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3 Methoden
3.1 Die Kollagen-Gelatine-Extraktion

Fur die Untersuchung der stabilen Stickstoff- undhlenstoffisotope wird
lyophilisiertes (gefriergetrocknetes) Kollagen vendet. Kollagen kann mittels der

Gelatineextraktion aus den Knochen gewonnen werden.

Fur die vorliegende Untersuchung wurden fir dielpseder stabilen Isotope meist
Rippen zugrunde gelegt (vgl. Tabelle 9 bis Tab&lle Da es sich um eine invasive
Methode handelt, bei der die Probe zerstort wirdissten Knochen verwendet
werden, die fur anthropologische Untersuchungen. loie/Bestimmung von Palao-
pathologien nicht so ausschlaggebend sind wie zdiB.Langknochen oder der
Schadel. Wenn Rippen nicht vorhanden waren, wurdeTaile anderer Knochen
zuruckgegriffen. Die Knochenproben wurden mit Héfmer Blgelsage bzw. eines
Tischbohrers (Hanseatic H-TBM 13-350) mit eineneagdafir angefertigten Bohr-

kranz (Fa. Schitz, Berlin) entnommen.

Die ca. 3 g schwere Knochenprobe wurde zuerst néstta und dann im Ultra-
schallbad (Fa. Elma, Transsonic T420) mit destitiem \Wasser gereinigt und
getrocknet. Nach dem Trocknen wurde sie zu Knocleethrhomogenisiert. Dies
erfolgte zuerst manuell in einem Mdérser und ans@dnd maschinell in einer
Schwingmiuhle (Fa. Retsch, Typ MM 200).

Die folgende Kollagen-Gelatine-Extraktion wird mfiziert nach Ambrose (1993)

durchgefuhrt:

500 mg des entstandenen Knochenpulvers werden ikir Kbllagenextraktion
bendtigt. Auf die Einwaage (Ohaus AnalysenfeinwaAgelytical Plus, AP 250 D)
werden 10 ml 1 M Salzséure (HCI) gefullt und furrdth auf einen Rollenschuttler
(Marke IKA Vibrax VXR/VX2) gestellt. Dadurch werdesowohl| die mineralische
Phase als auch adsorbierte Karbonate entfernt.dbamarde die Probe fur 5 min bei
3.000 U/min zentrifugiert (Hettich Universal Zefiige) und bis zur Neutralitat mit
Aqua dest. gewaschen. Dieser Schritt erfordertareshrmaliges Zentrifugieren der
Probe, Abfiltrieren des Uberstandes mittels einexs¥érstrahlpumpe und erneutes
Auffillen der Probe mit destilliertem Wasser. Ddwigi gebliebene Pellet wird mit
5 ml 0,125 M Natronlauge (NaOH) resuspendiert, esépittelt und Uber Nacht auf

39



Methoden

dem Rollenschittler inkubiert. Diese Laugenbehamglliést Huminsauren und Fette
aus dem demineralisierten Knochen heraus. Humiasaueflektieren in ihrer

Isotopenzusammensetzung die lokale pflanzliche Bgs® und kénnen die Kohlen-
stoffisotopien von Kollagen beeinflussen. Die Kotdtoffisotopenwerte der im
Knochen enthaltenen Fette kbnnen 6-12 %0 negateier &s das Knochenkollagen
(Ambrose 1990).

Nach ca. 20 Stunden wird die Probe abermals bé&l03Wmin zentrifugiert, der

Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt asdPdllet mit destilliertem
Wasser aufgefillt. Diese Schritte werden bis zuuthNditat der Probe wiederholt.
Sie wird dann in 5 ml 0,001 M Salzsaure (HCI) tblkrt und fir 10 bis 17 Stunden
ins Wasserbad (Fa. Memmert) gestellt, wodurch diatihe aufgrund der hohen
Temperatur und der leicht sauren Umgebung geldst. idas im Ubersatz geldste
Kollagen wird durch Nutschen (Fa. Schott Duran, @Pund mit Rundfiltern (MN

