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MOLEKULARGENETISCHE ANALYSEN
AM ,GAMMERTINGER HELMTRAGER"
ZUR IDENTIFIKATION DER
MANNLICHEN FAMILIENLINIE

Susanne Hummel und Janine Mazanec

EINLEITUNG

Soren Frommer

Das ,Helmgrab von Gammertingen® (vgl.
Abb. 62), frither meist ,,Fiirst von Gammertin-
gen® genannt, ist die bedeutendste Bestattung
im {iberregional bekannten Gammertinger
Reihengriberfeld oberhalb der Sigmaringer
Strafie (vgl. Abb. 63). Das Griberfeld ist zwi-
schen der zweiten Hilfte des 5. Jahrhunderts
und dem Beginn des 8. Jahrhunderts belegt,
der Helmtriger selbst wurde im letzten Drittel
des 6. Jahrhunderts bestattet. Die Bestattung
mit Spangenhelm, Kettenhemd, Ango, Spa-
tha, Sax, Lanze, Axt, reich verziertem Pferde-
geschirr und anderen wertvollen Beigaben gilt
als eines der reichsten Oberschichtsgriber im
alamannischen Gebiet. Im Jahr 2014 ging das
Helmgrab in den Besitz des Landesmuseums
Wiirttemberg iiber. Dort ist im Moment eine
Neubearbeitung des Grabinventars im Gange.
Eine Publikation ist geplant.

Die hier vorgestellte Untersuchung wurde
angestofien, um die im Gammertinger Befund
aufscheinende Méoglichkeit einer weitgehend
kontinuierlichen Adelsentwicklung zwischen
Merowinger- und Ottonenzeit von naturwis-
senschaftlicher Seite zu priifen. Niheres dazu
findet sich im Kapitel ,,Adelsherausbildung und
Kontinuititsfrage®, v. a. S. 106.

FRAGESTELLUNG UND
ZIELSETZUNG

Gegenstand der hier durchgefiithrten moleku-
largenetischen Analysen war der sogenannte
»,Gammertinger Helmtriger® oder ,Fiirst“ von
Gammertingen aus dem spiten 6. Jahrhundert,
dessen Uberreste bei Ausgrabungen in Gam-
mertingen, Baden-Wiirttemberg, gefunden
worden waren.

Ziel der Untersuchung war es, die viterliche
Familienlinie (Y-Haplotyp) des Helmtrigers
zu ermitteln, um diese mit der Familienlinie

der Gammertinger Grafen (10./11.Jh.) ver-
gleichen zu kénnen. Die molekulargenetischen
Untersuchungen der acht Individuen, deren
Bestattungen in und um die St. Michaelis-Ka-
pelle in Gammertingen gefunden worden wa-
ren, liefen eine detaillierte Verwandtschafts-
rekonstruktion zu. Da die Bestattungen von
Laien innerhalb von Kirchen zu jener Zeit auf
exklusive Adelskreise beschrinkt waren, legen
die engen verwandtschaftlichen Beziehungen
der Individuen eine Interpretation als erste
Generationen des Gammertinger Grafenge-
schlechts nahe (s. Beitrag Mazanec u. a. in die-
sem Band).

MATERIAL

Als Untersuchungsmaterial standen Schidel
und Unterkiefer des Helmtrigers zur Verfi-
gung. In der Regel erweist sich die DNA-Erhal-
tung in Zihnen als sehr gut. Da Teile des Ge-
sichtsschidels inklusive Oberkieferfragmenten
fehlen, wurde der Unterkiefer als Beprobungs-
ort gewihlt. Fir die DNA-Extraktion wird
lediglich die Zahnwurzel benétigt, nach der
Beprobung kann die Zahnkrone wieder in den
Kiefer eingesetzt werden, sodass keine dufier-
lich sichtbare Beschidigung entsteht. Fiir die
Untersuchung wurde der Zahn 43 (Abb. 235)
gewihlt, da Eckzihne zum einen grofie Wur-
zeln aufweisen und zum anderen leichter aus
dem Kieferknochen zu entfernen sind als z. B.
mehrwurzlige Backenzihne.

