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Zusammenfassung

Analyse bindrer Y-chromosomaler Polymorphismen

in unterschiedlichen Populationen

Petra Anna Liinnemann

Fir die drei bindren Polymorphismen YAP, SRY-1532 und 92R7 wurden
Nachweisverfahren etabliert, um Y-Chromosomen aus den folgenden Populationen zu
analysieren: Buschminner (Tsumkwe, Namibia), Han Chinesen (Shenyang, China),
Deutsche (Nordrhein-Westfalen), Japaner (Shiga), Khalk-Mongolen (Mongolei),
Ovambo (Oshakati, Angola), West-Pygmien (Biaka, Zentralafrika), Ost-Pygmien (Efe,
D.R. Kongo) und Tiirken (Adana).

Die Allelverteilung der DNA-Marker wurde in den einzelnen Populationen festgestellt.
Weiterhin wurden Haplogruppen konstruiert und grafisch dargestellt, um Aussagen iiber
verwandtschaftliche Verhiltnisse zu treffen. Nach dem Prinzip des phylogenetischen
Baumes nach Y Chromosom Consortium wurde anhand der untersuchten Poly-
morphismen ein Baum konstruiert, in dem die Haplogruppen die Hauptzweige
darstellen.
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l. INHALTSVERZEICHNIS
Il. ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS
I1l. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

l. INHALTSVERZEICHNIS

1. EINICILUNG cccovvvririrnrinirerinssancsssanessssnessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssassses 10
1.1. Charakterisierung der humanen Chromosomen ...........cccccceeevveeriveencnieeneneeennnennn 10
1.2. Das humane Y-ChromosOm ..........ccc.coiiiiiiiniiiiiiinieiiienieecesee e 11
1.3. Polymorphismen des Y-ChromoOSOMS .........cccveeerieeeniieeniieeiieeeieeeeieeeeveeesnens 13

1.3.1. Charakterisierung von YAP (Alu-Insertion)..........cccceeeeveeeciveeniveencieeeniieeenns 15
1.3.2. Charakterisierung von SRY-1532 (A—G Transition).........cccceccveevevveenunene 16
1.3.3. Charakterisierung von 92R7 (C—T Transition)...........ccceeeeuveeriuveencueeenineeenns 18
1.3.4. STRS (Short tandem TePEALS) .......eeervreerreeeriieeeiieeerireeeireeeireeeireeereeeeaeeens 19
1.4, POPUlationSZENEIK. ......veieeiiieiiieeeiieeeieeeetee et ee e et e e et e e ebeeeenreeesnaee s 21
1.5. Phylogenetischer Baum .............coocuiiiiiiiiiiieeiie et 24
| B 1) E< 4 1 USRS 27

2. Material und Methoden ............coueiceeiniiiseeissiicsnnssnnsssecsssicssnssssnsssecssssssssesssssssesass 28
2.1 PIODI ...ttt ettt 28
2.2. Extraktion von DNA aus BIUtproben ...........ccceecvieviiieniieenieeciee e 28
2.3. Polymerasekettenreaktion (PCR).........cccccuiiiiiiiriiiiiniiieieceecee e 29

2.3.1. YAP (nach Hammer and Horai 1995) ........cccccoeviiiiiiiieeiiieieeeeieeeeeee e 29
2.3.2. SRY-1532 (nach Whitfield et al. 1995).......cocceiiiiiiiiniiiiiieeeeeee 30
2.3.3. 92R7 (nach Kwock et al. 1996) ......c...cooiiiiiiiiiiiiiiiieeecceeeeceeeee 30
2.4, ReStriKONSVETAAU ......oouvieiiiiiiieiie ettt sttt 31
24,1 SRY -I532 ettt et 32
2420 92RT ettt sttt naae e 32
2.5, EICKITOPROTESE ..c..viieiiieeiee ettt ettt ettt e et e e e e s b e e eaaeeennaeesnnneenns 33
2.6, STIDEITATDUNG ....oovviieiiie ettt e e e e e e eaae e s naeesnneens 34
2.7, SEQUENZICTUNE ......vveeeeiieeiiieeiieeeeiteeesiteeestteeeteeesteeessseeessseeenssesasssesasseessnesssseeenns 35

3. EXZEDIISSE ..cvveiernrecssaresssanessanessnnesssnssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssasssssssssssasssssassssnas 37

3.1. Etablierung und Optimierung der drei biallelischen Marker...............c.cceeeueennn. 37
Bl Y AP e s 37
B2  SRY 1532 et s 39
3130 O2RT ettt s 42

3.2. HaplogruppenZuordnUNG ..........cccueeerieeerrieenieeenieeesiieeeseeeesreesaneessneesseesssseeenns 44
3.2.1. Grafische Darstellung der Haplogruppen ..........cccccueeeeveeecieeeiieencieeeeieeeene 46
3.2.2. Haplogruppendiversitit innerhalb der Populationen ............c.cccceeeuveeeneennnee. 49
3230 NEEZWETKE ...ttt 53

4. DISKUSSION..ccicuiiiiiiniiirinsanisniissnessnisssnssssisssecsssisssnssssssssessssssssssssssssssessssssssssssssssssssses 56
4.1. Y-chromosomale PolymorphiSmen ..........cccceecueeeriieeniieeniieeiee e 56
4.2. Binédre Polymorphismen im Y-STR-Stammbaum............cccceevveeveiieniieeniieennnenn. 57
4.3. HaplogruppenZuOrdnNUNG ...........ceecueieeiuieeeiieeesiieenteeesaeeeireeesiveeesreessaneessneessseens 60

5. LITEIALIIT ceueeeereeeereeeeeeeeeeessessesssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassse 64



IV. ANHANG

V. LEBENSLAUF

V1. DANKSAGUNG

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

| ST 0T 4 21111 1 o OO OO 10
2: Das humane Y-ChromosOom .........coccueeueeriiiiienieniienieeeeeneeereesee e 11
3: Schematische Darstellung des Y-Chromosoms..........cccueeerveerrieeniieeniieeeniieeene 15
4: KladOramm .....ccccueeiiiiiiniieiiie ettt ettt ettt e st e s e e s 24
5: Phylogenetischer Baum nach YCC 2002.........ccccieiiiiiiiiiiniiieiiieenieeneeeeenn 26
6: YAP-Polymorphismus im nativen PAA-Gel (8 %0).....cccceevvveeriiiiniiiiniennen. 38
7: Langenvarianten bei Y AP-positiven Probanden (8 % PAA)........cccccevieeneene 38
8: PAA-Gel (8 %) nach Amplifikation von SRY-1532......ccccceiiiiiiniiiiniiiniene 40
9: SRY-1532 nach Restriktionsverdau mit Dra III (8 % PAA-Gel) ...................... 41
10: Kontrollgel (12 %) nach Amplifikation von 92R7 .........cccccceviininiiiniinenn 42
11: 92R7 Polymorphismus nach Hind III-Reaktion (14 % PAA-Gel) .................. 43
12: Haplogruppe IL......coueeeoieeeeeeeeeeee et 46
13: Haplogruppe IV ...t 47
14: Haplogruppe V ...ttt ettt et 47
15: Haplogruppe V... oottt 48
16: Haplogruppe VIL........oo oottt 48
L7 JAPANET ...ttt ettt et et e ettt e st ane s 49
18: Han CRINESEN....c.eiiiiiiiieiieiieetene ettt 49
19: MONZOIEN ...ttt ettt ettt e et e st esbte e sabeeesanee s 50
200 TULKEN ...ttt ettt ettt st eee 50
211 DEULSCRE .t 51
225 OVAMDO ..ottt ettt ettt ettt 51
23: Populationen innerhalb einzelner Haplogruppen............ccocceeeviiiiniiiiniiennneen. 52
24: Netzwerkdarstellung der Haplogruppen tiiber alle Populationen...................... 53
250 JAPANCT ... 53
26: Han CRINESEN..........iiiiiiiii e 53
27 MONZOII. ... 54
28 TUIKEN. ... 54
20: DEULSCRE. ..o 54
30: OVAMDO.....ouiiii e 54
31: Einordnung in den Phylogenetischen Baum nach YCC (2002).......................55
32: Stammbaum nach Jobling et al. 1997...............cccoiiiiii 59



TABELLENVERZEICHNIS

Tab. 1: Amplifikationsbedingungen im Uberblick..............ccocoeveveeeuereeerereeeeerrennn, 31
Tab. 2: YAP-Polymorphismen in verschiedenen Populationen ............ccccceceeniennennee. 39
Tab. 3: SRY-1532 Polymorphismen in verschiedenen Populationen ............ccc.ccoece.... 41
Tab. 4: 92R7 Polymorphismen in verschiedenen Populationen............cccccoceeviennennee. 44
Tab. 5: Haplogruppen unter Beriicksichtigung der drei bindren Marker........................ 45

Tab. 6: Haplogruppenzugehorigkeit der einzelnen Populationen..........ccccccoceevveennennee. 45



Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
AgNO;
bp
bzw.
°C
BSA
DNA

Dra III

dATP
dCTP
dGTP
dTTP
dNTP
EDTA

Hind III

HG
HNO;
HPLC

HT
kb
LINES

Abbildung

Silbernitrat

Basenpaare

beziehungsweise

Grad Celsius

bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
deoxyribonucleic acid
(Desoxyribonukleinsiure)
Restriktionsendonuklease

aus Deinococcus radiophilus
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Ethylendiamintetraacetat
Erdbeschleunigung

Stunde

Restriktionsendonuklease

aus Haemophilus influenzae Rd com-10
Haplogruppe

Salpetersidure

high performance liquid chromatography
(Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie)
Haplotyp

Kilobasen

long interspersed repetitive elements
(lang verteilte Wiederholungssequenzen)

Molar (mol/1)



min.
mg
MgCl,
ml
mm
mM
MSY

n

Na,COs
(NH4)2SO4
NRPY

PAA
PAR
PBS

PCR

RFLP

SINES

STR
SNP

TEMED
Tris

U

Yo (WIv)
% (vIV)
YAP

Minuten

Milligramm

Magnesiumchlorid

Milliliter

Millimeter

Millimolar

male-specific region on Y

(Mann-spezifische Region des Y-Chromosoms)
Individuenzahl

Natriumcarbonat

Ammoniumsulfat

non recombining part of the Y-chromosome
(nicht rekombinierender Anteil des Y-Chromosoms)
Polyacrylamid

pseudoautosomale Region

phosphate buffered saline (Phosphatpuffer)
polymerase chain reaction
(Polymerasekettenreaktion)
Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus
Sekunde

short interspersed repetitive elements

(kurz verteilte Wiederholungssequenzen)
short tandem repeat (Mikrosatelliten)

single nucleotide polymorphisms
(Einzelnukleotid-Polymorphismus)
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit (Einheit fiir Enzymaktivitét)
Volumengewichtsprozent

Volumenprozent

Y-Alu Insertions Polymorphismus



YCC Y Chromosome Consortium
Yp kurzer Arm des Y-Chromosoms
Yq langer Arm des Y-Chromosoms

pl Mikroliter



1. EINLEITUNG 10

1. Einleitung
1.1. Charakterisierung der humanen Chromosomen

Die Zellkerne des menschlichen Korpers enthalten das Genom, welches auf die
Chromosomen verteilt ist. In somatischen Zellen liegen die Chromosomen in zweifacher
Kopie vor, daher wird der somatische Chromosomensatz als diploid bezeichnet. Die 46
Chromosomen sind hier zu 23 Paaren gruppiert. Der Chromosomensatz der Gameten
dagegen wird als haploid bezeichnet, da nur eine Kopie vorhanden ist. Dabei sind 22
Chromosomenpaare identisch (homolog), ein Chromosom wird miitterlicherseits vererbt
und das andere stammt vom Vater. Solche Chromosomenpaare sind als Autosomen
bekannt. Beim 23. Paar unterscheiden sich die Chromosomen. Wihrend Frauen zwei X-
Chromosomen besitzen, haben Mainner ein X- und ein Y-Chromosom. Diese
Chromosomen werden auch als Geschlechtschromosomen (Gonosomen) bezeichnet.
Der Karyotyp der Frauen ist dementsprechend 46XX und jener der Minner 46XY. Der
haploide Chromosomensatz der Gameten ist auf eine Meiose (Reduktionsteilung)
wihrend der Oogenese bzw. Spermatogenese zuriickzufithren. Zu Beginn der Meiose
ordnen sich homologe Chromosomen parallel an und konnen sich dabei umschlingen.
Durch dieses ,,crossing-over kommt es zum Austausch von DNA-Fragmenten, was
auch als homologe Rekombination bezeichnet wird. Die Rekombination fiihrt zur
Vermischung zwischen paternalem und maternalem Erbgut, so dass nach meiotischer
Teilung in den Gameten Chromosomen entstehen, die eine unterschiedliche Verteilung
viterlicher bzw. miitterlicher Gene aufweisen. Somit ist die Vielfalt in der

Nachkommenschaft eines Elternpaares erkldrbar (Loffler G. und Petrides P.E., 1997).
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Abb. 1: Karyogramm
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1.2. Das humane Y-Chromosom

Mit seinen ca. 60 Megabasen (MB) ist das akrozentrische Y-Chromosom (Abb. 2) das
zweitkleinste menschliche Chromosom. Die Telomer-Regionen des langen Arms (Yq)
und des kurzen Arms (Yp) stellen die distale Grenze der pseudoautosomalen Regionen
PAR1 und PAR2 dar, die identisch sind mit den beiden telomer lokalisierten
pseudoautosomalen Regionen des X-Chromosoms (Delbridge and Graves 1999). Da nur
in diesen Bereichen eine homologe Rekombination stattfindet, wurde die Region als
pseudoautosomal bezeichnet (Jobling et al. 1997).

Y

1 !

—t

HARS
HCR

PARZ oo
Abb. 2: Das humane Y-Chromosom

Schematische Struktur des Y-Chromosoms modifiziert nach Delbridge and Graves 1999.
Dargestellt die beiden pseudoautosomalen Regionen und zwei X-Y Homologien.

Im Jahre 1990 wurde vom U.S. Department of Energy (DOE) und dem National
Institute of Health (NIH) in Kooperation mit einigen internationalen Arbeitsgruppen das
Humangenomprojekt (HGP) initiiert. Das Ziel war die Sequenzierung des gesamten
menschlichen Genoms. Eine nahezu vollstindige DNA-Referenz wurde schlieBlich im
Juni 2000 verdffentlicht. Diese Sequenz enthielt ca. 90% der euchromatischen Bereiche
des menschlichen Genoms. Weitere Liicken in der Sequenz sollten im Verlauf der Zeit
geschlossen werden. Nach ersten Erkenntnissen schien der groBite Teil des
Y-Chromosoms aus endlosen Wiederholungen und inaktiven Pseudogenen zu bestehen.
Dies machte seine Sequenzierung schwieriger als die des restlichen menschlichen

Genoms, so dass Wissenschaftler aus Amsterdam, St. Louis und Cambridge unter
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Leitung von David Page neue Methoden entwickelten, um den beim
Humangenomprojekt ausgesparten Teil des Y-Chromosoms zu sequenzieren. Neben der
Entdeckung von 78 Genen gelang es dadurch, die Evolution des Y-Chromosoms zu
rekonstruieren (Skaletsky et al. 2003).