615, 22s, Durchmesser 5,5 cm, Dicke: 0,16 mm) deg@n Filternutschen (Fa.
Schott Duran, 50 ml, Porositat 3) abfiltriert. DeeSchritt ist notwendig, um fremdes
organisches Material zu entfernen, welches durchrzélaare, Pilzhyphen und
Mikroben in den Knochen eingedrungen sein kann §ér& Piepenbrink 1989,

Piepenbrink 1986). Die Proben werden dann in Sabohegkelglaser tberfuhrt.
Diese werden mit Alufolie verschlossen, die mitigeém Lochern versehen ist. Die
durchlocherte Alufolie dient dazu, dass beim Auflols Vakuums in der Gefrier-
trocknungsanlage (Fa. Christ, GefriertrocknunggmlaALPHA 2-4 LDC-1M,

Vakuumpumpe RZ-2) die Probe im Glas verbleibt. Ndcéi bis vier Tagen des

Gefriertrocknens hat das Kollagen eine helle, watkonsistenz.

3.2 Die Aminosaureanalyse

Nach dem Gefriertrocknen des Kollagens wird es gmmound der prozentuale
Anteil am Trockengewicht errechnet. Gut erhaltelieBagen ergibt eine Ausbeute
von mehr als 1 % (Ambrose 1993). Nach Schwarcz Sctibeninger (1991) muss
jedoch eine Kollagensausbeute von 5 % vorliegen,vaiide Ergebnisse aus der
Isotopenanalyse zu erhalten. Ausbeuten von un®r deuten auf sehr schlecht
erhaltenes Kollagen hin, welches fur die Analyse dtabilen Isotope nicht
verwendet werden sollte. In diesen Fallen konnerddN-Werte um bis zu +15 %o

verschoben sein (Schwarcz & Schoeninger 1991).
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Fur Kollagen einzigartig ist, dass es uber 30 %cfalyenthalt und Hydroxyprolin
(Hare 1980).

Fir diese Arbeit wurden Proben, die eine Ausbeatenaehr als 5 % aufwiesen ohne
Guteprufung durch die Aminosdureanalyse verwendélr Proben, die eine
Kollagenausbeute von 1-5 % aufwiesen, wurde einndsaureprofil erstellt. Es gab
keine Knochenproben, bei denen die Kollagenaushentier 1 % lag (vgl. Kapitel
4.1.1 Die Kollagenausbeute).

Da jede Aminosaure uber ein eigenes Isotopenvaibalerflgt, kann der selektive
Abbau einzelner Aminosaure das Gesamtprofil veeddm und hatte somit
Auswirkungen auf die gemessen®#fCx, undd*°N-Werte (Ambrose 1993).

Zur Uberprifung des Kollagens sind folgende flinfe&minosauren herangezogen
worden: Asparaginsaure, Threonin, Serin, GlutamirsaGlycin, Alanin, Valin,
Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Hydroxylysin, LysiArginin, Hydroxyprolin und

Prolin.

Aminosauren im gut erhaltenen Kollagen zeichnenh sidurch folgende

Eigenschaften aus (nach Grupe 1992a und Schwa&zh&eninger 1991):
* 1 mg Protein soll mehr als 250 nmol Aminoséunetha&iten
* Der relative Anteil von Glycin soll ca. 33 % begen (Grupe 1992a)

* Prolin, Hydroxyprolin und Alanin sollen zusammelmenfalls einen relativen Anteil

von etwa 33 % ergeben (Grupe 1992a)

* Der prozentuale Anteil von Prolin und Hydroxypnobelauft sich auf ca. 20-25 %
(Schwarcz & Schoeninger 1991).

