/30 | 15/18 | 9.3/- | 11/12 | 22/24
KS29 12/- 29/30 | 14/16 7/- | 11/12 | 24/25
KS30 10/12 | 29/31 | 12/15 | 7/9.3 | 12/- | 23/24
KS31 8/12 28/32 11/20 | 7/8 | 11/12 | 24/(25)
KS32 12/- 28/31 | 14/15 | 7/9.3 | 12/(13) | 22/24
KS33 10/12 | 29/332 | 14/15 | 5/7 12/- | 19/(26)
KS34 11/12 |31.2/33.2| 13/15 | 8/9.3 | 12/- | 22/24
KS35 8/- 29/30 13/- | 9/93 | 12/- | 19/24
KS36 10/12 | 29/30 | 15/17 | 7/9.3 | 11/12 | 22/25
KS37 11/13 28/- 11/- | 93/- | 11/- 19/-
KS38 8/11 28/31 12/14 | 8/9 13/- | 24/25
KS39 11/- 29/32 | 15/16 7/- 11/- | 21/22
KS40 10/12 30/- 11/12 6/- | 11/12 |23/23.2
Ks41 13/- 28/30 | 11/14 | 8/9 11/- | 21.2/22
KS42 11/13 (30)/- 14/15 7/- 12/- 19/-
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Ind. D13S317 | D21S11 | D18S51 | THO1 | D55818 | FGA
KS43 12/14 | 27/29 | 13/16 | 8/9 12/- | 21/24
KS44 9/11 |32.2/33.2| 12/21 | 8/9.3 | 11/13 | 21/24
KS45 13/- | 30/(31.2) | 13/14 | 7/9.3 | 11/13 | 21/(26)
KS46 11/12 (30)/- 11/18 | 7/9 12/- -
Ks47 11/13 (30)/- 12/- 7/9 | 11/(12) | 21/
KS48 12/14 - - 9.3/- | 11/(12) -
KS49 11/12 (29/-) - 7/93 | 11/13 | (23/9)
KS50 9/11 - - 9.3/- | 12/13 -
KS51 11/12 29/- (12)/- | 6/7 - 21/-
KS52 10/12 | 30/31.2 | 15/23 | 8/9.3 | 10/11 | 19/26
KS53 9/11 | 31/31.2 | 10/18 | 7/9.3 | 12/- | 18/25
KS54 12/- - - 6/7 - -
KS55 9/11 28/30 | 13/15 | 9.3/- | 12/13 | 22/23
KS56 12/- | 29/31.2 | 14/20 | 8/9.3 | 12/13 | 20/22
KS57 11/13 | 29/30 | 13/14 | 7/9 | 10/11 | 19/21
KS58 11/13 | 28/31.2 | 12/17 | 6/7 | 12/13 | 20/22
KS59 9/- 29/31.2 | 12/(14) | 6/7 | (12)/13 | (22)/24
KS60 8/11 27/30 | 14/20 | /8 | 12/13 | 24/-
KS61 11/12 | 27/30 | 13/15 | 9/9.3 | 11/13 | 19/23
KS62 11/12 | 30/33.2 | 12/14 |93/10| 11/- |21/22.2
KS63 10/12 | 28/30 | 13/16 | 6/7 | 11/14 | 22/25
KS64 9/12 | 28/31.2 | (12)/13 | 7/9.3 | 11/12 | 20/23
KS65 8/12 | 30/(31.2) | (14/15) | 7/9.3 | 12/13 | (20/23)
KS66 9/13 27/32 | 13/18 | 6/9 | (11)/13 | 23/25
KS67 8/11 | 30/31.2 | 10/16 | 7/9.3 | 11/12 | 21/22
KS68 13/14 | (28/29) | 16/(17) | 6/9 12/- | 21/(22)
KS69 8/11 | (29)/30 | 15/(17) | 6/9 12/- | 20/21
KS70 11/- |31.2/322| 22/- | 6/9.3 | 12/13 | 23/25
KS71 8/13 28/32 | 14/16 | 9.3/- | 10/12 | 22/23
KS72 9/13 29/30 | 13/14 | 7/93 | 12/- | 24/26
KS73 12/13 | 31.2/- | 12/16 | 6/9.3 | 11/ 22/-
KS74 11/12 | 30/31 14/16 6/- | 11/13 | 21/-
KS75 10/11 |30.2/32.2| 15/16 | 7/9.3 | 12/13 | 20/25
KS76 8/11 | 29/31.2 | 13/17 | 9.3/- | 11/12 | 21/22
KS77 13/- 29/30 | 15/17 | 9/9.3 | 12/13 | 19/(25)
KS78 12/13 | (28/31) | 16/20 | 7/9 | 12/(13) | (20/9)
KS79 11/12 | 29/30 | 14/15 | 8/9.3 | 12/- | 22/24
KS80 12/14 | 30/31 | 18/19 | 6/9.3 | 12/- | 19/21
Ks81 8/11 | 28/32.2 | 14/17 | 6/9 11/- | 23/24
KS82 10/12 | (32.2/9) | (16/19) | 7/- | 11/12 | 20/(21)
KS83 9/11 28/29 | 12/15 6/- | 11/13 | 23/24
KS84 12/- 29/31 12/18 | 6/7 | 10/12 | 23/-
KS85 13/14 29/- 12/13 | 8/9 | 11/(12) | (23/26)
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Ind. D13S317 | D21S11 | D18S51 | THO1 | D55818 | FGA
KS86 10/11 | 29/33.2 | 15/18 | 9/10 | (12/-) | (23.2)/-
KsS87 9/11 29/- 13/17 | 9/9.3 | 11/15 | 23/-
KS88 10/12 | 29/30.2 | 15/- | 9/9.3 | 9/11 |22/23.2
KS89 11/12 | 28/30 | 13/17 | 9/9.3 | 12/- | 21/(23)
KS90 8/12 | 30/31.2 | 15/- | 8/9.3 | 11/12 | 22/25
KS91 8/11 | 29/30.2 | 12/13 | 7/9.3 | 11/- | 20/24
KsS92 8/12 | 29/31.2 | 17/19 | 6/9.3 | 11/12 | 24/25
KS93 12/13 | 28/30.2 | 18/20 | 9/9.3 | 12/- | 20/23
KS94 11/12 (29)/- |(15)/(16) | 6/8 | (11)/12 | (21)/-
KS95 11/12 29/- 14/15 | 6/9.3 | 11/13 | 22/25
KS96 10/13 | 28/30 | 15/18 | 6/8 12/- | 20/26
KsS97 11/- 31.2/- | 17/18 | 9.3/- | 11/13 | 20/25
KS98 11/13 | 28/31.2 | 12/13 | 6/9.3 | 10/11 | 20/23
KS99 12/- 30/31 | 12/16 | 6/9.3 | 11/13 | 22/(24)
KS100 11/12 | 29/31.2 | 11/14 | 6/9 | 13/14 | 21/24
KS101 8/11 28/31 13/- 8/- | 11/12 | 22/23
KS102 11/12 | 29/31 | 14/16 7/- | 11/12 | 22/24
KS103 10/11 | 30/33.2 | 17/18 | 9.3/- | 11/- 22/-
KS104 11/14 | 29/30 | 13/15 | 6/7 11/- 24/-
KS3-Fe-20 8/- 29/32.2 | 15/16 | 6/9.3 | 11/12 | 19/22
KS3-Fe-28 11/13 | 28/29 13/- | 93/- | 11/- | (19)/21
KS4-Fe-23 12/- 28/30 12/- | 6/93 | 11/- | 22/24
KSM-Fe-21 9/12 29/- 14/15 | 7/9 | 11/12 | 20/-
KSM-Fe-23 11/12 | 27/28 18/- 6/9 | 11/12 | 19/22
KSM-Fe-25 11/- |31.2/322| 12/16 6/- 12/- | 21/24
KSM-Fe-27 12/- | (28)/(30) | 13/15 | 6/9 11/- | (20/25)
KSM-Fe-28 12/13 | 29/32.2 | 19/20 | 7/9 | 11/12 | 22/25
KSM-Fe-30 8/11 29/30 | 12/17 | 7/8 11/- 21/-
KSM-Fe-32 12/- | 30/30.2 | 12/14 | 6/9 11/- | 21/22
KSM-Fe-36 12/- 28/30 | 14/19 | 7/9 | 10/11 | 20/21
KSM-Fe-42 11/13 | 30/30.2 | 15/17 | 7/9 11/- | 21/23
KSM-Fe-43 11/12 | 30/32.2 | 12/13 | 9.3/- | (10)/13 | (23/)
KSM-Fe-48 8/12 - (13/14) | 7/9.3 | 11/(12) | (20/-)
KSM-Fe-51 9/13 |32.2/33.2| 12/15 | 9/9.3 | (11)/13 | 20/24
KS2-Fe-83 9/11 | 28/32.2 | 12/14 | 9.3/- | 10/13 | 21/23
KS2-Fe-26 8/12 28/29 | 14/15 | 8/9.3 | 12/- | 23/26
KS5-Fe-16 8/14 30.2/- | 14/16 6/- 13/- | (22/9)
KSM-Hu-9 11/- 28/- 15/19 | 6/9 10/- | 20/22
KSM-Hu-10 11/12 | 30/31.2 | 13/16 | 6/8 | 11/12 |23/23.2
KS2-Ti-19 8/12 27/29 | 14/19 | 9/9.3 | 10/12 | 22/24
KS3-Mx-1 10/12 | 30/30.2 | 15/17 | 6/9.3 | 11/12 | 21/25
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4.2. Geschlechterverteilung

Die morphologischen und genetischen Ansétze der Geschlechtsdiagnostik (vgl. Kap.
1.3.) ergdnzen sich zu einem einheitlichen Bild: Nur wenige Skelettelemente weisen
eine geringe Robustizitat auf und fallen daher tendenziell in das weibliche Spektrum
(Abb. 4.6 und 4.7).

Abbildung 4.6: Drei rechte Femora von posterior. Das unterste Femur (KS6-Fe-16) ist durch die sehr
robuste Linea aspera (Muskelansatz in der Mitte der Diaphyse) und seine GroRe eindeutig mannlich.
Das Femur in der Mitte (KS6-Fe-16) ist dagegen deutlich graziler, die Geschlechtsbestimmt anhand
der Morphologie nur tendenziell mannlich. Das oberste Femur (KSM-Fe-22) weist neben den gerin-
gen Muskelmarken noch einen kleineren Collo-Diaphysenwinkel auf und wurde als weiblich be-
stimmt.

Abbildung 4.7: Zwei rechte Ossa ilia. Das Linke weist eine enge Incisura ischi-
adica major (Pfeil) und einen einfachen Arc composé auf und kann folglich als
mannlich bestimmt werden. Das Recht besitzt eine weite Incisura und einen
doppelten Arc composé, was flr ein weibliches Individuum spricht.
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Von den genetisch untersuchten Knochen der 126 Individuen wies nur das DNA-
Extrakt des Femurs KSM-Fe-22 keine Y-spezifischen Signale (Amelogenin wie auch
Y-chromosomale STRs, vgl. Kap. 4.6.2.) auf (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8: Elektropherogramm eines Heptaplex-Ansatzes des Femurs KSM-Fe-22. Die Analyse
zeigt ein vollstandiges Profil und gleichzeitig kein Y-spezifisches Signal von Amelogenin.

Die nachfolgende Sexplex (vgl. Kap. 3.4.5.) erbrachte heterozygote Ergebnisse von
X-chromosomalen STRs, was die Anwesenheit von zwei X-Chromosomen belegt
und somit der Nachweis einer Frau erbracht wurde (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9: Elektropherogramm eines Sexplex-Ansatzes des Femurs KSM-Fe-22. Die Analyse
zeigt heterozygote Ergebnisse in den X-chromosomalen Markern und keine Y-spezifischen Ergebnisse,
was die Diagnose, dass es sich um eine Frau handelt, verifiziert.

Somit ergibt sich ein Geschlechterverhéltnis von 125 Mannern zu einer Frau.

Interpretation

Das Geschlechterverhéltnis weicht stark von dem einer normalen Bevdlkerung ab
und zeigt, dass es sich bei dem Massengrab um eine Sonderbestattung handelt. Da es
sich fast ausschlieBlich um mannliche Individuen handelt, kdnnte ein militérischer
oder klosterlicher Kontext in Betracht kommen.
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4.3. Altersverteilung

Die Altersdiagnose wurde ebenfalls auf zwei sich ergdnzende Weisen durchgefiihrt.
Die morphologische Diagnostik war in vielen Fallen nur eingeschrankt moglich, weil
notwenige Skelettelemente fehlten oder beschadigt waren. Das Leitmerkmal der
Komplexen Methode (vgl. Kap. 1.3.), die Symphyse, war in den meisten Félle nicht
vorhanden bzw. konnten durch den hohe Fragmentierungsgrad keinem Individuum
zugeordnet werden. Dies resultiert in eine sehr grobe Schatzung des Sterbealters der
Individuen. Das héufigste Kriterium, das genutzt werden konnte, war die Verknoche-
rung der Schédelnahte (Abb. 4.10).

Abbildung 4.10: Zwei Schéadel von posterior. Beim linken Schédel sind die Sutura sagittalis und
die Sutura lambdoidea ectocranial bereits deutlich verkndchert und teilweise nicht mehr sichtbar
(geschatztes Alter zwischen 30 und 60), wéhrend diese beim rechten Schédel noch durchgéngig
erkennbar sind (geschétztes Alter zwischen 20 und 40) (vgl. Kap. 1.3.).

Bei einigen Individuen waren verschiedene Epiphysen noch frei bzw. die Epiphy-
senfugen noch sichtbar, was eine sehr genaue Altersdiagnose erlaubt (Abb. 4.11).
Dies betraf jedoch nur etwa 10 Individuen, wahrend bei den restlichen die Epiphysen
bereits alle angewachsen waren.

Abbildung 4.11: Langknochen des Individuums KS06. Durch den Epiphysenstatus l&sst sich das Ster-
bealter auf etwa 18-20 Jahre eingrenzen (vgl. auch Abb. 1.5).
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In der histologischen Untersuchung lieR sich die Altersdiagnose durch die Beurtei-
lung des regelhaften Knochenumbaus genauer eingrenzen. Das Beispiel in Abb. 4.12
zeigt das Individuum KS43. Die Schédelnéhte sind alle noch sichtbar, die Zahnabra-
sion ist gering, dies weist auf ein relativ junges Sterbealter hin. Durch das Fehlen der
Symphyse ist jedoch eine genauere Eingrenzung nicht méglich, so dass das Indivi-
duum morphologisch lediglich als ,,adult™ klassifiziert werden konnte. Eine histolo-
gische Untersuchung des Femurs KS2-Fe-09 ergab durch die unregelhafte Osteonen-
form und den hohen Anteil an Lamellenknochen, dass das Individuum das friihadulte
Alter erreicht hat.

morphologisch: adult

histologisch: frihadult

Abbildung 4.12: Schema der Altersdiagnose. Wahrend die morphologischen Methoden oft nur grobe
Schatzungen erlauben, konnte durch die histologische Untersuchung ein genaueres Sterbealter ermittelt
werden. (Histologisches Bild: 40fach vergrofert mit Polfilter)

Morphologische und histologische Analysen kommen zu den gleichen Ergebnissen.
Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse aller Untersuchungen aller Individuen zeigt die
Tabelle 4.3. Fur die endgultige Altersdiagnose wurde meistens der histologischen
Altersdiagnose aufgrund der genaueren Eingrenzung der VVorzug gegeben.
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Tabelle 4.3: Altersverteilung der Individuen anhand morphologischer und histologischer Untersu-
chungen. Morph = morphologisch, hist. = histologisch. Ad = adult, juv = juvenil, mat = matur. Ab-
kiirzung vor der Altersstufe: f = friih, m = mittel, s = spét. Fortsetzung néachste Seite.

Alter . Alter Alter
Ind. (morph). Alter (hist.) Alter Ind. (morph)) (hist) Alter
KS01 ad-fmat fmat-mmat fmat KS59 fad fad fad
KS02 fad fad-mad fad KS60 fad juv-fad fad
KS03 sjuv-fad fad-mad fad KS61 ad-mat fad fad
KS04 juv-fad juv juv KS62 fad-mad fad fad
KS05 fad-mad fad fad KS63 sad mad mad-sad
KS06 sjuv-fad sjuv sjuv KS64 sjuv-mad fad fad
KS07 fad fad-mad fad KS65 ad mad mad
KS08 mad fad fad-mad KS66 juv-fad fad fad
KS09 fad juv-fad fad KS67 ad mad mad
KS10 fad-mad juv-fad fad KS68 ad mad mad
KS11 fad-ad juv-fad fad KS69 fad sjuv sjuv-fad
KS12 sjuv-fad sjuv-fad sjuv-fad KS70 fad sjuv-fad fad
KS13 sad-fmat sad sad KS71 ad sad sad
KS14 sjuv sjuv sjuv KS72 ad juv-fad fad
KS15 mad-sad mad mad KS73 ad mad mad
KS16 mad fad-mad mad KS74 sad-mat sad sad
KS17 fad-mad mad mad KS75 sad mad mad-sad
KS18 mad fad-mad mad KS76 ad-mat fad fad
KS19 ad sjuv-fad fad KS77 ad juv-fad fad
KS20 juv-ad mad mad KS78 ad-mat mad mad
KS21 fad-mad mad-sad mad KS79 fad-mad fad-mad | fad-mad
KS22 juv-ad juv-fad fad KS80 fad-mad fad fad
KS23 ad-mat mad mad KS81 ad fad fad
KS24 ad-mat mad mad KS82 fad sjuv-fad fad
KS25 ad mad mad KS83 juv-ad fad fad
KS26 ad juv-mad fad KS84 ad-mat fad fad
KS27 ad fad-mad fad KS85 ad sad sad
KS28 fad-mad fad-mad fad-mad KS86 ad fad fad
KS29 juv-fad juv-fad sjuv-fad KS87 ad-mat mad mad
KS30 mat sad-fmat fmat KS88 ad mad mad
KS31 ad-mat sjuv-fad fad KS89 fad-mad fad-mad : fad-mad
KS32 juv-fad sjuv sjuv KS90 ad fad fad
KS33 ad-mat mad mad KS91 ad fad fad
KS34 juv-fad fad-mad fad KS92 ad-mat sad-fmat sad
KS35 juv-fad juv-fad sjuv-fad KS93 ad mad mad
KS36 mad mad-sad mad KS94 ad-mat mad mad
KS37 sad-mat ad sad KS95 ad-mat mad mad
KS38 ad-mat fad(-mad) fad KS96 ad-mat mad mad
KS39 ad-mat mad mad KS97 ad juv-fad fad
KS40 (ad)-mat (mad-)sad sad KS98 fad fad-mad fad
KS41 ad-mat mad mad KS99 fad-mad juv-fad fad
KS42 fad-mad mad-sad mad KS100 juv juv-fad sjuv
KS43 ad fad(-mad) fad KS101 ad fad fad
KS44 ad-mat mad mad KS102 ad mad mad
KS45 sjuv-fad fad-mad fad KS103 ad fad fad
KS46 ad juv-ad fad KS104 ad mad mad
KS47 sjuv-fad fad-mad fad KS3-Fe-20 fad juv-fad sjuv-fad
KS48 ad (fad-)mad mad KS3-Fe-28 ad fad fad
KS49 fad fad fad KS4-Fe-23 ad fad fad
KS50 fad-mad fad-mad fad-mad KSM-Fe-21 ad fad fad
KS51 juv-fad fad-mad fad KSM-Fe-23 ad fad fad
KS52 ad juv-fad fad KSM-Fe-25 ad fad fad
KS53 ad fad(-mad) fad KSM-Fe-27 ad mad mad
KS54 fad-mad fad fad KSM-Fe-28 ad fad-mad : fad-mad
KS55 fad-mad mad mad KSM-Fe-30 sjuv sjuv sjuv
KS56 juv-fad fad-mad fad KSM-Fe-32 ad fad fad
KS57 juv-ad fad-mad fad KSM-Fe-36 ad mad-sad | mad-sad
KS58 fad-mad fad fad KSM-Fe-42 ad sad sad
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Alter Alter Alter Alter
Ind. (morph). | (hist) | e Ind. (morph) = (hist) Alter
KSM-Fe-43 ad mad mad KS5-Fe-16 ad fad fad
KSM-Fe-48 ad mad mad KSM-Hu-9 ad mad mad
KSM-Fe-51 ad fad fad KSM-Hu-10 ad mad mad
KS2-Fe-8 ad fad fad KS2-Ti-19 ad - ad
KS2-Fe-26 ad mad mad KS3-Mx-1 ad - ad

Die jlngsten Individuen des Kollektivs sind dem spéatjuvenilen (16-20 Jahre) Le-
bensalter zuzuordnen (z.B. KS06, KS14 und KS32), die dltesten dem friihen Maturi-
tas (40 — 46 Jahre, z.B. KS01, KS30). Fur das Individuum KS2-Ti-19 und KS3-Mx-1
konnte lediglich die Altersklasse Adultas festgestellt werden. Die Altersverteilung ist
jedoch nicht gleichmé&Rig, sondern stark einseitig: mehr als 80% der Individuen sind
im friihen bis mittleren Adultas (etwa 20-34 Jahre) verstorben (Tab. 4.4).

