Aus dem Universitatsklinikum Mdinster
Institut fir Rechtsmedizin

- Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Heidi Pfeiffer -

Analyse von Mutationen der nicht-kodierenden
Hypervariablen Region | (HVI) und kodierender Einzelnukleotid-

Polymorphismen (SNPs) des mitochondrialen Genoms

INAUGURAL - DISSERTATION
zur

Erlangung des doctor medicinae

der Medizinischen Fakultat

der Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster

vorgelegt von Pfaltzer, Adrian Bernhard Wolfgang
aus Frankfurt am Main

2014



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der

Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster



Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. h.c. Wilhelm Schmitz
1. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. med. Heidi Pfeiffer

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Bernd Dworniczak

Tag der miindlichen Prifung: 11.04.2014



Zusammenfassung
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ZUSAMMENFASSUNG

Analyse von Mutationen der nicht-kodierenden Hypervariablen Region | (HVI) und kodierender

Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) des mitochondrialen Genoms

Pfaltzer, Adrian Bernhard Wolfgang

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die statistische Aussagekraft der etablierten Sanger-Sequenzierung der Hypervariablen Region |
(HVI) der mitochondrialen DNA (mtDNA) mit dem am Institut fir Rechtsmedizin (IfR) der Universitat Miinster entwickelten 32

mtDNA SNaPshot verglichen. Als statistisches MalR diente dafiir die Power of Discrimination (PD).

Das Ziel dieser Arbeit war zu belegen, dass die Haplogruppen-Bestimmung mittels 32 mtDNA SNaPshot vor der Sanger-
Sequenzierung der HVI erfolgen sollte. Dazu wurde die DNA der HVI-Region in endlich viele virtuelle Abschnitte unterteilt, die nach

Bestimmung der Haplogruppe (Hg) untersucht werden kénnen und eine maximale PD erwarten lassen.

Insgesamt wurden 861 Speichelproben auf ihre Hgn und HVI-Sequenzen untersucht und gemaR ihrer Hgn aufgeteilt. Die HVI-
Sequenzierungsdaten wurden danach in jeweils 217 fortlaufende, 120 Basenpaare (bp) lange, virtuelle DNA-Abschnitte unterteilt.
Die Lange dieser Abschnitte wurde mit 120 bp bewusst sehr kurz gewahlt, damit sie insbesondere fir die Untersuchung

degradierten Spurenmaterials geeignet sind.

Alle 861 Proben konnten erfolgreich untersucht werden. Die Ergebnisse der HVI-Sequenzierung und des SNaPshots zeigen die
typischen Merkmale und Hgn-Verteilung einer westeuropdischen Population. Mittels des SNaPshots konnten die 861 Individuen
29 Hgn zugeordnet und eine PD von 0,911 erzielt werden. Den groRten Anteil daran hat die Hg ,H’ mit 174 Individuen. Unter
Beriicksichtigung der im 32 mtDNA SNaPshot enthaltenen individualisierenden SNPs wurden 166 Haplotypen (Htn) und eine PD
von 0,957 bestimmt. Mittels der HVI-Sequenzierung konnten 343 Htn differenziert werden, die groRte Gruppe umfasst dabei 102
Individuen. Die PD lag bei 0,974.

Nach statistischer Auswertung konnte fiir 18 Hgn ein spezifischer Abschnitt der HVI-Sequenz ermittelt werden, der gemall den
vorliegenden Untersuchungsergebnissen die héchste PD bietet.

Der mtDNA SNaPshot, der zeit- und materialsparender eingesetzt werden kann, als die HVI-Sequenzierung, kann somit gut als
leistungsfahige Screening Methode eingesetzt werden. Die Ergebnisse der Hgn-Bestimmung mittels SNaPshot-Verfahren erlauben
dabei eine klare Eingrenzung der zu sequenzierenden HVI-Abschnitte, um eine maximale PD zu erzielen.