Das gemessene Aminosaureprofil wird mit einem irenéen Knochen gemessenen
(Ambrose 1993) verglichen. Die Messungen fir didskeeit erfolgten durch die
Firma aminoNova (Hennigsdorf, Berlin). Fir die qtaive und quantitative
Untersuchung des gefriergetrockneten Kollagens . 50Qug des Lyophilisats
eingewogen und eine Konzentrationsmessung der Ieérze Aminosauren
durchgefuhrt. Die Messungen wurden durch Frau Barbgnar durchgefihrt. Als

interner Standard diente Norleucin.
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3.3 Die Karbonatextraktion

Die Aufbereitung des Knochens bis zur pulvrigen &istenz erfolgt analog zur Auf-
bereitung fur die Gelatine-Kollagen-Extraktion &. 39). Zur Karbonatextraktion
nach Balasse et al. (1999) werden je ca. 100 mgckempulver mit 5 ml 4-
prozentiger NaOCI-Lésung versetzt fur 2-3 Tage aufiem Rollenschittler
belassetf, um mittels Oxidation den organischen Anteil zafermen (Koch et al.
1997). Dann wird der NaOCI-Uberstand abgenommen diadProbe mit 2100 g
(3.800 U/min) zentrifugiert. Das so entstandendeP@&ird bis zur Neutralitdt mit
destilliertem Wasser gewaschen. Die Proben werdenim 5 ml 1 M Essigsaure-
Kalzium-Acetat-Puffer (pH 4,75) resuspendiert uth@ranals einen halben Tag auf
dem Rollenschuttler belassen. Die Zugabe des Ruffel aus dem Umgebungs-
sediment des Knochens adsorbierte Karbonate eetfemelche die Isotopie des
strukturellen Karbonats verdndern konnten, da jeegativere Kohlenstoffwerte
aufweisen als das strukturelle Karbonat (Lee-Th@rpan der Merwe 1991, Lee-
Thorp 1989 et al.). Danach wird wiederum zentridugibis zur Neutralitat
gewaschen und das Pellet mit wenig Wasser in Sglieagelglaser tberfuhrt.
Anschliel3end werden die Proben drei bis vier Tagaaggetrocknet. Danach wurde
das Karbonat in Eppendorf-Cups eingewogen und riignem Deckel mehrere
Stunden bei 50 °C in den Trockenschrank gestetit,auf diese Weise das ,Stor-

hL9

gerausch™ durch das Wasser bei der folgenden Messung imaénapgktrometer zu

verringern.

3.4 Die Messung der stabilen Isotope

Vor der Messung der stabilen Isotope aus dem Ketaguss des Gute durch das
molare C/N-Verhéltnis bestimmt werden. Charaktesast fur Kollagen ist ein Wert
um 3,0 (DeNiro 1985). Kollagen mit Werten zwisch2® und 3,6 kann fur die
Analyse von stabilen Isotopen verwendet werdenhAder Anteil des Kollagens am
Trockengewicht des Knochens kann Aussagen ubeiGdte geben. In rezenten
Knochen macht die organische Komponente einen Arei 20 % - 25 % aus (Fizet

'8 Die Probe sollte auf dem Rollenschiittler belassenden, bis keine Blaschenbildung mehr zu

beobachten ist. Bei manchen Proben muss nach dingrdas NaOCI gewechselt werden.

19 ein stérender Hintergrund durch den in Wassernigéekenthaltenen Sauerstoff
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et al. 1995, Hare 1980). Kollagen enthalt ca. 9dé&6 organischen Matrix (Hare
1980). Kollagenausbeuten von tber 5 % sind notvggendn sie fur die Analyse der
stabilen Isotope zu nutzen (Schwarcz & Schoenit§6d).

Die Einwaage der gefriergetrockneten Proben edolgelbststandig am Geo-
ForschungsZentrum Potsdam. Die Kollagenproben wuritke Zinnkapseln ein-
gewogen. Die Messung der stabilen Isotope erfdlgtélassenspektromefér(Fa.
Finnigan, DELTAplusXL, Carlo-Erba CN2500-Elementbyséerer) des Geo-
ForschungsZentrum Potsdam durch Frau Dr. Birgitgvhm. Zur Bestimmung der
Isotopenverhaltnisse des Kollagens werden gasf@rkagjibrierte Laborstandards
bendtigt: IAEA (International Atomic Energy Agenc$tandards CH-7 (eine Poly-
ethylenfolie) und USGS24 fi**Cx, und IAEA N1 (ein Ammoniumsulfat) fis*N.
Fir 53Cka und 3'%0 dienten folgende Materialien zur Referenz: IAE®E, CO1
und Marmor. Die Isotopenzusammensetzung dieser&efmaterialien ist bekannt.
So wird die Vergleichbarkeit der Werte untereinanailed mit den Werten anderer

Labors gewahrleistet.