Tabelle 4.4: Altersverteilung im Kasseler Kollektiv. Die Mehrheit der Individuen ist im jungen Er-
wachsenenalter verstorben. Fur die Aufteilung in eine Altersklasse wurden die Individuen der Klasse
sjuv-fad, fad-mad und mad-sad gleichmé&Big aufgeteilt. Bei der Diagnose ,adult wurden je 0,3den
Altersklassen fad und sad und 0,4 der Altersklasse mad hinzuaddiert. Abkirzungen siehe Tabelle 4.3.

. sjuv- fad- mad- sad-
Klasse | sjuv fad fad mad mad sad sad fmat fmat X
Anzahl 6 5 58 6 36 3 8 0 2 124
Prozent 4,8 40 468 48 290 24 6,5 0 2,4 100
juv fad mad sad fmat
Anzahl 8,5 64,1 41,3 10,1 2 126
Prozent 6,7 50,9 32,8 8,0 1,6 100

Interpretation

Im Vergleich zu anderen Bestattungen tberwiegend ménnlicher Individuen zeigt sich
deutlich, dass der hohe Anteil von jungen Individuen auf einen militarischen Kontext
hindeutet. Wahrend in kldsterlichen Zusammenhéngen Individuen im spaten Adultas
und Maturitas Uberwiegen, erreicht die Sterblichkeit in militarischen Kontexten ihr
Maximum im friihen Adultas (Abb. 4.13).

Altersverteilung verschiedener Massengridber

0.4 / ——Saint Savior
——St Mary Merton

Anteil der Individuen

Vilnius

== Nlassengrab Kassel

~ W s\ > > o o
\(‘\\ \&\ N e {(@ Ké\?r &

é”b <&

Abbildung 4.13: Altersverteilung verschiedener Massengraber beispiel-
haft fiir unterschiedliche Kontexte. Saint Savior, St Mary Merton = Be-
stattungen nahe Kléster (Daten nach www.museumoflondon.org.uk);
Vilnius = Massengrab napoleonischer Soldaten (vgl. Signoli et al. 2004)

76



Ergebnisse — Kapitel 4.4.

4.4. Korperhéhenrekonstruktion

Aufgrund des hohen Fragmentierungsgrads der Skelettelemente war die Rekonstruk-
tion der Korperhéhe nur fir 58 Individuen mdéglich. Tabelle 4.5 zeigt die gemessene
Lange der Langknochen je Individuum. Waren sowohl linker als auch rechter Kno-
chen zugeordnet, ist der Mittelwert angegeben. Die letzte Spalte gibt die errechnete
Durchschnittsgrofle des Individuums nach Pearson (1899) an, der Standardfehler
wird mit + 3 - 4 cm angegeben.

Tabelle 4.5: Gemessene Lange der Langknochen und errechnete, gemittelte Kérperhéhe

der Individuen. Kursiv geschrieben ist das weibliche Individuum KS98. Fortsetzung
nachste Seite.

Individuum | Femur (F1) Tibia (T1) Humerus (H1) Radius (R1) Durcﬁizllr:tetl::réﬁe
KSO01 44,4 36 159
KS02 49 33,7 24,8 167
KS03 40,7 29,2 161
KS04 29,5 161
KS05 46,1 36,7 31,9 23,8 165
KS10 25 167
KS15 52,4 36,3 178
KS16 44,2 33,7 166
KS17 40,2 34,4 173
KS19 45,9 36,4 167
KS20 23,4 162
KS21 46,7 40,2 33,6 170
KS23 47 34,1 24,5 169
KS24 50,7 40,6 176
KS25 49,7 40,1 25 174
KS26 47,7 36,2 168
KS27 44,3 164
KS28 47,2 37 35,1 170
KS29 41,4 159
KS30 46,5 38,6 33,9 24,5 168
KS31 31,9 162
KS32 36,2 31,9 22,9 163
KS33 48,0 34,9 168
KS34 33,5 167
KS36 46,2 37,3 33,3 167
KS37 47,5 25,5 170
KS38 23,8 163
KS39 49,1 32,0 25,4 170
KS40 51,7 178
KS41 49,6 174
Ks42 47,8 41,2 34,2 172
KS43 44,9 165
KS44 27,2 175
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Individuum | Femur (F1) Tibia (T1) Humerus (H1) Radius (R1) Durcﬁi:;llr::tetlzzrﬁﬁe

KS45 44,9 29,9 162
KS46 45,2 166
KS47 44,8 24,8 166
KS48 24,2 165
KS50 33,8 24,9 168
KS51 34,8 161
KS58 32,7 165
KS59 44,9 33,9 166
KS63 33,5 167
KS64 34,3 33,6 164
KS65 37,5 32,9 24,8 167
KS72 34 24,7 168
KS73 27,6 176
KS75 47,0 32,7 167
KS77 36,3 165
KS79 48,0 34,5 172
KS80 32,2 23,3 163
KS81 42,8 161
KS82 23,2 161
KS89 29,9 157
KS94 32,2 165
KS96 43,0 31,9 24 163
KS98 41,8 154
KS99 45,9 168
KS102 49,6 175
Mittelwert 46,5 37,6 33,0 24,6 167
Median 46,7 37 33,5 24,6 167

Das groRte Individuum KS15 besal eine Korperhohe von etwa 1,78m £ 3,5¢cm, das
kleinste mannliche Individuum KS89 lediglich 1,57m + 3,5cm. Das weibliche Indi-
viduum KS98 war etwa 1,54m £ 3,5cm grol3. Die errechnete durchschnittliche Kor-
perh6he betragt etwa 1,67m.

Interpretation

Die durchschnittliche Képerhohe entspricht der Erwartung fur Individuen aus dem
19. Jahrhundert (Siegmund 2010). Auch das weibliche Individuum liegt in etwa bei
der durchschnittliche Kérperhéhe von 1,55m (Siegmund 2010). Die Rekrutierungs-
daten aus dieser Zeit, die flr verschiedene Lander erhalten sind, liegen ebenfalls um
diesen Wert (so z.B. fir Frankreich von 1,66m, Komlos 1994). Da sowohl Mittelwert
als auch Median in dem Kollektiv fast deckungsgleich sind, scheinen die Werte nor-
malverteilt zu sein.
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4.5. Abweichungen von der Regelanatomie

Innerhalb des Skelettkollektivs lieRen sich einige Auffélligkeiten finden, die gehauft
beobachtet werden konnten und oft in den Zusammenhang mit starker korperlicher
Belastung und / oder Mangelernahrung der Individuen gebracht werden kénnen. Die
meisten Besonderheiten betreffen jedoch nur einzelne bzw. wenige Individuen. Im
Weiteren konnten keine Hinweise auf definitive Todesursachen, etwa durch Gewalt-
einwirkung, festgestellt werden. Auf den folgenden Seiten sind die Funde nach Hau-
figkeit absteigend sortiert dargestellt:

Die mit Abstand hdufigste Diagnose stellten periostale Reaktionen der unteren Ext-
remitat, besonders der Tibiae, dar. Nahezu jede Tibia (148 von 179, 82,7%) war
mindestens leicht betroffen, wobei in der Regel groRRflachige Streifungen am Ske-
lettelement auftraten (Abb. 4.14). Auch die Mehrheit der Femora (79,2%) wies peri-
ostale Reaktionen auf, die meistens aber nicht derart stark ausgepragt waren (Abb.
4.15). Diese unspezifische Reaktion des Knochens kann ihren Ursprung in Mangel-
erndhrung, physischem Stress oder infektiosen Prozessen (z.B. Syphilis) haben (vgl.
Kap. 1.3.).

Abbildung 4.15: Periostale Reaktion an einem Femur, Ansicht von posterior (Foto: Peter Mansfeld,
Naturkundemuseum Kassel)
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Ebenfalls gehduft traten Pathologien der Z&hne auf. Von den 93 gefundenen
Mandibulae wiesen 52 (55,9%) Z&hne mit Karies auf, dabei 39 (41,9%) an maximal
zwei Zdhnen. Bei 38 Mandibulae (40,8%) konnte ein intravitaler Zahnverlust beo-
bachtet werden, davon hatten sieben Individuen bereits mehr als fiinf Zahne verloren
(Abb. 4.16). Ein Individuum zeigte einen fast kompletten intravitalen Zahnverlust.
Ebenfalls 52 Mandibulae wiesen Zéhne mit Zahnstein auf, bei 22 (23,7%) wurden
Schmelzhypoplasien gefunden (Abb. 4.17) fiir eine detaillierte Beschreibung siehe
auch Stotzel 2013).

Abbildung 4.16: Mandibula mit intravitalem Zahnverlust fast aller Molaren
(Foto: Peter Mansfeld, Naturkundemuseum Kassel).

N

Abbildung 4.17: Nahaufnahme einer Mandibula. Die Zahne zeigen deutliche Schmelzhypoplasien
(wellige Struktur des Schmelzes), die Folge einer gestorten Schmelzbildung in der Kindheit, etwa
durch Mangelerndhrung oder Infektionskrankheiten (Foto: Peter Mansfeld, Naturkundemuseum
Kassel).
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Von 930 Zahnen, die isoliert vorlagen oder in nicht zugeordneten Maxillenfragmen-
ten steckten, wiesen 216 (23,2%) Zahnstein, 171 (18,4%) Schmelzhypoplasien und
91 (9,7%) Karies auf. In funf Féllen konnte eine apikale Zystenbildung (Abb. 4.18,
oben links) und drei Féllen eine Paradontitis beobachtet werden. An vier Maxillen-
fragmenten lieRen sich noch Zahnfehlstellungen feststellen (Abb. 4.18, unten links).
An einigen Maxillenfragmenten gab es Hinweise auf Sinusitis (Nasennebenhohlen-
entziindung). An einem Maxillenfragment fand sich ein mikrodonter Zahn. Es konn-
ten keine Hinweise auf Zahnbehandlungen festgestellt werden.

Abbildung 4.18: Pathologische Prozesse an Maxillenfragmenten. Oben links: Zerstorter Zahn mit
apikaler Zystenbildung (Pfeil). Oben rechts: Karies am zweiten rechten Molaren (Pfeil). Unten
links: Zahnfehlstellungen. Unten rechts: Intravitaler Zahnverlust vom zweiten linken Prdmolaren
und ersten Molaren, Zerstérung des zweiten Molaren (Pfeil).
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Die am hdufigste beobachtete Veranderung der Wirbelsaule betrafen degenerative
Veranderungen der Wirbelkorperrander. Von 1616 Wirbeln, die zumindest zu teil-
weise rekonstruierten Wirbelsaulen oder Wirbelséulenabschnitten zusammensortiert
werden konnten (Abb. 4.19), wiesen 734 (45,4%) mindestens leichte degenerative
Veranderungen auf. Osteophyten wurden an 675 (41,8%) Wirbeln festgestellt (Abb.
4.18) und 363 (22,5%) wiesen Abdriicke von Schmorl’schen Knorpelknétchen auf.
Zusétzlich wurden verkndcherte Bénder (416 Wirbel, 25,7%), eingedruckte Wirbel-
korper (259 Wirbel, 16%) und Vertiefungen unterhalb der Rippenansatze (121 von
731 Thorakalwirbeln [16,6%]) beobachtet. Neun Wirbel zeigten Spuren von Trauma-
ta und zehn wiesen Eburnisationen auf (fir eine detaillierte Beschreibung siehe auch
Flux 2013). Die hohe Inzidenz dieser Auffélligkeiten deutet auf eine hohe korperli-
che Belastung der Individuen hin.

Abbildung 4.19: Thorakalwirbel 11 und 12 und Lumbalwirbel 1 mit deutlicher Osteophytenbil-
dung (Foto: Peter Mansfeld, Naturkundemuseum Kassel)
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10 Schadel/-fragmente (10,6%) wiesen Cribra orbitalia auf, die aufgrund von Ei-
senmangel oder entziindliche Prozesse entstehen (Abb. 4.20). Sieben weitere zeigten
leichte Porositaten der Orbitadécher. 29% der Schédel zeigten ectocranial Porosita-
ten, die auf chronischen Lausebefall deuten kdnnten (siehe auch Stétzel 2013).

s
streifige Strukturausléschung) aufgrund
von Eisenmangel (Foto: Peter Mansfeld, Naturkundemuseum Kassel)

An einigen Claviculae war die Ansatzstelle des Ligamentum costaclaviculare stark
vertieft (Abb. 4.21), was auf eine erhohte Belastung des oberen Brustkorbs, etwa

durch schweres Lastentragen, hinweist.

Abbildung 4.21: Sternales Ende einer Clavicula mit stark vertiefter Ansatzstelle des
Ligamentum costaclavicuale (Foto: Peter Mansfeld, Naturkundemuseum Kassel)
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Einige Rippenfragmente zeigten starke arthrotische Veranderungen an den Ansat-
zen flr die Wirbel (Abb. 4.22), was ebenfalls Hinweis auf eine starke Belastung auf
den Brustkorb z.B. durch Lastentragen sein kann. Weitere zeigten Anzeichen einer
Pleuritis (Rippenfellentziindung). Aufierdem wurden einige verknocherte Rippen-
knorpel gefunden, was ein Zeichen fir ein fortgeschrittenes Lebensalter (i.d.R. ab
dem friihe Maturitas) ist.

Abbildung 4.22 Arthrotische Verénderungen einiger Rippenfragmente an
den Anséatzen der Wirbel.

Dartiber hinaus gab es weitere Besonderheiten, die jedoch
nur vereinzelt auftreten und daher individualspezifisch
sind. Eine Tibia wies Anzeichen einer Knochenmarksent-
ziindung (Osteomyelitis) auf (Abb. 4.23), eine Scapula
war durch eine Entziindung stark verandert. Im Weiteren
wurde ein verwachsener zweiter und dritter Halswirbel
gefunden und ein Schadelfragment wies ein Osteom auf.
Von den MittelfuBknochen wies einer einen Ermidungs-
bruch auf. Ein Caput femoris sowie die proximalen
Epiphysen eines Ulna/Radius-Paares waren stark arthro-
tisch verandert. Ein Talus/Calcaneus-Paar wies deutliche
Randleistenbildung der Gelenkflachen auf. Ein Schéadel
wies endocranial, etwa mittig der Sutura sagittalis einen
entzundlichen Herd auf, wobei auch die Diploe stellen-
weise stark verdickt war. Ein weiterer Schadel wies an
der linken Seite des Os frontale eine Kerbe auf, welche Abbildung 4.2'?',: Anzeichen

klar abgegrenzte Kanten zum umgebenen Knochen besaB. einer Osteomyelitis an einer
Tibiadiaphyse  (KS2-Ti-03).
Foto: Peter Mansfeld.
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Zweimal konnte eine radioulnare Synostose festgestellt werden (Abb. 4.23), wobei
der Unterarm zum einen in Pronations- und zum anderen in Supinationsstellung arre-
tiert worden ist. Es fanden sich weiterhin Hinweise auf zwei traumatische Ereignisse:
ein gut verheilter Bruch eines Humerus und ein schlecht verheilter Bruch einer Tibia
(Abb. 4.24). AulRerdem wurde an zwei Schadeln Trepanationen festgestellt (Abb.
4.24), die vermutlich mit einem Trepan beigebracht und von den Individuen — zu-
mindest eine gewisse Zeit - Uberlebt worden sind. Diese Besonderheiten lassen da-
rauf schlieBen, dass diese Individuen Zugang zu einer zumindest rudimentéaren
arztlichen Versorgung hatten.

Abbildung 4.24: Oben: Radioulnare Synostose: Am Ellenbogengelenk sind Radius und Ulna ver-
wachsen, vermutlich nach einem Trauma und anschlieend zu langer Arretierung der Gelenks (KS6-
Ul-11, KS6-Ra-19). Unten links: Schadelfragment (isoliert) mit Trepanation, wobei zwei Bohrungen
zu erkennen sind. Die Rénder sind von neuem Knochen iiberwachsen, was auf ein Uberleben der
Prozedur hinweist. Unten rechts: Schlecht verheilter Bruch einer Tibia (KS2-Ti-02). Fotos: Peter
Mansfeld, Naturkundemuseum Kassel.
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Auch in der Mikrostruktur der Knochen gab es einige Auffalligkeiten. In einigen
der untersuchten Knochenquerschnitte zeigten sich deutliche UnregelmaRigkeiten der
Strukturen: Wahrend einige Bereiche fast frei von Osteonen waren und nur Lamel-
lenknochen zeigten, wiesen direkt angrenzende Bereiche eine hohe Osteonendichte
auf (Abb. 4.25). Eine histologische Altersdiagnose wurde so erschwert, da sich in der
Regel die Osteone relativ gleichméRig vom Endost Richtung Periost iber den gesam-
ten Querschnitt ausbreiten. Die Bereiche mit hohem Anteil an Lamellenknochen
wurden als persistierend gewertet und das Auftreten der UnregelméaRigkeiten mit
einer verzogerten / gestorten Knochenumbaurate interpretiert, dessen Ursache Man-
gelern&hrung oder physiologischer Stress sein konnte.

