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Der genetische Fingerabdruck aus historischen Skeletten

DNA-Analysen zur Verwandtschaftsfeststellung
der Individuen der Wittekindsburg

Tobias Schultes und Susanne Hummel

Die Verwandtschaftsfeststellung an Skelettindividuen ist seit
langem ein Desiderat der archdologischen und anthropologi-
schen Forschung. Die herkémmlichen Methoden umfassen
den Vergleich bestimmter epigenetischer Variationen so-
wie metrischer Merkmale am Knochen und Zahn (z.B.
ROSING 1986, ALT/VACH 1994). Die bislang ungeklarten Ver-
erbungswege und die nicht gesicherte genetische Deter-
miniertheit einer Vielzahl dieser Merkmale schrinken
allerdings die erfolgreiche Anwendung ein oder machen sie
in vielen Fillen, gerade bei fragmentiertem Skelettmaterial,
unmdoglich.

Durch den Einzug neuer molekularer Techniken in die
Anthropologie bietet sich heute ein erweitertes Spektrum
an Moglichkeiten (HUMMEL u.a. 1995). Die Gewinnung und
Analyse der menschlichen Erbsubstanz aus Knochenmate-
rial bietet einen Weg, der grundsitzlich definitive Antwort
auf Fragen der Verwandtschaft oder Nichtverwandtschaft
von Individuen geben kann. In der modernen Gerichtsme-
dizin sind Verfahren entwickelt worden, die iber die Er-
stellung eines genetischen Fingerabdruckes mit an
Sicherheit grenzender Woahrscheinlichkeit Aussagen in
strittigen Vaterschaftsfillen treffen konnen (z.B. KRAT-
ZER/BAR 1997). Vor relativ kurzer Zeit gelang die Ubertra-
gung dieser Verfahren auf menschliches Skelettmaterial aus
archiologischen Funden (z.B. GERSTENBERGER u.a. 1999,
SCHULTES u.a. 1997, HUMMEL/HERRMANN 1996).

Auch fiir die Individuen der Wittekindsburg wurden
neben der klassischen Befundung des Skelettmaterials mo-
lekulargenetische Untersuchungen durchgefiihrt, um Ant-
worten auf die Frage zu erhalten, ob es sich bei den
Individuen um Mitglieder einer Familie handeln konnte.

Alte DNA aus Knochen

Unter ,,alter DNA* (engl. ancient DNA - aDNA) versteht man
DNA, die einem nicht mehr lebenden Organismus oder
Teilen dessen entstammt. Im weiteren Sinne wird auch die
DNA eines lebenden Organismus als alte DNA bezeichnet,
wenn diese extrakorporal vorliegt. Gemeinsamkeiten lie-
gen in der Eigenschaft, daB die alte DNA autolytische und
diagenetische Prozesse durchlaufen hat, mit der Folge
ihrer Degradierung (vgl. HERRMANN/HUMMEL 1993).

In der Regel liegen der anthropologischen Untersuchung
Uberreste des menschlichen Skelettes vor. Knochen und
Zihne sind aufgrund ihrer anorganischen Bestandteile sehr
gut vor Einflissen des Liegemilieus geschiitzt und kénnen
somit auch lange Zeitrdume iiberdauern. In der Knochen-
matrix eingebettet liegen die Zellen des Knochens (Abb. 1).
Knochenzellen erfiillen vielfiltige Aufgaben, beispielsweise