Die analytische Prazision betrug fiCx, und3™N < 0,2 %o und fiir C und N < 5 %
(pers. Mitteilung Mingram). Fir die Isotopenverhidse im Karbonat werden
folgende Laborstandards benétigt: VPBBUr 5°C und NBS19 furd'®0. Die

analytische Prazision liegt hier jeweils bei urigrl %o (pers. Mitteilung Mingram).

Da die schweren Isotope nur einen geringen AnieédsElements ausmachen, wird
nicht die absolute Menge des schweren Isotopsrbestisondern das Verhaltnis von
schwerem und leichtem Isotop in der Probe gegendiesem Verhéaltnis in einem

Standard angegeben (McKinney et al. 1950).

%0 Die Messung im Massenspektrometer macht sichudlierschiedliche Masse von Elementen und
ihren Isotopen zunutze. Die zu untersuchende Rralss dazu gasformig und ionisiert vorliegen. Die
lonisation kann auf unterschiedliche Weisen erfoldgei der Untersuchung organischer Proben wird
meist die Elektronen-lonisation angewendet (Ramack884). Die lonen werden in ein homogenes
gebogenes Magnetfeld (Analysierer) gegeben undesdsprechend ihrem Masse-Ladungs-Verhaltnis
abgelenkt. Leichte lonen werden starker abgelersksahwere. Die unterschiedlich weit abgelenkten
lonen kdnnen durch einen Detektor registriert uadd® chemische Struktur der Probe bestimmt

werden.

L vienna-PDB, ein vergleichbares Standardmaterial BDB (vgl. FuRnote 22)
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Konventionsgemald wird die Konzentration der stabileohlenstoffisotope als
Verhaltnis des schweren zum leichten Kohlenstaffiso*C/*°C) in der Probe
gegen dieses Verhaltnis im Standard, den PeedesnBiten (PDBY (Craig 1957),

angegeben:
613CProbe: [(13CProb412CPr0be/ 13CPDB/lchDB)':I-] X 1000 [%o]

Der &C-Wert ist fir die in dieser Arbeit untersuchteotf&n negativ, da die Proben

im Vergleich zum Standard PDB weniger schweren Eosioff**C enthalten.

Analog zum Kohlenstoff wird die Konzentration dealslen Stickstoffisotope als
Verhaltnis des schweren zum leichten Stickstoffipat°N/**N) in der Probe gegen
dieses Verhaltnis im Luftstandard (AIR, Ambient &fdble Reservoir) (Mariotti
1983) angegeben:

5"Nprobe= [(**Nprobd “Nprobe/ “Nar/Nar)-1] X 1000 [%o]
Die Luft hat definitionsgeman einérN-Wert von 0 %o.

Die Isotopenverhdltnisse im Karbonat werden relagegen PDB in der
konventionellen Delta-Notatio>(?0 bzw. 3'°C) dargestellt. So gilt fii6"™Ck, die

gleiche Formel wie fiib**C des Kollagens. Fi&*°0 gilt folgende Formel:
5" “Oprove= [(*"Oprond"Oprobe/ **Oppe/ Oppe)-1] X 1000 [%o]

Die positiven '%0-Werte der Proben zeigen an, dass in den Probém wmen

schweren Sauerstoffisotop enthalten ist als in deftstandard.

Vor der Messung aller Proben wurden von insgesdnkKallagenproben Mehrfach-

messungen gemacht. Diese ergaberdfilEx, und 3N Standardabweichungen von
ca. 0,3 % (vgl. Tabelle 15, Tabelle 17 und Tab&8§ Diese ist nur wenig hoher als
der analytische Messfehler. Gleiches gilt fir dMativen Kohlenstoff- und Stick-

stoffanteile im Kollagen. Bei diesen betragt dealgtische Fehler unter 5 %. Fur alle
drei Bevolkerungen wurde ein Funftel der Probennfiaeh gemessen und im Durch-
schnitt geringere Standardabweichungen ermitteltTébelle 16, Tabelle 18 und