' W) \ “ 3 ) /
Abbildung 4.25: Aufnahmen der Mikrostrukturen des Femurquerschnitts
KS4-Fe-09 unter 40-facher VergroRerung und Polfilter. In der oberen
Aufnahme finden sich wenige Osteone und noch viel Lamellenknochen,
in der unteren Aufnahme sind die Osteone dicht gedrangt, was die Alters-
diagnose erschwert.
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4.6. Geographische Herkunftsbestimmung

4.6.1. Auswertung autosomaler Allelfrequenzen

Eine populationsgenetische Auswertung der beobachteten und erwarteten Heterozy-
gotie der autosomalen STR-Systeme (vgl. Tab. 4.2) der 109 vollstandig typisierten
Individuen zeigte keine signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-Equilibrium,
wobei der p-Wert von D13S317 nahe an der Signifikanz liegt (Tab. 4.6).

Tabelle 4.6: Beobachtete und erwartete Heterozygotie der Individuen aus dem Massengrab. Es zeigt sich
keine signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p>0,05).

Locus beobachtet erwartet p-Wert Standardabweichung
D13S317 0,77982 0,79182 0,05702 0,00024
D21S11 0,91743 0,85520 0,95647 0,00018
D18S51 0,90826 0,88145 0,21472 0,00028
THO1 0,77982 0,78151 0,60681 0,00045
D5S818 0,60550 0,67476 0,30659 0,00042
FGA 0,86239 0,86661 0,65700 0,00039

Da keine Hinweise auf eine erhohte Verwandtschaft innerhalb der Serie gefunden
werden konnen, kann die Kasseler Serie als Stichprobe einer ménnlichen Bevolke-
rung angesehen werden. Die nachfolgende Tabelle 4.7 zeigt die ermittelten Allelfre-
quenzen der einzelnen Systeme Uber die Individuen. Dem zugrunde liegt eine Aus-
zahlung, bei der homozygote Ergebnisse dann als wirklich homozygot aufgenommen
wurden, wenn der genetische Fingerabdruck vollstandig und auch die langeren Sys-
teme reproduzierbare, heterozygote Ergebnisse zeigen. Allele wurden nur dann auf-
genommen, wenn sie in den Wiederholungsamplifikationen reproduzierbar waren.
Besonders in den Systemen THO1, D13S317 und D5S818 féllt die Haufung einiger
weniger Allele auf, wéhrend in den anderen Systemen die Allele relativ gleichmaliig
verteilt sind. Die hochste Frequenz weist mit 39,11% das Allel 12 in D5S818 auf.
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Tabelle 4.7: Allelverteilung in der Kasseler Serie je STR-System. Zahlen sind Prozentangaben, in
Klammer steht die absolute Anzahl an gefundenen Allelen.

Allel THO1 D13S317 D55818 D18S51 FGA D21S11
5 0,39 (1)
6 20,24 (51)
7 19,84 (50)
8 11,51 (29) 11,91 (30)
9 14,29 (36) 6,75 (17) 0,40 (1)
93 | 32,94 (83)
10 0,79 (2) 6,75 (17) 5,65 (14) 1,67 (4)
11 27,78 (70) | 38,71 (96) 2,5 (6)
12 31,75(80) = 39,11 (97) = 15,42 (37)
13 11,01 (30) | 14,92 (37) | 12,92 (31)
14 3,17 (8) 0,81 (2) 14,58 (35)
15 0,40 (1) 16,25 (39)
16 12,50 (30)
17 8,33(20)
18 7,50 (18) 1,29 (3)
19 3,33 (8) 6,03 (14)
20 2,92 (7) 12,93 (30)
21 0,83 (2) 16,81 (39)
212 0,86 (2)
22 0,83 (2) 16,81 (39)
222 0,43 (1)
23 0,41 (1) 13,79 (32)
23.2 1,72 (4)
24 17,67 (41)
25 8,19 (19)
26 3,45 (8)
27 4,31 (10)
28 16,81 (39)
29 21,98 (51)
30 21,55 (50)
30.2 4,31 (10)
31 6,47 (15)
31.2 10,34 (24)
32 2,16 (5)
32.2 7.33 (17)
332 4,74 (11)
D 100 (252) 100 (252) 100 (248) 100 (240) 100 (232) 100 (232)

Die Frequenzen wurden mit den Allelfrequenzen verschiedener européischer Bevol-
kerungen verglichen. Dazu wurde mit Hilfe der Frequenzen der Datenbank
ALLST*R (http://allstr.de/allstr/home.seam) der Erwartungswert bei n Allelen er-
rechnet (siehe auch die Excel-Tabelle Frequenzdaten.xlsx auf der beigefligten CD)
und diese Haufigkeitsverteilungen mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests gegeneinander
verglichen. Der Auswertung liegt die Annahme zugrunde, dass sich die Individuen
eine gemeinsame Herkunftsregion teilen. Dabei wurde die Bonferroni-Korrektur
durch die Kumulierung des a-Fehlers beim multiplen Testen angewendet und nur
solche Vergleiche als signifikant unterschiedlich betrachtet, deren o < a / k (k = An-
zahl der durchgefiihrten Tests).
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THO1

Die Datenbank weist flr das System THO1 folgende Allelverteilung auf (Tab. 4.8):

Tabelle 4.8: Allelverteilung des Systems THOL1 in europdischen Bevolkerungen, basierend auf n
typisierten Individuen (Datenbank ALLST*R)

Land <6 7 8 9 >9.3 n

Belgien 0,2387 0,1347 0,1347 0,1449 0,347 245
Deutschland  0,2264 0,1604 0,1131 0,1655 0,3346 7373
Frankreich 0,2374 0,1816 0,1145 0,1564 0,3101 179
Schweden 0,2674 0,1142 0,1196 0,1821 0,3167 786
Russland 0,3466 0,1889 0,1022 0,0956 0,2667 225
Niederlande 0,237 0,2059 0,1042 0,1427 0,3102 403

Fur das System wurden 252 Allele in der Kasseler Serie erfolgreich typisiert. Der
Erwartungswert in den verschiedenen Populationen betragt demnach (Tab. 4.9):

Tabelle 4.9: Erwartungswert der Allelanzahl bei 252 erfolgreich typi-
sierten Allelen in den europdischen Bevolkerungen aus Tabelle 4.8)

Land <6 7 8 9 >9.3
Belgien 60 34 34 37 87
Deutschland 57 40 29 42 84
Frankreich 60 46 29 39 78
Schweden 67 29 30 46 80
Russland 87 48 26 24 67
Niederlande 60 52 26 36 78
Massengrab KS 52 50 29 36 85

Der Test zwischen den Haufigkeiten aus dem Massengrab und der russischen Hau-
figkeit (p = 0,00004, y* = 25,346, df = 4) sowie der schwedische Frequenz (p =
0,0003, y* = 21,085, df = 4) ergibt einen signifikanten Unterschied. Alle weiteren
Vergleiche waren nicht signifikant (p > 0,05).

D13S317

Die Datenbank weist fur das System D13S317 folgende Allelverteilung auf (Tab.
4.10):

Tabelle 4.10: Allelverteilung des Systems D13S317 in europdischen Bevdlkerungen, basierend auf n typi-
sierten Individuen (Datenbank ALLST*R)

Land 8 9 10 11 12 13 >14 n

Belgien 0,1073 0,0924 10,0703 10,3053 0,277 0,0957 0,052 298
Deutschland  0,1416 0,0752 0,0519 0,3075 0,2836 0,1006 0,0396 1319
Russland 0,1436 0,0891 10,0619 0,3711 0,2091 0,0803 0,0449 679
Italien 0,132 0,073 0,064 0,313 0,293 0,09 0,035 833

WeiBrussland 0,162 0,069 0,037 0,338 0,213 0,148 0,033 212

Fur das System wurden 252 Allele in der Kasseler Serie erfolgreich typisiert. Der
Erwartungswert in den verschiedenen Populationen betrdgt demnach (Tab. 4.11):
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Tabelle 4.11: Erwartungswert der Allelanzahl bei 252 erfolgreich typisier-
ten Allelen in den europdischen Bevolkerungen aus Tabelle 4.10)

Land 8 9 10 11 12 13 >14
Belgien 27 23 18 77 70 24 13
Deutschland 36 19 13 77 71 25 10
Russland 36 22 16 94 53 20 11
Italien 33 18 16 79 74 23 9

Weilrussland 41 17 9 8 54 37 8
MassengrabKS 30 17 17 70 80 30 8

Der Test zwischen den Haufigkeiten aus dem Massengrab und der weilrussischen
Hiufigkeit (p = 0,00018, ¥* = 26,552, df = 6) und der russischen Verteilung (p =
0,00010, * = 27,899, df = 6) ergibt einen signifikanten Unterschied, alle anderen
Tests sind nicht signifikant (p > 0,2).

D5S818

Die Datenbank weist fir das System D5S818 folgende Allelverteilung auf (Tab.
4.12):

Tabelle 4.12: Allelverteilung des Systems D5S818 in europdischen Bevolkerungen, basierend auf n
typisierten Individuen (Datenbank ALLST*R)

Land <9 10 11 12 13 >14 n

Belgien 0,044 0,054 0,356 0,369 0,162 0,015 222
Deutschland 0,0481 0,0685 0,3376 0,3613 0,1719 0,0126 2334
Italien 0,045 0,109 0,326 0,299 0,206 0,015 618

Schweden 0,0485 0,0704 0,3277 0,3641 0,1699 0,0194 206
Russland 0,0584 0,0858 0,3496 0,3271 0,1642 0,0149 402

Fur das System wurden 248 Allele in der Kasseler Serie erfolgreich typisiert. Der
Erwartungswert in den verschiedenen Populationen betragt demnach (Tab. 4.13):

Tabelle 4.13: Erwartungswert der Allelanzahl bei 242 erfolgreich typi-
sierten Allelen in den europdischen Bevolkerungen aus Tabelle 4.12)

Land <9 10 11 12 13 >14
Belgien 11 13 88 92 40 4
Deutschland 12 17 84 90 43 3
Italien 11 27 81 74 51 4
Schweden 12 17 81 90 42 5
Russland 14 21 87 81 41 4
Massengrab KS 1 14 96 97 37 3

Wegen der deutlichen Unterreprasentation des Allels 9 in der Kasseler Serie wurde
beim Einzelvergleich eine signifikanter Unterschied zur russischen (p = 0,0018, y* =
19,137, df = 5), italienischen (p = 0,00002, XZ = 29,37, df = 5) und schwedischen (p =

0,0090, Xz = 15,33, df = 5) Allelverteilung gefunden.
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D18S51

Die Datenbank weist fir das System D18S51 folgende Allelverteilung auf (Tab.
4.14):

Tabelle 4.14: Allelverteilung des Systems D18S51 in europdischen Bevdlkerungen, basierend auf n
typisierten Individuen (Datenbank ALLST*R). B = Belgien, D = Deutschland, F = Frankreich, | = Ita-
lien, BEL = WeiRrussland

Land <11 12 13 14 15 16 17 18 19 >20 n

B 0,024 0,126 0,137 0,164 0,137 0,149 0,11 0,068 0,041 0,044 222

D 0,02 0,134 10,1296 0,1613 0,1478 0,1367 0,1121 0,0705 0,04 0,048 4586

F 0,013 0,142 0135 0,159 0,138 0,124 0,12 0,079 0,044 0,046 229

[ 0,025 0,17 0141 0,175 0,135 0,135 009 0,059 0,036 0,034 785

BEL 0,022 012 0,125 0,152 0,152 0,168 0,087 0,087 0,049 0,038 212

Fur das System wurden 240 Allele in der Kasseler Serie erfolgreich typisiert. Der
Erwartungswert in den verschiedenen Populationen betragt demnach (Tab. 4.15):

Tabelle 4.15: Erwartungswert der Allelanzahl bei 238 erfolgreich typisierten Allelen in den européi-
schen Bevdlkerungen aus Tabelle 4.14)

Land <11 12 13 14 15 16 17 18 19  >20
B 6 30 33 39 33 36 26 16 10 10

D S) 32 31 39 35 33 27 17 10 11
F 4 34 32 37 33 30 29 19 11 11
6
5

| 41 34 42 32 32 22 14 9 8
29 30 36 36 40 21 21 12 9
KS 10 37 31 35 39 30 20 18 8 12

Der Test ergab keinen signifikanten Unterschied in der Allelverteilung (p > 0,11).
FGA

Fur das System FGA wurden die Interallele aufgrund der geringen Frequenz mit je-
weiligen Vollallelen zusammengefasst. Die Frequenzen in der Datenbank ergeben
folgende Verteilung (Tab. 4.16):

Tabelle 4.16: Allelverteilung des Systems FGA in europdischen Bevolkerungen, basierend auf n typi-
sierten Individuen (Datenbank ALLST*R). B = Belgien, NL = Niederlande, D = Deutschland, S =
Schweden, RUS = Russland

Land 18 19 20 21/21.2 22/22.2 23/23.2 24 25 >26 n

B 0,016 0032 0,133 0,173 0,22 0,157 0,146 0,07 0,053 444

NL 0,015 0,059 0,137 0,18 0,166 0,144 0,154 0,083 0,062 205

D 0,011 0,069 0,1358 0,1747 0,195/ 0,1378 0,1314 0,0843 0,0603 1709

S 0,0218 0,0752 0,1553 0,1893 0,1456 0,1384 10,1384 0,0825 0,0535 206

RUS 0,011 0,071 0154 0164 019 0152 0,129 0,085 0,038 402

Fir das System wurden 232 Allele in der Kasseler Serie erfolgreich typisiert. Der
Erwartungswert in den verschiedenen Populationen betrdgt demnach (Tab. 4.17):
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Land 18 19 20 21/21.2 22/22.2 23/23.2 24 25 >26
Belgien 4 7 31 40 51 36 34 16 12
Niederlande 3 14 32 42 39 33 36 19 14
Deutschland 3 16 32 41 45 32 30 20 14
Schweden 5 17 36 44 34 32 32 19 12
Russland 3 16 36 38 45 35 30 20 9
Massengrab KS 3 14 30 41 40 36 41 19 8

Alle Einzelvergleiche waren nicht signifikant (p > 0,111).

D21S511

Die Datenbank weist fir das System D21S11 folgende Allelverteilung auf (Tab.

4.18):

Tabelle 4.18: Allelverteilung des Systems D21S11 in europdischen Bevdlkerungen, basierend auf n
typisierten Individuen (Datenbank ALLST*R)

Land <27 28 29 30 302 31 312 322 233 n
Belgien 003 0155 0236 0264 0011 0,083 0074 0027 0,079 0,041 222
Deutschland 0,032 0,176 0,222 0,227 0,048 0,053 0,108 0,013 0,078 0,043 500
Frankreich 0,051 0,142 0,237 0,244 0024 0,052 0117 0017 0,067 0,049 232
Italien 0031 0151 0225 0,231 0035 0056 0094 0015 0,117 0,045 786
Russland 0024 0,144 0208 0259 0057 0078 0076 002 0087 0047 402
Fur das System wurden 232 Allele in der Kasseler Serie erfolgreich typisiert. Der

Erwartungswert in den verschiedenen Populationen betragt demnach (Tab. 4.19):

Tabelle 4.19: Erwartungswert der Allelanzahl bei 232 erfolgreich typisierten Allelen in den

europdischen Bevolkerungen aus Tabelle 4.18)

Land <27 28 29 30 302 31 312 32 322 >33
Belgien 7 36 5 61 3 19 17 6 18 10
Deutschland 7 41 52 53 11 12 25 3 18 10
Frankreich 12 33 55 57 6 12 27 4 16 11
Italien 7 3 52 54 8 13 22 3 27 10
Russland 6 33 48 60 13 18 18 5 20 11
MassengrabKS 10 39 51 50 10 15 24 5 17 11

Alle Einzelvergleiche waren nicht signifikant (p > 0,4142).

Zusammenfassend lassen sich signifikante Unterschiede in den drei Systemen THO1,
D13S317 und D5S818 zu osteuropdischen Populationen, in THO1 und D5S818 zu
einer nordeuropéischen und in D5S818 zu einer sudeuropdischen Population finden.
Dadurch deutet sich eine Herkunft der Individuen aus Westeuropa an. Die Allelfre-
guenzen als auch die Heterozygotenraten entsprechen denen einer Zufallsstichprobe
einer Bevolkerung und es lasst sich kein Hinweis auf erhohte Verwandtschaftsgrade
(wie etwa in Inzuchtpopulationen) finden.
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4.6.2. Auswertung Y-chromosomaler STRs

Die gute DNA-Erhaltung resultierte in den meisten Féllen in eine (fast) vollstandige
Typisierung der Y-Haplotypen (Abb. 4.26). Das haufigste fehlende System
DYS389II ist auch das langste in der Multiplex, was eine direkte Folge der DNA-
Degradierungsprozesse sein durfte. Bei 75 von 125 Individuen (60%) war trotz der
Produktlange von tber 200 Basen eine Typisierung moglich.

EZISO 90 120 150 180 210 240

2400 3 DYS389! l 14 ; 14 DYS19 DYS38911
1600 3 ‘ ’ ] | |
800 3 il R Al bs 3
- |[1 ]‘ J i1 | ( |‘ \
OASAN L s MAURAL AN Wl LI ma DAAANDANDO o
|[EEl 18:A1 Y-Deka AL 2B : A3KSB-Fe-3YPCR 7
= DYS439 DYS385
. 11 14
2400_. 53
1200 - | |] I
] ) | \
CEl 16:A1 Y-Deka AL OE 26:A3KS6-Fe-3YPCR7
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3200
3 12 13
1600 ! | %
] Y IR I '
03 . 2 o JUUILARI L A ..x.w#;.ii.lfl.’.;-. s —
[CIEl 1Y : A1 Y-Deka AL M 2Y:A3KSE-Fe-3YPCR?7
I DYS392 DYS391 DYS437
1200 |
i 15
600 -
y rl SRR lll,“‘l‘ ) ,
04 A UL U AR L NIRRT .| . -, 3
|[WEl 1R:A1 Y-Deka AL 2R : A3 KSB-Fe-9 Y PCR 7

Abbildung 4.26: Elektropherogramm einer Amplifikation der Probe KS6-Fe-9. Die Probe zeigte eine
vollstandige Typisierung in allen Systemen. Deutlich zu sehen ist das Ungleichgewicht im Doppelsys-
tem DYS389I und Il (blaue Farbspur): wéhrend das kirzere DYS389I extrem hohe Fluoreszenz auf-
weist, ist das langere DY S38911 kaum zu erkennen.