sind sie bei Heilungsprozessen fiir den Knochenauf- und -
umbau verantwortlich. Die Osteocyten vermitteln eben-
falls die Abgabe von mineralischen Substanzen im Knochen.
Die Knochenzellen mauern sich gewissermaBen selbst ein.
In den Zellkernen jeder dieser Zellen befindet sich die DNA
des Individuums. Aufgrund des guten Schutzes, den die
Knochensubstanz den Knochenzellen bietet, kann die
DNA im Knochen oder Zahn, wie der Knochen selbst,
viele Jahre, sogar Jahrtausende liberdauern. Hierbei ist die
Zeit nicht der einzige bestimmende Faktor. Die Beschaf-
fenheit des Liegemilieus ist von fundamentaler Bedeutung.
Die Bedingungen, die die DNA Erhaltung beférdern bezie-
hen sich auf ein kiihles, vorzugsweise trockenes Liegemilieu
mit einem neutralen bzw. schwach basischen pH-Wert
(BURGER u.a. 1997). Bei guten Liegemilieubedingungen kann
DNA auch noch aus sehr altem Skelettmaterial gewonnen
werden. Andererseits kann es bereits problematisch sein,
DNA aus einem nur einige Jahrzehnte alten Knochen zu
gewinnen, falls dieser extrem schlechten Bedingungen aus-
gesetzt war.

Mit Hilfe spezieller Methoden (DNA-Extraktion s. Abb. 2)
ist es moglich, die Uberreste der DNA aus dem Knochen
herauszulésen und einer genetischen Analyse zuginglich zu
machen. Bei der Arbeit mit historischem oder prahistori-
schem Skelettmaterial handelt es sich in der Regel um
extrem kleine Mengen an DNA, die noch gewonnen wer-
den kénnen. Es ist deshalb auBerordentlich wichtig, daB
Verunreinigungen (Kontaminationen) mit ,,moderner*
DNA, die durch den Bearbeiter oder den Ausgriber auf
die Probe gelangen konnten, vermieden werden. Aus die-
sem Grund werden bei der Arbeit mit alter DNA strenge
Vorkehrungen getroffen. Als Beispiele sind das Tragen von
Schutzkleidung (Handschuhe, Haarhaube und Mundschutz)
und das Abtragen der ProbenauBenflichen mit einem Skal-
pell, um eventuell dem Knochen anhaftende Kontamina-
tionen zu entfernen, zu nennen. ldeal wire es, wenn schon
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Abb.1 Querschnitt eines Knochens in ca. 150facher
VergroRerung. In der Knochenstruktur sind die Knochen-
zellen (Osteozyten) als kleine schwarze Punkte zu sehen.

DNA-Extraktion

E’.‘:‘Q Histologle
| ¥

| —X
IE Frab h J
||i rebenentnahme

|',-' \ Homogenisation

Automatisiert durch Maschinen-Extraktion

gt

Farbung

Suspension der Knochenzellen

1

EDTa-

(i) )
L Tellsuspension

—— Enachermeh

Abnehmen des Uberstandes

Bk
gefalhe + lsopropanal,
i - Llasmiich

EON BRI =
—
gl DA !

Elution dier DNA Fallung der DHA

g ————

& Pancd,

L Froceing.
I. e Chigmiarm

» Prefaindda K
Teltragmenue

Phasentrennung Denaturierung der Proteine

Abb.2 Schema der DNA-Extraktion aus Knochen. Ausgehend von einem Knochenstiick mit ca. 3 cm Kantenlédnge wird aus
jeweils ca. 0,3 g Knochenpulver DNA gewonnen. Die extrahierte Menge ist ausreichend, um weitere Analyseschritte anzu-

schliessen.

wihrend der Bergung des Skelettmaterials Schutzkleidung
getragen werden konnte. Die Untersuchung des geneti-
schen Fingerabdruckes bietet dariiber hinaus die
Méglichkeit, den Abdruck der zu untersuchenden Probe mit
den genetischen Profilen der Bearbeiter zu vergleichen.
Eventuelle Kontaminationen konnen auf diese Weise
zuriickverfolgt werden.