2 Die PeeDee-Formation in South Carolina enthalereialk desBelemnitella americana eines
Belemniten, der am Ende der Kreidezeit ausstarb.BBlemniten gehéren zur Klasse der KopfflRer

und werden auch Donnerkeile oder Teufelsfinger gethan
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Tabelle 20). Daher erfolgten fur die restlichen & Einfachmessungen. Fur die
Proben, bei denen Mehrfachmessungen durchgefiimdemnu ging ein aus diesen

Werten errechneter Mittelwert in die Ergebnisse ein

3.5 Die Aufbereitung der Proben fur die Spurenelemaanalyse

Konventionsgemald erfolgt die Entnahme von 2 g Keokbmpakta aus der
Diaphyse des Femur (Grupe 1992a) mittels einesbawrers bzw. einer Bugelsage.
Bei einem Teil der Knochen wird ein separates Rwstiek fur die spatere
Einbettung in Kunstharz und der histologischen phigfung der Knochenbinnen-
struktur im Dunnschliffpraparat (vgl. Kapitel 3.8.Die Anfertigung der
Knochendunnschliffe, S. 48) entnommen. Der furAlnalyse bestimmte Probenteil
wird, um anhaftendes Sediment zu entfernen, imasittnallbad mit Aqua dest.
gewaschen und getrocknet. Spongiosareste werdefernssie in der Markhdhle
noch vorhanden sind - manuell entfernt. Es folgeetierstiindige Atherextraktion
im Soxhlet (Fa. Schott-Duran), um organische Bektile wie z. B. Fette aus dem
Knochen herauszulésen. Zur Entfernung von Kontatieinan der Oberflache und
moglicher liegezeitbedingter Rekristallisationsprkig@ aus den Hohlrdumen der
Knochen wird die Probe anschlieRend ca. 5 min rarizkntrierter Ameisenséure
(HCOOH) im Uberschuss geatzt. Danach erfolgt einhmmaliges Spilen im
Ultraschallbad mit Aqua dest., welches der quanmntga Entfernung der L6sungs-
produkte dient. Die Ldsung der Rekristallisatiomsjukte erfolgt durch die
aufsteigende pH-Reihe. Durch das Waschen wird eawr sukzessiven Abnahme
der Elementkonzentrationen ein stabiles Konzewoinatiiveau erreicht. (vgl. Grupe
& Bach 1993, Grupe 1992a). Nach dem Waschen wedPdobe bis zur Gewichts-
konstanz bei 50 °C getrocknet.

Zur Entfernung des organischen Anteils wird dieb@réir 12 Stunden im Muffel-
ofen (Heraeus Labor-Muffelofen, M 104, Fa. Kendrabbaratory Products) bei
500 °C verascht und nachfolgend manuell homogehisdas Veraschen verhindert
auch eine Verflichtigung der analyserelevanten Eftgm sowie thermische
Modifikationen der mineralischen Matrix. Vor undamadem Veraschen wurde ein
Grol3teil der Proben gewogen, um zu Uberprifen,asb\Mirhaltnis von organischem
zu mineralischem Anteil dem in rezenten Knochen. @&70) entspricht (vgl.
Kapitel 9.9 Ergebnisse der Ausbeute des anorgamschAnteils fir die
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Spurenelementmessungen, Tabelle 28 - Tabelle 3byeihende Verhaltnisse
konnen durch die Bodenlagerung bedingt sein. Siemeaieben der histologischen

Untersuchung zusatzliche Informationen tber demlirhgszustand des Knochens.

100 mg homogenisiertes Knochenpulver werden fur @aerckaufschluss bendétigt.
Der Aufschluss erfolgt im Trockenschrank (Fa. Memtinen 1 ml konzentrierter
suprapurer Salpetersaure (HNGn einer speziellen Druckaufschlussapparatur (Fa.
Seif) fur sechs Stunden bei 160 °C. Nach dem Alifisshist die Probensubstanz
vollstandig in der Saure geldst. Der Aufschlussdwiit 5 ml Aqua dest. aufgefullt
und in PolyethylengefaRen tiefgefroren aufbewdhiym zu uberpriifen, ob die
chemische Zusammensetzung einer Probe durch deokdrfschluss verandert
wird, wurde in regelmaRigen Abstanden ein StandBahe Ash 1400) bekannter
chemischer Zusammensetzung mit aufgeschlossenemdsgen (vgl. auch 3.6 Die
Messung der Spurenelemente).