Nur bei einigen Individuen (KS03, KS42, KS48, KS49, KS54) konnten wenige
STRs amplifiziert werden. Dabei decken sich die Ergebnisse mit denen aus der Amp-
lifikation von autosomaler DNA: zeigte ein Individuum bereits nur unvollstandige
Ergebnisse in der Heptaplex (vgl. Tabelle 4.2), wurden auch nur unvollstandige Y-
Haplotypen generiert.

Tabelle 4.20 zeigt die Konsensus-Haplotypen und die statistisch wahrscheinlichste
Haplogruppe (nach Athey 2005) aller untersuchten Individuen. Die Tabelle beinhal-
tet auch die Daten, die von Quosigk (2013) erhoben worden sind. Die Ergebnisse
jeder Einzelamplifikation und der jeweilige Bearbeiter kann in der Tabelle Einzel-
amplifikationen.xlIsx auf der beigefiigten CD eingesehen werden. Fur den Konsensus-
Haplotypen wurden nur Allele aufgenommen, die reproduzierbar waren (siehe auch
die Excel-Tabelle Konsensus und Amova.xlsx auf der beigefiigten CD).
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Tabelle 4.20: Konsensus-Haplotyp und statistische Haplogruppe nach Athey (2006). Aus Platzgriinden
fehlt die Bezeichnung ,,DY S vor den Systemen. Hg = Haplogruppe; W. = Wahrscheinlichkeit. Fortset-
zung auf den néchsten zwei Seiten.

Ind. 3891 | 19 389l 438 | 385a | 385b | 439 | 393 | 390 | 392 391 437 Hg. w.
Kso1 13 15 30 10 15 15 11 14 23 12 10 14 12b1 100
KS02 13 14 28 12 11 15 13 15 24 13 11 15 R1b 100
KS03 14 - - - - - 12 14 - - 11 - - -
Kso04 13 14 - 12 11 14 12 13 23 13 10 15 R1b 100
KS05 13 14 29 12 11 14 12 13 24 13 10 15 R1b 100
KS06 13 14 - 12 11 15 10 12 24 13 12 15 R1b 100
KS07 13 16 - 10 12 16 11 13 23 12 10 15 12a 97,2
KS08 13 14 - 12 12 14 12 13 24 13 11 15 R1b 100
KS09 12 14 28 12 11 14 11 13 23 13 10 15 R1b 100
KS10 12 16 30 11 14 15 11 13 23 11 11 16 G2a 79
KS11 13 14 29 12 14 14 13 13 24 13 11 14 R1b 99,2
KS12 13 14 29 12 11 14 12 12 23 13 11 15 R1b 100
KS13 13 14 30 10 13 14 11 13 22 11 10 16 11 98,8
KS14 13 14 29 10 11 14 11 13 24 12 10 15 R1b 100
KS15 13 15 29 9 13 17 12 12 25 11 10 16 J2 99,7
KS16 14 | 14 30 12 11 14 11 13 24 13 11 15 R1b 100
KS17 13 15 - 9 11 14 11 13 23 13 10 14 T 94,6
KS18 13 14 - 11 14 14 10 13 25 11 10 - Rla 93,2
KS19 13 14 29 12 12 14 12 13 24 13 10 15 R1lb 100
KS20 13 14 28 12 11 13 12 13 24 13 11 15 R1b 100
KS21 13 14 28 12 11 14 12 13 23 13 11 15 R1b 100
KS22 13 15 30 11 11 14 10 13 25 11 11 14 Rla 100
KS23 13 15 - 12 11 14 12 12 24 13 11 15 R1b 100
KS24 12 14 28 10 13 14 11 13 22 11 10 16 11 99,9
KS25 13 14 - 12 11 15 11 13 25 13 10 15 R1b 100
KS26 13 14 30 10 13 16 11 12 22 11 10 14 1 85,9
KS27 13 14 - 12 12 13 12 13 24 13 11 15 R1b 100
KS28 13 13 - 10 15 16 12 13 24 11 10 14 Elblb 99,9
KS29 13 12 29 13 12 14 12 13 24 13 11 14 R1b 100
KS30 13 14 29 11 10 14 12 13 23 13 11 15 R1b 100
KS31 13 15 29 13 12 15 11 13 24 13 11 15 R1b 100
KS32 14 | 15 31 11 11 16 10 13 25 11 10 14 Rla 100
KS33 15 14 31 12 12 15 12 13 23 13 11 15 R1b 99,8
KS34 14 | 14 29 12 11 14 11 13 25 13 11 15 R1b 100
KS35 12 14 28 10 13 14 11 12 22 11 10 15 11 98,3
KS36 13 14 29 12 11 16 12 13 24 14 11 14 R1b 100
KS37 13 14 29 12 11 14 12 13 24 13 11 15 R1b 100
KS38 13 13 - 10 10 16 12 13 24 11 10 14 Elblb 80,1
KS39 13 14 29 12 12 14 12 13 24 13 11 15 R1b 100
KS40 13 14 - 12 11 15 12 13 24 13 11 15 R1b 100
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Ind. 3891 | 19 | 3891 | 438 | 385a | 385b | 439 | 393 | 390 | 392 | 391 | 437 Hg. w.
Ksa1 14 | 14| 30 12 11 14 | 12 | 13 | 23 | 11 | 11 14 R1b 100
Ks42 13 | - - - - - 12 | - - - 11 - - -

Ks43 13 | 14| 29 12 11 13 | 12 | 12 | 24 | 13 | 10 15 R1b 100
Ksa4 13 | 14 - 12 12 14 | 12 | 13 | 24 | 13 | 11 15 R1b 100
Ks45 14 | 14 - 12 12 14 | 12 | 13 | 24 | 13 | 10 14 R1b 100
Ks46 12 | - - 10 14 16 | 11 | 14 | 22 | 11 | 10 - G2a o8

Ksa7 12 | 14 - 12 11 14 |12 | 14| - | 13| 11 - R1b 100
Ksa8 14 | - - - - - - |18 ] - - - - - -

Ks49 14 | - - - - - 10|12 - |10 10 - - -

KS50 13 | - - 10 - - 12 |14 - |12 11 - 12b1 | 886
KS51 12 | 14| 29 10 13 18 | 11 | 12 | 23 | 11 | 10 - n 99,1
KS52 14 |14 | 30 12 11 14 | 13 | 13 | 24 | 13 | 11 14 R1b 100
Ks53 13 | - - 10 - - 11 | 14 | - | 13 | 10 14 12b1 | 952
KS54 - - - - - - 13 | - - - - - - -

KS55 13 | 14| 29 12 11 14 | 11 | 13 | 24 | 13 | 10 14 R1b 100
KS56 13 | 14 - 12 11 14 | 11 | 13 | 23 | 13 | 10 15 R1b 100
KS57 13 |14 | 29 12 11 13 | 11 | 13 | 24 | 15 | 10 15 R1b 100
KS58 13 | 13| 30 10 14 18 | 11 | 13 | 22 | 12 | 10 14 | Elbib | 84

KS59 13 | - - - 11 18 |12 | 13 | 22 | 12| 10 14 Q 95

KS60 14 |16 | 31 12 12 13 | 12 | 13 | 24 | 13 | 10 15 Rlb | 932
KS61 13 |14 | 29 12 11 15 | 12 | 13 | 24 | 13 | 11 15 R1b 100
KS62 14 14| 30 12 11 14 |12 |13 | 23 |13 | 11 15 R1b 100
KsS63 13 | 14 - 12 11 14 | 12 |13 |24 | 13| 11 15 R1b 100
KS64 14 |15 | 30 11 11 20 | 10 | 13 | 25 | 11 | 11 14 Rla | 99,1
KS65 13 | - - 12 11 14 | 13 | 13 13 | 12 - R1b 100
KS66 13 | 14 - 11 14 15 | 11 | 14 | 23 | 12 | 10 14 12b1 | 93,1
KS67 13 | 14| 31 12 11 14 | 12 |12 |24 | 13| 11 15 R1b 100
KS68 13 | 14| 29 12 11 13 | 12 | 13 | 24 | 13 | 10 15 R1b 100
KS69 14 - 12 11 14 |12 |13 |24 | 13| 11 - R1b 100
KS70 12 | 14| 28 12 12 14 | 10 | 13 |24 | 13 | 11 15 R1b 100
Ks71 13 |15 | 29 12 11 14 |13 |15 | - | 13 | 10 15 R1b 100
KS72 13 | 14 - 12 11 15 | 11 | 13 | 24 | 11 | 11 15 Rlb | 99,4
Ks73 13 | 15| 29 12 11 15 | 13 | 13 | 24 | 13 | 10 15 R1b 100
KS74 12 |14 | 28 10 13 14 | 11 | 12 | 22 | 11 | 10 16 1 99,8
KS75 14 | 14| 30 12 11 14 | 12 | 13 | 24 | 13 | 10 15 R1b 100
KS76 14 | 15 - 9 13 14 | 12 | 13 | 22 | 11 | 10 14 2 97,1
Ks77 10 | 14| 26 12 11 11 | 11 | 13 | 23 | 13 | 10 15 R1b 100
Ks78 13 | 14| 29 12 11 14 |11 |13 | 24 | 13 | 11 14 R1b 100
KS79 12 | 14| 28 9 13 15 | 11 | 12 | 23 | 11 | 10 15 2 100
KsS80 12 | 15| 28 10 13 15 | 12 | 13 | 23 | 11 | 10 16 11 93,9
Ks81 14 | 15| 31 10 15 15 | 11 | 15 | 23 | 12 | 10 14 12b1 | 100
KS82 12 | - - 12 11 - 12 |13 | 24 | 13| 11 15 R1b 100
Ks83 13 | 14 - 12 11 14 | 13 | 13 | 24 | 13 | 11 15 R1b 100
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Ind. 3891 | 19 | 389l 438 | 385a | 385b | 439 | 393 | 390 | 392 | 391 437 Hg. W.
Ks84 14 | 14 30 12 13 14 13 | 13 | 24 | 13 10 15 R1b 100
KS85 13 15 - 12 11 14 12 12 24 13 11 15 R1b 100
KS86 10 | 14 26 12 15 16 12 | 13 | 23 | 13 11 15 R1b 100
KS87 13 | 14 29 12 12 14 12 | 12 13 11 15 R1b 100
KS88 14 13 32 10 15 15 12 12 24 11 10 14 Elblb 98,8
KS89 13 | 14 29 12 11 15 12 | 13 | 24 | 13 11 15 R1b 100
KS90 13 14 29 10 13 15 11 12 23 11 10 16 11 95,7
KS91 13 | 14 29 12 11 14 12 | 13 | 25 | 13 11 15 R1b 100
KS92 13 15 29 11 11 14 10 12 24 11 11 14 Rla 100
KS93 13 14 - 9 14 16 13 13 23 13 9 14 T 100
KS94 12 | 16 - 11 14 15 11 | 13 | 23 | 11 11 16 11 76,3
KS95 14 14 32 10 11 15 11 14 23 12 10 14 12b1 100
KS96 13 | 14 - 10 13 18 11 | 12 | 23 | 11 10 14 1 99,9
KS97 13 15 31 10 15 15 11 15 24 12 10 14 12b1 100
KS98 weiblich
KS99 13 | 14 29 12 11 14 11 | 13 | 24 | 13 11 15 R1b 100
KS100 14 14 29 12 11 13 11 13 23 14 11 15 R1b 99,9
KS101 14 | 14 32 10 15 15 11 | 14 | 23 | 12 10 14 12b1 100
KS102 14 14 30 12 12 14 12 13 24 14 10 15 R1b 100
KS103 14 | 14 30 11 11 14 12 | 13 | 24 | 13 11 14 R1b 99,6
KS104 13 14 29 12 11 14 11 13 25 13 11 15 R1b 100
KS3-Fe-20 13 13 - 10 17 19 11 13 24 11 10 14 Elblb 100
KS3-Fe-28 13 - 29 12 11 - 12 | 13 | 24 | 13 10 - R1b 100
KS4-Fe-23 12 13 - 10 - 18 10 13 24 11 10 14 Elblb 100
KSM-Fe-21 | 13 | 14 - 12 11 15 12 | 13 | 25 | 13 10 14 R1b 100
KSM-Fe-23 12 - - 10 13 18 12 12 - 11 10 14 J1 96,2
KSM-Fe-25 | 14 | 13 - 10 13 14 10 | 13 | 24 | 11 9 14 Elblb 100
KSM-Fe-27 | 13 | 14 30 12 11 14 13 | 13 | 24 | 13 10 15 R1b 100
KSM-Fe-28 13 15 - 9 13 16 12 12 23 11 9 - J2 99,8
KSM-Fe-30 | 13 | 15 29 9 13 15 12 | 12 | 24 | 11 9 14 12 99,6
KSM-Fe-32 13 14 - 12 11 15 12 12 23 13 11 15 R1b 100
KSM-Fe-36 12 14 28 12 11 14 13 13 24 13 11 15 R1b 100
KSM-Fe-42 | 13 | 17 29 11 11 14 10 | 13 | 25 | 11 10 14 Rla 100
KSM-Fe-43 | 12 | 16 - 9 13 16 11 | 12 - 11 10 15 12 98,7
KSM-Fe-48 13 14 - 12 10 - 12 13 23 13 11 - R1b 99,9
KSM-Fe-51 13 14 - 12 11 14 11 13 24 12 11 15 R1b 100
KS2-Fe-8 3 13 15 - 13 11 15 12 13 23 13 11 15 R1b 100
KS2-Fe-26 13 14 30 12 11 14 12 13 24 13 11 15 R1b 100
KS5-Fe-16 13 14 - 12 11 14 11 13 24 14 11 14 R1b 100
KSM-Hu-9 13 14 30 12 12 14 12 13 24 13 11 15 R1b 100
KSM-Hu-10 | 12 16 30 11 11 14 10 14 25 11 11 14 Rla 100
KS2-Ti-19 13 13 30 12 10 13 13 12 24 13 11 14 R1b 99
KS3-Mx-1 13 | 13 - 12 11 15 12 | 13 - 13 12 15 R1b 100
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Die statistische Auswertung der Ergebnisse teilte sich zum einen nach Haplogruppen
und zum anderen nach Haplotypen.

Y-Haplogruppen

Im Kollektiv konnte fiir 120 der 125 Individuen die zugehorige Haplogruppe ermit-
telt werden. Nur fur finf Individuen (KS03, KS42, KS48, KS49, KS54) konnten
nicht ausreichend Allele typisiert werden, um eine Haplogruppe sicher zu bestim-
men. Die Bestimmungssicherheiten fir 115 Individuen lagen tiber 90%, nur fur funf
zwischen 75% und 90%. Insgesamt wurden elf verschiedene Haplogruppen gefun-
den, wobei die westeuropdische Haplogruppe R1b mit Abstand die haufigste ist. Die
Verteilung stellt sich wie folgt dar (Tab. 4.21):

Tabelle 4.21: Haplogruppenverteilung im Kollektiv. Hg = Haplogruppe
Hg Rlb Rla Elblb 11 I2bl 12a J1 J2 G2a T Q

Anzahl 75 7 7 7 8 1 4 6 2 2 1

% 62,5 58 58 58 67 08 33 5 1,7 1,7 08

Fur die weitere statistische Auswertung wurden die Subhaplogruppen 11, 12b1 und
12a zu | sowie J1 und J2 zu J zusammengefasst. Fir verschiedene Populationen wur-
den die Haplogruppenfrequenzen ermittelt (Tab. 4.22):

Tabelle 4.22: Haplogruppenverteilungen in verschiedenen europdischen Populationen.

Land Rib Rla I J E Andere  Literatur
Frankreich 061 0025 0155 008 & 007 @ 006 Remestiiset
-Elsass 0,635 0,085 0,135 0,045 0,06 0,04 | Remosiuset
-Rhone-Alpes 0,665 0,056 0,11 0,025 0,05 0,1  Remostiiiset
-Auvergne 0525 0,055 0045 0,115 0,125 0,135 Remostiuise
Deutschland 0445 = 0,16 022 0045 0,055 0,075 ™
-West 047 009 0215 005 008 0095 (e
-Siid 0485 0095 018 0065 008 0095 "M
P'dg‘:gr:;‘:‘:bea 067 0015 016 | 007 004 0045 e
Schweden 022 019 041 003 001 014 TEME
Spanien 069 002 007 009 007 0055 @ Topea
?/f:]%'/sgrp ey | 0625 0042 0208 0028 0060 0028 e
R‘flignd 0075 0465 0175 0034 005 0201 Blanokye
Polen 016 055 016 0035 005 0045 '™Fe
Italien 0,485 0045 014 01 0,1 0,13  Briggeliet
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Fur 120 Individuen ergeben sich daraus folgende gerundete Erwartungswerte (Tab.
4.23):

Tabelle 4.23: Erwartungswerte fiir die Haplogruppen bei 120 Individuen fiir die europai-
schen Populationen aus Tab. 4.21.

Land R1b Rla | J E Andere
Frankreich 73 3 19 10 8 7
-Elsass 76 10 16 5 7 5
-Rhone-Alpes 80 6 13 3 6 12
-Auvergne 63 7 5 14 15 16
Deutschland 53 19 26 5 7 9
-West 56 11 26 6 10 11
-Sud 58 11 22 8 10 11
Niederlande

(Nord-Brabant) 80 2 19 8 > >
Schweden 26 23 49 4 1 17
Spanien 83 2 8 11 8 7
Belgien

( An%werpen) 75 5 25 3 8 3
Russland (West) 9 56 21 4 6 24
Polen 19 66 19 4 6 5
Italien 58 5 17 12 12 16
Massengrab KS 75 7 16 10 7 5

Mit Hilfe des y*-Tests wurden die Haufigkeiten miteinander verglichen. Dabei erga-
ben sich folgende p-Werte (Tab. 4.24):
Tabelle 4.24: x> und p-Werte beim paarweisen Ver-

gleich der Kasseler Haplotypen zu den der verschiede-
nen Populationen.

KS vs. Land v p-Wert
Frankreich 6,663 0,2469
-Elsass 4,958 0,4211
-Rhoéne-Alpes 21,633 0,0006
-Auvergne 36,174 0,0000
Deutschland 26,307 0,0000
-West 18,157 0,0028
-Sid 12,917 0,0242
Niederlande

(Nord-Brabant) 17,261 0,0040
Schweden 170,520 0,0000
Spanien 17,221 0,0041
Belgien

( An%werpen) 18,099 0,0028
Russland

(West) 551,782 0,0000
Polen 223,650 0,0000
Italien 14,981 0,0104
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Der Test ergab signifikante Unterschiede zu den meisten europaischen Populationen.
Auch innerhalb Frankreichs bestehen signifikante Unterschiede zu bestimmten Sub-
populationen, etwa der Bevolkerung der Auvergne oder der Region Rhone-Alpes.
Die groRkte Ahnlichkeit besteht zu der Bevélkerung des Elsass.