Beide Techniken kénnen so erganzend verwendet werden.

Tag der miindlichen Prifung: 11.04.2014
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Der genetische Fingerabdruck

Die Entdeckung und Weiterentwicklung des ,genetischen Fingerabdrucks’ stellt ohne Frage
einen entscheidenden Impuls fiir die Forensik, womoglich den Bedeutendsten im Verlauf des
20. Jahrhunderts dar.

Insbesondere die hohe Sensitivitat und Spezifitdt der Analyse von DNA Ubertreffen alle bis
dahin bekannten forensischen Verfahren.

In den letzten Jahren konnte sich dabei die Analyse von mitochondrialer DNA (mtDNA) als
letzte Moglichkeit des genetischen Fingerabdrucks etablieren. Dabei nimmt das am Institut fir
Rechtsmedizin (IfR) entwickelte und seit 2009 angewandte Verfahren zur Analyse von
Einzelnukleotid-Polymorphismen,  Single  Nucleotide  Polymorphisms  (SNPs), eine
entscheidende Rolle ein [39; 40; 41].

Viele bis zur Entdeckung des ,genetischen Fingerabdrucks’ als ungeldst geltende Kriminalfalle,
z.B. des ,,Green River Killers” aus Seattle [74], konnten erst dadurch aufgeklart werden, indem
der Nachweis genetischen Materials am Opfer, dem Tater, dem Tatort oder an Beweismitteln
gelang und daraus stichhaltige Beweise zur Uberfiihrung der Tater gewonnen wurden. Gary
Ridgeway, der sog. ,Green River Killer”, wurde im Jahr 2000 durch eine DNA Probe Uberfiihrt,
die er 1987 als Verdachtiger gegeben hatte.

Doch der genetische Fingerabdruck dient nicht nur als belastendes Beweismittel.

Er hat auch zur Entlastung von zahlreichen Unschuldigen gefiihrt, die durch bis dahin zur
Verfligung stehende Beweismittel und Indizien als Tater Gberflhrt galten und rechtskraftig zu
Haft- oder Todesstrafen verurteilt waren. In den USA hat sich das Innocence Project der
Aufgabe verschrieben, diesen Menschen zu ihrem Recht zu verhelfen [15, S. 8]. Bis zum 26.
Mai 2013 konnten 307 Menschen entlastet werden. Die durchschnittliche Inhaftierungsdauer
der Freigelassenen betrug dabei 13,6 Jahre [33].

Der ,genetische Fingerabdruck’ hat dadurch nicht nur das Fach der Forensik revolutioniert,

sondern das Verstandnis der Gesellschaft von Schuld und Unschuld verdndert [15, S. 8].

Was umgangssprachlich als ,genetischer Fingerabdruck’ bezeichnet wird, impliziert letztlich
diverse Moglichkeiten den Nachweis und die Zuordnung menschlicher DNA zu erbringen.
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Einleitung

(Auch in der deutschen Fachliteratur ist der englische Begriff DNA (Desoxyribonucleic Acid)
wesentlich gebrduchlicher als der deutsche Begriff DNS (Desoxyribonuklein Séure), deshalb
wurde er auch fiir diese Arbeit gewdhlt.) DNA kann in vielen verschiedenen Formen vorliegen

und es haben sich vielfaltige Techniken entwickelt sie zu nutzen.

1.2. Die Forensik vor der Entwicklung der DNA-Analytik

Im Zeitalter vor der Analyse der DNA wurde versucht durch allgemeine (Geschlecht, GréRe,
Gewicht, Korperbau, Alter, Haar- und Irisfarbe, etc.) und besondere Merkmale (Naevi,
Amputationen, Prothesen und Implantate, Narben) Menschen zu identifizieren [46, S. 90]. Das
bekannteste Mittel diirfte dabei der klassische Fingerabdruck (Daktyloskopie) sein, der bereits
seit Jahrhunderten genutzt und weiter entwickelt wurde [74]. Diesem sind jedoch erkennbar
Grenzen gesetzt sind, da er gezielt vermieden oder aufgrund postmortaler Veranderungen
nicht genutzt werden kann. Eine weitere Methode ist die odontologische Identifikation, die
auch bei starken Veranderungen der Leiche noch prazise Ergebnisse liefert, vorausgesetzt es
gibt zahnarztliche Befunde, die zum Vergleich heran gezogen werden kdnnen [46, S. 90].