Des Weiteren werden zum Vergleich skelettnahe Bpadaen untersucht, (vgl.
Kapitel 3.7 Die Aufbereitung und Analyse der Bodexiqen).

Aufgrund der Kontaminationsgefahr ergaben sich Addgoungen an die
spurenanalytische Reinheit aller im Labor verweadeGegenstande. Deshalb
wurden alle fiur die Probenaufbereitung benutzteras@dfalle mit 65 %-iger
Salpetersdure ausgedampft. Der Benutzung aller tEimfignaterialien ging eine
Reinigung mit 2 %-iger Salpetersaure im Ultrasdiadl voraus. Jegliche Gefalde zur
Aufbewahrung wurden ebenso behandelt. Den Absclleis&einigung bildete stets

das Spiulen der Gegenstande in Aqua dest. und diakiung bei 50 °C.

23 Die Haltbarkeit verlangert sich so von wenigen W&t in nicht gefrorenem Zustand auf 1-1,5
Jahre (Grupe & Bach 1993).
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3.6 Die Messung der Spurenelemente

Die Messung der Spurenelemente erfolgt durch dmmabsorptionsspektrometrie
(AAS)** Es werden folgende Elemente gemessen: Kalzium, (Bajium (Ba),

Strontium (Sr), Kupfer (Cu), Zink (Zn), Blei (Pysen (As), Cadmium (Cd), Eisen
(Fe), Magnesium (Mg), Mangan (Mn), Nickel (Ni), Ahnium (Al), Kobalt (Co)

und Phosphor (P). Dabei gelangen je nach zu emdate Gehalt und der
Empfindlichkeit des zu messenden Elementes die (@Euctive Coupled Plasma),
die Graphitrohr- bzw. die Flammen-AAS zur AnwendyagTabelle 27, Seite 308).
Die Elemente Al, Ba, Cu, Fe, Mg, Mn, Sr und Zn wamdvor der Messung 1:5
verdunnt. Fur die Messung von Ca und P wurde voiMissung eine Verdinnung
von 1:1000 hergestellt. Zur Messung von Cd, Couhll Pb wurde eine 1:10 ver-
dinnte Losung hergestellt. As wurde mittels eingef¥njektion gemessen und

musste nicht verdiinnt werden.

Um die Vergleichbarkeit der Werte untereinandegewahrleisten wurden mit den
aufbereiteten Proben Referenzmaterialien (Bone A400) bekannter Spuren-
elementzusammensetzung zur Messung gegeben. DRlatisung des Referenz-
materials mit der angegeben Zusammensetzung Ubgnemte, kann davon
ausgegangen werden, dass die Proben bei der Aitflmeyebzw. Messung nicht

kontaminiert wurden.

Die Messungen der Spurenelemente erfolgten durah Elke Heyde am Institut fur
Geologische Wissenschaften der Freien Universigglir

3.7 Die Aufbereitung und Analyse der Bodenproben

Von jeder der drei untersuchten Serien wurde einéeBprobe genommen, um sie
auf die auch in den Knochen gemessenen 15 Elemantatersuchen (vgl. Kapitel
3.6 Die Messung der Spurenelemente). Dazu wurdémBdes Tasdorfer, 313 mg

%4 Die AAS macht sich die Aufnahme optischer Stragldarch die Atome zunutze: Die Atome der zu
messenden Substanzen werden durch Licht bestimngfemangen in einen energetisch angeregten
Zustand versetzt. Es wird umso mehr Licht einer bestan Wellenlange absorbiert, je groRer die
Anzahl der Atome des zu bestimmenden chemischen dalismist. Uber die Schwéchung, also
Extinktion, des Lichtstrahles kann auf die Konzetra des absorbierenden Stoffes geschlossen
werden (Welz 1983).
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des Brandenburger und 308 mg des Anklamer Bodewgewogen und unter Druck
in Konigswasser gelost. Der gewonnene Aufschlusedevge nach eingewogener
Menge mit einer entsprechenden Menge Aqua desgefillt und die Spuren-

elemente entsprechend den Knochenproben gemessen.