Y-Haplotypen

Mit Hilfe der Datenbank YHRD und dem dort verfigharen AMOVA-Tool wurden
die Haplotypen mit verschiedenen europdischen Populationen verglichen. Flr den
Vergleich wurde das System DYS389Il aufgrund der unvollstdndigen Typisierung
sowie Individuen mit unvollstdndigen Haplotypen komplett herausgenommen, da
fehlende Werte kinstliche Distanzen erzeugen. Fir die verbliebenen elf Systeme
wurden 101 Individuen vollstandig typisiert (siehe auch die Excel-Tabelle Konsensus
und Amova.xlsx [Reiter AMOVA] auf der beigefiigten CD).

In einer ersten Analyse wurden 10 Populationen aus ganz Europa mit der Kasseler
Serie verglichen (Abb. 4.27). Konkret waren dies Granada (Spanien), Toulouse
(Frankreich), Biella Piedmont (Italien), Strasbourg (Frankreich), Noord-Brabant
(Niederlande), Berlin (Deutschland), Blekinge (Sudschweden), Vasterbotten (Nord-
schweden), Warschau (Polen) und Moskau (Russland).

Abbildung 4.27: Ubersicht der Populationen in der AMOVA-Analyse iiber
Europa. (Karte von wikipedia, bearbeitet)
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Die AMOVA mit 10.000 Permutationen ergibt folgende Distanzmatrix (Tab. 4.25):

Tabelle 4.25; Distanzmatrix der AMOVA-Berechnung. Im Rechteck unterhalb der Diagonalen ist der
Rsr-Wert dargestellt, oberhalb der zugehorige p-Wert. In Fett/kursiv unterlegt sind nicht signifikante
Unterschiede zur Kasseler Serie.

Population | Berlin ;| Biella Blek. Gran. Brab. | Smol. | Strasb. { Toul. : Vésterb.: War. . Mass.
Berlin 0.0011 : 0.0135 . 0.0000 : 0.0000 : 0.0052 : 0.0019 : 0.0042 : 0.0021 : 0.0000 : 0.0000
Biella 0.0426 0.0120 : 0.3383 : 0.1462 : 0.0000 : 0.7012 :@ 0.9049 : 0.0077 : 0.0000 : 0.0761

Blekinge | 0.0359 : 0.0445 0.0009 : 0.0001 : 0.0000 : 0.0065 : 0.0058 : 0.2139 : 0.0000 : 0.0000
Granada 0.0433 | 0.0003 : 0.0666 0.0455 | 0.0000 : 0.9493 : 0.7682 : 0.0019 : 0.0000 : 0.1996
Brabant 0.0619 ;| 0.0064 @ 0.1046 : 0.0105 0.0000 : 0.2551 : 0.3536 : 0.0000 : 0.0000 : 0.2467
Smolensk | 0.0455 : 0.1489 : 0.1451 : 0.1260 : 0.1816 0.0000 : 0.0000 : 0.0001 : 0.2045 : 0.0000
Strasbourg | 0.0378 | -0.0057 . 0.0557 @ -0.0068 @ 0.0024 @ 0.1242 - 0.9774 : 0.0076 : 0.0000 : 0.7045
Toulouse | 0.0365 ;| -0.0092 : 0.0579 : -0.0055 : 0.0001 : 0.1350 : -0.0110 0.0060 : 0.0000 : 0.3466
Vésterbotten | 0.0531 : 0.0512 : 0.0092 : 0.0617 : 0.1060 : 0.1202 : 0.0521 : 0.0606 - 0.0000 : 0.0000
Warsaw 0.0494 | 0.1650 @ 0.1505 : 0.1475 : 0.1731 : 0.0049 @ 0.1484 | 0.1484 : 0.1595 0.0000
Massengrab | 0.0553 : 0.0114 : 0.1053 . 0.0031 :@ 0.0022 : 0.1553 : -0.0049 : 0.0006 : 0.1009 : 0.1551 -

Die geringste Distanz wurde zur Population aus Strasbourg ermittelt. Weitere nicht
signifikante Unterschiede gab es zu den Populationen aus Toulouse, Brabant, Grana-
da und Biella Piedmont. Im NJ-Baum wird die Kasseler Serie zusammen mit Brabant

und Strasbourg geclustert (Abb. 4.28).

Granada

— \Narsaw
— Smolensk

Berlin

—e \/aesterbotten
—e Blekinge

Biella
Toulouse

— Massengrab KS
— Brabant

Strasbourg

Abbildung 4.28: Phylogenetischer Baum berechnet nach NJ-
Methode. Kassel clustert mit den Populationen aus Brabant und

Strasbourg.
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Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden in einer zweiten AMOVA nur Populatio-
nen aus Mitteleuropa miteinander verglichen. In dieser Analyse wurden Populationen
aus Deutschland (Koln, Stuttgart), Frankreich (Lille, Marseille, Toulouse, Stras-
bourg), Benelux (Noord-Brabant, Walloon), der Schweiz (Zirich) und Italien (Trino
Piedmont) mit der Kasseler Serie verglichen (Abb. 4.29).

-~ 2 - \,“

P s A
Abbildung 4.29: Ubersicht der Populationen in der zweiten AMOVA-Analyse
Uber Europa. (Karte von wikipedia, bearbeitet)

Die AMOVA mit 10.000 Permutationen ergibt folgende Distanzmatrix (Tab. 4.26):

Tabelle 4.26: Distanzmatrix der zweiten AMOVA-Berechnung. Im Rechteck unterhalb der Diagonalen
ist der Rsr-Wert dargestellt, oberhalb der zugehdrige p-Wert. In Fett/kursiv unterlegt sind nicht signifi-
kante Unterschiede zur Kasseler Serie.

Population Col. Lille Mars. Brab.  Strasb. . Stutt. Switz. Toul. Trino Wall. | Mass.
Cologne - 0.6275 | 0.1319 : 0.0093 : 0.2136 : 0.2890 : 0.1669 : 0.3506 : 0.0008 : 0.4192 : 0.0126
Lille -0.0026 - 0.6868 : 0.3595 : 0.9410 : 0.4232 : 0.6101 . 0.8780 : 0.0363 : 0.8413 : 0.4479
Marseille 0.0082 | -0.0076 - 0.2156 | 0.8602 : 0.2038 : 0.3838 @ 0.8312 | 0.2363 . 0.5418  0.1829
Brabant 0.0127 : 0.0002 : 0.0051 - 0.2559 | 0.0047 . 0.1550 : 0.3543 | 0.0053 @ 0.4919 : 0.2449
Strasbourg | 0.0027 : -0.0097 : -0.0110 : 0.0024 - 0.1468 | 0.3516 : 0.9762 : 0.1025 : 0.8033 : 0.7039
Stuttgart 0.0003 : -0.0006 : 0.0048 : 0.0160 : 0.0044 - 0.2771 : 0.3854 : 0.0051 : 0.3026 : 0.0031
Switzerland | 0.0022 | -0.0035 : -0.0007 | 0.0042 : 0.0004 : 0.0008 - 0.6458 | 0.0181 ' 0.4914 ' 0.0321
Toulouse 0.0005 | -0.0091 : -0.0108 @ 0.0001 | -0.0110 : -0.0002 : -0.0041 - 0.1169 | 0.9219 | 0.3339
Trino 0.0470 : 0.0316 : 0.0056 : 0.0576 : 0.0182 : 0.0353 : 0.0320 : 0.0157 - 0.1108 : 0.0056
Walloon -0.0009 : -0.0109 : -0.0063 ; -0.0032 : -0.0103 : 0.0016 : -0.0031 : -0.0136 : 0.0212 - 0.6338
Massengrab | 0.0134 : -0.0012 : 0.0068 : 0.0022 :-0.0049 : 0.0202 : 0.0137 : 0.0006 : 0.0510 : -0.0056
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Der geringste Unterschied besteht zu den Populationen aus Walloon und Strasbourg.
Alle franzosischen Populationen weisen keinen signifikanten Unterschied auf. Im
NJ-Baum findet sich Kassel in einem Cluster mit den Benelux-Populationen (Abb.
4.30).

e Lille
Switzerland

— Stuttgart

— Cologne

s Massengrab KS

—s Brabant

s \Valloon

— | [INO

— Narseille

Strasbourg
Toulouse

Abbildung 4.30: Phylogenetischer Baum berechnet nach
NJ-Methode. Kassel clustert mit den Populationen aus den
Benelux-Landern.

Zusammenfassend zeigen sowohl die Haplogruppen- als auch die Haplotypenver-
gleiche in eine Richtung: die Haplogruppen deuten Frankreich bzw. das Elsass als
Herkunftsgebiet an, genauso wie die Haplotypen die Benelux-L&nder bzw. franzési-
sche Populationen aufzeigen. Italienische und spanische Populationen sind in den
Haplogruppenanalysen signifikant verschieden, in der Haplotypenvergleich prinzipi-
ell moglich. Signifikante Unterschiede stehen zu allen Populationen 6stlich des
Rheins.

Interpretation

Mit den Analysen kann gezeigt werden, dass die Individuen des Kollektivs, als
Gruppe betrachtet, keinen lokalen Ursprung hat, sondern vermutlich aus einer Regi-
on westlich des Rheins, héchstwahrscheinlich dem Elsass und / oder den sidlichen
Benelux-Landern stammen.
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4.7. Nachweis humanpathogener Bakterien-DNA

Das in Zusammenarbeit mit Johanna Schrdder entwickelte Nachweissystem bakteri-
eller DNA zeigte nach einigen Test- und Optimierungs-PCRs die aus den Datenban-
ken ermittelten Ergebnisse. Die Kontrollproben mit menschlicher DNA und DNA-
Extrakten aus Bodenproben zeigten wie erwartet keine Produkte im entsprechenden
Langenbereich. Abbildung 4.31 zeigt die Produkte der Duplex mit B. quintana- und
R. prowazekii-spezifischen Primern (vgl. Tabelle 3.9). Abbildung 4.32 zeigt eine
PCR mit verschiedenen menschlichen Kontrollproben, Bodenextrakten und Negativ-
sowie Positivkontrollen der Triplex-PCR mit Salmonella enterica- und Borrelia
recurrentis-spezifischen Primern (vgl. Tabelle 3.10). Informationen zu Einzelampli-
fikationen und jeweiligem Bearbeiter sind in der Tabelle Einzelamplifikationen.xlIsx
auf der CD zu finden.

Abbildung 4.31: Lénge der Produkte der Duplex bei Anwesenheit von
B. quintana (I und 2) und R. prowazekii-DNA (3). Bei DNA-Extrakten
von Bodenproben (4 und 5) zeigten sich keine Produkte. (PCR-Ansatz
Schroder)

S50bp JMC MBR ABL MKG PGW DAN OBK KLZ UL SRN JKH Bod1 Bod2 50bp Salty SPA Brec NC1 NC2 NC3 50bp

Abbildung 4.32: Amplifikation mit den Primern der Triplex. Bei den menschlichen Kontrollproben
(Dreibuchstabenkiirzel) und Bodenproben (Bod) treten langere, unspezifische Produkte auf, die aber
deutlich von den spezifischen Produkten der Humanpathogenen (Sal.ty, SPA, B.rec) unterscheidbar
sind. (PCR-Ansatz Schrdder)
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Die Amplifikation mit Extrakten der Kasseler Individuen hatte in ersten Tests erge-
ben, dass bei drei Individuen Bartonella quintana-DNA nachgewiesen werden konn-
te (vgl. Abb. 4.33), wobei die Reproduktion in zwei Fallen erst nach mehrmaligen

Versuchen erfolgreich war (Grumbkow et al. 2011).

'e}
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Abbildung 4.33: Agarosegelbild einer PCR fir den Bartonel-
la / Rickettsia-Nachweis. In zwei Extrakten (Fe2 und Fe32,
Pfeile) zeigt sich ein Produkt der erwarteten Lénge des Bar-
tonella-Fragments. Boden = Bodenprobe, Ripro, B.q.T =
Positivkontrollen, Fe = Femur, 1KB = Langenstandard

Die Sequenzierung und anschlieBende BLAST-Suche bestétigte, dass es sich bei den

erhaltenen Fragmenten um B. quintana-DNA handelt (Abb. 4.34).

Sequences producing significant alignments:

Select; Al None Selected

It Alignments 4]
Descrigtion shgz:e STCDT;L ?E:er:' il dent  Accession

O Batanella quintana st Toulouse, comalele genome 189 189 99% Ted5 100% BHBETTO0I

[ Baronalla quintana hernir-tinding protein E (k] aene, comalets ods 189 189 99% Te-d5 100% Ar126A75.1

[ Baronella uintana Rh-11, complete genome 61 ET 99% 3ed7 5% CROOSTR4T

[ Bartonglla grahamii asdaug, complete oename 0404 % fe) 92% CRODIS621

[0 Bartoriela bibocorum GIP 105476 complets gename, e strain GIP 105476 787 787 TA% 32 B4%  AMIA0AIAA

Abbildung 4.34: Ergebnisse der BLAST-Suche. Die amplifizierte Sequenz findet sich so nur bei Bar-

tonella quintana.
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Trotz kurzerer Produktlangen im Vergleich zu den ersten Tests konnten keine weite-
ren Infektionen mit Bartonella oder Rickettsia nachgewiesen werden (vgl. Schroder
2013).

Bei der Anwendung der Triplex-Primer stellte sich heraus, dass es durch die Co-
Extraktion von Mikroorganismen-DNA zu verhdltnismaRig vielen unspezifischen
Produkten kommt. Dennoch lassen sich diese von den spezifischen Produkten auf-
grund ihrer Lange unterscheiden. Wie sich zeigte, war der Hauptverursacher daftr
das Primerpaar fiir den Genort STY0312. Diese unspezifischen Produkte treten nicht
auf, sobald spezifische Salmonellen-DNA im Extrakt vorliegt (Abb.4.35, [*]).

STY0312

STYO0316

Abbildung 4.35: Einzelamplifikationen der Triplex-Primer (vgl. Tab. 3.9). Links der
gestrichelten Linie sind Amplifikationen mit Extrakten aufgetragen (je Position die glei-
che Probe Uber die Ansétze). Wéhrend bei dem Primerpaar fur recN keine unspezifi-
schen Produkte auftreten, zeigen die STY-Primer z.T. sehr lange unspezifische Produkte.
Diese treten nicht auf, sobald Salmonella-DNA im Extrakt vorhanden ist (*). Durch
ihren L&ngenunterschied sind die spezifischen Produkte als solche zu identifizieren. NC
= Negativkontrolle, PC = Positivkontrolle, M = rezente menschliche Kontrolle. (PCR-
Ansatz Schroder)

Die Primer des Genorts STY0312 wurden deswegen im Folgenden in Singleplex-
Ansatzen amplifiziert, wéhrend die anderen beiden als Duplex zusammengefasst
wurden.
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In dem Extrakt der Probe KS3-Fe-11 konnten Salmonella-spezifische Banden repro-
duzierbar amplifiziert werden (vgl. Abb. 4.35, [*]). Die Anwesenheit der zwei Frag-
mente fiir Salmonellenspezies zeigt an, dass es sich dabei um die Spezies Salmonella
typhi handelt. Im Weiteren konnte im Extrakt des Knochens KSM-Hu-9 der Salmo-
nellen-Genort STY0312 amplifiziert werden (Abb. 4.36). Dieses Ergebnis konnte
jedoch trotz mehrmaliger Wiederholung nicht reproduziert werden. An dieser Stelle
kann nicht bestimmt werden, um welche Salmonellen-Spezies (S. typhi, paratyphi A
oder S. weltevreden) es sich dabei konkret handelt.

Abbildung 4.36: Agarosegeldbild einer Amplifikation mit Primern des Genorts
STY0312. Im Extrakt des Knochens KSM-Hu-9 (4) wurde Salmonellen-
spezifische DNA amplifiziert (Pfeil). 8 und 9 zeigen Positivkontrollen, 10 eine
rezente menschliche Kontrolle. 50bp = L&ngenstandard.

Die Sequenzierung der Fragmente und anschlieend BLAST-Suche bei NCBI ergab,
dass es sich um Salmonella-DNA handelt (Abb. 4.37).

Sequences producing significant alignments:

Select: Al None Selected:0
i1 Alignments &

Max  Total Query E

Description Ident ~ Accession
score score cover value

[0 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str CT18, complete chromosome 185 185 100% fedd 100% AL5133821
[J Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str P-sbe12, complele genome 185 185 100% fe-44 100% CPO032781
[ salmonella enterica strain GIFU10007 tyme V1 secretion svstem gene cluster paral sequence 189 185 100% fedd 100% JETGAT1ZL
[ salmonella enterica subsp. enterica serovar Weltewsden sir. 2007-50-3289-1 complets genorme, contiq 5 174 174 100% 3e-41 98% FERTTE1824
[0 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyohi A str AKU 12601 complete genome, strain AKU 12601 169 169 100% 2e-39 97% FM2000631
[ salmonella enterica subsp. erterica serovar Paratyphi A stc ATCC 9150, complete genome 169 169 100% 2e-39 97% CP000026.1

Abbildung 4.37: Ergebnisse der BLAST-Suche. Die amplifizierte Sequenz findet sich so nur bei Sal-
monella typhi bzw. S. paratyphi A. Durch die zusétzliche Amplifikation des Genorts STY0316 konnte
die Spezies als S. typhi bestimmt werden.
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Zur Uberpriifung auf Inhibitoren in den DNA-Extrakten wurden einige PCR-Ansitze
der Extrakte mit geringen Mengen an rezenter Bakterien-DNA versetzt. Dabei konn-
te keine Beeintréchtigung des Amplifikationserfolgs beobachtet werden (Abb. 4.38).

Abbildung 4.38: Agarosegelbild eines Tests auf Inhibition.
Mit minimalen Mengen an Bakterien-DNA versetzte PCR-
Ansatze zweier Extrakte (1 & 2) zeigen vergleichbaren
Amplifikationserfolg wie die Positivkontrollen (5 - 7).
Proben 3 und 4 zeigen Negativkontrollen.