Um noch Informationen aus der minimalen Menge an
DNA aus dem Knochen ziehen zu kdnnen, ist es erforderlich,
die DNA-Menge zu vervielfiltigen. Mit der Methode der Poly-
merase Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction -
PCR) kann eine solche Vervielfiltigung erzielt werden.
Diese im Grundsatz einfache Methode, fiir die ihr Erfinder
Kary Mullis 1993 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet
wurde, ist heutzutage aus der modernen Genetik nicht
mehr wegzudenken. Sie wird in nahezu allen Bereichen der
genetischen und biochemischen Forschung angewandt. Fiir
die Arbeit an alter DNA ist die PCR von zentraler
Bedeutung, da ohne Vervielfiltigung keine weiteren
Analysen moglich wiren.

Bei der PCR werden mit Hilfe eines Enzyms und
verschiedener weiterer Reaktionskomponenten spezifi-
sche Abschnitte der DNA vervielfiltigt. Diese Abschnitte
enthalten die fiir die jeweilige Fragestellung des Forschers
interessante Information. In einem Reaktionszyklus findet
jeweils eine Verdopplung des DNA-Abschnittes statt (Abb.
3). Bei ausreichender Wiederholung dieses Vorganges

erhdlt man eine hinreichend groBe Menge des gesuchten
Abschnittes, so daB ein Nachweis moglich wird.

Der Nachweis der vervielfaltigten DNA-Fragmente er-
folgt auf einem Gel. In Abhéngigkeit von ihrer Lange durch-
laufen die einzelnen DNA-Abschnitte das Gel unterschied-
lich schnell. Computergestiitzte Analysen ermdglichen
eine exakte Lingenbestimmung. Uber die Lingenbe-
stimmung von verschiedenen DNA-Abschnitten ldBt sich
der genetische Fingerabdruck eines Menschen erstellen.

Der genetische Fingerabdruck

Der genetische Fingerabdruck ist eine Kombination von
verschiedenen Abschnitten der DNA. Diese Abschnitte
werden als Short Tandem Repeats (abgekiirzt: STR) be-
zeichnet und befinden sich an unterschiedlichen Stellen (Loci)
auf den Chromosomen. Die STRs liegen in ihrer Linge
polymorph in der Bevélkerung vor (Abb. 4). Die Kombination
der Ergebnisse von Untersuchungen an mehreren STRs
erlaubt die Erstellung eines Profils, das fiir jeden Menschen
einzigartig ist. Hierfir mussen die Langenausprigungen an
einem STR-Locus bestimmt werden. Da im Menschen
jedes Chromosom zweimal vorliegt (eines wird vom Vater,
das andere von der Mutter geerbt), gibt es auch fiir jeden
STR-Locus zwei Ergebnisse. So lassen sich iiber den Ver-
gleich zweier STR-Profile Aussagen iiber Verwandtschafts-
beziehungen von Personen treffen. Kinder miissen jeweils
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Abb.3 Schematische Darstellung der Polymerase
Kettenreaktion (PCR). Ein bestimmter Bereich der DNA
(blau) wird spezifisch vervielfaltigt. Von zwei Seiten werden
Strange aufgebaut, die eine Kopie des urspriinglichen DNA-
Stranges darstellen. Nach dem zweiten Zyklus entstehen so
Produkte, die genau die Lange des gesuchten DNA-
Abschnittes aufweisen (rot). Die Produkte dienen wiederum
als Vorlage fiir weitere Vermehrungsschritte. Etwa 40-50
Zyklen sind erforderlich, um aus historischem
Skelettmaterial nachweishare Mengen zu erhalten.

eine Léngenauspragung (man bezeichnet unterschiedliche
Langenauspragungen als Allele) mit einem der Allele des
Vaters bzw. der Mutter gemeinsam haben. Liegen unter-
schiedliche Ergebnisse vor (z.B. das Kind hat zwei Allele,
die beim Vater nicht nachgewiesen werden kénnen) kann
eine Elternschaft ausgeschlossen werden.