Heute wird davon ausgegangen, dass anfangs das Y-Chromosom sowie das
X-Chromosom wie Autosomen homolog zueinander waren, das heilt, sie besallen
dieselbe Struktur und dieselben Genorte. Vor ca. 350 Millionen Jahren entstand auf dem
langeren Arm des einen X-Chromosoms aus dem Gen SOX3 die sex determining region
of Y (SRY-Gen). Dieses fiihrte iiber spezielle Codierungen und Aktivierung anderer
Gene zur Entwicklung der Hoden im Embryo. Im weiteren Verlauf kam es im ldngeren
Arm des Y-Chromosoms zu einer Inversion, was eine weitere Rekombination zwischen
X-und Y-Chromosom verhindert. Die X-Chromosomen konnten weiter untereinander
rekombinieren und haben sich daher im Verlauf der Evolution nur wenig verdndert, was
durch eine @hnliche Reihenfolge der Gene bei verschiedenen Siugetieren gezeigt
werden kann (Lahn et al. 2001). Die fehlende Rekombination beim Y-Chromosom und
somit der Ausfall von Reparaturmechanismen der DNA durch homologe
Rekombination fithrte zu Ansammlung von Mutationen und Entstehung von defekten
Genen, die im Verlauf verloren gingen (Deletion). Die heutige Struktur des
Y-Chromosoms zeigt letztendlich, was passiert, wenn kein Crossing-over stattfindet.
Lediglich zwei kurze Abschnitte an den Enden konnen sich bei der Bildung von
Spermien noch mit entsprechenden Abschnitten des X-Chromosoms austauschen und
somit fiir die Intaktheit ihrer Gene sorgen. Der o.g. Bereich wird, wie bereits erwihnt als
pseudo-autosomale Region (PAR) bezeichnet und macht ca. 5% des Chromosoms aus.
Der Rest des Chromosoms besteht aus dem Bereich, der lange, als non-recombing
region (NRY) bekannt war. Dieser umfasst 95% und wurde nach Page et al. 2003
umbenannt in die male specific region (MSY). Die Sequenzdaten zeigten, dass auf dem
Y-Chromosom offensichtlich zahlreiche Rekombinationen innerhalb des eigenen DNA-
Stranges stattfanden (Skaletsky et al. 2003). Die Bereiche der MSY lassen sich in drei
unterschiedliche Gruppen unterteilen. Die erste Gruppe sind es die “X-transponierten‘
Regionen, die nur zwei der insgesamt 78 Gene der MSY enthalten. Als zweite Gruppe

gibt es die Gruppe der ,,X-degenerierten* Gene, die 16 funktionierende Gene, darunter
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das SRY-Gen, und 13 Pseudogene enthilt. Alle 29 Gene zeigen Homologien auf dem X-
Chromosom, was die These stiitzt, dass die Gonosomen urspriinglich autosomale
Chromosomen waren. In der zweiten Gruppe wird deutlich, dass durch fehlendes
Crossing-over die Funktionsfdhigkeit der Gene verloren geht, da keine genetische
Konstanz mehr gewihrleistet ist. Durch die ungeschlechtliche Fortpflanzung von Vater
zu Sohn muss befiirchtet werden, dass sich unter anderem verderbliche Mutationen
anreichern konnen. Der neu entdeckte Kompensationsmechanismus wurde schlieflich in
der dritten Gruppe gefunden, die die amplikonischen DNA-Abschnitte enthilt
(Skaletsky et al. 2003). Unter einem Amplikon versteht man einen vervielféltigten
DNA-Abschnitt. Diese groe Anzahl an Kopien der MSY enthélt neun aktive Gene, die
hauptsichlich im Hoden exprimiert werden und in Sequenzbereichen liegen, die sich
zueinander wie Bild und Spiegelbild verhalten. Das heifit, sie treten als sog. Palindrome
auf und dienen als Sicherheitskopie und Austauschpartner bei fehlendem Crossing-over.
Mittels Rekombination auf dem eigenem DNA-Strang wird der Erhalt des
Y-Chromosoms gesichert. In weiteren Studien wurde beschrieben, dass sechs der acht
groflen Palindrome auch beim Schimpansen vorliegen und somit also mehr als fiinf

Millionen Jahre alt sind (Rozen et al. 2003).

1.3. Polymorphismen des Y-Chromosoms

Obwohl die MSY zahlreiche Polymorphismen enthilt, ist die Anzahl insgesamt im
Vergleich mit anderen Chromosomen sehr gering (Mathias et al. 1994). Es gibt
verschiedene Erkldarungsansitze, die auf die Seltenheit der Polymorphie eingehen, zum
einen ist die Variabilitit eines Chromosoms stark abhéngig von seiner Héaufigkeit in der
Bevolkerung, denn auf 100 Autosomen in der Population kommen nur 75
X-Chromosomen und 25 Y-Chromosomen. Des Weiteren muss die fehlende
Rekombination des iiberwiegenden Teils des Y-Chromosoms beriicksichtigt werden.
SchlieBlich gibt es einen evolutiondren Erkldrungsansatz: Aufgrund bestimmter
Fortpflanzungsverhalten kann die Populationsgro3e des Y-Chromosoms reduziert sein
(Jobling & Tyler-Smith 1995). Beispielsweise haben nicht alle Médnner S6hne, oder in

minnlich polygamen Kulturen konnen wenige Minner viele Sohne haben. Verschiedene
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Wissenschaftler beschreiben eine reduzierte Y-chromosomale Diversitit in
Gesellschaften, in denen eine minnliche Polygamie bestand bzw. heute noch
vorherrscht (Roewer et al. 1993, Lucotte et al. 1994, Salem et al. 1996). Es handelt sich
dabei um Populationen aus Siidamerika, Zentralafrika und Arabien (Sinai). Ferner
konnen politische Ereignisse wie z.B. Kriege oder religios bedingte Verhaltensweisen
wie z.B. die Heirat zwischen einer Witwe und dem Bruder des verstorbenen Ehemannes
Einfluss auf die Diversitit haben (Mitchell & Hammer 1996).

Fiir die evolutiondren Fragestellungen sind vier verschiedene Typen von DNA-Markern
hervorzuheben. In den 70er Jahren wurden erstmals die Restriktionsfragmentlingen-
Polymorphismen (RFLPs) beschrieben, es folgten Mitte der 80er Jahre die
Minisatelliten, auch variable number of tandem repeats (VNTRs) genannt und im
Anschluss die Mikrosatelliten, bekannt als short tandem repeats (STRs). Seit Ende der
90er-Jahre werden Punktmutationen, so genannte single nucleotide polymorphisms
(SNPs) untersucht, die eine enorme Variabilitdt im menschlichen Genom zeigen.

Die o.g. Polymorphismen lassen sich anhand ihrer unterschiedlichen Eigenschaften in
zwel Gruppen unterteilen: Die Minisatelliten und Mikrosatelliten liegen in der Regel in
nichtkodierenden Abschnitten und werden als repetitive Sequenzen bezeichnet, ihre
Kennzeichen sind Wiederholungssequenzen. RFLPs und SNPs liegen sowohl in
kodierenden als auch in nichtkodierenden Abschnitten. In der Praxis ist die Verwendung
Y-chromosomaler DNA-Polymorphismen abhingig von der Mutationsrate des
entsprechenden Systems und von der Typisierungsmethode. Fiir Evolutionsstudien
werden bevorzugt binidre Polymorphismen (SNPs) eingesetzt, da diese aufgrund einer
geringen Mutationsrate von ca. 5 x 107 pro Base per Generation (Hammer 1995) ein

einmaliges Ereignis darstellen (Jobling et al. 1997).
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1.3.1. Charakterisierung von YAP (Alu-Insertion)

YAP (DYS287) gilt als wichtiger Marker in evolutiondren Studien, da es ein einmaliges,
stabiles Mutationsereignis darstellt (Hammer 1994, Hammer & Horai 1995). Dieser
Polymorphismus der Alu-Familie ist auf dem langen Arm des Y-Chromosoms
lokalisiert. Es handelt sich um eine 305 bp lange Insertion, die ausnahmslos zwischen
definierten Basenpaaren liegt. Neben der Insertion sind drei weitere Polymorphismen
(PN1, C-T; PN2, C-T; PN3, G-A) der 2,6 kb langen YAP-Region beschrieben worden
[siche Abb. 3] (Hammer et al. 1997).

Im Rahmen der direkten Sequenzierung der Alu-Insertion wurde am 3’ Ende der
Insertion ein variabler Poly-A-Schwanz entdeckt. Beschrieben wird eine kurze Variante
mit 26 Adeninbasen, eine lange Variante mit 46 bp, eine sehr kurze Variante mit 19 bp
und die mittlere Variante mit 36 bp (Hammer et al. 1997).

Untersuchungen an Primaten zeigten, dass es urspriinglich keine Alu-Insertion an
diesem Locus gab (Hammer 1994, Hammer & Horai 1995). Der Entstehungszeitraum
der Alu-Insertion wird wiéhrend der letzten 29.000-334.000 Jahre angenommen
(Hammer 1995). Am héufigsten wurde die YAP-Insertion in afrikanischen Populationen
beobachtet, was auf einen afrikanischen Ursprung deuten konnte (Hammer et al. 1994).
Erkenntnisse weisen jedoch auch auf einen asiatischen Ursprung mit spiterer

Riickwanderung nach Afrika hin (Hammer et al. 1997, Altheide & Hammer 1997).

pseudoautosomale Zentromer
Regi
egron DYS 19 DYS 271 DYS 287

p O I | I -

— * — 3 — * * —

A v P ) ]

Segment 1 Segment 2 Segment 3
PN1 poly(A) PN2 PN3
* polymorphe Nukleotide ~» PCR Oligonukleotide # Poly (A) Langenvariante

0.5 kb

Abb. 3: Schematische Darstellung des Y-Chromosoms

Detaillierte Beschreibung von DYS287, nach Hammer et al. 1997. p (kurzer Arm), q
(langer Arm), an den Enden die PAR. Das Segment 2 enthilt den poly-A Bereich.
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1.3.2. Charakterisierung von SRY-1532 (A—G Transition)

Das Gen SRY (sex determining region on the y chromosom) wurde 1990 erstmals aus
der geschlechtsdeterminierenden Region des Y-Chromosoms isoliert. Versuche zeigten,
dass die Expression des humanen SRY-Gens in weiblichen Maus-Embryonen zur
Ausbildung von Testikeln fiihrt (Koopman et al. 1991). Noch 1923 bestand die These,
dass die Anzahl der X-Chromosomen Einfluss auf die Geschlechtsdeterminierung hat
(Painter 1923). Diese Annahme wurde 1959 von Jacobs und Strong widerlegt.

Mary Lyon stellte 1961 die These auf, dass in normalen weiblichen Somazellen eines

der beiden X-Chromosomen inaktiviert ist. Wihrend der Embryogenese (12.-16. Tag

nach Befruchtung) erfolgt die irreversible Inaktivierung entweder des miitterlichen oder
des viterlichen X-Chromosoms in allen somatischen Zellen. Das X-Chromatin (Sex-

Chromatin, Barr-Korper) dient als morphologisches Zeichen der X-chromosomalen

Inaktivierung (Mittal et al. 2008). Es handelt sich dabei um ein in 40% der weiblichen

Somazellen in Erscheinung tretendes Kernkorperchen, das als dichte randstindige

Kernsubstanz erkennbar ist. Dieses wird nur bei Zellen gefunden, die zwei X-

Chromosomen enthalten, also bei Frauen oder Personen mit numerischer

chromosomaler Aberration, nicht aber bei Ménnern. Laut Lyon-Hypothese entspricht die

Anzahl der Barr-Korperchen der Anzahl der in einer Zelle vorhandenen

X-Chromosomen minus eins. Die Lyon-Hypothese wird durch folgende Beobachtungen

gestiitzt:

1) Konduktorinnen = mit  X-chromosomal  bedingtem  Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mangel haben entsprechend dem Enzymdefekt zwei verschiedene
Erythrozytenpopulationen.

2) Im Falle des heterozygoten Auftretens der Muskeldystrophie vom Typ Duchenne
konnen bei den betroffenen Patienten bei einer Untersuchung des Muskelgewebes
herdfoérmige pathologische Areale neben gesunden Bezirken nachgewiesen werden.

3) Die Bildung des Gerinnungsfaktors F VIII wird von Genen im X-Chromosom
gesteuert. Die Frau miisste theoretisch die doppelte Aktivitit an F VIII haben, es

finden sich aber wie beim gesunden Mann nur ca. 100 %.
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Allerdings gibt es Beobachtungen, die gegen die Lyon-Hypothese sprechen:

1) Das Ullrich-Turner Syndrom (XO0): Es besteht phinotypisch ein Unterschied
zwischen normalen weiblichen Personen und X0-Individuen. Erkldrt wird dies durch
die Aktivitit beider X-Chromosomen bis zur Inaktivierung eines der beiden
Chromosomen am Ende der zweiten Woche nach Befruchtung.

2) Das Klinefelter-Syndrom (XXY): Auch hier besteht ein phénotypischer Unterschied
zwischen XXY- und XY-Mann.

3) Trotz der Inaktivierung eines der beiden X-Chromosomen ist die Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit bei weiblichen Neugeborenen hoher als bei
maéannlichen (Scholz A., 1995).

Heute sind verschiedene spezifische Gene des Y-Chromosoms bekannt, die die
Geschlechtsdeterminierung wihrend der Embryogenese durch die Entwicklung von
interstitiellen Hodenzellen steuern. Genaue Erkldrungen zum Wirkmechanismus von
SRY sind derzeit allerdings noch unbekannt (Graves et al. 1995). Die Mutationen des
SRY-Gens spielen eine wichtige Rolle im klinischen Alltag. Beim Sweyer-Syndrom
(XY-Frau) beispielsweise ist bei 20-30% der Patientinnen eine Deletion oder
Punktmutation des SRY-Gens nachzuweisen (Meschede et al. 1999). Das
Krankheitsbild des Swyer-Syndroms ist definiert durch die Kombination aus
weiblichem Habitus, méinnlichem Karyotyp (46 XY) und beidseitigen Stranggonaden.
Oftmals handelt es sich um eine familidre Genldsion, wobei Mutationstrigerinnen
innerhalb der Familie auch eine normale Geschlechtsentwicklung haben kénnen. Auch
ohne nachweisbare Verianderungen des SRY-Gens treten gelegentlich familidre
Héufungen des Swyer-Syndroms auf. Hier wie auch bei den sporadischen Fillen mit
normalem SRY-Gen ist die Ursache der Erkrankung unklar (Meschede et al. 1999).
Nennenswert ist an dieser Stelle ebenfalls das Krankheitsbild des XX-Mannes. Unter
den XX-Minnern sind z.B. 75% Tréger einer Translokation, durch die das SRY-Gen
vom Y- auf ein X-Chromosom geraten ist (Wieacker et al. 1996). Diese sog. ,,.SRY-
positiven* Patienten werden klinisch meist erst im Erwachsenenalter durch eine
endokrine Hodeninsuffizienz und / oder Infertilitédt auffillig. Die Genitalstrukturen sind

in der Regel eindeutig minnlich ausgeprigt, wobei die Hoden hypoplastisch sind. Viele
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SRY-negative XX-Minner weisen dagegen nur partiell virilisierte Genitalmerkmale auf.
Die Mechanismen, die bei SRY-negativen XX-Minnern die Geschlechtsdifferenzierung
storen, sind bislang ungeklirt (Meschede et al. 1999).

Bei dem in dieser Arbeit typisierten SRY-1532 Locus handelt es sich um eine
Basensubstitution (Adenin zu Guanin) an der Position 1532 des SRY-Gens. Die
Typisierung erfolgte mit der PCR und einem anschlieBenden Restriktionsverdau mit Dra
III (bakterielles Restriktionsenzym). Das SRY-Gen ist derzeit nicht nur wegen seiner
geschlechtsdeterminierenden Funktion populdr, der SRY-Polymorphismus hat zudem
eine entscheidende Bedeutung in evolutiondren Studien eingenommen. SRY-1532 als
binédrer Polymorphismus hat eine niedrige Mutationsrate und stellte lange ein einmaliges
Ereignis dar, bis Riickmutationen von Guanin zu Adenin in phylogenetischen
Netzwerken entdeckt wurden. Das genaue Mutationsverhalten im Locus SRY-1532 ist
derzeit noch nicht aufgeklart. Insgesamt stellt der Polymorphismus aber eine der

frithesten Entdeckungen auf dem Y-Chromosom dar (Jobling 1997, Jobling et al. 2003).

1.3.3. Charakterisierung von 92R7 (C—T Transition)

Im Rahmen einer Studie, die sich mit der Struktur des Y-Chromosoms befasste, wurde
ein weiterer RFLP entdeckt (Mathias et al. 1994). RFLPs entstehen durch DNA-
Verinderungen wie z.B. Deletionen, Insertionen oder Basenaustausche. Hierdurch
werden die Schnittstellen der DNA so veridndert, dass durch Schneiden mit einer
Restriktionsendonuklease unterschiedlich lange DNA-Fragmente erzeugt werden. Beim
92R7-Polymorphismus handelt es sich um eine Sequenz, welche durch einem
Restriktionsverdau von ménnlicher DNA mit dem Enzym Hind III 7 fragmentiert wird.
Die Fragmente unterscheiden sich in der Lénge, sie sind entweder 4,6kb oder 6,7kb
lang. Da beim Einsatz anderer Restriktionsenzyme keine Varianten gefunden wurden,
ist es wahrscheinlich, dass der Polymorphismus infolge einer Punktmutation an der
Zielsequenz des Hind III entstanden ist (Mathias et al. 1994). Heute liegt eine genaue
Beschreibung der Basensubstitution am 92R7-Locus auf Yp vor, die mit Hilfe der PCR

und anschlieBendem Restriktionsverdau nachgewiesen werden kann. Wie auch beim
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SRY-1532 Locus geht man von einer frilh stattgefundenen Punktmutation in der

mannlichen Evolution aus.

1.3.4. STRs (Short tandem repeats)

Nur maximal 3% der menschlichen DNA enthilt Informationen fiir Genprodukte, der
Rest besteht unter anderem aus short tandem repeats (STRs), auch Mikrosatelliten
genannt. Sie stellen die hédufigste Form repetitiver DNA dar. Es handelt sich um eine
Form von Satelliten, die durch Wiederholungslingen Kklassifiziert ist. Die
Mikrosatelliten weisen Wiederholungseinheiten von 1-7 bp auf, die in vielen Kopien
hintereinander angeordnet vorliegen (Brinkmann 2004). Die Funktion dieser
Tandemwiederholungen, von denen das humane Genom zwischen 50.000 und 100.000
enthdlt, ist noch unbekannt (Loffler G. und Petrides P.E., 1997). Durch die variable
Anzahl der repetitiven Einheiten wird der Polymorphismus bestimmt. Der Entstehung
von Mikrosatelliten liegt unter anderem der Mechanismus des ,,polymerase-slippage*
zugrunde (Brinkmann et al. 1998). Hierbei handelt es sich um ein Verrutschen der
DNA-Einzelstringe wihrend der Replikation. Die STRs werden abhingig von der
Linge des wiederholten Motivs in Di-, Tri-, Tetra- und Pentanukleotide unterschieden.
Die Struktur und die Mutationsrate eines Mikrosatelliten stehen miteinander in
Verbindung, denn Dinukleotid-STRs mutieren signifikant hdufiger als Pentanukleotide.
Zudem hat die Anzahl der Repeats Einfluss auf die Mutationsrate. Wie in der Studie von
Brinkmann et al. 1998 beschrieben, erhoht sich die Wahrscheinlichkeit auf ein erneutes
Mutationsereignis mit der Anzahl der vorhandenen Repeats. Nach Weber &Wong
(1993) liegt die mittlere Mutationsrate fiir autosomale STRs bei 1,2 x 107. Es ist
hilfreich, die Mutationsraten sowohl fiir die forensische Applikation der Systeme
(Interpretation von Nichtidentitét) als auch fiir die molekulare Evolution (Interpretation
phylogenetischer Zusammenhinge) zu kennen.