DURCHFUHRUNG DER ANALYSEN

Probenvorbereitung und DNA-Ex-
traktionen

Um das Entfernen des Zahns 43 aus dem Un-
terkiefer zu erleichtern, wurde das Zahnfach
zunichst mit destilliertem Wasser angefeuch-
tet. Nach dem Ziehen wurde die Krone mit-
tels eines diamantbeschichteten Sigeblatts ab-
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getrennt und wieder in den Kiefer eingesetzt.
Um mogliche anhaftende Oberflichenverun-
reinigungen zu entfernen, wurde die Wurzel
zunichst mithilfe des Sigeblattes mechanisch
gereinigt und dann anschliefiend fiir 15 Minu-
ten in sechsprozentige Bleichelauge eingelegt.
Die getrocknete Wurzel wurde am nichsten
Tag mithilfe einer Kugelschwingmiihle zu ei-
nem feinen Pulver zermahlen.

Mit einer Feinwaage wurden jeweils 0,25 g
Zahnpulver fir die einzelnen Extraktionen
abgewogen und mit je 3900 pl EDTA (0,5 M;
pH 8,3) und 100 pl Proteinase K fiir 18 Stun-
den bei 37 °C im Heizofen unter Rotation in-
kubiert. Nach diesem Dekalzifizierungsschritt
erfolgte eine zweistiindige Inkubation mit zu-
sitzlichen 50 pl Proteinase K bei 56 °C zum
Ablésen der DNA von Proteinen. Da die stark
glinzenden Oberflichen des Schidels und Un-
terkiefers auf eine Oberflichenbehandlung
mit einer Hirtersubstanz hindeuten, welche
anschliefende Analysen verhindern konnte,
wurde hier ein Phenol/Chloroform-Fillungs-
schritt eingeschoben, um diese zu entfernen.
Das Lysat wurde anschlieffend mittels Purifica-
tion-Siulchen (Fa. Qiagen) aufgereinigt. Dafiir
wurde die DNA mithilfe von mehreren Wasch-
puffern von den iibrigen Substanzen getrennt
und schliefilich in Wasser eluiert, das Volumen
betrug 50 pl pro Extrakt.

Zur Uberpriifung und Absicherung der Er-
gebnisse wurden zwei Extrakte hergestellt,
die im Folgenden getrennt prozessiert wur-
den (Laborbezeichnung Gamml5 Ex 1 und
Gamml5 Ex 2).

DNA-Amplifikation (PCR)

Um die Authentizitit der Ergebnisse zu sichern
wurde von beiden Extrakten der genetische Fin-
gerabdruck erstellt und mit der Bearbeiterin ab-

icm

geglichen. Fir die Ermittlung der genetischen
Fingerabdriicke wurden Analysen sowohl mit
einem laborintern entwickelten Heptaplex-Kit
speziell fiir degradierte DNA als auch mit ei-
nem kommerziell erhiltlichen Kit (PowerPlex®
ESX 17, Fa. Promega) durchgefiihrt. Fir die
Analysen der viterlichen Familienlinien wurde
ebenfalls ein laborinternes Decaplex-Kit fiir
degradierte DNA angewendet.

Fiir die verschiedenen Amplifikationen wur-
den Analyseparameter zur Anpassung an die
Eigenschaften des vorliegenden Probenmate-
rials modifiziert. So wurde zum Beispiel die
Menge des eingesetzten DNA-Extraktes der
einzelnen PCRs variiert.

Elektrophoretische Auftrennung der
Amplifikationsprodukte-Agarose

Die Amplifikationsprodukte wurden zunichst
auf Agarose-Gelen (2,5%) elektrophoretisch
aufgetrennt (vgl. Abb. 236). Hierbei handelt es
sich um ein Screening vorab zur Priifung des

235 Der Unterkiefer des

Gammertinger
Helmtragers (links),
mit dem fur die Un-
tersuchung gezoge-
nen Eckzahn 43.