Fiir die Anthropologie eréffnet sich so eine Moglichkeit,
Verwandtschaftsbestimmungen an historischen und prihi-
storischen Skelettindividuen durchzufiihren. Ein hypothe-
tisches Beispiel ist graphisch (Abb. 5) naher erldutert.

Die Individuen, die in der Wittekindsburg geborgen
wurden, sind neben der herkédmmlichen anthropologi-
schen Befundung auch genetisch analysiert worden, mit
dem Ziel der Erstellung eines genetischen Fingerab-
druckes. Hieriiber sollte die Frage geklirt werden, ob die
Individuen iber ein Eltern-Kind-Verhiltnis miteinander
verwandt sein kénnen.

Struktur von Short Tandem Repeat Loci
{GeEnabschnilio zur Erstellung des genetischen Fingerabdruckes)
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Abb. 4 Schematischer Aufbau von Short Tandem Repeats
(STR). Die Primer Bindungsstellen (blau) bezeichnen die
Startpunkte der PCR Reaktion zur Vervielféltigung. Davon
eingeschlossen ist der langenpolymorphe Bereich. Es existie-
ren unterschiedliche Langenausprégungen in der Bevolke-
rung, die sich in der Anzahl der Wiederholungseinheiten
unterscheiden (hier als Beispiel: Allel 1-3).

Die Skelettreste der Individuen
der Wittekindsburg

Auf der Wittekindsburg konnten fiinf Individuen identi-
fiziert werden. Wahrend zwei Skelette nahezu vollstindig,
wenngleich zum Teil stark fragmentiert vorlagen, waren
von drei Skeletten nur noch Teile erhalten. Das Individuum
aus Grab 5 (Individuum 5) ist nur durch diverse Rippenfrag-
mente, ein rechtes Sprungbein, ein Schliisselbein, einen Ze-
henknochen sowie drei isolierte Zihne reprisentiert.
Dieses Individuum konnte aufgrund des Reifegrades der
Knochen als erwachsen angesprochen werden. Die geneti-
schen Untersuchungen weisen auf ein weibliches Indivi-
duum hin. Die vier anderen Individuen sind im Kindesalter
verstorben. Tabelle | gibt einen Uberblick iiber die Indi-
vidualdaten der einzelnen Skelette. Die Abbildung (Abb. 6)
zeigt das Skelett des Kindes aus Grab 4, das nahezu voll-
standig vorlag.

Bereits in Voruntersuchungen wurde die nur bedingte
Tauglichkeit des Skelettmaterials fiir genetische Analysen
festgestellt. Uber die Liegezeit sind vom Boden Stoffe in
die Knochen gewandert, die die PCR behindern (z.B.
Huminsauren). Fir das Individuum | konnte keine DNA nach-
gewiesen werden. Als Material stand hier nur die diinne
Schédeldecke zur Verfiigung. Sehr wahrscheinlich liegt eine
vollstaindige Degradierung der DNA in diesem Skelett-
element vor.

Fir die anderen Individuen konnte DNA erst nach
zusitzlichen Aufreinigungsschritten reproduzierbar ver-
vielfltigt werden. Danach war eine STR-Analyse fiir einen
Teil der untersuchten Loci moglich, die die Erstellung eines
genetischen Fingerabdruckes erlaubte.

Verwandtschaftsanalyse der Individuen

Die Situation, daB eine erwachsene Frau mit vier Kindern
an einem Ort bestattet wurde, legt die Vermutung nahe,
daB es sich um die Mitglieder einer Familie handeln kénn-
te. Die Abbildung (Abb. 7) zeigt schematisch die einfachste
Familiensituation in der die fiinf Individuen miteinander