Lange bevor die direkte Analyse genotypischer Merkmale der DNA moglich wurde, nutzte die
Forensik indirekt mit der Blutgruppentestung [74] genetische bedingte, phanotypische,
Merkmale zur Identifikation und Abstammungsbegutachtung. Die Madglichkeiten dabei sind
allerdings eingeschrankt, da nur die vier Blutgruppen A, B, AB und O unterschieden werden

kénnen und 40 % der Bevolkerung Trager der Blutgruppe 0 sind.

1.3. Die Entwicklung der forensischen Genetik

Als Wegbereiter der forensischen Genetik gilt Dr. Alec Jeffreys, der wahrend seiner Arbeit mit
RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) entdeckte, dass die interindividuellen
Unterschiede der VNTRS (Variable Number of Tandem Repeats) [35] die eindeutige
Identifikation eines Menschen ermoglichen [34]. Jeffreys war es auch, der den Begriff des
,genetische Fingerabdrucks’ (Genetic Fingerprinting) etablierte. Im Jahr 1987 konnte mit
seinem Verfahren der Tater zweier Morde, die sich 1983 und 1986 in der Ndhe von
Leicestershire ereigneten hatten, erfolgreich tberfiihrt werden [24]. Zuvor war ein dringend
Tatverdachtiger durch den DNA-Beweis entlastet worden [15, S. 3].
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Am Anfang des ,genetischen Fingerabdrucks’ stand die Analyse von DNA aus dem Nukleus der
menschlichen Zelle. Dieser Anteil des menschlichen Genoms wird auch als nukledare DNA
(nDNA) oder Zellkern-DNA bezeichnet. Die von Jeffreys genutzten RFLPs werden in zweierlei
Verfahren einmal als MLP (Multi Locus Probe) und SLP (Single Locus Probe) eingesetzt [15, SS.
3-5]. Insbesondere die MLP-RFLPs gelten dabei als besonders zeitaufwandig und nur
eingeschrankt geeignet fir Mischspuren, weshalb sie in vielen Laboren zuerst von SLP-RFLPs,
spater vom heute weitaus gebrauchlichsten Verfahren der STR (Short Tandem Repeat)
abgeldst wurden [15, S. 5]. STR-Verfahren bieten einen guten Kompromiss aus maximaler PD
und Bearbeitungszeit. Da sie Multiplex-fahig sind, kdnnen in kurzer Zeit groBe Mengen
untersucht werden [15, S. 5].

Der urspriingliche Set aus 13 Kern STR Loci wurde von einer Reihe von Gen-Datenbanken u. a.
dem CODIS (Combined DNA Index System) des FBI (Federal Bureau of Investigation) der USA
[13; 74] 1997 etabliert und bietet eine PD von mehr als 1 : 1 Billion zwischen nicht verwandten
Individuen [17]. Ist eine klare Zuordnung mit diesem Konsensus Set nicht moglich, kann er
durch weitere Loci ergdnzt werden. Ausgehend von den urspriinglichen 13 Standard-Loci ist
die Zahl der erganzenden CODIS Loci in den vergangenen Jahren deutlich erweitert worden. Im
Mai 2010 wurde daher vom FBI eine Arbeitsgruppe ins Leben gerufen (CODIS Core Loci
Working Group) mit der Aufgabe, den aus 13 Loci bestehenden Standard-Set zu liberpriifen
und an den aktuellen Stand der Erkenntnisse anzupassen. Voraussichtlich wird die Zahl der
Standard-Loci auf 20 bis 24 erweitert werden [23; 27; 37].