Die Herstellung der Aufschlusslosung sowie die Megen der Spurenelemente
fuhrte Frau Elke Heyde am Institut fir Geologisdhessenschaften der Freien

Universitat Berlin durch.

3.8 Die Histologie

Die Anfertigung von Dunnschliffen erfolgte nur exalarisch fur einen Teil der
ausgewabhlten Individuen. Es handelt sich hierbeieime invasive Methode, die am
Knochen deutliche Spuren hinterlasst (ein Loch @@nl-2 cm Durchmesser). Daher

wurde sie nicht generell fir alle Proben durchgefiih

Die Histologie eines Knochens gibt Aufschlisse Ulen Erhaltungszustand des
Knochens und dient somit der Uberpriifung der G8@.kann zum Beispiel die
Erhaltung eines Knochen danach unterschieden weotbemoch einzelne Osteone in
der Knochenbinnenstruktur erkennbar sind, Tunneét auf Mikroorganismen

hinweisen und Ablagerungen, z. B. durch Huminstoftehanden sind.

Nach Fabig (2002) ist die Histologie eines Knocheimgs der wichtigsten Kriterien
der Auswahl der Knochen fir die Analyse der Spusmente. Allerdings wurde
diese Arbeit konzipiert bevor Fabig seine Ergelmissroffentlichte. Als Gute-
kriterium wurde der Ca/P-Quotient im Knochen angasdvgl. Kapitel 5.1

Problematik der Diagenese).

3.8.1 Die Anfertigung der Knochendunnschliffe

Fir diese Arbeit wurden nur histologische Schliftem menschlichen Langknochen
analysiert. Die Proben wurden den Knochen mit Hilés Tischbohrers bzw. einer
Blgelsage entnommen und auf ein Format von ca. Kamtenldnge zurechtgesagt.

Die Schnitte wurden parallel zur Ebene des spatsoaiiffes ausgefiihrt.

Dann erfolgte die Einbettung des Knochenstiicks amzHdamit beim Ségen und
Schleifen des Knochens keine gréf3eren Teile derflabke mehr entfernt werden
bzw. keine Veranderungen an der Knochenbinnenstr@mtreten konnten. Vor der

Einbettung in das Zweikomponentenharz Reckli Inigeigharz EP, welches im
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Verhéltnis 3:1 (Harz:Harter) gemischt werden muwsstde das Knochenstiick von
Fett befreit und getrocknet. Die Proben wurdeniagabettet, dass die Haverschen
Kanale senkrecht orientiert waren. Diese Orientigrarmoglichte die Verdrangung
der noch in den Haverschen Kanalen befindlichent ldurch das die Kanéle

aufsteigende Harz. Somit waren die Schliffe frai etdrenden Luftblasen.

Nach dem Ausharten wurde die in Harz eingebetteteckenprobe mittels einer
Kreissage (Fa. Conrad/OCO50®) auf eine an den gewahlten Objekttrager (Fa.
Menzel, 50 x 50 mm, Starke 1,2-1,5mm) angepasstélR& geschnitten.
Anschlie3end wurde der eingebettete Knochen naheDdanschliffebene durch-
geschnitten. Die neue entstandene Oberflache dendatiliffebene wurde nun glatt-
geschliffen, um alle Rillen, die durch das Sagemstanden sein konnten, zu
entfernen. Das Schleifen erfolgt auf einer Schlagohine (Fa. GMN, MPS 2 19))
auf der die zu schleifenden Préparate mittels dvieggnethalterung befestigt waren.
Nach dem Schleifen wurden Praparat sowie Objeldtragrgfaltig mit Aceton und
einem staubfreien Tuch entfettet und dann die Pealfeden Objekttrager geklebt.
Das vorherige Entfetten ist notig, da das Kuhlwadgse Schleifmaschine mit einem
Olhaltigen Korrosionsschutz versetzt ist, der b8hleifen das Praparat benetzt. Der
Kleber (Fa Sikora, Kérapox 439Mlischung Harz:Harter im Verhéltnis 2:1) musste
nun Uber Nacht unter einer Federpresse aushartai dem Ausharten des Klebers
wurde der Objekttrager von Kleberesten befreit @d der Vakuumplatte der
Schleifmaschine so lange geschliffen bis das Pahgarcht durchsichtig erschien.
Beim Schleifen wurde zwischendurch die Dicke depBrats mit einer Mikrometer-
schraube kontrolliert, da der Dunnschliff eine Rckon 50-7Qum aufweisen sollte.
Ferner wurde auch mikroskopisch untersucht, obndieh vorhandene Knochen-
binnenstruktur gut sichtbar ist. Nachdem der Duhli$cerfolgt ist, wurde das
Praparat mit einem Deckglas abgedeckt, welchesebenfalls mit Kérapox 439