Abb. 5 Prinzip der Verwandtschaftsbestimmung von Skelett-
individuen mit den Ergebnissen einer Analyse des geneti-
schen Fingerabbdrucks. Die schwarzen Balken symbolisieren
die Langenauspragung, die in dem jeweiligen STR-Locus bei
der betreffenden Person nachgewiesen wurden. Die weif3en
Balken beschreiben die uberhaupt mdglichen Langenaus-
pragungen in einer Bevélkerung. Kinder erben jeweils zur
Halfte die DNA der Mutter und des Vaters. Deshalb muf3 ein
Allel des Kindes bei der Mutter, das andere Allel beim Vater
ebenfalls nachgewiesen werden (hier schwarze Balken in
der gleichen Hghe). Ist nur ein Allel nachweisbar, so existie-
ren zwei Allele der gleichen L&nge (Homozygotie).

verwandt sein konnten. Mit Hilfe der genetischen Unter-
suchungen soll tiberpriift werden, ob die hier dargestellte
Verwandtschaftsbeziehung wahrscheinlich ist oder ob sie
aufgrund der Ergebnisse ausgeschlossen werden kann.

Hierzu wurden mehrere unterschiedliche STR-Loci
untersucht. In drei Genorten konnten fiir alle vier Indivi-
duen Ergebnisse erzielt werden, die einen Vergleich der
Profile erlauben. In der Tabelle 2 sind die Ergebnisse der
Analysen zusammengefaBt (gleiche Zahlen bezeichnen
Allele der gleichen Linge).

Die Hypothese, daB3 Individuum 5 Mutter der drei
Kinder ist, wiirde dann verworfen, wenn in einem STR-
Locus ein Allel bei den Kindern nachgewiesen wurde, das
bei der Mutter nicht zu finden ist.

In dem STR-Locus THOI wurde fiir das Individuum 5
das Allel 9.3 nachgewiesen, das auch bei allen drei Kindern
vorliegt. In dem STR-Locus FI3Al findet sich das Allel 3.2
der erwachsenen Frau bei dem Kind 2 und dem Kind 3.
Kind 4 hat mit Individuum 5 das Allel 6 gemeinsam.

Etwas komplizierter stellt sich der Fall in dem dritten
STR-Locus dar. Hier konnte sicher nur ein Allel fiir
Individuum 5 bestimmt werden (Allel | I). Dieses Allel fin-
det sich auch bei den Kindern 2 und 3 wieder. Fiir das Kind
4 konnte nur das Allel 10 nachgewiesen werden. Jedes
Individuum hat zwei Allele fiir einen STR-Locus. Es besteht
die Moglichkeit, daB das gleiche Allel auf beiden Chromo-
somen vorliegt (Homozygotie). In diesem Fall wire auch
nur ein Allel nachzuweisen. Bei der Untersuchung von
stark degradierter DNA, also alter DNA, muB jedoch mit
der Moglichkeit gerechnet werden, daBB von zwei unter-
schiedlichen Allelen nur eines vervielfiltigt wird. Dieses
Phanomen wird als Allelic Dropout beschrieben (vgl.
SCHMERER u.a. 1997, KIMPTON u.a. 1994). Bei den hier er-
mittelten Ergebnissen kann aus diesem Grund nicht mit
Sicherheit festgestellt werden, ob Kind 4 oder Individuum 5
noch ein weiteres Allel besitzen. Der Nachweis von Allel 10
fur das Kind 4 und das Allel 1 fiir Individuum 5 reicht des-
halb nicht aus, um die Elternschaft auszuschlieBen. Die
Wahrscheinlichkeit fir die Elternschaft ist allerdings im
Vergleich zu den beiden anderen Kindern stark verringert.