Zu Beginn der 90-er Jahre wurde der erste Mikrosatelliten-Locus des Y-Chromosoms
entdeckt, DYS19 (Roewer et al. 1992). Mittlerweile sind nach internationalen
Multicenterstudien (Kayser et al. 1997, Kayser et al. 2000. Lim et al. 2007) zahlreiche

Mikrosatelliten des Y-Chromosoms in multiplen Populationen typisiert worden. Die
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Mutationsrate fiir Y-chromosomale STRs wurde von Kayser et al. mit 2,8 x 107
berechnet (Kayser et al. 2000).

Autosomale wie auch Y-chromosomale STRs finden ihre Anwendung in der
forensischen, populationsgenetischen und klinischen Praxis. Nachdem zu Beginn der
neunziger Jahre erstmals variable Mikrosatelliten auf dem Y-Chromosom innerhalb der
MSY-Region (zuvor als NRY-Region bekannt) beschrieben wurden, gewannen sie in
der Forensik an Gewicht. Durch die Kombination mit autosomalen STRs werden ein
eindeutiger Geschlechtsnachweis und gleichzeitig ein ménnlicher Identititsnachweis
moglich. Besonders im Rahmen der Aufklirung von Gewaltverbrechen spielen die
Y-chromosomalen STRs eine gro3e Rolle, da 93% der Gewaltverbrechen gegen andere
Personen oder 99% der Sexualverbrechen zum Beispiel in England und Wales von
ménnlichen Personen begangen werden (Jobling et al. 1997). In Vergewaltigungsfillen
wird die Analyse von Mischspuren, die aus weiblicher und ménnlicher DNA bestehen,
durch die Y-chromosomalen Marker erleichtert, da die méannlichen Merkmale separat
dargestellt werden konnen.

Neben der Forensik finden autosomale STRs breite Anwendung in der
Vaterschaftsdiagnostik. Klassische Systeme wie z.B. die Blutgruppensysteme ABO sind
dadurch in den Hintergrund getreten. Werden STRs kombiniert, kdnnen
Ausschlusswahrscheinlichkeiten von > 99,99% erreicht werden, d.h. nur einer von
10000 Nicht-Vitern kann letztlich nicht als wahrer Vater ausgeschlossen werden. Die
Untersuchung Y-chromosomaler STRs liefern insbesondere bei Defizienzfillen
zusitzliche, wertvolle Informationen in der Abstammungsbegutachtung hinsichtlich
minnlicher Abstammungslinien.

Mikrosatelliten unterscheiden sich in ihrer Sequenzstruktur. Sie kdnnen in einfacher und
komplexer Form vorliegen (Hohoff et al. 1999). Aufgrund ihrer Variabilitit stellen sie
einen wichtigen Marker in der Auflosung der menschlichen Evolution dar. In
Anbetracht der von Weber & Wong 1993 und Heyer et al. 1997 ermittelten hohen
Mutationsrate von ca. 107 fiir autosomale und fiir Y-chromosomale Loci ist es moglich,
dass Allele mit gleicher Anzahl von Wiederholungssequenzen mehrmals und
unabhéngig voneinander im Rahmen von Riickmutationen entstehen. Eine ergiinzende

Arbeit von Hohoff et al. 2007 beschiftigt sich mit dem Mutationsverhalten und den
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Mutationsraten der Y-STRs basierend auf westfilischen Vater-Sohn-Paaren. Es wurde
gezeigt, dass die Di-und Pentanukleotide geringere Mutationsraten aufweisen als die
Tetranukleotide. Des Weiteren dndert sich das Mutationsverhalten bei zunehmendem
Alter der Viter, indem die Mutationsrate zunimmt. Bereits Jobling & Tyler-Smith haben
1995 darauf hingewiesen, dass STRs aufgrund der hoheren Mutationsrate fiir Analysen
von weniger weit zuriickliegenden Ereignissen in der humanen Evolution geeignet sind.
Erwartungsgemidll  finden  Y-STRs  somit  ergidnzend  Verwendung in
populationsgenetischen Studien, einschlieBlich der Konstruktion phylogenetischer
Stammbidume, welche die Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen verschiedenen
Populationen demonstrieren konnen (Brinkmann et al. 1996a).

Da Y-STRs keiner Rekombination unterliegen und dadurch Loci gekoppelt vererbt
werden, konnen Einzelloci als so genannte Haplotypen zusammengefasst werden. Durch
die Haplotypenanalyse lassen sich z.B. minnliche Populationen differenzierter

charakterisieren.

1.4. Populationsgenetik

Die Populationsgenetik beschiftigt sich mit der Haufigkeit verschiedener Genotypen in
einer Population. Dabei ist die Population als eine Fortpflanzungsgemeinschaft von
Individuen einer Art mit einem gemeinsamen Genpool definiert. Der Genpool ist die
Summe aller Gene und Allele, die in der Population vorkommen. Der Genpool
unterliegt unterschiedlichen Evolutionsfaktoren, wie z.B. der Gendrift. Als Gendrift
wird eine zufillige Verianderung der Genfrequenz innerhalb des Genpools einer
Population bezeichnet. Da die genetische Drift in kleineren Populationen stédrker ins
Gewicht fillt, hat sie einen grolen Einfluss auf die Evolution von Griinderpopulationen.
Aus Sicht der Populationsgenetik ist Gendrift ein Wahrscheinlichkeitseffekt. Die Gene,
die an die nachfolgende Generation weitergegeben werden, sind keine identischen
Kopien, sondern eine Stichprobe mit zufilligen Schwankungen, auch individuelle
Variabilitit genannt. Im Gegensatz zur natiirlichen Selektion ist der Gendrift eine
Verinderung in der Hiufigkeit der Allele, unabhéngig davon, ob sie vorteilhaft oder

nachteilig fiir die Phinotypen sind. Die natiirliche Selektion dagegen bevorzugt die
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Allele, die sich positiv auf die Phianotypen auswirken. In grolen Populationen hat die
natiirliche Selektion den grofleren Einfluss auf die Verdnderung der Genfrequenzen. In
kleineren Populationen dagegen werden die groBeren statistischen Schwankungen durch
Gendrift die Verdanderungen durch die natiirliche Selektion iiberlagern.

Kommt es innerhalb des Genpools zum Beispiel zufillig durch ein Naturereignis zu
einer Verringerung der Allelfrequenz und somit auch zu einer Verminderung der
Variabilitét in der Population, spricht man vom Flaschenhalseffekt. Hierbei wird die Art
den neuen Umweltbedingungen angepasst und bildet eine neue Vielfalt von Genen.

Die Populationsgenetik findet in verschiedenen Bereichen Anwendung. Zum einen stellt
sie die Grundlage zur Untersuchung der evolutiondren Vorgidnge in der
Entwicklungsgeschichte des Menschen dar. Ferner bildet die genetische Beschreibung
einer Population die Basis fiir das Verstehen von epidemiologischen Zusammenhéngen
genetischer Erkrankungen. SchlieBlich spielt sie eine entscheidende Rolle in der
Aufkldrung von Kriminaldelikten sowie in der Begutachtung von Vaterschaften. Im
Rahmen von Straftaten geht es hidufig um die Identifikation von biologischen Spuren,
die ein Tidter am Tatort hinterlassen hat. Mit Hilfe von polymorphen Markern kénnen
fir den Spurenverursacher moglicherweise Hinweise auf eine ethnische Gruppe
gewonnen werden. Die vielfidltige Anwendung von populationsgenetischen Methoden
ist auf die Entwicklung einfacher moderner molekularbiologischer Verfahren wie z.B.
die PCR zuriickzufiihren.

Im Rahmen anthropologischer Studien werden die Polymorphismen in der jeweiligen
Population analysiert. Der Polymorphismus ist die allele Form eines Gens. Wihrend
Polymorphismen der mitochondrialen DNA (mtDNA) aufgrund ihrer maternalen
Vererbung weibliche Linien beschreiben, charakterisieren solche der NRY durch
paternale Vererbung ménnliche Linien. Aufgrund der fehlenden Rekombination ist es
moglich, polymorphe Allele mehrerer Y-Loci in Form von Haplotypen
zusammenzufassen. Derartige Haplotypen konnen ein gesamtes Y- Chromosom genauer
charakterisieren. Y-chromosomale Polymorphismen bieten gegeniiber mitochondrialen
den Vorteil, dass sie eine mindestens zehnfach geringere Mutationsrate fiir
Basensubstitution aufweisen. Somit ist auch die Wahrscheinlichkeit fiir Riickmutationen

geringer. Durch die hohere Komplexitit des Y-Chromosoms gibt es weiterhin ein
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groferes Sortiment von Mutationstypen mit unterschiedlichen Mutationsraten, die ein
Studium verschiedener zeitlicher Ebenen humaner Evolution erlauben sollten. So wie
alle heutigen mtDNA Molekiile iiber Polymorphismen auf ein gemeinsames
urspriingliches mtDNA Molekiil zuriickzufiihren sind (mitochondriale EVA), wiren
auch alle heutigen Y-Chromosomen auf ein gemeinsames urspriingliches Y-Chromosom
(Y-chromosomaler ADAM) zuriickzufiihren.

Die Verwendungen Y-chromosomaler DNA-Polymorphismen sind, wie von DNA-
Polymorphismen allgemein, abhingig von ihrer Mutationsrate und einer effizienten
Form ihrer Analyse. Fiir evolutionsbiologische bzw. populationshistorische
Fragestellungen eignen sich besonders bindre Polymorhismen, die bei einer geringen
Mutationsrate einmalige Ereignisse darstellen. Die Mutationsrate von nukledren und
somit auch von Y-chromosomalen Basensubstitutionen ist mit ca. 5 x 107 pro Base pro
Generation so gering, dass man von singuldren Ereignissen ausgehen kann (Hammer
1995). Uber PCR detektierbare Y-chromosomale Basensubstitutionen sind somit die
Marker der Wahl fiir die Erforschung weiter zuriickliegender Ereignisse in der
minnlichen humanen Evolution. Bisher gibt es keine hinreichenden Daten tiber den Ort
des Y-chromosomalen Ursprungs des Menschen.

Einige Populations-Dendrogramme, basierend auf Y-chromosomalen Polymorphismen,
zeigen eine primdre Trennung zwischen afrikanischen, Sub-Sahara und nicht-
afrikanischen Populationen, z.B. bei der Verwendung von YAP (Hammer 1994), YAP/
PN1-3/PolyA/ DYS271/DYS19 (Hammer et al. 1997).
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1.5. Phylogenetischer Baum

Verwandtschaftliche Beziehungen werden durch Stammbaumrekonstruktion grafisch
dargestellt. Um phylogenetische Beziehungen und Stammbaumrekonstruktionen zu
analysieren, gibt es drei unterschiedliche Methoden: Die evolutionire Taxonomie, die
phylogenetische Systematik oder Kladistik und die numerische Taxonomie oder
Phinetik. Die phylogenetische Systematik untersucht die Verteilung bestimmter
Merkmale in einer Gruppe verwandter Individuen. Im Rahmen der Kladistik entstehen
dichotome Verzweigungen, die die Aufspaltung einer Elternart in zwei Tochterarten mit
gleichem taxonomischem Rang darstellen. Wird ein phylogenetischer Baum grafisch in
Form eines Kladogramms dargestellt, zeigt sich in der Darstellung der Abfolge der
Artaufspaltung, welche Arten am nédchsten miteinander verwandt sind. Eine Klade ist
eine geschlossene Abstammungsgemeinschaft, d.h. es gibt einen gemeinsamen
Vorfahren. Kladogramme weisen keine Zeitachse auf. Die Knoten eines
phylogenetischen Baumes werden als taxonomische Einheit bezeichnet und stellen die
Verbindung zwischen dem Vorfahren und dem nichsten gemeinsamen Verwandten
dieses Vorfahrens dar. Um die Ergebnisse analysierter Gene in einem phylogenetischen
Baum darzustellen, werden Heuristiken verwendet. Dazu gehdren Maximum-Likel-
hood-, Neighbor-Joining- und Maximum Parsimony-Methode sowie die Bayes’sche

Analyse. Die Abbildung 4 zeigt ein Beispiel fiir ein Kladogramm.

A B C D

Abb. 4: Kladogramm

(Henke, W. und Rothe, H. Stammesgeschichte des Menschen Springer-Verlag Berlin
Heidelberg 1999)
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Um verwandtschaftliche Beziehungen in Stammbiumen iibersichtlicher darzustellen
und um sie besser zu verstehen, werden heute Kombinationen von Y-STRs als
Haplotypen und Kombinationen binédrer Polymorphismen als Haplogruppen (HG)
definiert. Bindre Marker wurden in den letzten Jahren verstidrkt eingesetzt, da sie einfach
zu analysieren sind und etablierte Haplogruppen definieren. Die Zugehorigkeit zu einer
definierten HG ist in der Anthropologie und in der Forensik von grolem Interesse, da
HG eine geografische Spezifitit aufweisen. Forensisch kann somit moglicherweise eine
Herkunftshypothese eines unbekannten ménnlichen Spurenlegers ermittelt werden kann.
Im Jahr 2002 veroffentlichte das YCC eine Nomenklatur fiir einen phylogenetischen
Baum auf der Grundlage bindrer Y-chromosomaler Polymorphismen. Dieser
Stammbaum (siehe Abb. 5) zeigt die Verwandtschaftsverhdltnisse zwischen 153
Haplogruppen auf der Basis von 243 bindren Markern und bietet somit eine
standardisierte Nomenklatur. Die Y-chromosomalen Abstammungslinien sind in Form
von Kladen dargestellt, welche mit Grofbuchstaben gekennzeichnet sind. Die
Unterkladen sind ergidnzend mit Nummern versehen. Somit ist jederzeit eine Erginzung
des Baumes iiber die Typisierung neuerer Y-SNPs moglich. Paragruppen, die zu einer
Hauptklade aber nicht einer Unterklade zuzuordnen sind, erhalten zusitzlich einen

Stern.
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Abb. 5: Phylogenetischer Baum nach YCC 2002

Blau hervorgehoben sind die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Systeme.
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1.6. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten PCR-Bedingungen etabliert werden, die zur
Darstellung der drei binidren Polymorphismen YAP, SRY-1532 und 92R?7 fiihren. Diese
Marker wurden gewihlt, da sie die dltesten bekannten Mutationsereignisse im
menschlichen Y-Stammbaum darstellen. Die zu typisierenden Proben stammen aus
verschiedene Populationen: Buschménner aus der Region Tsumkwe/ Namibia, Han
Chinesen aus der Region Shenyang, Deutsche aus Nordrhein-Westfalen, Japaner aus der
Region Shiga, Khalk-Mongolen aus der Mongolei, Ovambo aus der Region
Oshakati/Angola, West-Pygmien aus der Region Biaka in Zentralafrika, Ost-Pygméien
aus der Region Elfe/ D.R. Kongo und Tiirken aus der Region Adana. Aus den
Ergebnissen galt es, die Allelfrequenzen zu ermitteln und die Zuordnung in
Haplogruppen darzustellen. Nach Erstellung der moglichen Haplogruppen sollte gepriift
werden, ob diese nach aktueller Nomenklatur (nach YCC 2002) dem phylogenetischen
Baum zuzuordnen sind. SchlieBlich sollte die Frage gekldart werden, ob ethnische
Gruppen Kklassifizierbar sind. Zusétzlich wurden die Y-STRs einbezogen unter der
Fragestellung, ob die Y-STR-Haplotypen durch die Ergénzung bindrer Marker weiter

differenziert und individualisiert werden konnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Proben

Die analysierten Blutproben stammen aus folgenden Regionen:

Buschminner: Tsumkwe, Namibia
Han Chinesen: Shenyang, China
Deutsche: Nordrhein-Westfalen
Japaner: Shiga
Khalk-Mongolen: Mongolei

Ovambo: Oshakati, Angola
West-Pygmaden: Biaka, Zentralafrika
Ost-Pygmaéen: Efe, D.R. Kongo
Tirken: Adana

2.2. Extraktion von DNA aus Blutproben

Bei der angewendeten modifizierten Chelex-Extraktion (Wiegand et al. 1993) wurde
mittels Kochen unter Zugabe des Styrolharzes Chelex 100 die DNA aus den Zellen
freigesetzt. Chelex 100 ist in der Lage, mit seinen gepaarten Iminodiacetat-Gruppen
mehrwertige Metallionen zu chelatisieren, die ansonsten unter hohen Temperaturen die
DNA katalytisch fragmentieren konnten (Singer-Sam et al. 1989). Zusitzlich wurde den
Ansitzen Proteinase K zugefiigt, um die Effizienz der Lyse zu erhohen (Wiegand et al.
1993).