Elektrophoretische
Auftrennung der
Amplifikationspro-
dukte von Multi-
plexanalysen auf
einem Agarose-Gel.
In den duRersten
Bahnen lauft ein
Langenstandard (so
bp). Produkte einer
Fingerprint-PCR (2a
u. 2b, PowerPlex®
ESX17) und einer
Y-Haplotyp-PCR (3a
u. 3b, Decaplex). In
den Proben sowie in
den Positivkontrollen
(PK) sind multiplexe
Amplifikationspro-
dukte entstanden,
die fur eine weitere
Analyse mit dem Ziel
der Allelbestimmung
von Genetischem
Fingerabdruck und
Y-Haplotyp geeignet
sind.
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237 Elektropherogramm der hochauflosenden elektrophoretischen Auftrennung der Amplifikationsprodukte einer Heptaplex-PCR in PAA. Die
Probe zeigt einen vollstandigen genetischen Fingerabdruck (markierte Peaks). Aus den genauen Lagen der Peaks auf der x-Achse, die von
der Anzahl der Repeatstrukturen abhangt, wird der genetische Fingerabdruck ermittelt. Zu diesem Zweck wird eine Codifizierung der ge-
nauen Lage in ein Ziffernsystem durchgefihrt (= Allelbestimmung, jeweils unterhalb der Peaks; vgl. Tab. 26).
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238 Elektropherogramm einer Y-Decaplex. Die Allelbestimmung ist in Tabelle 27 dargestellt.
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Amplifikationserfolges und zur Abschitzung
geeigneter Mengen fiir die weiteren Analyse-
schritte.

Elektrophoretische Auftrennung der
Amplifikationsprodukte-PAA

Im Anschluss wurden alle Amplifikationspro-
dukte einer kapillar-elektrophoretischen Auf-
trennung in Polyacrylamid (PAA) im hoch-
auflésenden 3500 Series Genetic Analyzer
(Fa. Thermo Fisher Scientific) unterzogen.
Ziel ist hier eine Fragmentlingenanalyse der

STR-Systeme (short tandem repeats) zur Allel-
determination (genetischer Fingerabdruck und
Y-Haplotyp). Die folgenden Abbildungen zei-
gen exemplarisch Elektropherogramme einer
Heptaplex-PCR (Abb. 237) und einer Y-Deca-
plex-PCR (Abb. 238). Die Ergebnisse aller Al-
leldeterminationen finden sich in den Tabellen
26 und 27.

ERGEBNISSE

Die DNA-Erhaltung der untersuchten Probe
hat sich als sehr gut erwiesen, was fiir die Kern-
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Tabelle 26 STR-Systeme des genetischen Fingerabdrucks und fur die Probe Gamm 15 amplifizierte Allele. Klammern reprasentieren Allele,
die nicht durch eine weitere Amplifikation repliziert werden konnten.

System Amelo D1S1656 D2S441 D2S1338 D3S1358 D8S1179 D10S1248 D12S391 D16S539
Gamml5 XIY 13/16 (11.3)/- 17/(23) 16/18 14/- 13/14 22/- 13/-

System D18S51 D19S433 D21S11 D2251045 FGA SE33 THO1 VWA D5S818 D13S317
Gamml5 12/18 13/16 32/33.2 (11)/15 19/23 20/22.2 7/9.3 15/17 11/12 8/12
Legende: - = kein Signal fur den amplifizierten Marker

Tabelle 27 STR-Systeme der vaterlichen Familienlinie (Y-Haplotyp) und fir die Probe Gamm 15 amplifizierte Allele.
System DYS 3891 19 38911 438 385 439 393 390 392 391 437
Gamml5 13 14 29 12 11,14 12 13 23 13 11 15

Tabelle 28 Vergleich der STR-Systeme der Gammtertinger Grafen und des Helmtragers. Die Systeme DYS438, DYS439 und DYS437 wurden
von P.v. Grumbkow (2012) untersucht, lieferten jedoch keine reprasentativen Signale und wurden nicht mit in den Haplotyp aufgenommen.