Interpretation

Der Nachweis von Sequenzen humanpathogener Bakterien in DNA-Extrakten der
Individuen zeigt, dass die Individuen mit diesen Erregern infiziert gewesen waren.
Folglich kann ein Zusammenhang mit dem in der Historie erwahnten Nervenfieber
angenommen werden. Die zum Teil schwierige Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
zeigt, dass die DNA der Pathogene nur noch in kleinsten Mengen vorliegt.
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4.8. Zusammenfuhrung und Kontextualisierung

Die Interpretation, dass die Individuen Angehérige der franzdsischen Armee waren,
die wahrend eines ,,Nervenfieber<-Ausbruchs verstorben sind, wird durch die anth-
ropologische Bearbeitung in allen Féllen unterstiitzt. Im Weiteren zeigen die Unter-
suchungen, dass die Individuen zu Lebzeiten unter korperlicher Belastung, Mangel-
erndhrung und schlechten hygienischen Bedingungen litten.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass sich unter den 126 untersuchten
Individuen nur eine Frau befindet, tiber 80% der Individuen sind im jungen Erwach-
senenalter verstorben. Ein militarischer Kontext liegt daher nahe. Die gefundenen
Abweichungen der Regelanatomie kénnen durch ihre Haufigkeit und die Homogeni-
tat der Individuen bzgl. Alter und Geschlecht entsprechend interpretiert werden, ob-
wohl sich ihre Zuordnung zu einzelnen Individuen aufgrund des hohen Fragmentie-
rungsgrades als schwierig gestaltete. Die hohe Anzahl an Belastungserscheinungen,
besonders auf die untere Extremitit und die Wirbelséule, teilweise auch auf Clavicu-
lae, in einem Kollektiv von tberwiegend jungen Méannern zeigt, dass die Individuen
dauerhaft physischer Belastung ausgesetzt waren. Das Auftreten von Cribra orbitalia
lassen eine ungentigende oder einseitige Erndhrung vermuten. Auch die unregelhafte
Mikrostruktur der Femurkompakta kénnte durch eine Dauerbelastung oder Mangel-
ernahrung erklart werden. Die bei fast 30% der Schadel festgestellten ectocranialen
Porositdten konnten u.a. durch chronischen Lé&usebefall hervorgerufen werden und
deuten schlechte hygienische Bedingungen an. Trotzdem lassen sich Hinweise auf
rudimentare &rztlicher Versorgung finden, wobei besonders die Trepanationen zu
erwéhnen sind. All dies passt gut ins Bild des militarischen Lebens im frihen 19.
Jahrhundert und zeigt eindeutige Parallelen zu &hnlichen Massengrabern.

Die weiteren Untersuchungen zeigen, dass die Individuen als ménnliche Stichprobe
einer damaligen Bevolkerung gesehen werden kdnnen. Die Kdorperhohenverteilung
ist anndhernd normalverteilt und liegt mit einer mittleren Korperhthe von 1,67m
genau um den zu erwartenden Wert einer Population aus dem 19. Jahrhundert. Die
untersuchten autosomalen Marker weisen keinen signifikanten Unterschied vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht auf.

Nimmt man eine gemeinsame Herkunft der Individuen an, weisen die Analysen der
Y-Haplotypen und —gruppen auf eine nicht lokale Bevolkerung hin. Die statistische
Auswertung zeigt die hochsten Ahnlichkeiten zu der elsassischen Bevolkerung, wo-
bei bei der Betrachtung der Y-Haplotypen nicht signifikante Unterschiede auch zu
weiteren franzosischen Populationen sowie der Bevolkerung der Benelux-Lénder
vorliegen. Die deckt sich mit den Recherchen der Historiker und bestétigt die Theo-
rie, dass es sich um elsassische und / oder luxemburgische Soldaten gehandelt hat.

Das Fehlen von morphologisch eindeutigen identifizierbaren Todesursachen sowie
der Nachweis von humanpathogenen Bakterien in einigen Knochen unterstiitzen das
postulierte Seuchengeschehen. Dass der Nachweis von bakteriellen Sequenzen nur
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bei wenigen Individuen gelang, ist dabei vermutlich auf geringe Anzahl intakter
Zielsequenzen und die Limitierung der PCR-gestltzten Methodik zuriickzuftihren.

Zusammen mit dem ermittelten Alter der Individuen von etwa 200 Jahren (vgl. Kap.
1.1.) und den historischen Uberlieferungen kann die Identitat der Toten als napoleo-
nische Soldaten als gesichert gelten. Dartiber hinaus fanden sich viele Hinweise auf
die Lebensumsténde, welche durch die historischen Berichte (vgl. Kap. 1.2.) gestiitzt
werden und somit einen sehr detaillierten Einblick auf das militarische Leben im
frihen 19. Jahrhundert erméglichen. Auf Grundlage der hier vorgestellten Ergebnis-
se, der historischen Recherchen und rekonstruierten Ereignisse wurde im Naturkun-
demuseum im Ottoneum (Kassel) eine Ausstellung tber die Ereignisse im Jahr 1813
konzipiert. Daftr wurden auch zwei der Individuen dieser Arbeit lebensgetreu nach-
gebaut: KS14 war ein Jugendlicher zwischen 17 und 20 Jahren, KS23 ein mitteladul-
ter Mann. Auf Basis der Schadelmorphologie und der Korperhohe konnte die unge-
fahre Statur der Individuen rekonstruiert werden; historische Untersuchungen ermit-
telten die wahrscheinlich getragenen Uniformen. Die Ausstellung lauft bis Mai 2014.

Abbildung 4.38: Blick in die Ausstellung im Naturkundemuseum im Ottoneum. (Foto: Peter Mans-
feld, Naturkundemuseum Kassel.)
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Abbildung 4.39: Skelette der rekonstruierten Individuen KS14 (vorne) und
KS23. (Foto: Peter Mansfeld, Naturkundemuseum Kassel.)

Abbildung 4.40: Nachgebildete Individuen mit authentischer Uniform. Die Szene soll den
Transport in das Notlazarett darstellen. (Foto: Peter Mansfeld, Naturkundemuseum Kassel.)
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5. Diskussion
5.1. Bestandsaufnahme und Mindestindividuenzahl

Bereits in der Bestandsaufnahme der Langknochen zeigte sich, dass ein starkes Un-
gleichgewicht zwischen den Knochentypen herrscht, wobei die groReren Langkno-
chen in der Uberzahl vorliegen. Dariiber hinaus weisen die meisten Knochen aus
dem Massengrab postmortale Beschédigungen auf, z.T. sind nur Diaphysenfragmen-
te Uberliefert. Von den fragileren Elementen, etwa Fibulae, Schadel oder Scapulae,
liegen nur wenige unbeschadet vor. Der schlechte Zustand kann dabei teilweise
durch den Bergungsprozess und die anschlielende Lagerung erkléart werden. Die
Polizeischuler, die im Januar bei schlechtem Wetter und mehr oder weniger unter
Zeitdruck die Knochen bargen, kdénnen nicht als qualifiziertes Bergungspersonal gel-
ten. Die Wiederbestattung in einfachen Sargen, die durch den Erddruck eingebrochen
waren, dirfte fiir einen Teil der Beschadigungen verantwortlich sein. Dennoch gibt
es auch Hinweise, dass das Massengrab schon bei der Ausgrabung im Januar 2008
gestort vorlag:

Nach einigen Augenzeugenberichten sind die gefundenen Skelette nur ein Teil eines
ursprunglich grolReren Grabes gewesen, das bereits friher gestort wurde. Dabei geht
die alteste Erwahnung auf die Zeit nach dem Ersten Weltkrieg zuriick, als Kinder auf
dem Geldnde Hohlen gebaut haben und dabei auf Gebeine gestoRRen sein sollen. Zei-
tungsartikel aus dem Jahr 1936 berichten von einem grof3en Skelettfund in der Bern-
hardistraBe beim Neubau der Henschelwerke, die sich auf dem Grundstiick etwas
ndrdlich der aktuellen Knochenfunde befanden (Kasseler Neuesten Nachrichten vom
21./22.10.1936). Insgesamt ist von etwa 50 Skeletten die Rede. Was mit den damals
gefundenen Skeletten geschehen ist, ist jedoch nicht Uberliefert. Ein weiteres Ereig-
nis, das den Fundort betrifft, fand ein paar Jahre spéter statt: Im Zweiten Weltkrieg
wurde das Areal der Henschelwerke von Bomben getroffen.

Somit ist es hochst wahrscheinlich, dass die vorliegenden Skelettelemente ein weite-
rer Teil der Knochenfunde aus den 30er Jahren ist, der vermutlich auch noch durch
Bombentreffer gestort wurde. Auch die Diskrepanz zwischen morphologisch und
genetisch ermittelter Mindestindividuenzahl kénnte auf eine bereits gestorte Fundsi-
tuation hinweisen. Wéhrend nur 106 linke bzw. rechte Femora gefunden wurden,
konnten genetisch 126 Individuen identifiziert werden. Somit kénnen nicht alle Indi-
viduen reprasentativ tberliefert worden sein. 22 Knochen konnten bisher mit keinen
weiteren Skelettelementen assoziiert werden. Insgesamt ist durch die historischen
Begebenheiten sowie die Fund- und Bergungssituation das Knochenmaterial stark in
Mitleidenschaft gezogen worden. Wie viele Informationen dadurch zerstort wurden,
l&sst sich nicht abschatzen.

Durch den hohen Fragmentierungsgrad der Knochen war eine sichere Zuordnung der
Skelettelemente zu einem Individuum nur bedingt moglich. So z.B. wird die Rekon-
struktion von Extremititen entscheidend durch die Uberpriifung auf funktionale Ge-
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lenke gestlitzt, was bei zerstorten Epiphysen unméglich ist. Andere Kriterien wie
allgemeine Robustizitat oder Farbung miussen folglich herangezogen werden, diese
sind aber in ihrer Aussagekraft vergleichsweise eingeschrankt. Zuordnungen von
beispielsweise Wirbel(séulen), Becken- oder Schéadelfragmente kénnen kaum mor-
phologisch Gberpruft werden.

Die Mdglichkeit der genetischen Analysen, also des genetischen Fingerabdrucks,
waére daher das Mittel der Wahl, um unsichere Zuordnungen zu Uberprifen. Erst
durch die Genetik war es moglich, die Mindestindividuenzahl mit 126 anzugeben
und so deutlich mehr als die morphologisch nachgewiesene Mindestindividuenzahl
zu identifizieren. Das Auftreten von Kontaminationsereignissen war dabei nur in
ganz vereinzelten Amplifikationen zu beobachten und konnte sofort auf den jeweili-
gen Bearbeiter zurlickgefiihrt werden. Durch das Einhalten der strengen Regeln fiir
die Arbeit mit aDNA und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse kdnnen diese daher
als authentisch gelten. Der durchschnittlich sehr gute DNA-Erhalt in den Knochen
ermdglichte bei einer stichprobenartigen Uberpriifung (Holzgrafe 2013) in vielen
Fallen die sichere Zuordnung von Skelettelementen und konnte theoretisch bei allen
Elementen angewendet werden. Der Nachteil wére dabei jedoch nicht nur, dass es
sich um eine zeit- und kostenintensive Methode handelt, sie ist zusétzlich auch inva-
siv und benétigt eine gewisse Menge Ausgangsmaterial. Im Weiteren konnte bereits
bei Holzgréafe (2013) gezeigt werden, dass die Wahrscheinlichkeit einer schlechten
DNA-Erhaltung in anderen Skelettelementen aulRer Femora in diesem Kollektiv deut-
lich hoher liegt. Fir spongidse Knochentypen, etwa Becken oder Wirbel, sind daher
auch die genetischen Analysen weniger erfolgsversprechend. Letztendlich muss die
Zuordnung der Skelettelemente in einigen Fallen unsicher bleiben. Aufgrund der
Homogenitéat der Individuen bzgl. Alter und Geschlecht ist die endglltige Zuord-
nung, etwa von Abweichungen der Regelanatomie, aufgrund der Haufigkeiten jedoch
flir eine Interpretation nicht unbedingt entscheidend (vgl. Kap. 5.3).

Neben den menschlichen Knochen konnten auch einzelne Tierknochen gefunden
werden. Dabei es handelt sich nur um vereinzelt auftretende Knochen unterschiedli-
cher Spezies und Individuen, meist von Schweinen oder Pferden. Ob diese Knochen
zusammen mit den Individuen bestattet worden sind, oder schon vorher im Boden
lagen, ist ungewiss. Da bei Grabungen immer wieder solche zufélligen Funde von
Nutztierresten auftreten, gerade in der N&he von Siedlungen, ist ein direkter Zusam-
menhang mit dem Massengrab unwahrscheinlich.

5.2. Biologische Basisdaten

Insgesamt zeigt sich, dass die Individuen aus dem Kasseler Massengrab mit den na-
poleonischen Truppen aus Vilnius (s.u.) vergleichbar sind und das Kollektiv genau
den Erwartungen eines militarischen Kontexts des friihen 19. Jahrhunderts entspricht.
Auf eine methodenkritische Diskussion wird an dieser Stelle verzichtet, da das ver-
wendete Methodenrepertoire als etabliert gelten kann und ohne Modifikationen an-
gewendet wurde.
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Die zwei sich erganzenden Methoden fir die Ermittlung des Sterbealters und des
Geschlechts der Individuen zeigen trotz des hohen Fragmentierungsgrads ein sehr
detailliertes Bild des Kollektivs: Von 126 Individuen liefl3 sich nur eines als weiblich
identifizieren, Uber 80% der Individuen sind zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr
verstorben. Uberreste von Kindern und sehr alter Individuen fehlen véllig. Ein mili-
tarischer Hintergrund der Individuen liegt somit nahe (vgl. Kap. 4.2. und 4.3.).

Durch den Fragmentierungsgrad sowie die in einigen Féllen unsichere Zuordnung
wurde gerade die Ermittlung des Sterbealters durch die histologischen Untersuchun-
gen entscheidend gestitzt. Wéhrend bei jugendlichen Individuen durch die morpho-
logischen Kriterien das Sterbealter sehr genau bestimmt werden konnte, liefern bei
Erwachsenen die histologischen Untersuchungen zuverlassige Néherungen. Ahnlich
verhdlt es sich bei der Geschlechtsdiagnose. Zwar fallen nur wenige Skelettelemente
morphologisch in das Spektrum weiblicher Individuen, doch letztlich liefern die ge-
netischen Untersuchungen die Bestatigung, dass sich unter den Individuen mindes-
tens eine Frau befindet.

Die gefundene Alters- und Geschlechtsverteilung bestétigt die Tendenzen aus den
ersten Stichproben der Rechtsmedizin Giellen und der Anthropologie Mainz und
sorgt dennoch fur neue Erkenntnisse. Nicht alle Individuen sind jung verstorben, es
befinden sich mehrere Individuen fortgeschrittenen Alters darunter. Ein Vergleich zu
dem Massengrab napoleonischer Truppen, das in Vilnius, Litauen, gefunden wurde
und auf das Jahr 1812 datiert werden konnte, zeigt jedoch eine sehr &hnliche Vertei-
lung (Signoli et al. 2004): von den 430 Individuen, von denen das Sterbealter genau-
er bestimmt werden konnte, waren 46 (10,7%) unter 20 Jahre alt, 326 (75,8%) zwi-
schen 20 und 30 Jahre alt, 58 (13,5%) waren alter (darunter 8 [1,6%] in der Alters-
klasse Maturitas). Das jungste Individuum war ca. 15 Jahre alt. Dies deckt sich auf-
fallend mit der Altersverteilung des Kasseler Kollektivs.

Im Kollektiv befanden sich auch die Uberreste einer jungen Frau. Wie sie zu den
restlichen Individuen stand, kann an dieser Stelle nicht definitiv beantwortet werden.
Ein mogliches Szenario ist, dass die Frau zum Tross der Truppen gehorte und selbst
eine Fremde in Kassel war. Frauen waren damals ein integraler Bestandteil der fran-
zosischen Armee und wurden als cantinieres, blanchisseuses et vivandieres bezeich-
net; ihre Aufgaben war das Kochen, Waschen, die medizinische Assistenz oder der
Verkauf von Waren (Signoli et al. 2004, vgl. Kap. 1.2.). Im erwahnten Massengrab
aus Vilnius war das Geschlechterverhéltnis 29 Frauen zu 1338 Mannern (2,1%), wel-
ches damit sogar einen hoheren Frauenanteil aufweist als im Kasseler Kollektiv.
Durch ihre Assoziation mit den franzésischen Truppen wére die Frau dann bei einer
Infektion ebenfalls in das Notlazarett eingeliefert worden (vgl. Kap. 1.1.). Allerdings
ist nicht bekannt, ob ein solcher Tross zur fraglichen Zeit im Winter 1813 auch in
Kassel war. Weiterhin erwadhnen die historischen Unterlagen keine Unterbringung
von Frauen in dem Lazarett, sondern nur Soldaten (personliches Gespréach v. Klo-
buczynski). Eine weitere Moglichkeit ware, dass die Frau zum Pflegepersonal im
Lazarett gehdrte und sich ebenfalls mit dem Nervenfieber angesteckt hatte (vgl. Kap.
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1.1.). Sollte sie jedoch aus Kassel selbst stammen, ware es auffallig, dass sieanonym
Im Massengrab mitbestattet wurde und keine regulare Bestattung erhielt, wobei viel-
faltigste Griinde (Armut, familienlos, etc.) daflr in Betracht k&men. Letztendlich
bleiben jedoch beide Szenarien reine Spekulation. Ein moéglicher weiterfiihrender
Untersuchungsansatz kénnte in der Erstellung einer Strontiumisotopensignatur fir
eine Herkunftsbestimmung liegen (Kap. 5.4.). Zumindest Hinweise auf die Herkunft
der Frau konnten damit erlangt werden, welche eines der Szenarien untermauern
konnten (vgl. Kap. 5.3.).

Insgesamt konnten nur bei 58 Individuen intakte Skelettelemente fur eine Korperho-
henbestimmung herangezogen werden. Die mittlere errechnete Korperhthe betragt
etwa 1,67m und liegt damit nahe der zu erwartenden DurchschnittsgroRe fur das be-
ginnende 19. Jahrhundert (z.B. Komlos 1994). Gerade in militarischen Kontexten
sind Uber lange Zeitrdume sehr genaue Korperhdhendaten der Soldaten berliefert, so
dass die Daten des Kollektivs mit vielen Referenzdaten verglichen werden kdnnen.
So ist beispielsweise fir Danemark zum Beginn des 19. Jahrhunderts eine durch-
schnittliche Korperhéhe von etwa 1,65m — 1,67m, fur Frankreich von 1,66m und fiir
Schweden von 1,65m Uberliefert (Komlos 1994). Nach Komlos und Cinnirella
schwanken die Werte von Soldaten verschiedener Lander im 18. Jahrhundert zwi-
schen 1,64 und 1,68m (Komlos und Cinnirella 2005). Da Mittelwert und Median im
Kollektiv nahe beieinander liegen, kann zusatzlich eine Normalverteilung der Kor-
perh6he angenommen werden, wie man dies bei einer Stichprobe einer normalen
Bevolkerung erwarten wirde. Auch die Korperhohe des weiblichen Individuums
entspricht mit etwa 1,54m ziemlich genau den Erwartungen fir Frauen (1,55m,
Siegmund 2010).

5.3. Abweichungen von der Regelanatomie

Die gefundenen Auffalligkeiten zeigen in ihrer Gesamtheit, dass die Individuen phy-
sischer Belastung, Mangelerndhrung und / oder Infektionskrankheiten ausgesetzt
waren. Aufféllig ist, dass morphologisch keine Hinweise auf eine mogliche Todesur-
sache gefunden werden konnten. Zwar wurden einige, meist individualspezifische
Pathologien identifiziert, allerdings kann keine davon als definitive Todesursache
gelten.