Die Proben lagen in Form von getrockneten Blutflecken auf Baumwollstofftragern vor.
Fir die DNA-Isolierung wurde zundchst ein ca. 3 x 3 mm grofles Stiick des
Baumwolltrdagers mit einer Schere ausgeschnitten und in ein mit 1 ml Aqua bidest.
gefiilltes 1,5 ml - Reaktionsgefdl iiberfithrt. Der Ansatz wurde 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die Proben wiederholt auf dem
Vortexer durchmischt. Im Anschluss daran wurde 5 min. bei 14000 x g zentrifugiert und

950 ul vom Uberstand abgenommen und verworfen. Zu den verbliebenen 50 ul wurden
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150 pl Chelex 100 und 50 ul Proteinase K-Losung (2 mg/ml) zugegeben. Der Ansatz
wurde auf dem Vortexer durchgemischt und dann bei 56 °C im Wasserbad fiir 30 min.
inkubiert. AnschlieBend erfolgte nach 10 s Durchmischung eine Inkubationszeit von 8
min. bei 100 °C im Wasserbad. Nach abschlieBender Zentrifugation bei 14000 x g fiir

eine Minute konnte der Uberstand direkt fiir die PCR eingesetzt werden.

2.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Das Prinzip der PCR basiert auf der in-vitro-Synthese von spezifischen DNA-
Sequenzen durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Es handelt sich um ein
zyklisches Verfahren, bei dem es zu einer exponentiellen Zunahme der amplifizierten
Molekiile kommt. Als Startpunkt fungieren bei der PCR zwei aus ca. 15-25 Basen
bestehende Oligonukleotide, so genannte Primer. Aus den entsprechenden Reagenzien
wurde fiir die verschiedenen Systeme ein Mastermix hergestellt und in die einzelnen
Reaktionsgefille vorgelegt. AnschlieBend wurde eine definierte Menge der extrahierten

DNA dazugegeben.

PCR-Ansiitze:

2.3.1. YAP (nach Hammer and Horai 1995)

Primer 1: 5’ CAG GGG AAG ATA AAG AAA TA 3’
Primer 2: 5’ACT GCT AAA AGG GGA TGG AT 3’

Ansatz:

2,0 ul 25 mM MgCl, (Applied Biosystems, Darmstadt)

0,5 ul 2 mg/ml BSA (Sigma, Deisenhofen)

2,0 ul 10 x Reaktionspuffer Eurogentec (750 mM, Tris-
HCI, pH 9,0, 200 mM (NH4),SO4 0,1 %
(w/v) Tween 20)

2,0 ul 2,5 mM dNTPs; je 2,5 mM
dGTP, dATP, dCTP, dTTP

0,1 ul 100 uM Primer 1 (Eurogentec)

0,1 ul 100 uM Primer 2 (Eurogentec)

0,4 ul 0,1U Goldstar-DNA-Polymerase (Eurogentec)

2 ul DNA-Extrakt

ad 25 ul Aqua bidest.
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2.3.2. SRY-1532 (nach Whitfield et al. 1995)

Primer 1: 5’ TCC TTA GCA ACC ATT AAT CTIG G 3’
Primer 2: 5’ AAA TAG CAA AAA ATG ACA CAA GGC 3'

Ansatz:

1,5l 25 mM MgCl, (Applied Biosystems, Darmstadt)

0,5 ul 2 mg/ml BSA (Sigma, Deisenhofen)

2,0 ul 10 x Reaktionspuffer Eurogentec (750 mM, Tris-
HCI, pH 9,0, 200 mM (NH4),SO4 0,1 %
(w/v) Tween 20)

2,0 ul 2,5 mM dNTPs; je 2,5 mM
dGTP, dATP, dCTP, dTTP

0,1 pul 100 uM Primer 1 (Eurogentec)

0,1 pul 100 uM Primer 2 (Eurogentec)

0,4 pl 0,1U Goldstar-DNA-Polymerase (Eurogentec)

2ul DNA-Extrakt

ad 25ul Aqua bidest.

2.3.3. 92R7 (nach Kwock et al. 1996)

Primer 1: 5’ TGC ATG AAC ACA AAA GAC GTA 3’
Primer 2: 5’ GCA TTG TTA AAT ATG ACC AGC 37

Ansatz:

2,5 ul 25 mM MgCl, (Applied Biosystems, Darmstadt)

0,5 ul 2 mg/ml BSA (Sigma, Deisenhofen)

2,0 ul 10 x Reaktionspuffer Eurogentec (750 mM Tris-
HCI, pH 9,0, 200 mM (NH4),SO4, 0,1 %
(w/v) Tween 20)

2,0 ul 2,5 mM dNTPs; je 2,5 mM
dGTP, dATP, dCTP, dTTP

0,1 ul 100 uM Primer 1 (Eurogentec)

0,1 ul 100 uM Primer 2 (Eurogentec)

0,4 ul 0,1U Goldstar-DNA-Polymerase (Eurogentec)

2 ul DNA-Extrakt

ad 25ul Aqua bidest.
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Die Amplifikationen wurden in automatischen Thermocyclern (Trio-Thermoblock,
Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Hierbei wurden zunéchst die Striange der Ziel-DNA
durch eine Erhohung der Temperatur auf 94 °C getrennt (Denaturierung). Danach wurde
der Ansatz auf 53 °C bzw. 57 °C abgekiihlt, wodurch sich die Primer an die spezifische
Zielregion anlagern konnten (Annealing). Im Anschluss daran erfolgte bei 72 °C die
DNA-Neusynthese = durch die = DNA-Polymerase  (Extension). Die  drei

Amplifikationszyklen wurden insgesamt 30 mal durchgefiihrt.

Tab. 1: Amplifikationsbedingungen im Uberblick

Temp. (°C) YAP SRY-1532 92R7
Denaturierung 94 30s 30s 30s
Annealing 30s 60 s 60 s
SRY-1532 57
92 R7 57
YAP 53
Extension 72 30s 30s 30s
Anzahl der Zyklen 30 30 30

2.4. Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die doppelstringige DNA zerlegen
konnen. Sie erkennen eine spezifische Sequenz aus 4 bis 8 Basenpaaren und schneiden
die DNA innerhalb oder in unmittelbarer Nidhe der Erkennungssequenz. Es entstehen
Fagmente unterschiedlicher Lidnge. Durch genetische DNA-Veridnderungen, z.B.
kleinere Deletionen, Insertionen oder Basenaustausche, konnen die
Erkennungssequenzen der DNA verdndert sein, sodass die DNA nicht fragmentiert
wird. In Bakterien sorgen Restriktionsendonukleasen fiir den Abbau eingedrungener
artfremder DNA. Arteigene DNA wird an den Erkennungssequenzen durch

Methylierung modifiziert und somit vor Restriktion geschiitzt.
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2.4.1. SRY-1532

Mit Hilfe des Restriktionsenzyms Dra III aus Deinococcus radiophilus
(Erkennungssequenz: CAC NNN/GTG) wurde bei vorhandener A—G Transition das
PCR-Produkt gespalten. Die Linge des ungeschnittenen Produktes betrug 167 bp und
nach dem Restriktionsverdau 55 und 112 bp.

SRY-1532-Sequenz:

5°- TCC TTA GCA ACC ATT AAT CTG GTT TTA GTC TCT ATT CAT TTG CCT
TTC CTG GAT ATT TCA TAT ACA TGG GAT CAT TCA GTA TCT GGC CTC
TTG TAT CTG ACT TTT TCA CAC AGT (A/G)TA ACA TTT TCA AGG TTC ACC
TAT GTG GTG CCT TGT GTC AGT TTT TGC TAT TT - 3~

Ansatz:

5,0 ul PCR-Produkt

0,4 ul 1 U/ul Dra Il (ROCHE Mannheim)

2,0 ul 10 x Inkubationspuffer (ROCHE Mannheim)
ad 20 ul Aqua bidest.

Die Inkubationszeit betrug 1,5 h bei 37 © C im Wasserbad.

2.4.2. 92R7

Mittels Restriktionsendonuklease Hind III aus Haemophilus influenzae (Erkennungs-
sequenz: A/AGCTT) wurden die Amplikone (55 bp) bei Vorliegen einer Mutation
(Cytidinbase) nicht gespalten. War der Wildtyp (Thymidinbase) vorhanden, wurde das
PCR-Produkt gespalten (25 und 30 bp).

92R7-Sequenz:
5°- TGC ATG AAC ACA AAA GAC GTA GAA G(C/T)T TGT CTT TGC TGG TCA

TAT TTA ACA ATGC -3
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Ansatz:

10 ul PCR-Produkt
1 ul 1 U/ul Hind III (ROCHE Mannheim)
2 ul 10 x Inkubationspuffer (ROCHE Mannheim)
7 ul Aqua bidest

Der Ansatz wurde 4 h bei 37° C im Wasserbad inkubiert.

2.5. Elektrophorese

Nach einem Verfahren von Allen et al. (1989) wurde unter nativen Bedingungen die
horizontale Polyacrylamidelektrophorese (PAGE) durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich
um eine Isotachoelektrophorese mit Borat-lonen als Leitionen. Die Trenneigenschaften
eines Gels sind abhéngig von den Acrylamidkonzentrationen und dem Vernetzungsgrad.
Fiir die Systeme YAP, SRY-1532 und 92R7 wurden 0,45 mm dicke 8 %ige
Acrylamidgele verwendet. Die Abmessungen betrugen 12 cm x 26 cm. Somit ergab sich
eine Trennstrecke von 10 cm.

Folgende Reagenzien wurden fiir die Herstellung der 8 %igen Gele verwendet:

4 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamidlésung:
(29,1 % (w/v) Acrylamid, 0,9 % (w/v)
Bisacrylamid)

3ml 04 M Tris/Sulfat, pH 9,0

8 ml Aqua bidest.

Durch Zugabe von

105 pl 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat (APD)

5,3 ul N,N,N*,N*-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

wurde die radikalische Polymerisation katalysiert. 15 ml dieses Losungsgemisches
wurden zwischen zwei Glasplatten auf PAG-Folie (Serva, Heidelberg) gegossen.
Nachdem das Gel nach ca. 2 Stunden vollstindig polymerisiert war, wurde jeweils
3,5 ul des Amplifikates kathodisch auf Glasfasergewebeplittchen (Pharmacia,

Freiburg), aufgetragen. Fiir die Elektrophorese wurden zwei mit Elektrodenpuffer
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getrinkte Agarose-Streifen entsprechend der Trennstrecke in einem Abstand von

ca. 10 cm angebracht.

Elektrodenpuffer (Budowle et al. 1991):
1,28 M Tris/Borat, pH 9,0
0,05 % (w/v) Bromphenolblau

Die Elektrophorese wurde auf Multiphor II Gelelektrophoresekammern (Pharmacia,
Freiburg) mit Multidrive XL Transformatoren (Pharmacia) bei einer Kammertemperatur
von 15° C durchgefiihrt. Die Elektrophoreseparameter waren 1000 V, 20 mA, und
10 W. Beendet wurde die Elekrophorese nach etwa 30 Minuten, sobald der Farbstoff
(Bromphenolblau) die Anode erreicht hatte.

Fiir den Locus 92R7 wurde nach dem Restriktionsverdau ein 14 %iges Gel verwendet,
da die kurzen Amplikone 25 und 30 bp aufwiesen und im 8 %igem Gel nicht darstellt

werden konnten.

2.6. Silberfirbung

Um die DNA-Amplikone als Banden auf dem Gel sichtbar zu machen, erfolgte die
modifizierte Silberfarbung nach Budowle et al. (1991).

Folgende Reagenzien wurden verwendet:

Fixierer: 2,0 % (v/v) HNO;
Silbernitratlosung 0,1 % (w/v) AgNO;3
Entwickler: 0,28 M Na,COs3
0,05 % (v/v) Natriumthiosulfat
0,24 % (v/v) Formaldehyd
Stopplosung: 10,0 % (v/v) Essigsdure
Konservierungslosung: 5,0 % (vIv) Glycerin

Dem Firbevorgang wurde unter stindigem Schiitteln jeweils etwa 100 ml Fliissigkeit
durchgefiihrt. Zunichst wurden die Gele 5 min. in HNO; fixiert und anschlieend

zweimal kurz in Aqua bidest. gespiilt. Die anschlieBende Inkubationszeit in
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Silbernitratlosung betrug 20 min. Danach wurden die Gele wiederum kurz in Aqua
bidest. gespiilt, bevor sie entwickelt wurden. Die Gele wurden solange im Entwickler
inkubiert, bis sich die Banden deutlich auf den Gelen darstellten. Durch 3 min. Spiilen
in Essigsdure wurde die Entwicklung beendet. Nach 3 min. Spiilvorgang in Aqua bidest.
wurden die Gele fiir mindestens 5 min. in Glycerin inkubiert, um schlieBlich iiber Nacht

im Wirmeschrank bei 80 °C getrocknet zu werden.

2.7. Sequenzierung

Die Sequenzierung der doppelstringigen DNA erfolgt nach dem Prinzip des
Kettenabbruchs durch farbstoffmarkierte Didesoxynukleotide (Sanger et al. 1977).
Beginnend mit einem spezifischen Primer wird durch die DNA-Polymerase ein DNA-
Strang verldngert. Die vier Basen sind zum Teil als fluoreszenzmarkierte
Didesoxynukleotide enthalten. Werden sie in den neuen Strang eingebaut, ist eine
weitere Verldngerung durch die Polymerase nicht moglich, da sie keine
3"Hydroxygruppe besitzen. In einer zyklischen Wiederholung, d@hnlich der PCR erfolgt
die lineare = Amplifikation dieser Abbruchsequenzen (Kettenabbruch). Die
unterschiedlich markierten Kettenabbruchprodukte werden mittels
Kapillarelektrophorese aufgetrennt, wobei die Fluoreszenzfarbstoffe spezifisch erkannt
werden. Es resultiert ein Chromatogramm, das die Basensequenz des sequenzierten
DNA-Stranges zeigt. Vor der Sequenzierreaktion erfolgte eine Aufreinigung (QIAquick
PCR Purification Kit, Qiagen GmbH Hilden) des PCR-Produkts. Hierbei wurden ca. 20
pul Amplifikat mit der 5 fachen Menge PB Puffer (Binding-Buffer) in einem PCR-
Eppendorfgefdl vermischt. AnschlieBend wurde die Gesamtmenge in die speziellen
Filter-Reaktionsgefidfe iiberfiihrt und 1 min bei 10000 x g zentrifugiert. Das Filtrat
wurde verworfen und auf den Filter wurden 600 ul PE Puffer (Ethanol-Waschpuffer)
gegeben. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 10000 x g fiir 1 min. Im Anschluss
wurde das Filtrat verworfen und durch Wiederholung der Zentrifugation wurde der
restliche Puffer entfernt. Schlielich wurde der Filter in ein neues Eppendorfgefil3
gesetzt und mit 30 ul Elutionspuffer gefiillt. Nach einminiitiger Inkubation, wurde

wiederum fiir 1 min. bei 10000 x g zentrifugiert. Anschlieend befanden sich ca. 35 ul
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gereinigtes Amplifikat im Reaktionsgefdll, von dem dann die entsprechende Menge

(s.u.) fiir die eigentliche Sequenzierreaktion eingesetzt wurde.

Fiir die Sequenzierreaktion wurde folgender Ansatz hergestellt:

2ul aufgereinigte DNA
4 ul Big Dye Terminator Ready Reaction Kit
(Applied Biosystems)

enthilt: Pufferlosung, ANTP-Mix, ddNTP-Mix
(markiert), Tag-Polymerase

1 ul 10 uM Primer 1 bzw. Primer 2

ad 20ul Aqua bidest.

Die Sequenzierreaktion erfolgte im Thermocycler 9600 (Perkin Elmer) unter den
standardisierten Bedingungen:

1. Thermische Denaturierung der DNA (96 °C; 15 s).

2. Anlagerung der Primer an die Matrize (Annealing) (58 °C; 30 s).

3. Verldngerung der Primer mittels Tag-DNA-Polymerase (Extension) (60 °C; 4 min.).

Um nach der Sequenzierung iiberschiissige ddNTPs zu entfernen, erfolgte eine
Aufreinigung mit  Centriflex™ Gel Filtration Cartridge (MoBiTec). Die
chromografische Séule, welche die noch frei vorliegenden Terminatoren in einer Gel-
Matrix bindet, wurde 1 min bei 750 x g zentrifugiert. Die Sdule wurde anschlieend in
ein neues Reaktionsgefil3 iiberfiihrt und mit dem Sequenzierprodukt iiberschichtet. Nach
erneuter Zentrifugation (2 min, 750 x g) enthielt das FEluat das aufgereinigte
Sequenzierprodukt.