Um die Wahrscheinlichkeit zu berechnen, mit der die
Hypothese angenommen werden kann, daB3 Individuum 5 die
Mutter der drei Kinder ist, miissen die Haufigkeiten der ein-
zelnen Allele in der Herkunftspopulation miteinbezogen
werden. Fiir historische Bevélkerungen gibt es noch keine
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Abb. 6 Skelett des Individuums aus Grab 4.
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Mogliches Verwandtschaftsverhiltnis

Grab 5

(mutmalliche Mutter)

(Vater, fehlt)

Grab | Grab 2

(mutmalliche Kinder von Individuum aus Grab 5)

Grab 3 Grab 4

Individuum STR-Locus | / THOI STR-Locus 2 / FI3AI STR-Locus 3 / FES/FPS

5 /93 3217 2/ 11
mutmaBliche Mutter

2 /93 32/6 2/ 11
mutmaBl. Kind von 5

3 7/93 3217 10/ 11
mutmaBl. Kind von 5

4 6/9.3 6/7 10/2?
mutmaBl. Kind von 5

Abb.7 Vermuteter Stammbaum der Individuen aus Grab 1-5.

Erhebungen iber Allelfrequenzen. Um eine Niherung zu
erreichen, nutzt man die Daten, die an heute lebenden Be-
volkerungen fiir forensische Zwecke gewonnen wurden
(Populationsdaten Deutschland).

Es wird berechnet, wieviel wahrscheinlicher es ist, daf3 das
vermutete Elternteil wirklich die Mutter (oder der Vater)
ist, gegenliber der Moglichkeit, daB es sich um eine nichtver-
wandte Person handelt (z.B. BRENNER 1993). Fiir die Wahr-
scheinlichkeitsberechnung ist es von Bedeutung, wie haufig
ein Allel in einer Bevélkerung vorliegt. Teilen die untersuch-
ten Individuen sehr seltene Allele, so ist die Wahrschein-
lichkeit héher, daB es sich um verwandte Personen handelt
als bei einer Gemeinsamkeit in sehr hdufigen Allelen. Hier
ist die hohe Wahrscheinlichkeit einer zufilligen Ubereinstim-
mung auch bei nichtverwandten Personen gegeben.

Fir die Individuen der Wittekindsburg bedeutet das,
daB fiir die Elternschaftswahrscheinlichkeit mit den Indivi-

duen 2 und 3 ein Paternititsindex von ca. 66 ermittelt
wird, wihrend fiir das Individuum 4 dieser Wert nicht tiber
| liegt. Daraus folgt, daB es 66 mal wahrscheinlicher ist,
dafB das Individuum 5 die Mutter von Kind 2 und Kind 3 ist,
als daB Individuum 5 eine nicht verwandte Person repri-
sentiert. Das Verwandtschaftsverhiltnis von Individuum 5
zu Kind 4 kann mit den ermittelten Ergebnissen noch nicht
geklart werden. Eine Elternschaft ist aber nicht auszusch-
lieBen. Um die These der Elternschaft signifikant zu stiit-
zen, miiBten allerdings noch weitere Analysen an anderen
STR-Loci durchgefiihrt werden.

In der Zusammenfassung laBt sich herausheben, daB eine
Verwandtschaft fiir drei Individuen (Grab 5, Grab 2 und
Grab 3) mit hoher Wahrscheinlichkeit festgestellt wurde.
Die Verwandtschaft mit den beiden anderen Kindern
(Grab | und Grab 4) wird nicht ausgeschlossen.

Grab-Nr. Skelettreste Altersstufe Geschlecht
I Schidelfragmente Infans | m
(ca. | - 2 Jahre)
2 Skelett nahezu vollstindig, Infans | mannlich
Knochen miBig bis stark (Schidel) fragmentiert (ca. 4 Jahre)
3 Skelett unvollstindig, hoher Fragmentierungsgrad, Infans 2 weiblich
Teile des Schédels fehlen véllig (ca. 6 - 7 Jahre)
4 Skelett nahezu vollstindig, maBig fragmentiert Infans | weiblich
(ca. 4 Jahre)

Tabelle I: Individualdaten der Individuen aus Grab | - 4.

Tabelle 2: Ergebnisse der STR-Analysen.

(Fragezeichen zeigen an, daB das jeweils zweite Allel noch nicht mit Sicherheit bestimmt werden konnte)
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