System DYS 3891 19 38911 438 385 439 393 390 392 391 437
Grafen 13 14 28 11,15 - 13 25 13 11 -
Gamml5 13 14 29 12 11,14 12 13 23 13 11 15

systeme der Institutsdatenbank (Amelogenin,
D18S51, D21S11, FGA, THO1, D5S818 und
D13S317) in einem vollstindigen genetischen
Fingerabdruck resultiert (vgl. Tab. 26). Die
STR-Systeme, die im Heptaplex-Kit enthalten
sind (Kernsysteme s. 0.) konnten hierbei aus
den verschiedenen Extrakten achtfach repli-
ziert werden. Diese STRs stellen die Kernsys-
teme der Institutsdatenbank zur laborinternen
Kontaminationsiiberwachung dar, was einen
Abgleich mit Bearbeitern und anderen im La-
bor bearbeiteten Proben erméglicht und somit
die Authentizitit der Probe sichert. Zur Vali-
dierung dieser Kernsysteme wurde zusitzlich
von einem Extrakt eine Amplifikation mit ei-
nem kommerziellen Kit (PowerPlex® ESX 17)
durchgefiihrt. Die dadurch zusitzlich erwirt-
schafteten STR-Systeme wurden nicht durch
eine zweite Amplifikation repliziert, da bereits
mit der Aussagekraft der Kernsysteme eine
Kontamination ausgeschlossen werden konnte.

Fir den Y-Haplotyp konnte ebenfalls
ein vollstindiges Profil erstellt werden (vgl.
Tab. 27). Alle Allele wurden aus beiden Extrak-
ten jeweils zweifach repliziert. Eine Kreuzkon-
tamination durch andere Proben konnte ausge-
schlossen werden.

Die bei den Untersuchungen mitgefithrten
Negativkontrollen zeigten keine Verunreini-
gungen von z. B. Reaktionsgefifien oder Re-
agenzien.

SCHLUSSFOLGERUNG UND
DISKUSSION

Aufgrund der sehr guten DNA-Erhaltung der
Probe des Gammertinger Helmtrigers konnten
vollstindige Profile fiir den genetischen Finger-
abdruck und den Y-Haplotyp erstellt werden,
was einen Abgleich mit den Profilen der Gam-
mertinger Grafen erméglicht. Die genetischen
Fingerabdriicke zeigen erwartungsgemif keine
Ubereinstimmungen. Der Y-Haplotyp des
Helmtrigers und der der Grafen sind in Ta-
belle 28 dargestellt. In drei Systemen (DYS 389
I, DYS385; DYS390) zeigen sich Abweichun-
gen um eine bzw. zwei Wiederholungseinhei-
ten, der Helmtriger teilt somit nicht die viter-
liche Familienlinie der Gammertinger Grafen.

Da das Y-Chromosom immer unverindert
vom Vater auf seine Sohne weitergegeben wird,
kénnen Anderungen in der Anzahl der Repeat-
einheiten (hier ausgedriickt durch die Allel-
bezeichnung) nur durch Mutationsereignisse
entstehen. Statistisch gesehen ist es extrem
unwahrscheinlich, dass in dem Zeitraum von
nur wenigen Jahrhunderten, der zwischen dem
Helmtriger und den Grafen liegt, derart viele
Mutationsereignisse stattfinden konnten.

Die hier vorliegenden genetischen Untersu-
chen lassen jedoch nur Aussagen iiber biologi-
sche Familienfolgen zu. Eine ,soziale* Vater-
schaft (Adoption) etwa durch Kinderlosigkeit
oder den Mangel an minnlichen Nachkommen
kann nicht beurteilt werden.®"

607 Im Falle der Konigsfelder Grafen (Gerstenberger
1998, Rekonstruktion familiarer Verwandtschaft
durch autosomale STR und Y-Haplotypen Analy-
sen von alter DNA, Diplomarbeit Universitat Got-

tingen) konnte die historisch belegte Vaterschaft
von Josef Wilhelm zu Georg Josef biologisch aus-
geschlossen werden.

343