AbschlieBend erfolgte die Detektion der Sequenzierprodukte auf einem ABI Prism 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Weiterstadt). Mittels Kapillargelelektrophorese
werden die fluoreszenzmarkierten DNA-Amplikone ihrer Linge nach aufgetrennt.
Durch Laserlicht werden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt, Licht spezifischer
Wellenldngen zu emittieren. Dieses wird von einer CCD-Kamera registriert und mittels

entsprechender Software grafisch dargestellt (Elektropherogramm).
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung und Optimierung der drei biallelischen Marker

3.1.1. YAP

Bei dem YAP-System handelt es sich um einen Polymorphismus einer Alu-Insertion auf
dem Y-Chromosom (vgl. 1.3.1.). Zur Typisierung wurden die von Hammer und Horai
(1995) beschriebenen Primer verwendet. Zunidchst wurde die Menge an Primer und
MgCl, sowie die Annealingtemperatur optimiert. Bei 53 °C Annealing mit 2,0 mM
MgCl, und 0,1 uM je Primer ergab sich ein deutliches Amplifikationsprodukt ohne
Nebenbanden (Abb. 6). Daher wurden alle weiteren Bestimmungen mit diesen
Bedingungen durchgefiihrt. Um Kontaminationen zu erkennen, wurde bei jedem
Amplifikationsansatz eine Leerkontrolle mitgefiihrt. Diese enthielt alle PCR-Reagenzien
mit Ausnahme der Matrize (DNA). Als YAP-positive bzw. YAP-negative Kontrolle
dienten Populationsproben, die zuvor von Tatiana Zerjal (Dept. of Biochemistry,
University of Oxford, England) analysiert wurden. Als YAP-negativ gelten die Proben,
die keine Alu-Insertion aufweisen. Nach der Amplifikation stellte sich auf dem 8 %igen
Gel ein Amplikon bei ca. 155 bp dar. Die YAP-positiven Proben mit Alu-Insertion
dagegen wiesen ein Amplikon bei ca. 455 bp auf dem silbergefarbten PAA-Gel auf
(Abb. 6). Zur Abschitzung der Amplikonlidnge diente eine 123 bp DNA-Leiter
(Gibco/BRL, Eggenstein). Die Leiter besteht aus DNA-Amplikonen im Abstand von
123 Basen mit einer Ldnge von 123 bp bis 4182 bp.
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492bp —
369 bp —

246bp

123bp — -~ - _
1M23 456 78 9

Abb. 6: YAP-Polymorphismus im nativen PAA-Gel (8 %)

—ca. 455bp

M: 123 bp-DNA-Leiter; Spur 2: Leerkontrolle, Spur 3, 8: YAP-pos. (ca. 455 bp); Spur 1, 4,6 9:

YAP-neg. (ca. 155 bp); Spur 5, 7: Kein Amplifikationsprodukt.

Die Typisierung im YAP-System zeigte, wie erstmals von Hammer 1994 beschrieben,

eine Lingenvariation bei YAP-positiven Probanden (siehe Abb. 7). Die Sequenzierung

der Lingenvarianten bestitigte das Vorliegen eines unterschiedlich langen Poly-A-

Schwanzes. Die kurze Variante hat am Ende 28 zusitzliche Adeninbasen, die lange

Variante dagegen 45 Adeninbasen (Hammer 1995).

492bp —
369bp —

246bp —

123bp —

Mm 1 2 3 4 5 B

Abb. 7: Langenvarianten bei YAP-positiven Probanden (8 % PAA)

M: 123 bp-DNA-Leiter; Spur 1, 2, 4, 5, 6: YAP-pos. (lange Variante); Spur 3: YAP-pos. (kurze

Variante).
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Tab. 2: YAP-Polymorphismen in verschiedenen Populationen

Population n YAP-positiv YAP-negativ
n Frequenz n Frequenz
Japaner 54 24 0,44 30 0,56
Han Chinesen 74 0 0,00 74 1,00
Khalk-Mongolen 18 0 0,00 18 1,00
Tiirken 86 13 0,15 73 0,85
Deutsche 87 6 0,07 81 0,93
Buschménner 2 0 0,00 2 1,00
Ovambo 51 47 0,92 4 0,08
West-Pygméen 5 2 0,40 3 0,60
Ost-Pygméen 3 0 0,00 3 1,00
Gesamt 380 92 0,24 288 0,76

Die Tabelle 2 zeigt die Verteilung des YAP-Systems in den neun untersuchten
Populationen. YAP-positive Probanden finden sich vor allem in der afrikanischen
Bevolkerung (Ovambo, West-Pygméen), unter den Japanern und in geringerer Frequenz
auch in Europa (Tiirken, Deutsche). Die iibrigen Asiaten (Han Chinesen, Khalk-

Mongolen) sind ausnahmslos Y AP-negativ.

3.1.2. SRY-1532

Der SRY-1532 Locus wurde mit den Primern nach Kwok und Whitfield (Whitfield et
al. 1995) amplifiziert. Der Polymorphismus besteht in einer Transition A—G an der
Position 1532 des SRY-Gens. Liegt dort eine Guaninbase vor, entsteht eine Schnittstelle
fiir das Restriktionsenzym Dra III. Das Amplikon wird nicht geschnitten, wenn an der
entsprechenden  Position eine Adeninbase vorliegt. Zur Optimierung der
Amplifikationsbedingungen wurde ebenfalls die Konzentration an MgCl, die

Primerkonzentration und die  Annealing-Temperatur variiert. Die  besten
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Amplifikationsergebnisse wurden erzielt durch Einsatz von 1,5 uM MgCl, und je 1 uM
Primer bei einer Annealingtemperatur von 57 °C. Zur Uberpriifung des Amplifikations-
erfolges wurden die Amplifikate auf 8 %ige PAA-Gele aufgetragen und durch
Silberfiarbung sichtbar gemacht. Als Standard wurde auch hier die 123 bp DNA-Leiter
eingesetzt. Die Bande des Amplikons lag bei ca. 167 bp (siehe Abb. 8).

- !

492bp — T »
369bp — = =
246 bp — = e
167 bp —— M Y ————— il i b
123bp —_ - e -

—

12 3 M45 6 7 8 9 1011 1213 M141516 17 18

Abb. 8: PAA-Gel (8 %) nach Amplifikation von SRY-1532

M: 123 bp-DNA-Leiter; Spur 4 und 14: Leerkontrollen; Spur 1-3, 5-8, 10-13, 15-18: Amplikon
bei ca. 167 bp. Spur 9: negativ.

Der Polymorphismus konnte anschlieBend nach einem Verdau mit dem
Restriktionsenzym Dra III dargestellt werden. Liegt im Gen eine Adeninbase vor, kann
Dra III an vorgesehener Position nicht schneiden. Die Bande des Amplikons lag
entsprechend bei ca. 167 bp. Kommt es allerdings aufgrund einer Punktmutation zum
Austausch von Adenin zu Guanin, entsteht eine Schnittstelle. Nach dem
Restriktionsverdau entstehen zwei DNA-Amplikone, ca. 112 bp und 55 bp lang (siehe
Abb. 9). Das Amplikon mit der Linge von 55 bp war in den 8 %igen Gelen nicht

sichtbar, da diese nur einen Darstellungs-bzw. Lingenbereich ab 60 bp zulieB3en.
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- —— 246 bp
—— — — 167 bp
- — 123 bp

12 3 4 5 6 7 68 9 10 M 111213

Abb. 9: SRY-1532 nach Restriktionsverdau mit Dra III (8 % PAA-Gel)

M: 123 bp- DNA-Leiter; Spur 11: Leerkontrolle; Spur 12: pos. Kontrolle (SRY-1532 G); Spur
13: neg. Kontrolle (SRY-1532 A); Spur 4, 7: nicht mutierte Probanden; Spur 1-3, 5, 6, 9, 10:
mutierte Probanden; Spur 8: kein Amplifikationsprodukt.

Tab. 3: SRY-1532 Polymorphismen in verschiedenen Populationen

Population n SRY-1532 G SRY-1532 A
n Frequenz n Frequenz

Japaner 54 54 1,00 0 0,00
Han Chinesen 74 74 1,00 0 0,00
Khalk-Mongolen 18 18 1,00 0 0,00
Tiirken 86 71 0,83 15 0,17
Deutsche 87 72 0,83 15 0,17
Buschmainner 2 1 0,5 1 0,5
Ovambo 51 51 1,00 0 0,00
West-Pygmien 5 5 1,00 0 0,00
Ost-Pygmien 3 3 1,00 0 0,00
Gesamt 380 349 0,92 31 0,08
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Die Tabelle 3 zeigt die Alleverteilung des SRY-1532 Locus innerhalb der neun
untersuchten Populationen. Die asiatische Bevolkerung (Japaner, Han Chinesen und
Khalk-Mongolen), sowie die afrikanischen Populationen (Ovambo, West-Pygmaien,
Ost-Pygmien) zeigen fast ausnahmslos die SRY-1532 Mutation. In Europa (Deutsche,

Tiirken) zeigt sich eine geringere Frequenz der Méanner mit Mutation.

3.1.3. 92R7

Um den Polymorphismus 92R7, der auf einer Basensubstitution (C—T) beruht (Mathias
et al. 1994) nachzuweisen, wurden die oben genannten Primer verwendet. Zur
Optimierung der Amplifikationsbedingungen wurden alle Parameter der PCR variiert.
Die optimalen Amplifikationsbedingungen (2,5 mM MgCl,, 1 uM je Primer und eine
Annealingtemperatur von 57 °C) wurden mit Hilfe eines 12 %igen PAA-Gel bestitigt.
Durch die Erhohung der Acrylamidkonzentration auf 12 % bzw. 14 % wurde die
Quervernetzung im Gel erhoht, wodurch die kurzen Amplikone (55 bp) gut darzustellen

waren (sieche Abb.10).

| '.,_..,_...— _-:’1'1!‘_!1

246bp —
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123bp ——

55 bp | e A — ———— W -

1 2 3 M4 567 8 9 10 11 12

Abb. 10: Kontrollgel (12 %) nach Amplifikation von 92R7
M: 123 bp-DNA-Leiter; Spur 4: Leerkontrolle; Spur 1-3, 5-12: Amplikone bei ca. 55 bp.



3. ERGEBNISSE 43

Im Anschluss wurde das Amplifikat mit dem Restriktionsenzym Hind III bei 37 °C
inkubiert. Bei Vorliegen einer Cytosinbase hat keine Mutation stattgefunden und es kam
zur Spaltung (als negativ gewertet), beim Vorliegen einer Thyminbase erfolgte keine
Spaltung. Aufgrund von Genduplikationen besteht eine Homologie zum X-Chromosom.
Da nur der Y-Anteil polymorph ist, bleiben 50 % ungeschnitten. Dieses Phdnomen zeigt
sich deutlich in der Abbildung 11. Die geschnittenen Produkte stellen sich bei einer
Linge von ca. 25 und 30 bp dar, wobei die Banden nur sehr schwach erschienen. Ferner
sieht man bei den geschnittenen Produkten zusitzlich eine Bande bei ca. 55 bp. Als

Referenz diente auch hier die 123 bp DNA-Leiter.

s
—
—_—
)
—

Abb. 11: 92R7 Polymorphismus nach Hind III-Reaktion (14 % PAA-Gel)

M: 123 bp-DNA-Leiter; Spur 1, 3, 5, 7: Probanden mit Mutation (92R7 T); Spur 2, 4, 6, 8:
Probanden ohne Mutation (92R7 C).
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Tab. 4: 92R7 Polymorphismen in verschiedenen Populationen.

Population n 92R7 C 92R7 T
n Frequenz n Frequenz
Japaner 54 54 1,00 0 0,00
Han Chinesen 74 72 0,97 2 0,03
Khalk-Mongolen 18 16 0,89 2 0,10
Tiirken 86 57 0,66 29 0,34
Deutsche 87 32 0,37 55 0,63
Buschménner 2 2 1,00 0 0,00
Ovambo 51 51 1,00 0 0,00
West-Pygméen 5 5 1,00 0 0,00
Ost-Pygmien 3 3 1,00 0 0,00
Gesamt 380 292 0,77 88 0,23

Die Tabelle 4 zeigt die Verteilung der 92R7-Allele innerhalb der typisierten
Populationen. Den mutierten Typ findet man vor allem in den tiirkischen und deutschen
Stichproben. Die anderen Populationen weisen bis auf wenige Ausnahmen (Chinesen,

Mongolen) ausschlieBlich den Wildtyp auf.

3.2. Haplogruppenzuordnung

Aus drei bindren Marker lassen sich acht Haplogruppen konstruieren. Von 380
Y-Chromosomen aus verschiedenen Populationen lieBen sich bei den untersuchten

Polymorphismen fiinf HG nachweisen.
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Tab. 5: Haplogruppen unter Beriicksichtigung der drei biniren Marker

HG YAP SRY-1532 92R7
I* Insertion A—G C->T
II Insertion A—G WT
I * Insertion WT WT
v WT WT WT
Vv WT WT C->T
VI WT A—>G C->T
VII WT A—>G WT
VIII * Insertion WT C->T

*: Laut Phylogenetischem Baum nach YCC koénnen die Haplogruppe I, III und VIII
nicht vorkommen

Wildtyp (WT): keine Mutation

Tab. 6: Haplogruppenzugehorigkeit der einzelnen Populationen

Haplogruppe I v A\ VI VII
Japaner n=54 24 30
Han Chinesen n=74 2 72
Mongolen n=18 1 1 16
Tiirken n=86 13 15 15 43
Deutsche n=87 6 15 40 26
Buschménner n=2 1 1
Ovambo n=51 47 4
West-Pygmien n=5 2 3
Ost-Pygmien n=3 3
Summe n=380 92 1 31 58 198
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Die Tabelle 6 zeigt die Haplogruppenzugehorigkeit der einzelnen Populationen auf
Grundlage von drei bindren Polymorphismen. Die HG I, IIl und VIII sind nicht
aufgefiihrt, da sie nach aktueller YCC-Nomenklatur nicht moglich sind. Die HG VII

wurde in allen Populationen beobachtet.

3.2.1. Grafische Darstellung der Haplogruppen

Haplogruppe I

2%

51%

O Japaner n=24/54
14% O Turken n=13/86
@ Deutsche n=6/87
m Ovambo n=47/51
B West-Pygméen n=2/5

7%

Abb. 12: Haplogruppe II

Die HG II entsteht durch die Mutationen von SRY-1532 und YAP. Sie beinhaltet
Stichproben aus Japan, der Tiirkei, aus Deutschland und Afrika (Ovambo und
Westpygmien).
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Haplogruppe IV

B Buschmanner n=1/2

Abb. 13: Haplogruppe IV

Die HG IV ist charakterisiert durch das Vorliegen des Wildtyps in allen drei
Polymorphismen. Von 380 Y-Chromosomen wurde sie ein einziges Mal in der
Population der Buschménner gefunden.

Haplogruppe V
3%

B Mongolen n=1/18
O Tarken n=15/86
B Deutsche n=15/87

Abb. 14: Haplogruppe V

Die HG V entsteht durch die Mutation von 92R7 und die Riickmutation von SRY-1532
(siehe Diskussion). Von 380 Ménnern wurden 31 (8%) der Haplogruppe V zugeordnet.
Diese Mutationen zeigten sich hauptsichlich bei den tiirkischen und deutschen Proben.
Ein einziger Mongole wies diese Haplogruppe auf.
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Haplogruppe VI
3% 2%

O Han Chinesen n=2/74
® Mongolen n=1/18

O Tarken n=15/86

B Deutsche n=40/87

Abb. 15: Haplogruppe VI

Die HG VI entsteht durch die Mutationen von SRY-1532 und 92R7. Von insgesamt 380
typisierten Ménnern wurden 58 (15 %) der HG VI zugeordnet. Der grofite prozentuale
Anteil wird mit 69 % von der deutschen Population eingenommen. Die tiirkischen
Proben weisen einen Anteil von 26 % auf. Die Mongolen und Han Chinesen sind
jeweils nur zu einem geringen Anteil zu finden.

Haplogruppe VII

15%

O Japaner n=30/54

@ Han Chinesen n=72/74
® Mongolen n=16/18

O Turken n=43/86

W Deutsche n=26/87
\-35% B Ovambo n=4/52

@ Buschméanner n=1/2

B West-Pygméen n=3/5
8% @ Ost-Pygméen n=3/3

Abb. 16: Haplogruppe VII

Die HG VII entsteht durch eine Mutation im SRY-1532-Locus. Eine grole Zugehorig-
keit findet sich bei den Han Chinesen, den Japanern, den Mongolen, den Tiirken und
den Deutschen. Ferner bei den Pygmden unter Beriicksichtigung einer kleinen
Stichprobe. Auffillig ist, dass die Ovambo nur einen geringen Anteil ausmachen.
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3.2.2. Haplogruppendiversitit innerhalb der Populationen

Die folgenden Kreisdiagramme zeigen in der jeweiligen Population die Diversitit der
vorhandenen Haplogruppen.