aufgeklebt wurde.

3.8.2 Die Anfertigung der Bilder

Die Dunnschliffe wurden durch ein Olympus Vanox kdigkop unter verschiedenen
VergrofRerungen (Lupe bis 100fache VergrofRerungiabletet. Die Bilder wurden
mittels einer auf dem Mikroskop befestigten Kam@é/mpus C-35AD) gemacht.

Um den Ausléser nicht direkt an der Kamera betatige missen, wurde die Kamera
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an ein ,Exposure Control Unit* angeschlossen, arichean die Einstellungen

automatisch vorgenommen wurden und das Auslésetytaf

Fir das Erstellen der Bilder wurde ein KunstlidhtfiE6 benutzt. Die entstandenen
Dias wurden mittels eines Scanners (Fa. UMAX, Pawek 1120) digitalisiert.

3.9 Statistische und graphische Auswertung

Bis auf die Rohdaten der Aminosaureanalyse, diedesr-a. aminoNova in Papier-
form Ubermittelt wurden, lagen samtliche Messergedan in digitalen Tabellen
(Microsoft Excel Premium 2000) vor. Alle Rohdaterurden fir jede der drei
Skelettserien in jeweils eine Tabelle eingearbeiteivelcher fur jedes Individuum
alle Werte vorlagen. Diese MS Excel-Tabellen war @rundlage fur die Erstellung
der graphischen Abbildungen. Sie wurden in das géa®tatistik-Programm (SPSS
12.0) eingepflegt. Diese Tabellen waren ihrerséigsGrundlage fur die statistischen

Auswertungen.

Zuerst wurden die Werte samtlicher Variablen untersuchten Untergruppen mit
dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilungeipriift. Wird bei diesem
Test eine Signifikanz festgestellt, weicht die emsphe Verteilung innerhalb der
untersuchten Variablen signifikant von der Normek#ung ab. Da dies bei der
vorliegenden Untersuchung in allen Tests der Falt, wurde bei den Tests der
Ergebnisse auf Signifikanz immer der nichtparammelre Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Mit dem Mann-Whitney-U-Test wird Uberpriob zwei unabhangige
Gruppen aus derselben Population stammen oder. rild#u missen die Daten
mindestens auf dem Ordinalniveau vorliegen. Edtsé&the brauchbare Alternative

zum t-Test dar.

Fir alle Tests ist als Signifikanzniveau 5 % feltgeworden. Die Uberschreitungs-
wahrscheinlichkeiten werden von <©,05 (signifikant) tber g 0,01 (hoch
signifikant) bis p< 0,001 (hochst signifikant) angegeben. Werte, dankr als
p < 0,001 sind, werden ebenfalls als 0,001 aufgeflhrt.

Phosphor wird nur fir die Berechnung des Ca/P-@uten genutzt, Kalzium fir die
Berechnung des Ca/P-, Sr/Ca- und Ba/Ca-QuotieKianium und Phosphor werden
nicht separat graphisch dargestellt. Die Abbildum§i& die Ergebnisse fur Nickel
und Kobalt werden nur im Anhang aufgefiihrt und haikkutiert.
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