Seit den Anfangen der forensischen Genetik in den frithen 80iger Jahren wurde die Technik
rapide weiter entwickelt und nutzt heute dem jeweiligen Untersuchungsziel entsprechende
DNA-Bestandteile. Liegen ausreichende Mengen an DNA Material vor, werden STRs der nDNA
untersucht. Bei einer geringen DNA-Ausbeute kann es notwendig werden auf die
Untersuchung von SNPs zuriick zu greifen. SNPs kénnen in der nDNA aber auch in der mtDNA
gefunden werden und haben sich in den letzten Jahren als niitzlich erwiesen.

Insbesondere in Fallen mit stark degeneriertem genetischen Material nimmt die Untersuchung
der mtDNA mittlerweile eine bedeutende Rolle in der forensischen Arbeit ein [18], da sie eine
Reihe von Vorteilen bietet, die eine Identifikation auch in kritischen Fallen z.B. der Opfer und
Tater der Anschlage vom 11. September noch méglich machen [15, SS. 5, 251-255; 20].

Die ldentifikation der Opfer der Anschldge auf das World Trade Center in New York war bis
heute eine der grofRten und schwierigsten Aufgabe, der sich die forensische Genetik
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angenommen hat [15, S. 552]. Die dabei erzielten Erfolge verdeutlichen den ungeheuren
Fortschritt, den das Fachgebiet in den letzten Jahrzehnten erfahren hat.

Erforderte die Bearbeitung der von Jeffreys entdeckten RFLPs noch wenigstens eine Woche
mit chemiluminiszenten Proben und bis zu sechs bis acht Wochen mit radioaktiven Proben bei
einem DNA Bedarf von 50 bis 500 ng, so kann mit modernen PCR Verfahren die Bearbeitung in
ein bis zwei Tagen und mit einem DNA-Einsatz von 0,1 bis 1 ng [15, S. 29] erfolgen. Der geringe
DNA-Bedarf ermdglicht die Analyse von DNA-armen Spuren/Beweismitteln z.B. Haaren,
Knochen oder Urin [15, S. 49]. Mit dem von Kéhnemann et al. [39] beschriebenen 32 mtDNA
SNaPshot lieen sich sogar Proben mit einem DNA Gehalt von lediglich iber 0,02 ng
erfolgreich analysieren.

Die Bedeutung der forensischen Genetik wurde gerade auch durch das groRe mediale

Interesse an eben diesem Fall einer breiten Offentlichkeit bekannt.

1.4. Die Zelle

Zum besseren Verstindnis der genetischen Methoden in der Forensik ist eine
Auseinandersetzung mit der Biologie der DNA unerlasslich.

Die kleinste Einheit des Lebens ist die Zelle.

In der langen Evolution der Zelle haben sich zwei verschiedene Formen der Zelle entwickelt:
Eurkaryoten und Prokaryoten.

Beide Zellfamilien lassen sich anhand ihrer Struktur von einander unterscheiden, aber diese
strukturellen Unterschiede sind nur ein Aspekt zweier auch im Detail sehr verschieden

aufgebauter und arbeitender Organismen.

1.4.1. Eukaryoten

Eukaryoten sind hochst strukturierte Organismen, die von einer festen Zellwand (z.B. Pflanzen,
Pilze) oder -membran umgeben sind. In ihrem Inneren enthalten sie ein Zytoskelett und
Organellen, die in der Lage sind eigene Kompartimente, getrennt vom Zytoplasma der Zelle
deren Komponente sie sind, zu schaffen [30]. Die Entstehung von eukaryoten Organismen mit

hochspezialisierten Organellen aus Prokaryoten dhnlichen Zellen ist bis heute nicht gadnzlich
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aufgeklart und Gegenstand reger wissenschaftlicher Diskussion und Forschung [28] (siehe
1.5.1. Die Endosymbiontentheorie).