Japaner n = 54

56% Haplogruppe

oll
avill

Abb. 17: Japaner

Die japanischen Minner sind zu 44 % der HG II (Y AP-Insertion und Mutation im Locus
SRY-1532) und zu 56 % der HG VII (Mutation im Locus SRY-1532) zuzuordnen.
Mutationsereignisse im Locus 92R7 wurden nicht gefunden.

Han Chinesen n = 74
3%

Haplogruppe
\!
Vil

97%

Abb. 18: Han Chinesen

Der groBite Anteil dieser Population ist der Haplogruppe VII zuzuordnen. Es liegt eine
SRY-1532-Mutation vor. Wenige Minner zeigen eine 92R7-Mutation und gehoren
somit der HG VI an. Es zeigen sich keine Y AP-Insertionen.
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Mongolen n = 18

Haplogruppe
\

\il

@ VI

Abb. 19: Mongolen

Der grofite Anteil der Ménner ist, wie auch bei den Han Chinesen, der HG VII
zuzuordnen. Ein kleinerer Anteil sind der HG VI (Mutationen im SRY-1532 und 92R7-
Locus) zuzuordnen und einige Probanden zeigen die SRY-1532-Riickmutation (HG V).

Tirken n = 86

17%

Haplogruppe
ol
\
VI
VI

Abb. 20: Tiirken

Der groBite Anteil der Minner findet sich in der HG VII mit SRY-1532-Mutation.
Daneben finden sich Proben die sich den HG VI, HG V und HG II zuordnen lassen.
Insgesamt zeigt sich eine hohe Haplogruppendiversitit.
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Deutsche n = 87

Haplogruppe
ol
\Y
VI
Vil

Abb. 21: Deutsche

Von 87 Minnern sind 46 % der HG VI zuzuordnen, d.h. sie tragen die SRY-1532 und
92R7-Mutationen. Des Weiteren sind Probanden der HG VII, der HG V und auch der
HG 1II zuzuordnen. Insgesamt besteht eine hohe Haplogruppendiversitiit.

Ovambo n = 51

Haplogruppe
oll
2Vl

Abb. 22: Ovambo

Der grofite Anteil der 52 Minner ist in der HG II mit YAP-Insertion und SRY-1532-
Mutation zu finden. Einige Proben weisen lediglich die SRY-1532-Mutation (HG VII)
auf.
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Buschméanner und Pygméen

Aufgrund einer nur sehr kleinen Stichprobe von Buschménnern (n = 2) und Pygmien
(n = 8) wurde hier auf eine grafische Darstellung verzichtet.

Die Buschminner sind der HG VII (SRY-1532-Mutation) und HG IV (kein Mutation-
bzw. Insertionsereignis) zuzuordnen.

Bei dem nur kleinen Kollektiv der West-Pygméen von fiinf Proben zeigte sich, dass drei
Proben der HG VII angehoren und die restlichen zwei der HG 1.

Die Stichprobe der Ostpygmien umfasst drei Ménner, die aufgrund der SRY-1532

Punktmutation der HG VII zuzuordnen sind.

Die nachfolgende Abbildung zeigt zusammengefasst die Verteilung der Populationen in

den einzelnen Haplogruppen.

n
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40

30 A -

20 ~

0 T =
HG ] \Y \" Vi Vil
0O Japaner n=54 @ HanChinesen n=74 O Mongolen n=18 B Tirken n=86 @ Deutsche n=87
@ Buschmanner n=2 @ Ovambo n=51 B West-Pygméen n=5 B Ost-Pygméen n=3

Abb. 23: Populationen innerhalb einzelner Haplogruppen
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3.2.3. Netzwerke

Nachfolgende Netzwerke zeigen die Haplogruppenverteilung in der gesamten und
innerhalb der verschiedenen Populationen. Diese Art der Darstellung visualisiert den
Zusammenhang zwischen HG und den entsprechenden Mutationsereignissen, welche
durch die Verbindung einzelner Knoten veranschaulicht wird. HG VII und HG V
beispielsweise unterscheiden sich durch zwei Mutationsereignisse in den

Polymorphismen 92R7 und SRY-1532.

>

I 50 %

VP> <

SRY

VI™  92R7
Vil

Abb. 24: Netzwerkdarstellung der Haplogruppen iiber alle Populationen

YAP YAP
SRY SRY

Vi
92R7 Vil 92R7

Vil

Abb. 25: Japaner Abb. 26: Han Chinesen
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YAP| y YAP v
SRY SRY
VI® goR7 vi 92R7 .
Vil
Abb. 27: Mongolen Abb. 28: Tiirken
I |
YAP ' YAP
SRY SRY
Vi Vil
92R7 VI 92R7
Abb. 29: Deutsche Abb. 30: Ovambo

Im Gegensatz zu der oben gezeigten Haplogruppenverteilung in Form von Kreis-
diagrammen lassen sich mit Hilfe der Netzwerkmethode einzelne Mutationsereignisse
ableiten. Die Populationen werden in ihrer Diversitit iibersichtlich dargestellt. Die
Tiirken und Deutschen sind durch mehr Mutationsereignisse als die Japaner, Han

Chinesen und Ovambo gekennzeichnet.
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Fiir die 0.g. HG wurde der phylogenetische Baum auf der Basis des YCC konstruiert.

HG nach YCC 2002

v A*Y

* Ox F* G* H* T* J% K* 1+ M* N* O%
SRY VII B*, C*, F*, G*, H*, I*, J*, K*, L*, M*, N*, O

YAP

II D* E*

VI P*, Q* R* R1*

92R7

SRY

\Y% Rla*

Abb. 31: Einordnung in den Phylogenetischen Baum nach YCC (2002)

Die Abbildung 31 zeigt einen phylogenetischen Stammbaum, modifiziert nach YCC.
Die fiinf dargestellten Haplogruppen liegen den drei bindren Polymorphismen YAP,
SRY-1532 und 92R7 zu Grunde, die bei 380 Minnern aus unterschiedlichen
Populationen typisiert wurden.

Von allen 380 typisierten Probanden sind 198 (52 %) der HG VII zuzuordnen. Es liegt
lediglich eine Mutation im Locus SRY-1532 vor. Bei drei analysierten bindren Markern
entspricht das nach YCC den Haplogruppen B*/C*/F*/G*/H*/T*/J*/K*/L */M*/N*/O*.
Es handelt sich dabei um Paragruppen, da sie einer Hauptklade, aber keine Subklade
zuzuordnen sind. Somit zeigt sich in dieser hdufig vorkommenden HG eine hohe
Diversitit. Die zweithdufigste vorkommende HG unter 380 typisierten Y-Chromosomen
stellt mit 92 Proben (24 %) die Haplogruppe II dar. Hier liegt eine Y AP-Insertion und
eine Mutation im Locus SRY-1532 vor. Nach aktueller Nomenklatur entspricht das den
HG D* oder E*. Die HG IV entspricht der Paragruppe Y*, die HG VI der Paragruppe
P*. Bei der HG V handelt es sich um eine Riickmutation im SRY-1532-Locus. Nach
YCC ist sie als R1a* definiert.
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4. Diskussion

4.1. Y-chromosomale Polymorphismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunéchst die Methodik zur Typisierung der drei bindren
Polymorphismen YAP, SRY-1532 und 92R7 etabliert. Bindre Polymorphismen sind in
Evolutionsstudien vorteilhaft, da sie langsam mutieren, meist einmalige Ereignisse
darstellen und daher zuverldssige Stammbédume konstruierbar sind. Ergénzend liegt eine
eindeutige Wurzelung eines Stammbaumes vor, da der anzestrale Wildtyp bekannt ist
(z.B. keine YAP-Insertion), oder durch Aufengruppenvergleiche, z.B. mit Primaten,
bestimmt wird. Ausgewihlt wurden die o.g. SNPs, weil sie die derzeit dltesten
bekannten Mutationsereignisse im menschlichen Y-Stammbaum darstellen (Jobling et
al. 1997). Um Aussagen iiber spezifische Verwandtschaftsverhiltnisse aufzudecken,
wurden Populationen verschiedener Kontinente ausgewihlt. Zum einen stammten
afrikanische Proben aus den Regionen Tsumkwe/ Namibia, Oshakati/ Angola, Biaha/
Zentralafrika und Efe / D.R. Kongo. Zum anderen stammten asiatische Probanden aus
den Regionen Shenyang, Shiga und der Mongolei. Ergdnzend wurden zwei europdische
Gruppen (Tiirken aus der Region Adana und Deutsche aus der Region Nordrhein-
Westfalen) in die Untersuchungen mit einbezogen.

Die polymorphe Alu-Insertion des Y-Chromosoms (YAP) umfasst 305 bp. Diese
Insertion kann auf ein unikales Ereignis wihrend der letzten 29.000 — 334.000 Jahre
zuriickgefiihrt werden (Hammer 1995). Untersuchungen an Primaten ergaben, dass es
urspriinglich keine Alu-Insertion an diesem Locus gab (Hammer 1994, Hammer &
Horai 1995). Anfédnglich wurde die Alu-Insertion mit grofter Frequenz in Afrika
beobachtet, was auf einen afrikanischen Ursprung hindeuten konnte (Hammer et al.
1994). Spitere Untersuchungen (Altheide & Hammer 1997, Hammer et al. 1997, 1998,
2001) fiihrten zur Hypothese eines erstmaligen Auftretens in Asien mit Riickwanderung
nach Afrika. Die in der hier vorliegenden Arbeit analysierten ménnlichen Individuen aus
Japan zeigen eine Alu-Insertion mit einer Frequenz von 0,44 und die minnlichen
Individuen aus Afrika (Ovambo) zeigen eine Alu-Insertion mit einer Frequenz von 0,92.
Beide Populationen fanden sich in der Haplogruppe II (YAP-Insertion, SRY-1532 WT
und 92R7 WT) wieder. Wie bereits erwédhnt entspricht das nach YCC der Haplogruppe
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DE, die durch den YAP-Polymorphismus definiert wird. Dabei wird davon
ausgegangen, dass die Unterhaplogruppe D einen asiatischen Ursprung hat (Karafet et
al. 2008) und die Unterhaplogruppe E wahrscheinlich afrikanischer Abstammung ist
(Underhill 2001). Trotz der rasanten Entwicklung im Bereich der SNP-Typisierung
bleibt die Frage nach der urspriinglichen Entwicklung der Y AP-Insertion offen (sieche
4.3.).

4.2. Binire Polymorphismen im Y-STR-Stammbaum

Mit der Frage, ob Y-chromosomale STRs zuverldssige Stammbédume liefern,
beschiftigen sich Forster et al. (2000). Zu Grunde gelegt wurden méannliche Individuen
aus verschiedenen Populationen, unter anderem die auch in dieser Arbeit analysierten
Populationen. Neben der Analyse von Y-chromosomalen bindren Markern (YAP, SRY-
1532 und 92R7) erfolgte die Typisierung der STR-Loci DYS19, DXYS156-Y,
DYS389, DYS390, DYS392 sowie DYS393. Die Amplifikation erfolgte nach Kayser et
al. (1997) und Rolf et al. (1999). Die Amplifikate wurden auf silbergefirbten
Polyacrylamidgelen dargestellt. Die Loci DYS389 und DYS390 wurden direkt
sequenziert.

Da die oben genannten Y-STRs von der Rekombination ausgeschlossen sind, kénnen
Haplotypen definiert werden, die zur Rekonstruktion phylogenetischer Stammbidume
beitragen. Im Gegensatz zu den autosomalen STRs kann somit eine ménnliche
Abstammungslinie von Generation zu Generation verfolgt werden, was dazu fiihrt, dass
Mutationseffekte unmittelbar zu beobachten sind, ohne dass Allelverdnderungen
aufgrund von Rekombinationen eine Rolle spielen. Um nun verwandtschaftliche
Beziehungen zwischen einzelnen Individuen durch Vergleiche der Haplogruppen
darzustellen, werden phylogenetische Netzwerkmethoden angewandt, die {iiber
verschiedene Rechenalgorithmen dhnliche Haplotypen z.B. in einem Ast gruppieren.
Zeigt sich idealerweise mittels einzelner Haplotypen eine populationsspezifische
Verteilung, so konnen z.B. Thesen iiber die vermutliche GroBe einer Griinderpopulation
erstellt  werden. Die  Netzwerkmethoden lassen sich in  verschiedene

Netzwerkalgorithmen unterteilen: Zur Darstellung phylogenetischer Stammbdume auf
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der Grundlage Y-chromosomaler Haplotypen kommt neben der ,reduced-median‘-
Methode (Bandelt et al. 1995) die Methode des medianen Netzwerkes (,,median-joining
phylogenetic network method®, Bandelt et al. 1999) zur Anwendung.

Da die Mutationsrate fiir verschiedene Y-STR-Loci stark variiert, ist es fiir die
Berechnung mittels o.g. Netzwerkmethoden unerldsslich, den Einfluss schnell
mutierender und damit instabiler Systeme gering zu halten. Um Verzerrungen wie z.B.
parallele Mutationsereignisse durch instabile Y-STR-Marker zu vermeiden, wurden
diese in diversen Berechnungen nicht beriicksichtigt (Forster et al. 2000). Um stabilere
STR-Marker starker hervorzuheben und um plausiblere Diagramme zu erhalten, wurden
diese Marker bei der Berechnung mit einer hoheren Gewichtung belegt. In
verschiedenen Arbeiten (Rolf et al. 1998, Forster et al 1998) war zuvor gezeigt worden,
dass die einzelnen Y-STRs sehr komplex und variabel sind.

Fiihrt nun die Einbeziehung stabilerer Systeme (biallelische Marker) zur plausibleren
Darstellung auch weiter zuriickliegender Ereignisse? Oder lassen sich STR-
Stammbiume durch binidre Marker verifizieren?

Um frithe phylogenetische Ereignisse darzustellen, wurde die reduced median (RM)
Netzwerkmethode (Bandelt et al. 1995) angewandt. SchlieBlich wurde mit Hilfe
anzestraler Y-chromosomaler biallelischer Marker aus der vorliegenden Arbeit der auf
Y-STRs basierende Stammbaum iiberpriift. Bei den bindren Markern wurden fiinf
Mutationsereignisse beriicksichtigt, denn bei der YAP-Insertion wurde zusitzlich
zwischen einer langen und einer kurzen Insertion unterschieden. Des Weiteren
beschrieben Jobling et al. 1997, dass es zwei frithe unabhéngige SRY-1532 Mutationen
gibt. Der Y-STR-Stammbaum basiert auf 187 Y-Chromosomen. Nach Kombination mit
den bindren Loci zeigt sich ein plausibler Stammbaum. Im Falle der YAP-Insertion
demarkiert sich im STR-Netzwerk keine Unterteilung in YAP-Mutation oder YAP-
Wildtyp. Es ist jedoch eine Differenzierung bzgl. der Lingenvarianten erkennbar, denn
es zeigt sich eine Gruppierung der kurzen YAP-Variante, sodass bei der ldngeren
Variante von einem anzestralen Ursprung ausgegangen werden kann (Forster et al.
2000). Des Weiteren teilt das Netzwerk die zwei unabhingigen SRY-1532-Mutationen
in Afrikaner und Nicht-Afrikaner in Ubereinstimmung mit dem biallelischen Baum,

enwickelt von Jobling et al. 1997. Die Wurzel des Y-STR-Stammbaumes wurde
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erwartungsgemill demarkiert durch den SRY-1532-Polymorphismus (Jobling et al.
1997) und wurde in der Population der Buschménner gefunden. Ferner beschrieb bereits
Scozzari et al. 1997 dieses Phinomen in seiner Arbeit, in der er sich schwerpunktmifig
mit den Y-Chromosomen der afrikanischen Bevolkerung beschiftigte. Die Marker
SRY-1532 und 92R7 wurden der ,,Weillen Population® zugeordnet. Allerdings kam es
mittels Y-STR in dieser Gruppe zu keiner weiteren internen Auflosung. Wird jedoch der
von Jobling et al. konstruierte Stammbaum (siehe Abb. 32) zu Grunde gelegt, erhilt
man mittels Y-STRs eine Auflosung der tiefsten Knoten der biallelischen Marker
(Gruppe 2, Jobling et al. 1997) aufgrund von DXYS156-Y. Die Tatsache bleibt
bestehen, dass sich STRs aufgrund ihrer hoheren Mutationsrate eher eignen fiir
Analysen weniger weit zuriickliegender Ereignisse in der humanen Evolution (Jobling &
Tyler-Smith 1995). Fiir weiter zuriickreichende populationsgenetische Untersuchungen

sind Marker mit niedriger Mutationsrate besser geeignet.
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Abb. 32: Stammbaum nach Jobling et al. 1997
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4.3. Haplogruppenzuordnung