Die héufigste Diagnose stellen die fast durchgehend auftretenden periostalen Reakti-
onen an den unteren Extremitaten dar. Die Frequenz ist ungewohnlich hoch und zeigt
die Belastung der Individuen besonders deutlich. Fur ihr Auftreten konnten sowohl
Mangelerndhrung, physischer Stress sowie Infektionskrankheiten ursachlich sein
(vgl. z.B. Ortner 2003).

Die hohe Frequenz von Zahnpathologien kénnte Hinweise auf einseitige und / oder
Mangelerndhrung sowie schlechte hygienische Bedingungen liefern. Dabei muss
jedoch beachtet werden, dass eine hohe Rate an Auffélligkeiten der Z&hne im Mittel-
alter und der friihen Neuzeit durchaus normal war und keine Besonderheit dieses
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Kollektivs darstellen. Durch den Mangel an oraler Hygiene sowie qualitativ schlech-
terer Nahrung traten Karies, Zahnstein und Zahnverlust in deutlich erhéhtem MaRe
als heutzutage auf. Ein Vergleich mit dem Massengrab aus Vilnius zeigt dhnliche
Frequenzen in allen Zahnpathologien (Palubeckaite et al. 2006). Auch das Auftreten
der Schmelzhypoplasien, die Hinweise auf Stress oder Mangelerndhrung in der fri-
hen Kindheit liefern, waren in historischen Bevélkerungen héufig vertreten (Eickhoff
und Schopper 2012).

Eine weitere Besonderheit stellen die vertieften Ansatzstellen der Ligamenta
costaclavicularia der Claviculae dar, die bei vielen Individuen auftraten. Weiterhin
fanden sich arthrotischen Veranderungen an Wirbelansatzstellen der Rippen und de-
generativen Verénderungen an der Wirbelsdule, welche z.B. durch schweres Lasten-
tragen hervorgerufen werden kann. Zu napoleonischer Zeit wurde die gesamte Aus-
ristung eines (einfachen) Soldaten in Tornistern auf dem Rucken transportiert, die
dadurch entsprechend schwer waren; historische Quellen geben das durchschnittliche
Gewicht eines Tornisters mit 33 Pfund 12 Unzen (etwa 17kg) an (von Segur 1835).
Diese Dauerbelastung konnte somit die gefundenen Auffélligkeiten und deren Hau-
figkeit im Kollektiv erklaren. Die Anwesenheit von Cribra orbitalia ist ein deutliches
Zeichen fir eine Mangelernahrung, wobei nur etwa 10% der Individuen eine Cribra
aufwiesen. Die ectocranialen Porositaten an vielen Schadeln kdnnten ein Hinweis auf
einen chronischen Ldusebefall sein, der mit schlechten hygienischen Bedingungen
einhergeht. In Europa war der L&usebefall bis ins 19. Jahrhundert hinein extrem h&u-
fig und konnte auch fur das Massengrab aus Vilnius gezeigt werden (Araujo et al.
2000, Raoult et al. 2006).

Weitere Auffalligkeiten betreffen zwei verheilte Briiche, zwei Trepanationen sowie
zwei radioulnare Synostosen, die Hinweise auf eine rudimentére drztliche Versor-
gung liefern. Gerade die Trepanation war zu Beginn des 19. Jahrhunderts noch weit
verbreitet und ein haufig angewandtes Mittel, das auch ohne priméare Verletzungen
des Schadels angewandt wurde. Erst Mitte des 19. Jahrhunderts entwickelte sich eine
kritischere Sicht auf das Verfahren (Povacz 2007). Die Synostosen der Unterarm-
knochen, einmal in Pronations- und einmal in Supinationsstellung, wurden wahr-
scheinlich durch ein Trauma und anschlielende Arretierung hervorgerufen. Die ge-
fundenen Auffalligkeiten kénnten zu Individuen gehoren, die verwundet worden
sind, das Lazarett aber ,,geheilt” verlassen konnten (sog. Rekonvaleszente).

Alle Abweichungen von der Regelanatomie stehen in Konkordanz mit der Theorie
eines militarischen Kontexts aus dem frihen 19. Jahrhundert. Da alle Individuen sich
in Geschlecht und Alter dhneln, kdnnen die Belastungserscheinungen (z.B. der Wir-
belséule) trotz unsicherer Zuordnung aufgrund ihrer Haufung als Gberwiegend patho-
logisch identifiziert werden. Die Individuen waren folglich erheblicher physischer
Belastung, Mangelernahrung und vermutlich schlechten hygienischen Bedingungen
ausgesetzt gewesen. Die Parallelen zu &hnlichen Massengrabern, ganz besonders
dem napoleonischer Soldaten in Vilnius, und den historischen Uberlieferungen (vgl.
Kap. 1.2.) sind unverkennbar.
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5.4. Geographische Herkunftsbestimmung

Die Allelfrequenzen der autosomalen STR-Systeme weisen keinen signifikanten Un-
terschied zum Hardy-Weinberg-Gleichgewicht auf, zeigen jedoch eine Verteilung,
wie man sie in westeuropéischen Populationen erwarten wurde. Gleichzeitig gibt es
signifikante Abweichungen in mehreren Systemen von Verteilungen osteuropdischer
Populationen sowie in einem System zu einer nord- bzw. sudeuropdischen Populati-
on. Folglich kdnnen zwei Ableitungen gemacht werden: Zum einen kann das Kasse-
ler Massengrab tatsdchlich als ,,Populationsstichprobe gelten, d.h. es gibt keine
Hinweise auf z.B. einen hohen Verwandtschaftsgrad im Kollektiv. Zum anderen liegt
eine Herkunft der Individuen, als Gruppe betrachtet, aus Westeuropa nahe. Bereits
auf dieser Ebene zeigen sich deutliche Tendenzen der Herkunft der Skelette, welche
durch die Bestimmung der Y-Haplotypen und —gruppen zuséatzlich eingegrenzt wer-
den konnte.

Der gute DNA-Erhalt ermoglichte die vollstdndige Typisierung von elf Y-
chromosomalen Systemen fir 101 Individuen, was fir historische Populationen eine
enorme Stichprobe darstellt. Dabei wurde streng nach den Kriterien fir aDNA-
Analysen gearbeitet und es flossen nur die Allele in die Berechnung ein, die reprodu-
zierbar waren. Die statistischen Auswertungen der Y-chromosomalen Haplotypen
und —gruppen zeigen deutliche Unterschiede zu Populationen 6stlich des Rheins und
zu slideuropaischen Populationen sowie groRte Ahnlichkeiten zur Bevolkerung des
Elsass. Auf der Ebene der Haplotypen besteht kein signifikanter Unterschied zu fran-
zosischen Populationen und Bevolkerungen der Beneluxlander (Roewer et al. 2005).
Fur diese Berechnungen gelten jedoch auch einige Einschrankungen und Grundan-
nahmen, welche die Aussagekraft etwas einschranken:

Zuné&chst wird flr die Berechnungen einer moglichen Herkunft fur die Individuen
eine gemeinsame Herkunft angenommen, obwohl dies an dieser Stelle nicht zu be-
weisen ist. Zwar deuten die historischen Uberlieferungen darauf hin, dass es sich bei
den Individuen um Truppenteile einer Region, ndmlich dem Elsass bzw. Luxemburg,
handelt (personliches Gesprach v. Klobuczynski). Ob einzelne Individuen aber aus
einer ganz anderen Region, etwa Schweden oder Russland, stammen, l&sst sich durch
die durchgefiihrten Berechnungen nicht zeigen. Die genaue Herkunft der einzelnen
Individuen anhand molekulargenetischer Marker herauszufinden ist unmoglich. Le-
diglich zwischen den einzelnen Kontinenten gibt es hinreichend viele Unterschiede,
die eine Einteilung einzelner Individuen in verschiedene Metapopulationen zulassen.
Innerhalb Europas gibt es keine scharfen Grenzen zwischen den Populationen, es
fallen lediglich einige relativ isoliert lebende Bevolkerungsgruppen auf, wie etwa die
Basken oder die Saami (z.B. Richards 2002), jedoch gibt es auch hier keine eindeuti-
gen genetischen Marker, die ein einzelnes Individuum als sicher zugehorig identifi-
zieren wiirde. Selbst die Analyse einzelner Y-Haplotpyen, deren regionale VVorkom-
men durch groRe Datenbanken gut dokumentiert ist, kann fur eine Herkunftsbestim-
mung problematisch sein (King et al. 2007). So bleibt die Herkunft fur das einzelne
Individuum auf genetische Weise unbestimmbar.
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Eine andere Mdglichkeit der Herkunftsbestimmung wére jedoch durch die Analyse
der stabilen Isotope gegeben: das natirliche Verhéltnis von verschiedenen Isotopen
eines Elementes zueinander kann stark variieren; dieses Verhaltnis findet sich durch
Nahrungsaufnahme auch im Korper wieder. Dabei kann durch die Analyse soge-
nannter schwerer Elemente (z.B. 87/86-Strontium) eine geographische Herkunftsbe-
stimmung erfolgen, wahrend die Analyse leichter Elemente (z.B. Kohlenstoff und
Stickstoff) u.a. eine Aussage uUber Nahrungsgewohnheiten zuldsst. Durch den Ver-
gleich von Verhaltnissen schwerer Elementisotope verschiedener Gewebe kann dar-
uber hinaus ein zeitlicher Rahmen des Ortswechsels relativ zum Todeszeitpunkt des
Individuums bestimmt werden: Wahrend die Milch- und Dauerzéhne jeweils nur
einmal gebildet werden und so das Isotopenverhéltnis, das am Ort der Kindheit vor-
liegt, aufgenommen und konserviert wird, unterliegen Knochen einem kontinuierli-
chen Umbauprozess, in dessen Zuge auch das Isotopenverhaltnis den lokalen Gege-
benheiten angeglichen wird (Stadlbauer et al. 2007). Durch einen Vergleich der Ver-
haltnisse in den Z&hnen und Knochen mit dem nattrlichen Verhéltnis am Auffindeort
der Skelette kann so festgestellt werden, ob zu Lebzeiten ein Ortswechsel stattgefun-
den hat und wenn ja, in welchem Zeitraum vor dem Tod der Individuen sowie in
welcher Region das gefundene Isotopenverhéltnis dem Natrlichen entspricht (Rauch
et al. 2007). Da jedoch auch weiter entfernte Regionen durch &hnliche Geologie &hn-
liche Isotopenverhaltnisse aufweisen kénnen (Voerkelius et al. 2010), ist dies nur
sinnvoll anzuwenden, wenn eine vermutete Herkunftsregion Uberprift werden soll.
Individuen beispielsweise innerhalb von Europa zu verorten, ware damit fast unmog-
lich. Die Uberpriifung, ob die Individuen aus dem Elsass kommen konnten, dagegen
schon.

Im Weiteren muss man beim Y-chromosomalen Vergleich bedenken, dass eine histo-
rische Population vorliegt: der Vergleich mit rezenten Frequenzen ist problematisch,
da man nicht ohne weiteres annehmen kann, dass damals dieselben Frequenzen in-
nerhalb von Europa vorlagen, wie sie es heute tun. Bevolkerungsbewegungen und
demographische Entwicklungen konnen zu einer deutlichen Verschiebung der
Haplogruppenfrequenzen innerhalb der letzten Jahrhunderte beigetragen haben (z.B.
Ambrosio et al. 2010, Noveletto 2007, Pereira et al. 2000). Hinzu kommt, dass in
dieser Arbeit die Y-Haplogruppen durch die Haplotypen berechnet wurden; diese
Berechnung stiitze sich jedoch ebenfalls auf rezenten Datenséatzen (Athey 2005). Da
SNPs, die fir die Haplogruppeneinteilung verwendet werden, und STRs unabhangig
voneinander mutieren, kdnnte ein heutiger Zusammenhang fur eine historische Popu-
lation nicht gegolten haben. Lediglich die geringen Mutationsraten beider Systeme
und der geringe zeitliche Abstand der Kasseler Serie lassen den Rickschluss von
Haplotypen auf Haplogruppen anhand rezenter Daten authentisch erscheinen. Eine
gezielte Untersuchung von Haplogruppenfrequenzen und Y-Haplotypen in histori-
schen Populationen kénnte dieses Problem 16sen, derzeit gibt es jedoch einen Mangel
an Referenzpopulationen. Zu dieser Problematik sei erwéhnt, dass die Haplogruppen-
frequenzen herangezogen werden, um die Besiedlung Europas zu erklaren. Damit
wird vorausgesetzt, dass seit der postglazialen (Neu-)Besiedlung Europas sowie der

117



Diskussion — Kapitel 5.5.

Neolithisierung vor etwa 10.000 Jahren die Frequenzen nur gering durch die oben
genannten Ereignisse beeinflusst worden sind, zumindest im kontinentalen Mal3stab
(Semino et al. 2000, Underhill et al. 2000, Soares et al. 2010). Seit Mitte der 1990er
Jahre werden mt- und Y-Haplogruppen fur die Besiedlungsgeschichte einzelner Lan-
der oder Regionen herangezogen, dabei werden nur sehr selten Ereignisse der letzten
Jahrhunderte als Erklarung bemdiht, meistens sind es Jahrtausende (siehe dazu Roe-
wer et al. 2005). Bisher gibt es nur vereinzelt Hinweise auf die Richtigkeit dieser
Annahmen. So z.B. wurden in einer Studie von Csanyi et al. (2008) an einem hoch-
mittelalterlichen Skelettkollektiv aus Ungarn keine signifikanten Unterschiede zu
einer heutigen ungarischen Population in Bezug auf die Haplogruppenverteilung ge-
funden. Auch die Herkunft zeitlich &lterer Individuen als das Kasseler Skelettkollek-
tiv wurde aufgrund heutiger Haplogruppenverteilung eingeordnet, so z.B. durch Fu et
al. (2009) an einem Kollektiv aus dem 13. Jahrhundert. Aus der Studie von Roewer
et al. (2005) geht hervor, dass die Kolonisierungsversuche von westeuropdischen
Populationen nach Osten keine signifikanten Spuren in Osteuropa hinterlassen haben
und dass das 20. Jahrhundert zu einer Homogenisierung der vorher eher variableren
genetischen Landschaft gefuhrt haben soll. In Hinblick auf diese Studien erhélt ein
Vergleich rezenter Frequenzen mit einer geschatzt 200 Jahre alten Population eine
solide Grundlage, auch wenn das grundlegende Problem weiterhin besteht.

5.5. Hinweise auf die Todesursache

Anhand der morphologischen Untersuchungen konnte kein ultimativer Hinweis auf
die Todesursache der Individuen gefunden werden. An einigen Maxillenfragmenten
konnte ein Hinweis auf apikale Zystenbildung gefunden werden, was durch die Ge-
fahr einer Sepsis als mogliche Todesursache in Betracht kommen kdnnte, dies betraf
jedoch nur funf Individuen. Im Weiteren konnte jedoch ein allgemein schlechter ge-
sundheitlicher Zustand aufgezeigt werden. In diesem Zusammenhang lieferte der
molekulargenetische Nachweis von Humanpathogenen einen entscheidenden Hin-
weis. Bei drei Individuen konnte Bartonella quintana, bei einem Individuum Salmo-
nella typhi und bei einem weiteren Individuum Salmonella enterica spec. nachgewie-
sen werden.

Die PCR-gestuitzten Nachweissysteme basieren dabei auf der Spezifitat der Primer,
so dass falsch-positive Ergebnisse vermieden werden sollten. Da zwar in der Theorie
die Primer nur bei Anwesenheit der spezifischen Erreger-DNA amplifizieren, das
System aber neu entwickelt wurde und keine Referenzen vorliegen, wurden die Pro-
dukte sequenziert und so bestatigt, dass es sich tatsachlich um die spezifische DNA
handelt. Die Koamplifikation von Bodenextrakten und menschlicher Kontroll-DNA
soll zeigen, dass nur bei Anwesenheit von spezifischer Erreger-DNA das System
amplifizieren kann und falsch-positive Ergebnisse nicht zu beftirchten sind. Dabei
sollen die Bodenextrakte die mikrobielle Fauna repréasentieren, welcher die Knochen
ausgesetzt waren. Da im Gegensatz zum menschlichen Erbgut die genetische Varia-
bilitat der Mikrooganismen erst im Ansatz bekannt ist, ist es durchaus moglich, dass
zwar laut Datenbanken ein entwickeltes Primerset spezifisch ist, ein noch nicht er-
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fasstes bodenlebendes Bakterium jedoch eine dhnliche genetische Ausstattung besitzt
wie der eigentlich nachzuweisende Erreger bzw. sich Gene mit diesem teilt.

Eine Kontamination durch die Positivkontrollen wurde umgangen, indem Proben und
Kontrolle zeitlich und rdumlich getrennt voneinander pipettiert wurden, d.h. erst
nachdem die Individuenproben fertig angesetzt und verschlossen waren, wurden die
Positivkontrollen in einem anderen Raum pipettiert. Alle diese Ergebnisse und Vor-
sichtsmalinahmen authentifizieren die positiven Nachweise in den Extrakten, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass zumindest ein Teil der Individuen mit Bar-
tonella quintana und / oder Salmonella typhi infiziert war. Die Interpretation nega-
tiver Ergebnisse ist weniger eindeutig.

“The absence of evidence is not the evidence of absence.”
- Carl Sagan, Comlos

Die Tatsache, dass nur bei wenigen Individuen Bartonella und Salmonella nachge-
wiesen werden konnte, bedeutet nicht, dass die Ubrigen Individuen nicht infiziert
gewesen sein konnten. Es ist durchaus moglich, dass die Zielsequenz in so geringen
Mengen vorliegt, dass sie nicht mehr nachgewiesen werden kann bzw. durch DNA-
Degradierung keine intakten Zielsequenzen mehr vorliegen. Dasselbe gilt auch flr
die anderen untersuchten Bakterienspezies, die nicht nachgewiesen werden konnten.
Dass die erfolgreiche Amplifikation in zwei Fallen nur nach mehreren Versuchen
und in einem Fall gar nicht reproduzierbar war, spricht daftr, dass in den Extrakten
sehr wenige intakte Zielsequenzen vorliegen und die Menge an Erreger-DNA knapp
oberhalb der Nachweisgrenze liegt. Die erfolgreiche Amplifikation nach Beladen
von Proben mit sehr wenig rezenter Bakterien-DNA zeigt, dass in den Extrakten kei-
ne bzw. wenig Inhibitoren vorliegen. Die Wahrscheinlichkeit eines falsch-negativen
Ergebnisses aufgrund von PCR-Inhibitoren ist daher gering, da jedoch nicht alle Ex-
trakte explizit getestet wurden, kann dies nicht vollig ausgeschlossen werden.

Im Weiteren ist aber auch denkbar, dass die gesuchte Zielsequenz bzw. die Primer-
bindungsstellen in den historischen Bakterienstimmen abweichend vorlagen. Da die
Mutationsrate von Bakterien im Allgemeinen hoher ist als bei eukaryotischen Orga-
nismen, kénnten in 200 Jahren erheblich mehr Mutationen aufgetreten sein, die auch
als konservativ geltende Gene betroffen haben konnten. Das Testen mit mehreren
Primern fir verschiedene Genorte einer Spezies konnte dabei die Wahrscheinlichkeit
eines falsch-negativen Ergebnisses aufgrund von Mutationsereignissen stark verrin-
gern. Aus Zeit- und Kostengriinden wurde in dieser Arbeit jedoch darauf verzichtet.