Um verwandtschaftliche Beziehungen iibersichtlicher darzustellen, wurden in dieser
Arbeit die 380 typisierten Individuen auf der Basis der etablierten bindren Markern
(YAP, SRY-1532 und 92R7) Haplogruppen zugeordnet. Aufgrund der typisierten
Y-Polymorphismen, konnen theoretisch acht verschiedene Haplogruppen definiert
werden. Modifiziert nach dem phylogenetischen Stammbaum nach YCC (2002) kann es
die HG I, IIT und VIII nicht geben, da erstens eine Y AP-Insertion und eine Mutation im
Locus 92R7 nicht gleichzeitig vorliegen kann und zweitens eine alleinige Y AP-Insertion
nicht moglich ist (siehe Abb. 24). Die HG II, IV, V, VI, und VII lassen sich wie in
Abbildung 31 gezeigt, zuordnen. Aufgrund der wenigen SNPs und der verschieden
Populationen innerhalb einer HG (siehe Tabelle 6), ist iiber die verwandtschaftlichen
Verhiltnisse keine eindeutige Aussage zu treffen. Jede einzelne HG enthilt in der Regel
eine Anzahl verschiedener Y-Chromosomen, die die gleichen bindren Polymorphismen
aufweisen, jedoch in den Y-STRs-Haplotypen variieren. Die Haplotypen werden
bevorzugt in Netzwerken dargestellt, da sie Hin- und Riickmutationen, sowie parallelen
Mutationen unterliegen (Y Chromosome Consortium 2002). Die European DNA
Profiling Group (EDNAP) beschiftigt sich im Rahmen von Forschungsprojekten mit
der Anwendbarkeit von bindren Y-chromosomalen Polymorphismen. Brion et al.
veroffentlichten hierzu 2004 eine Arbeit, in der 95 westfilische Minner basierend auf
11 binédren Polymorphismen typisiert wurden. Die 13 definierten HG wurden nach YCC
in einem phylogenetischen Baum und als Tortendiagramm dargestellt, welches die
HG-Diversitit anzeigt. Mit diesen Ergebnissen konnen somit Vergleiche zu anderen
europdischen Populationen getroffen werden. Jobling und Tyler-Smith beschiftigten
sich 2000 mit Haplogruppenfrequenzen. In der Arbeit wurden Populationen von fiinf
verschiedenen Kontinenten typisiert. Die Haplogruppenfrequenz wurde fiir die
einzelnen Populationen in phylogenetischen Bédumen dargestellt und zeigt die
unterschiedlichen Verteilungen. Im Jahr 2008 wurde der YCC-Stammbaum (2002) von
Karafet et al. modifiziert. Auf der Grundlage von ca. 600 bindren Markern, werden 311
verschiedene Haplogruppen und zwei neue Haupthaplogruppen (S und T) dargestellt.
Das Ziel war es, aufgrund der mittlerweile mehr als 400 neu entdeckten binidren

Polymorphismen die Abstammungslinien der Y-Chromosomen weiter aufzulosen, um
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die evolutiondren Verwandtschaftsverhiltnisse aufzuzeigen. Durch neu entdeckte
Mutationen konnten einzelne Kladen weiter aufgespalten, geteilt oder zusammengefiihrt
werden. Die HG I und J wurden z.B. zur ,,IJ-clade®, sechs neue SNPs vereinigten die N-
und O-Abstammungslinien zur ,,NO-clade* und durch den SNP P143 verinderte sich
die Topografie. Durch die Vereinigung der Haupthaplogruppen C und FT, wurde der
Baum polychotom (vielzweigig). Bzgl. der Nomenklatur wurde die mutationsbasierte
Methode verfolgt, wodurch die HG durch die letzte Mutation benannt werden, z.B. E-
MSI1.

Unter Beriicksichtigung der in dieser Arbeit gezeigten HG und dem Vergleich mit YCC
2002 (sieche Abbildung 5) gibt es geringe Verdnderungen Die HG VII wird ergénzend
den Haupthaplogruppen S und T zugeordnet. Des Weiteren findet sich die HG VI
zusitzlich in der clade R1b* und Untergruppen, sowie R2 wieder. Die HG II findet sich
in der DE-clade und in der Untergruppe DE*, die durch die Entdeckung des SNP M 174
die YAP-clade neu definiert (Weale et al. 2003). Bislang blieb trotz zusitzlicher
Aufzweigung innerhalb der HG DE die Frage nach der urspriinglichenYAP-

Abstammung offen.

4.4. Y-STRs

Eine Vielzahl von STRs stehen heute fiir Populationsstudien sowie fiir moderne
forensische Untersuchungen zur Verfiigung. Die Typisierung dieser Loci hat den
Vorteil, dass kurze Amplikonldngen untersucht werden konnen. Die PCR stellt eine
duBerst einfache und sichere Analysemethode dar. Der hohe Individualisierungsgrad bei
der simultanen Analyse mehrer Marker (Multiplex) und die Vorteile, dass DNA aus
jeder kernhaltigen Zelle extrahiert werden kann und fiir die PCR nur wenig Material
benotigt wird, erklirt die breite Anwendung dieser Polymorphismen in der Forensik.
Ausgehend von der Tatsache, dass viele Gewaltverbrechen von Minnern veriibt werden,
bieten sich Y chromosomale DNA Typisierungen fiir die Identifizierung von Spuren an,
besonders in den Fillen, wo ménnliche und weibliche kernhaltige Zellen gemischt
vorliegen und fiir die Analyse mit autosomalen STRs durch differenzielle Zelllyse

getrennt werden miissen (Jobling et al. 1997).
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Aufgrund der paternalen Vererbung Y-spezifischer Loci ist es wie bereits erwihnt
moglich, Y-STRs in HT und Y-SNPs in HG zusammen zu fassen. Unter
rechtsmedizinischen Gesichtspunkten ist die Zusammenfassung hilfreich um eine
mainnliche Person effizienter charakterisieren zu konnen, als das iiber Einzel-Locus-
Allelfrequenzen moglich ist. Wenn es sich bei der Analyse von Y-STRs bei Téter und
Spur um ein zufillig gleich bestehender Haplotyp handelt, kann bei unterschiedlich
vorliegender HG weiter diskriminiert werden, wie im folgendem beschrieben wird.
Desweiteren konnen Populationsstrukturen genauer beschrieben werden.

Die Charakterisierung der in dieser Arbeit analysierten neun Populationen zeigt unter
Einbezug der im Institut fiir Rechtsmedizin Miinster analysierten 8 Y-STRs (DYS19,
DXYS156-Y, DYS389I, DYS389II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393) folgende
Resultate:

Nach Y-STR-Typisierung von 323 Proben finden sich 254 Haplotypen. Von diesen 254
Haplotypen gibt es 45 Haplotypen, die mehrfach vorkommen. D.h., dass 209 HT (82 %)
nur in jeweils einem der 323 Individuen zu beobachten war. Dadurch wird der Grad an
Variabilitit der Y-chromosomalen HT verdeutlicht. Von den o.g. 45 Haplotypen konnen
durch SNP-Typisierung (YAP, SRY-1532 und 92R7) fiinf Haplotypen weiter
diskriminiert werden, sodass 323 Individuen 259 Haplotypen enthalten.

Die Y-chromosomalen SNPs definieren bereits lang bestehende Haplogruppen. Unter
forensischen Gesichtspunkten weisen Haplogruppen eine geografische Spezifitit auf
und konnen somit Hinweise auf die geografisch/ethnische Abstammung eines z. B.
unbekannten Spurenverursachers geben. In dieser Arbeit wurden die analysierten
Haplogruppen unter Punkt 3.2. grafisch dargestellt. Die Kreisdiagramme zeigen, dass
die Haplogruppendiversitit in den einzelnen Populationen sehr unterschiedlich ist,
wobei die dargestellten Netzwerke die jeweiligen Populationen mit den entsprechenden
Mutationsereignissen darstellen und somit die verwandtschaftlichen Zusammenhénge
deutlicher werden.

Insgesamt wird deutlich, dass drei Y-SNPs nicht ausreichen, um spezifische
Populationsaffinitidten darzustellen. Wie bereits oben erwihnt sind mittlerweile etwa
600 unterschiedliche Y-SNPs bekannt, wodurch Verwandtschaftverhiltnisse effizienter

und standardisierter in phylogentischen Stammbédumen darzustellen sind (Karafet et al.
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2008). Besonders in der forensischen Fallarbeit sind SNP-Haplogruppen zu
beriicksichtigen, da sie Haplotypen weiter zu diskriminieren vermogen (Gusmao et al.
2006).

Der aktuelle Trend geht dahin, dass mittlerweile autosomale SNPs in einer Multiplex-
Reaktion typisiert werden. Basierend auf der Arbeitsgruppe ,,The SNPforID
consortium* (Bgrsting et al. 2008) entwickelte die Firma Applied Biosystems eine neue
SNP Typisierungs-methode (GenPlex), in der 48 autosomale SNPs und Amelogenin

nachgewiesen werden konnen (Tomas et al. 2008).
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Ergebnistabellen der Y-chromosomalen STR-und der SNP-Systeme

Proben-Nr. DYS19 | DXYS156-Y | DYS3891 | DYS389 11 | DYS390 | DYS391 | DYS392 | DYS393 YAP |SRY1532| 92R7
Buschmann 7 12 12.1 14 29 21 10 13 11 WT WT WT
Buschmann 14 16 11.1 14 30 20 9 11 13 WT G WT
Han Chinese 1 14 12.1 13 29 23 9 15 13 WT G WT
Han Chinese 3 15 13.1 12 29 23 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 4 15 11.1 13 29 23 10 11 14 WT G WT
Han Chinese 5 17 13.1 13 28 22 10 14 12 WT G WT
Han Chinese 6 14 12.1 14 31 23 10 14 13 WT G WT
Han Chinese 7 13 12.1 14 31 24 9 14 14 WT G WT
Han Chinese 8 16 11.1 13 30 23 10 11 15 WT G WT
Han Chinese 9 16 11.1 13 29 23 10 11 14 WT G WT
Han Chinese 11 17 13.1 12 28 25 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 13 14 14.1 12 27 24 10 14 12 WT G WT
Han Chinese 14 16 11.1 13 29 24 10 11 15 WT G WT
Han Chinese 15 15 12.1 13 29 23 10 14 13 WT G WT
Han Chinese 16 16 13.1 13 29 24 10 12 12 WT G WT
Han Chinese 17 15 12.1 13 29 22 10 14 13 WT G WT
Han Chinese 18 16 11.1 13 29 24 10 11 15 WT G WT
Han Chinese 19 17 13.1 12 28 25 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 20 16 13.1 13 28 24 10 13 13 WT G WT
Han Chinese 22 17 11.1 13 30 23 11 11 14 WT G WT
Han Chinese 23 15 13.1 13 29 25 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 24 15 13.1 12 28 23 10 12 12 WT G WT
Han Chinese 25 16 13.1 12 30 24 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 26 15 13.1 12 29 24 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 27 16 12.1 14 30 23 10 14 13 WT G T
Han Chinese 28 16 11.1 13 30 23 10 11 14 WT G WT
Han Chinese 29 16 11.1 13 31 24 10 11 15 WT G WT
Han Chinese 31 16 13.1 12 29 25 10 14 12 WT G WT
Han Chinese 32 14 12.1 14 30 23 10 11 12 WT G WT
Han Chinese 33 15 13.1 14 30 24 10 12 12 WT G WT
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Proben-Nr. DYS19 DXYS156-Y | DYS3891 | DYS389 1l | DYS390 | DYS391 | DYS392 | DYS393 YAP SRY1532| 92R7
Han Chinese 35 15 12.1 13 29 25 10 13 13 WT G WT
Han Chinese 37 15 11.1 13 29 23 10 11 14 WT G WT
Han Chinese 38 16 13.1 12 30 24 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 39 16 13.1 12 28 23 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 40 16 11.1 13 29 24 10 11 13 WT G WT
Han Chinese 41 15 13.1 13 30 23 10 13 13 WT G WT
Han Chinese 42 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Han Chinese 43 14 11.1 13 29 24 10 11 13 WT G WT
Han Chinese 44 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Han Chinese 45 16 13.1 12 29 22 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 46 15 12.1 11 27 23 11 14 13 WT G WT
Han Chinese 47 15 11.1 13 29 25 10 11 13 WT G WT
Han Chinese 48 14 13.1 13 30 23 10 12 12 WT G WT
Han Chinese 49 14 13.1 12 28 23 10 12 12 WT G WT
Han Chinese 52 14 12.1 12 30 24 10 14 13 WT G WT
Han Chinese 53 16 13.1 12 29 24 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 54 15 13.1 13 30 23 10 12 12 WT G WT
Han Chinese 55 16 12.1 13 28 23 10 13 13 WT G WT
Han Chinese 57 17 13.1 12 28 23 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 58 15 13.1 12 28 23 10 13 13 WT G WT
Han Chinese 59 13 11.1 12 29 23 10 12 12 WT G WT
Han Chinese 60 15 13.1 12 29 23 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 63 14 12.1 13 29 23 10 15 13 WT G WT
Han Chinese 64 15 12.1 14 30 24 10 13 14 WT G WT
Han Chinese 66 15 12.1 12 29 23 10 14 13 WT G WT
Han Chinese 67 17 13.1 12 27 24 10 13 13 WT G WT
Han Chinese 68 13 13.1 12 30 25 10 13 13 WT G WT
Han Chinese 70 14 14.1 13 29 23 10 14 12 WT G WT
Han Chinese 71 15 11.1 13 29 24 10 11 13 WT G WT
Han Chinese 73 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Han Chinese 74 13 12.1 14 30 25 9 13 14 WT G T
Han Chinese 76 15 13.1 12 29 23 10 12 12 WT G WT
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Proben-Nr. DYS19 DXYS156-Y | DYS3891 | DYS389 1l | DYS390 | DYS391 | DYS392 | DYS393 YAP SRY1532| 92R7
Han Chinese 80 15 11.1 13 30 24 11 11 15 WT G WT
Han Chinese 82 15 13.1 13 29 23 10 12 12 WT G WT
Han Chinese 86 15 14.1 12 28 23 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 87 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Han Chinese 88 14 13.1 12 30 23 11 12 12 WT G WT
Han Chinese 89 15 12.1 12 27 23 10 14 13 WT G WT
Han Chinese 90 15 13.1 12 27 21 11 14 12 WT G WT
Han Chinese 92 14 14.1 13 29 23 10 14 12 WT G WT
Han Chinese 93 16 13.1 12 28 26 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 94 15 13.1 13 29 25 10 13 12 WT G WT
Han Chinese 97 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Han Chinese 98 14 12.1 14 30 23 11 15 14 WT G WT
Han Chinese 99 15 13.1 12 29 24 10 12 12 WT G WT
Han Chinese 100 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Japaner 2 15 12.1 13 29 22 10 13 13 WT G WT
Japaner 5 17 11.1 15 32 25 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 12 17 11.1 14 32 24 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 13 16 11.1 14 30 24 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 14 17 11.1 14 31 25 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 17 15 12.1 14 30 22 10 13 13 WT G WT
Japaner 19 17 11.1 14 31 25 11 11 13 Insertion G WT
Japaner 20 15 12.1 14 30 22 10 13 13 WT G WT
Japaner 21 15 12.1 14 29 23 10 13 13 WT G WT
Japaner 27 14 14.1 11 27 23 10 13 12 WT G WT
Japaner 29 15 12.1 14 30 22 10 14 13 WT G WT
Japaner 30 16 11.1 13 30 25 10 13 13 Insertion G WT
Japaner 31 15 11.1 14 32 26 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 39 15 11.1 14 30 26 10 11 12 Insertion G WT
Japaner 42 16 13.1 12 29 25 10 13 12 WT G WT
Japaner 43 16 11.1 13 31 24 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 45 15 12.1 13 29 22 10 13 13 WT G WT
Japaner 53 16 12.1 14 30 23 10 13 13 WT G WT
Japaner 54 14 12.1 14 29 22 10 14 14 WT G WT
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Proben-Nr. DYS19 DXYS156-Y | DYS3891 | DYS389 1l | DYS390 | DYS391 | DYS392 | DYS393 YAP SRY1532| 92R7
Japaner 56 17 13.1 12 28 25 10 13 12 WT G WT
Japaner 60 17 11.1 13 30 24 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 63 16 13.1 12 29 24 10 13 12 WT G WT
Japaner 64 17 11.1 13 29 26 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 65 15 11.1 14 29 23 10 11 15 WT G WT
Japaner 66 16 11.1 12 28 23 10 11 14 WT G WT
Japaner 70 15 12.1 14 30 22 10 13 13 WT G WT
Japaner 75 17 11.1 13 29 23 11 11 14 Insertion G WT
Japaner 76 15 11.1 14 31 25 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 79 17 11.1 14 31 25 11 11 13 Insertion G WT
Japaner 80 16 13.1 12 30 26 10 14 12 WT G WT
Japaner 83 13 12.1 15 31 22 10 14 13 WT G WT
Japaner 84 15 11.1 13 30 25 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 95 17 11.1 14 31 25 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 97 16 13.1 12 29 24 10 13 12 WT G WT
Japaner 98 17 11.1 13 30 25 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 102 16 13.1 12 29 24 10 13 12 WT G WT
Japaner 104 15 12.1 14 30 22 10 13 13 WT G WT
Japaner 107 17 13.1 12 30 23 10 13 12 WT G WT
Japaner 110 17 11.1 14 31 24 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 111 15 11.1 14 30 23 10 11 14 WT G WT
Japaner 114 16 11.1 13 29 23 12 11 15 WT G WT
Japaner 115 16 13.1 12 29 23 10 12 12 WT G WT
Japaner 118 15 12.1 14 31 23 10 13 13 WT G WT
Japaner 119 16 13.1 11 27 23 10 12 12 WT G WT
Japaner 120 16 12.1 14 29 22 10 13 13 WT G WT
Japaner 125 17 11.1 13 30 26 11 11 13 Insertion G WT
Japaner 127 17 11.1 14 31 25 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 128 17 11.1 14 31 24 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 129 15 12.1 14 29 22 11 13 13 WT G WT
Japaner 130 17 13.1 13 30 24 11 13 13 WT G WT
Japaner 131 15 11.1 13 30 25 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 133 17 11.1 13 30 25 10 11 13 Insertion G WT
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Japaner 136 15 11.1 13 30 25 10 11 13 Insertion G WT
Japaner 138 15 12.1 14 30 22 10 13 13 WT G WT
Ovambo 1 15 11.1 13 31 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 5 15 11.1 12 30 21 10 12 13 Insertion G WT
Ovambo 13 16 11.1 13 29 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 17 16 11.1 13 29 21 10 11 15 Insertion G WT
Ovambo 18 16 11.1 13 30 21 10 11 14 Insertion G WT
Ovambo 21 14 11.1 12 28 25 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 25 16 11.1 14 32 24 10 11 13 WT G WT
Ovambo 30 16 11.1 13 30 22 10 11 14 Insertion G WT
Ovambo 40 15 11.1 13 29 21 10 11 14 Insertion G WT
Ovambo 41 15 11.1 13 30 21 11 11 14 Insertion G WT
Ovambo 52 15 11.1 13 31 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 54 13 11.1 10 28 24 11 11 14 Insertion G WT
Ovambo 56 16 11.1 13 29 21 10 11 15 Insertion G WT
Ovambo 60 15 11.1 13 30 21 10 11 14 Insertion G WT
Ovambo 64 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
Ovambo 65 15 11.1 12 30 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 68 15 11.1 12 29 21 10 11 14 Insertion G WT
Ovambo 69 16 11.1 13 30 21 10 11 14 Insertion G WT
Ovambo 71 15 11.1 13 30 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 72 15 11.1 13 30 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 73 15 11.1 12 30 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 74 17 11.1 13 30 21 10 11 15 Insertion G WT
Ovambo 78 15 11.1 13 32 24 10 11 14 WT G WT
Ovambo 80 15 11.1 13 31 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 84 15 11.1 14 32 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 87 16 12.1 12 29 22 10 11 12 WT G WT
Ovambo 107 15 11.1 13 30 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 108 15 11.1 13 31 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 113 16 11.1 13 30 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 116 15 11.1 12 31 21 10 11 12 Insertion G WT
Ovambo 117 15 11.1 13 30 21 10 11 14 Insertion G WT
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Ovambo 118 15 11.1 13 29 21 10 11 14 Insertion G WT
Ovambo 136 16 11.1 13 30 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 139 16 11.1 13 30 21 10 11 14 Insertion G WT
Ovambo 146 16 11.1 13 30 21 10 11 15 Insertion G WT
Ovambo 149 15 11.1 13 31 21 10 11 15 Insertion G WT
Ovambo 154 14 11.1 12 28 23 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 157 17 11.1 13 29 21 10 11 15 Insertion G WT
Ovambo 161 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
Ovambo 169 14 11.1 13 30 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 171 15 11.1 14 32 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 172 15 11.1 14 32 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 174 15 11.1 13 31 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 176 16 11.1 14 32 24 10 11 13 WT G WT
Ovambo 177 15 11.1 12 30 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 181 14 11.1 12 28 24 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 185 15 11.1 13 30 21 10 11 12 Insertion G WT
Ovambo 186 15 11.1 13 32 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 188 15 11.1 13 30 21 10 11 13 Insertion G WT
Ovambo 189 15 11.1 13 32 21 11 11 13 Insertion G WT
Ovambo 191 16 11.1 13 30 21 10 11 15 Insertion G WT
Turke 4 14 12.1 12 29 23 10 11 13 WT G WT
Turke 5 15 12.1 12 29 21 10 11 14 WT G WT
Turke 9 14 13.1 13 30 24 9 13 14 WT G WT
Tirke 12 15 12.1 14 34 24 11 11 13 WT G T
Turke 15 16 12.1 13 31 25 11 11 13 WT WT WT
Tirke 22 13 11.1 12 29 23 10 12 13 Insertion G WT
Turke 26 14 12.1 12 28 23 10 11 12 WT G WT
Tirke 29 13 11.1 12 31 24 10 11 12 Insertion G WT
Turke 32 17 12.1 13 31 24 11 11 12 WT WT T
Turke 33 14 12.1 13 28 23 10 14 13 WT G WT
Tirke 34 14 11.1 14 31 24 10 11 13 Insertion G WT
Turke 38 14 12.1 13 29 24 11 13 12 WT G WT
Turke 39 15 12.1 12 28 23 10 11 12 WT G WT
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Turke 40 14 12.1 13 30 23 10 14 13 WT G WT
Tirke 43 13 12.1 13 30 25 11 11 13 Insertion G WT
Turke 44 14 12.1 13 29 23 10 11 12 WT G WT
Turke 45 14 12.1 13 31 25 11 11 13 WT WT T
Tlrke 46 14 12.1 13 30 25 10 11 13 WT WT T
Turke 47 15 12.1 12 28 25 10 11 12 WT G WT
Turke 48 15 12.1 12 29 25 10 11 13 WT WT T
Turke 50 13 12.1 13 29 24 10 13 12 WT G T
Turke 51 15 12.1 13 30 23 11 13 13 WT G T
Turke 52 14 12.1 13 30 23 10 11 12 WT G WT
Turke 53 16 12.1 13 31 24 11 11 12 WT WT T
Turke 54 14 12.1 13 29 23 10 11 12 WT G WT
Turke 56 16 12.1 12 28 21 10 11 13 WT G WT
Turke 57 14 12.1 13 31 23 10 11 12 WT G WT
Tlrke 59 13 12.1 13 30 24 10 11 13 Insertion G WT
Turke 60 15 12.1 12 29 24 11 11 13 WT WT T
Tirke 61 15 12.1 13 30 25 10 11 13 Insertion G WT
Tirke 64 13 11.1 13 32 24 10 11 13 Insertion G WT
Turke 65 14 12.1 13 29 23 10 11 12 WT G T
Tirke 68 14 12.1 12 29 22 11 12 12 Insertion G WT
Tirke 72 13 11.1 13 32 24 10 11 13 WT WT T
Turke 83 17 12.1 13 31 24 11 11 13 WT WT T
Turke 91 15 12.1 12 29 24 10 11 12 WT G WT
Tlrke 94 14 13.1 13 29 23 11 13 12 WT G T
Turke 95 13 12.1 14 30 22 10 11 13 WT G WT
Turke 96 15 12.1 13 31 24 10 11 12 WT G WT
Turke 97 16 12.1 13 29 23 10 11 12 WT G WT
Tiurke 102 13 13.1 14 31 24 10 11 12 Insertion G WT
Tiurke 103 14 12.1 14 30 24 13 13 12 WT G T
Turke 107 16 12.1 14 31 25 11 11 12 WT WT T
Tirke 108 15 12.1 14 30 25 11 11 13 WT WT T
Turke 109 15 12.1 13 29 23 11 11 12 WT G WT
Tirke 110 14 12.1 14 29 24 10 14 12 WT G T
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Tlrke 111 15 12.1 14 31 23 10 15 14 WT G WT
Torke 112 15 12.1 12 28 22 10 12 14 WT G WT
Tirke 113 14 12.1 14 30 24 11 13 13 WT G T
Torke 114 14 12.1 13 30 23 10 11 12 WT G WT
Tirke 115 14 12.1 13 28 24 11 14 12 WT G T
Tirke 116 15 12.1 12 28 22 10 11 14 WT G WT
Torke 117 14 12.1 12 28 24 11 13 13 WT G T
Torke 119 15 12.1 13 29 23 10 11 14 WT G WT
Turke 120 15 12.1 13 28 23 10 11 12 WT G WT
Turke 127 14 12.1 14 31 23 10 13 13 WT G WT
Tirke 128 14 12.1 14 30 24 12 13 13 WT G T
Tirke 136 17 12.1 12 28 21 10 11 15 WT G WT
Torke 139 14 12.1 14 30 24 10 11 12 WT G WT
Tirke 143 15 12.1 13 29 23 9 11 15 WT G WT
Tirke 149 15 12.1 12 29 25 10 13 12 WT G WT
Turke 150 16 11.1 14 30 23 9 11 14 WT G WT
Turke 151 15 12.1 13 28 23 11 11 12 WT G WT
Tiurke 162 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Tirke 163 14 12.1 13 30 23 10 12 12 WT G WT
Turke 164 15 12.1 12 28 24 11 11 12 WT G WT
Tirke 167 13 11.1 12 30 22 10 11 13 Insertion G WT
Tirke 176 16 12.1 13 31 24 11 11 13 WT G WT
Tirke 178 16 12.1 13 30 25 11 11 13 WT WT T
Tirke 179 14 12.1 13 28 24 11 14 12 WT G T
Turke 180 15 12.1 13 30 23 9 11 15 WT WT T
Tirke 181 13 11.1 12 30 22 10 11 13 Insertion G WT
Tirke 182 14 12.1 12 27 23 10 11 12 WT G WT
Tirke 183 14 12.1 13 29 22 10 11 12 WT G WT
Tirke 184 14 12.1 14 30 24 11 13 12 WT G T
Turke 185 15 12.1 13 29 24 10 11 12 WT G WT
Tirke 186 17 12.1 13 31 25 11 11 13 WT WT T
Torke 187 14 12.1 13 29 24 11 13 13 WT G T
Tilrke 189 13 11.1 13 30 24 10 11 13 Insertion G WT
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Tirke 192 16 12.1 13 31 24 11 11 13 WT WT T
Tirke 194 14 12.1 14 30 25 10 11 12 WT G WT
Tirke 196 14 12.1 13 30 23 10 11 12 WT G WT
Tiurke 197 13 12.1 15 31 22 10 15 13 WT G T
Tirke 198 14 12.1 14 31 23 10 11 12 WT G WT
Tirke 3.45 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Tirke 6.24 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
Deutscher 1.06 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 1.21 14 12.1 13 29 24 11 13 13 WT G T
Deutscher 1.36 14 12.1 13 29 24 12 13 13 WT G T
Deutscher 1.39 14 12.1 13 30 24 10 15 13 WT G T
Deutscher 1.45 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 1.51 14 12.1 13 29 23 11 13 13 WT G T
Deutscher 1.54 14 12.1 13 29 23 10 13 13 WT G T
Deutscher 1.57 14 12.1 13 29 24 12 13 13 WT G T
Deutscher 1.6 14 13.1 12 28 22 10 11 13 WT G WT
Deutscher 1.69 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
Deutscher 1.72 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 1.78 14 12.1 13 31 24 10 13 13 WT G T
Deutscher 2.03 14 12.1 12 28 23 10 13 13 WT G T
Deutscher 2.06 14 12.1 13 29 24 12 13 13 WT G T
Deutscher 2.15 14 12.1 13 29 24 11 13 13 WT G T
Deutscher 2.18 14 12.1 13 29 23 12 13 13 WT G T
Deutscher 2.21 14 12.1 14 30 24 10 13 13 WT G T
Deutscher 2.27 14 12.1 13 29 24 11 13 14 WT G T
Deutscher 2.36 15 12.1 12 28 22 10 11 13 WT G T
Deutscher 2.39 14 12.1 13 29 25 10 14 13 WT G T
Deutscher 2.48 14 12.1 13 29 24 11 13 12 WT G T
Deutscher 2.6 16 12.1 13 30 25 10 11 13 WT WT T
Deutscher 2.63 15 12.1 13 30 26 11 11 13 WT WT T
Deutscher 2.69 16 12.1 13 31 24 11 11 13 WT G WT
Deutscher 2.72 14 12.1 13 29 24 11 14 14 WT G T
Deutscher 2.81 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
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Deutscher 3.03 16 12.1 12 28 21 10 11 14 WT G WT
Deutscher 3.06 15 12.1 13 29 25 11 14 13 WT G WT
Deutscher 3.18 14 12.1 14 30 24 11 13 13 WT G T
Deutscher 3.3 15 12.1 13 31 24 10 11 13 WT WT T
Deutscher 3.39 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 3.45 14 12.1 12 28 23 10 11 12 WT G WT
Deutscher 3.51 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 4.03 14 12.1 13 29 24 11 13 13 WT G T
Deutscher 4.06 15 12.1 13 31 25 10 11 13 WT WT T
Deutscher 4.09 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 4.36 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 4.48 14 12.1 13 29 24 11 13 13 WT G T
Deutscher 4.54 14 12.1 13 31 23 11 13 12 WT G T
Deutscher 4.57 16 12.1 13 31 23 11 11 13 WT G WT
Deutscher 4.78 15 12.1 12 29 22 10 11 12 WT G WT
Deutscher 4.81 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
Deutscher 5.03 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
Deutscher 5.06 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 5.12 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 5.15 14 12.1 12 30 22 10 11 13 WT G WT
Deutscher 5.21 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
Deutscher 5.33 14 12.1 12 29 22 10 11 13 WT G WT
Deutscher 5.36 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 5.39 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 5.42 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
Deutscher 5.45 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
Deutscher 5.48 14 12.1 13 29 23 11 13 13 WT G T
Deutscher 5.51 14 11.1 13 29 23 10 13 13 WT G T
Deutscher 5.57 14 12.1 12 28 22 10 11 13 WT G WT
Deutscher 5.66 15 10.1 13 29 23 10 12 14 WT G WT
Deutscher 5.72 17 12.1 14 31 25 10 11 13 WT G T
Deutscher 5.78 14 12.1 13 29 23 11 11 13 WT G T
Deutscher 6.06 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
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Deutscher 6.15 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
Deutscher 6.18 16 11.1 13 30 21 10 11 14 Insertion G WT
Deutscher 6.21 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 6.24 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
Deutscher 6.45 14 12.1 13 29 24 10 13 13 WT G T
Deutscher 6.51 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
Deutscher 6.54 14 12.1 13 29 24 11 13 13 WT G T
Deutscher 6.57 14 12.1 13 29 22 10 13 13 WT G WT
Deutscher 6.66 16 12.1 13 29 25 10 11 13 WT WT T
Deutscher 6.69 14 12.1 13 29 24 11 13 13 WT G T
Deutscher 6.72 14 12.1 13 29 22 11 13 13 WT G T
Deutscher 6.78 16 12.1 13 31 25 11 11 13 WT G WT
Deutscher 7.09 14 12.1 13 29 24 11 13 12 WT G T
Deutscher 7.24 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
Deutscher 7.3 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 7.42 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 7.48 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 7.57 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 7.6 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
Deutscher 7.66 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 7.69 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 7.75 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
Deutscher 8.09 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT WT T
Deutscher 8.21 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
Deutscher 8.36 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 8.39 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Deutscher 8.45 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G T
Deutscher 8.48 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Mongole 236 17 12.1 12 27 22 10 12 12 WT G WT
Mongole 237 16 11.1 13 29 24 10 11 13 WT G WT
Mongole 239 14 12.1 14 30 24 10 11 12 WT G WT
Mongole 240 16 11.1 13 29 25 10 11 13 WT G WT
Mongole 241 14 14.1 12 28 25 11 14 12 WT G WT
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Proben-Nr. DYS19 DXYS156-Y | DYS3891 | DYS3891l | DYS390 | DYS391 | DYS392 | DYS393 YAP SRY1532 92R7
Mongole 242 15 11.1 14 30 25 10 11 13 WT G WT
Mongole 243 14 12.1 13 28 23 10 14 13 WT G WT
Mongole 244 16 13.1 14 31 24 10 13 12 WT G WT
Mongole 245 14 12.1 13 30 23 11 16 13 WT G T
Mongole 246 18 12.1 13 31 25 11 11 13 WT WT T
Mongole 247 16 11.1 13 29 25 10 11 13 WT G WT
Mongole 248 15 13.1 12 28 24 10 13 12 WT G WT
Mongole 249 15 12.1 13 28 23 10 11 13 WT G WT
Mongole 250 15 11.1 13 28 23 10 11 14 WT G WT
Mongole 251 15 11.1 11 28 22 10 11 14 WT G WT
Mongole 252 15 11.1 13 29 24 10 11 13 WT G WT
Mongole 253 14 12.1 14 30 23 11 14 14 WT G WT
Mongole 254 16 11.1 13 29 25 10 11 13 WT G WT
West-Pygmée 1 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
West-Pygmae 2 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
West-Pygmae 6 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
West-Pygmae 8 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
West-Pygmae 9 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. Insertion G WT
Ost-Pygmée 3 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Ost-Pygmée 5 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT
Ost-Pygmée 6 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. WT G WT

n.u. = nicht untersucht

WT = Wildtyp

YAP:
SRY-1532:
92R7

Wildtyp: keine Insertion;
Wildtyp: Adeninbase;
Wildtyp: Cytosinbase;

Mutation: Alu-Insertion

Mutation: Guaninbase

Mutation: Thymidinbase