Zwar ist die ultimative Todesursache nicht mehr zu rekonstruieren, jedoch gibt die
Anwesenheit von Humanpathogenen entscheidende Hinweise. Heutzutage zahlen
Bartonellen und Salmonellen aufgrund der enormen Fortschritte in der Medizin zu
den weniger tddlichen Fiebererkrankungen, fur geschwéchte Menschen ist die Er-
krankung jedoch immer noch ernst. Besonders das lang anhaltende Fieber stellt ohne
entsprechende Gegenmalnahmen eine Gefahr dar. Der allgemein schlechte Zustand
der Individuen ist anhand der gefundenen morphologischen Auffalligkeiten gut do-
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kumentiert. Unter diesen Umstanden stellt eine Infektion mit Bartonella quintana
oder Salmonella typhi ein groRes Risiko dar. In diesem Zusammenhang ist auch die
Beschreibung der Symptomatik des Nervenfiebers interessant, das vom zustéandigen
Arzt als ,,dullert ansteckend und gutartig® beschrieben wurde (vgl. Kap. 1.1.). Gerade
die Beschreibung als gutartig konnte ein Hinweis auf eine Bartonelleninfektion ge-
ben, da anscheinend zwar viele Individuen infiziert, aber verhaltnismaRig wenig da-
ran verstorben waren. Eine Infektion mit einem todlicheren Bakterium, etwa Rickett-
sia prowazekii, ware wahrscheinlich nicht als gutartig klassifiziert worden.

Bartonella und Salmonella nutzen dabei unterschiedliche Ubertragungswege fiir eine
Infektion, die jedoch beide aus schlechten hygienischen Bedingungen resultieren.
Wiahrend Bartonella die Kleiderlaus fiir eine Infektion nutzt, findet eine Ubertragung
von Salmonella hauptséchlich Gber kontaminierte Lebensmittel statt. Da die Zustén-
de im Notlazarett katastrophal gewesen sein missen (vgl. Kap. 1.1.), kénnen beide
Ubertragungswege plausibel nachvollzogen werden. Raoult et al. wiesen 2006 neben
Bartonella auch Rickettsia prowazekii-DNA in napoleonischen Truppen nach, was
die simultane Anwesenheit von mehreren Bakterienspezies in der Armee belegt. Die
zeitliche und rdaumliche Trennung der untersuchten Individuen aus Kassel zu den
Individuen aus Vilnius l&sst es plausibel erscheinen, dass nicht unbedingt dieselben
Bakterien in beiden Truppenteilen vertreten waren. Gerade das todlichere Rickettsia
konnte durch seine Aggressivitat im Gegensatz zum ungeféahrlicheren Bartonella
einen Nachteil in der Ausbreitung gehabt haben. Da Bartonella bei groflen Truppen-
bewegungen durch den allgemeine L&usebefall massenhaft auftrat (belegt ist dies
z.B. im 1. Weltkrieg, Karem et al. 2000), kdnnte es auch bei napoleonischen Truppen
ein generelles Phanomen gewesen sein. Im Gegensatz dazu kénnte Salmonella durch
seinen Ubertragungsweg spezifisch fiir das Kasseler Kollektiv sein. Aufgrund der
ahnlichen Symptomatik und der bruchstiickhaften Uberlieferungen kann zu diesem
Zeitpunkt jedoch nicht gesagt werden, ob eines, und wenn ja welches, der Bakterien
der Hauptverursacher des todlichen Typhus-Ausbruchs gewesen ist.

AuRerdem konnten weitere Erkrankungen im Notlazarett eine Rolle gespielt haben,
die nicht im Zuge dieser Arbeit untersucht worden sind. Einen Untersuchungsansatz
konnten die neuen Sequenziermethoden des Next-Generation-Sequencing liefern.
Gerade bei sehr wenig DNA und starker Fragmentierung bieten diese Methoden ent-
scheidende Vorteile gegeniiber den PCR-gestiitzten Amplifikationen.
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6. Zusammenfassung

Im Januar 2008 stielen Bauarbeiter auf dem Gelénde der Universitat Kassel auf ein
Massengrab, dessen Existenz und Geschichte in Vergessenheit gerieten war. Nur mit
Hilfe von ersten wissenschaftlichen Analysen und Indizien aus der Stadtgeschichte
konnte die These aufgestellt werden, dass es sich bei den Individuen um napoleoni-
sche Soldaten handelt, die vermutlich in einem Notlazarett an einer Epidemie eines
,Nervenfiebers® verstorben waren. Die Individuen wurden unsachgeméal geborgen
und in sechs Sargen auf dem Hauptfriedhof von Kassel wiederbestattet.

In dieser Arbeit war es moglich, zum ersten Mal die Knochenfunde aus Kassel in
ihrer Gesamtheit wissenschaftlich-anthropologisch zu untersuchen. Die ultimativen
Ziele dabei waren, Hinweise auf die Identitat der Toten, Lebensumstande und mogli-
che Todesursachen zu finden und somit die aufgestellten Thesen zu untermauern
oder zu widerlegen. Insgesamt kamen verschiedenste Methoden, von der klassisch-
morphologischen Begutachtung uber histologische Untersuchungen bis zu moleku-
largenetischen Analysen, zum Einsatz.

Nach den vorbereitenden MalRnahmen zeigte sich, dass anstatt der aus Presseberich-
ten erwarteten 60 Individuen insgesamt mindestens 126 Individuen dort bestattet
lagen. Die groRe Mehrheit der Individuen waren Manner in den Altersklassen friihes
bis mittleres Adultas, wobei sich auch mindestens eine junge Frau im Massengrab
befand. Die mittlere Korperhdhe entsprach denen einer Bevoélkerung aus dem friihen
19. Jahrhundert.

Wahrend eine Vielzahl von individualspezifischen Pathologien gefunden wurde, tre-
ten einige Diagnosen deutlich gehduft auf. Dazu gehdren u.a. periostale Reaktionen
der unteren Extremitaten, degenerative Veranderungen an Wirbeln, Belastungser-
scheinungen an Claviculae, Cribra orbitalia und Zahnpathologien. Die Veranderun-
gen zeigen deutlich, dass die Individuen unter physischem Stress bzw. Dauerbelas-
tung sowie vermutlich schlechten hygienischen Bedingungen und z.T. unter Mangel-
erndhrung gelitten haben, was sich mit Berichten Gber das militarische Leben im fri-
hen 19. Jahrhundert deckt.

Insgesamt konnten von 109 Individuen vollstandige autosomale STR-Profile gene-
riert werden. Dabei zeigte sich, dass diese Systeme im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht liegen und daher die Individuen als mannliche Bevdlkerungsstichpro-
be gesehen werden kdnnen. Die Frequenzen der autosomalen Allele zeigten in eini-
gen Fallen signifikante Abweichungen zu den Frequenzen ost-, siid- und nordeuropé-
ischer Vergleichspopulationen. Von 101 Individuen konnten volistdndige Y-
Haplotypen generiert werden, wobei das in dieser Analyse langste System DY S38911
aus der weiteren Auswertung herausgelassen wurde. Die statistische Auswertung mit
der Grundannahme einer gemeinsamen Herkunft zeigte, dass die Individuen des
Massengrabs den heutigen Bevolkerungen der Beneluxlander und des 0Ostlichen
Frankreichs am ahnlichsten sind. Es bestehen signifikante Unterschiede zu rezenten
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Populationen o6stlich des Rheins und Sudeuropas. Damit konnte eine nicht lokale
Herkunft der Individuen gezeigt und die Herkunft auf ein Gebiet westlich des Rheins
belegt werden.

Der Nachweis von humanpathogenen Bakterien-Sequenzen in DNA-Extrakten der
Individuen zeigte, dass die Individuen zu Lebzeiten mit Erregern infiziert waren, die
zur damaligen Zeit unter der Sammeldiagnose ,,Typhus* zusammengefasst waren. In
einigen Extrakten konnte dabei Bartonella quintana gefunden werden, das durch die
Kleiderlaus tbertragen wird und der Ausloser des Funf-Tage-Fiebers ist. Das Bakte-
rium war bereits in friheren Zusammenhéngen mit napoleonischen Truppen nach-
gewiesen worden und auch war bei Soldaten der Weltkriege weit verbreitet. In einem
weiteren Extrakt wurde Salmonella typhi bzw. Salmonella enterica spec. identifi-
ziert, das hauptsachlich durch kontaminierte Lebensmittel (bertragen wird und den
heute so bezeichneten Typhus hervorruft. Durch das gemeinsame Auftreten von
mehreren Bakterien im Kasseler Kollektiv kann nicht geklart werden, ob und wel-
ches Bakterium der Hauptausléser des historischen Nervenfiebers im Notlazarett
gewesen ist.

Alle Ergebnisse zeigen ein sehr detailliertes Bild der Individuen aus dem Massengrab
und decken sich mit den Informationen der Historiker, die parallel zu dieser Arbeit
gefunden worden sind: Demnach empfahl Napoleon Bonaparte kurz vor seiner Nie-
derlage im Jahr 1813 seinem Bruder Jeréme in Kassel, aufgrund der unsicheren Lage
elsassische und luxemburgische Truppen zu seinem Schutz in die Stadt zu holen.
Nach Jerdmes Flucht und dem Zusammenbruchs des Konigreichs waren die Soldaten
Kriegsgefangene in der Stadt, die gleichzeitig Ort enormer Truppenbewegungen war.
Durch mangelnde Hygiene und schlechte medizinische Versorgung brach im einge-
richteten Notlazarett, das sich in der Nahe des Auffindeorts des Massengrabs befand,
ein hochansteckendes ,,Nervenfieber« aus.

Die vorliegende Arbeit trug somit entscheidend dazu bei, die Identitat der Toten, ihre
Lebens- und Todesumsténde abschliellend zu klaren.
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8. Anhang

8.1. Einheiten und Abkurzungen

% Prozent

°C Grad Celsius

& und

= gleich

Abb. Abbildung

aDNA ancient DNA

AK Arbeitskonzentration

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp Basenpaare

bidest. bidestillata, zweifach destilliert
bzw. beziehungsweise

© Copyright

ca. circa

cm Zentimeter

ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat
DNA desoxyribonucleic acid

DNS Desoxyribonukleinséure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
d.h. das heift

EDTA Ethylendiamintetraacetat

engl. Englisch

ent. enterica
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vor allem
vergleiche

zum Beispiel

Verwendete Gerate, Chemikalien, Hilfsmittel und Einwegmaterial

Gerate

TKA-Lab Reinstwassersystem, Thermo Scientific

Dremel®Multi™ Handbohrer 395 mit 3,2mm Hochgeschwindigkeitsfréser-
Aufsatz

DNA-Extraktor EZ1, Qiagen

DNA-Sequenzer Modell 310, PE Applied Biosystems

DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler® gradient, Eppendorf

DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler® personal, Eppendorf

DNA Thermal Cycler Typ GeneAmp PCR System 9700, PE Applied Biosystems
Elektrophoresekammern Horizon® 1060 BD (5x8 cm), Gibco BRL
Elektrophoresekammern Horizon® 1060 BD (11x14 cm), Gibco BRL
Elektrophoreskammern Midi large horizontal (15x17 cm), G&P Kunststofftech-
nik

Elektrophoreskammern Mini horizontal (8x10 cm) G&P Kunststofftechnik
Gel Jet Imager & Analyser mit Software IntasGel Capture, Intas
Glaskapillaren, 310Capillaries 47-cm x 50 um 5/pkg, PE Applied Biosystems
Kugelschwingmiihle Typ MM2 mit Mahlbechern, Retsch

LightCycler 2.0™ Real-Time PCR System, Roche

Magnetrihrer Ikamag® RET, Ikamag® MTC. lkamag® RH, Janke & Kunkel
Ika-Werk

QiaVac-System (Vakuumpumpe) inkl. entsprechender Aufsétze

Quadra 650, Apple Computer Inc.

Power Macintosh 7100/66, Apple Computer Inc.

Power Macintosh G3, Apple Computer Inc.

Prazisionswaage excellence Typ E 1200 S, Sartorius

Rotator LC-1, Steward

Ségeschnittmikrotom Leitz SP 1600, Leitz

Stromversorgung Typ ST606 Electrophoresis Power Supply, Gibco BRL
Thermomixer Typ 5437, Eppendorf

Varipetten® Typ 4810, Satz: 0,5-10ul, 10-100ul, 100-1000ul, Eppendorf
Wasser-Destilliergerdt Typ Muldestor, Wagner & Munz

Zentrifuge Typ 5402, Eppendorf

Zentrifuge Typ 5415C, Eppendorf

Zentrifuge Typ 5415R, Eppendorf
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Chemikalien

e 1Kb DNA-Leiter (Molekulargewichtsstandard); Life Technologies
e 310 10X Buffer with EDTA, PE Applied Biosystems

e 310 POP-4™ Polymer, PE Applied Biosystems

e 310 POP-6™ Polymer, PE Applied Biosystems

e ABI Prism® BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, ABI
e Acrylamid / Bisacrylamid 29:1, 40% w/v, Rotiphorese®, Roth

e Agarose Roti®Agarose, Roth

e Alconox (Detergenz), Aldrich

e Ambion®Wasser, Invitrogen

e AmpliTag-Gold™ DNA-Polymerase (5U/ul), Perkin Elmer Cetus

e Ampuwa® (steriles Wasser), Fresenius

e Aqua bidestillata, eigene Herstellung

e Buffer PB, Buffer PE, Qiagen

e Borsdure, p.a., Merck

e Bromphenolblau, p.a., Serva

e Dextran-Blau, Fluka

e DNA Molecular Weight Marker V, Roche

e EDTA (Ethylendinitrotetraacetat Dinatriumsalz-Dihydrat): Titriplex®I11l, Merck

e Ethanol absolut, p.a., Abgabestelle der Bundesmonopolverwaltung: Zander Got-
tingen

e Ethidiumbromid, wassrige Losung 1% (w/v), 10 mg/ml, Serva

e EZ1 DNA Tissue Kit, Qiagen

e Formamid, Fluka

e GeneAmp® 10x PCR Buffer Il & MgCI2 Solution 25 mM, Perkin Elmer Cetus

e Genescan-500™ ROX-Kit (spurinterner Standard, loading buffer), PE Applied
Biosystems

e Isopropanol p.a., Merck

e LiChrosolv®, HPLC-Wasser zur Chromatographie, Merck

e MinElute™ PCR Purification Kit, Qiagen

¢ NucleoSeq Kit Dye Terminator Removal, Macherey-Nagel

e Qiagen® Multiplex 2x PCR Kit plus, Qiagen

e Proteinase K (Merck)

e TEMED (Tetramethylethylendiamin), Bio-Rad

e Tris (Tri[hydroxymethyl]aminoethan), Trizma™ Base, p.a., Sigma
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Einwegmaterialien und Hilfsmittel
e Dental-Diamantsagebléatter Typ Diaflex-T H 350 220, Horico

e Einmaluntersuchungshandschuhe Safeskin Satin Plus Powder-free, Kimberley-
Clark®

e Eppendorf Reaktionsgefalie (0,5 ml) safe-lock, Eppendorf

e Eppendorf Reaktionsgefalie (2,0 ml) safe-lock, Eppendorf

e FalconTubes, Sarstedt

e Gesichtsmasken: Surgine face mask, Johnson + Johnson

e Kimwipes® Lite, Kinberley Clark®

e OP-Haube Astronautenform Surgine®, Molnlycke Health Care, Inc.

e Parafilm® M, American National Clan™

e PE-Zentrifugationsgefifle, Blue Max™ 50 ml Conical Tubes 2070, Falcon®
e Pipettenspitzen: blaue Spitzen 1ml, Sarstedt

e Pipettenspitzen: gelbe Spitzen 100ul, Sarstedt
e Pipettenspitzen: Standardtips 10ul, Eppendorf

8.3. Verwendete Software, Internetseiten und Dateien auf der beigefiigten CD
Software

e ABI PRISM® 310 Data Collection (Version 3.1.0) Applied Biosystems

e ABI PRISM® 310 Sequencing Analysis (Version 5.1.1) Applied Biosystems
e ABI PRISM® 310 GeneScan-Analysis (Version 3.1.2) Applied Biosystems
e ABI PRISM® 310 GeneScan-Analysis (Version 2.1) Applied Biosystems

e ABIPRISM® 310 Collection (Version 2.0.2) Applied Biosystems

e EditSeq™, DNAStar Lasergene 8 (Version 8.0.2) DNAStar Inc.

e PrimerSelect™, DNAStar Lasergene 8 (Version 8.0.2) DNAStar Inc.

e MegAlign™, DNAStar Lasergene 8 (Version 8.0.2) DNAStar Inc.

e SeqMan™II, DNAStar Lasergene 8 (Version 8.0.2) DNAStar Inc.

Internetseiten
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.yhrd.org
http://www.hprg.com/hapests/

http://www.museumoflondon.org.uk/Collections-Research/LAARC/Centre-for-
Human-Bioarchaeology/Database/Medieval+cemeteries/

http://allstr.de/allstr/home.seam
http://www.phylotree.org

http://www.familytreedna.com/faq
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http://ytree.ftdna.com
http://ymap.ftdna.com/cgi-bin/gb2/gbrowse/hs_chrY
http://www.rki.de
http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?form=quicktree

Dateien auf der beigefligten CD

Datenbank_Kassel.mdb
Einzelamplifikationen.xIsx
Frequenzdaten.xIsx
Konsensus und Amova.xIsx

Ordner: Ubersichtsfotos Individuen

8.4. Langenstandards
1 Kb Leiter, Invitrogen, Life Technologies (Grol3en in bp)

75—-134 — 154 — 201 — 220 — 298 — 344 — 396 — 506 — 517 — 1018 — 1636 — 2036 —
3054 — 4072 — 5090 — 6108 — 7126 — 8144 — 9162 — 10180 — 11198 — 12216

50bp Leiter, Invitrogen, Life Technologies (GroRen in bp)

50 — 100 — 150 — 200 — 250 — 300 — 350 — 400 — 450 — 500 — 550 — 600 — 650 — 700 —
750 — 800

GeneScan 600 L1Z, Applied Biosystems (GrdfRen in bp)

20—-40-60-80-100-114 —-120 — 140 — 160 — 180 — 200 — 214 — 220 — 240 —
250 — 260 — 280 — 300 — 314 — 320 — 340 — 360 — 380 — 400 — 414 — 420 — 440 — 460
—480 - 500 — 514 — 530 —540 — 560 — 580 — 600

GeneScan 500 ROX, Applied Biosystems (GroRen in bp)

35-50—-75-100 - 139 — 150 — 160 — 200 — 250 — 300 — 340 — 350 — 400 — 450 —
490 — 500
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