Der Zellkern, Nukleus, ist das genetische Reservoir jedes eukaryoten Organismus und enthalt
mit Ausnahme der mtDNA das gesamte zelluldre Genom. Bei Eukaryoten findet sich die DNA,
abgesehen fir den Zweck der Mitose und Meiose, immer in ihrem Nukleus. Wird genetische
Information in anderen Teilen der Zelle bendtigt, muss diese immer im Nukleus transkribiert
werden.

Typisches Merkmal jeder eukaryoten Zelle ist das Vorhandensein von Nukleus, Mitochondrien
[65] und anderen Zellorganellen wie dem Golgi-Apparat. Eukaryoten sind ein- oder mehrzellige

Lebewesen. Alle Tiere, Pflanzen, Pilze und Protisten werden zu den Eukaryoten gezahlt.

1.4.2. Prokaryoten

Im Gegensatz zu Eukaryoten besitzen Prokaryoten keinen Nukleus und auch keine durch
Membranen abgetrennten Organellen wie Mitochondrien und sind immer einzellige
Lebewesen, die sich jedoch zu Kolonien zusammen schlieBen kdnnen. Ihr Genom liegt frei in
ihrem Zytosol als Nukleoid, einer ringformigen DNA, vor. Zusétzlich besitzen viele Prokaryoten
einen zweite DNA Struktur, die als Plasmid bezeichnet wird und sich selbststandig replizieren
kann.

Uber Jahrzehnte erschien die von Edouard Chatton 1938 erdachte dichotome Gliederung in
Eukaryoten und Prokaryoten unumstoRlich, bis sie in den 70iger Jahren des vergangenen
Jahrhunderts durch neue Erkenntnisse aus der Untersuchung von rRNA ins Wanken geriet und
heute als nicht mehr haltbar erscheint. Die groSe Gruppe der Prokaryoten teilt sich nunmehr
in Eubakterien (z.B. Bakterien) und Archaebakterien (z.B. Algen) auf, wodurch sich zusammen
mit dem Eukaryoten eine Dreigliederung ergibt. [63; 75; 76].

Die Ahnlichkeit von Prokaryoten mit Organellen eukaryoter Zellen wurde mit der
Weiterentwicklung der Lichtmikroskopie entdeckt und mit der Endosymbiontentheorie von
Konstantin Sergejewitsch Mereschkowski ein erster Versuch der Erklarung gewagt [48]. In den
1920iger Jahren Ubertrug Ivan Wallin [72] diese Idee auf die auch in menschlichen Zellen

vorkommenden Mitochondrien.
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1.5. Das Mitochondrium

Die Funktion der in den Zellen enthaltenen Mitochondrien ist fiir den menschlichen
Organismus essentiell. Gern als die Kraftwerke der Zellen beschrieben, liefern Sie 90 % der
benétigten Energie und verbrauchen den gleichen Anteil an Sauerstoff [65]. |hr Beitrag zum
Bestand der Zelle geht weit Gber das Liefern von Energie hinaus [3; 25]. Dabei unterscheiden
sich Mitochondrien in ihren Eigenschaften deutlich von denen der menschlichen Zellen. Sie
dhneln in ihrem Aufbau viel mehr den Strukturen wie sie von Bakterien bekannt ist (siehe
Kapitel 1.5.1. Die Endosymbiontentheorie). Aufgrund dieser Eigenheiten wird angenommen,
dass es in der Frihgeschichte der Evolution aus einem symbiotischen Verhéltnis der Ur-
Eukaryote und des Ur-Mitochondrien heraus zu einem Einschluss des Ur-Mitochondriums in

die Ur-Eukaryote kam [3].

1.5.1. Die Endosymbiontentheorie

Konstantin Sergejewitsch Mereschkowski postulierte zu Beginn des 20. Jahrhundert als erster
eine Endosymbionten-Hypothese, allerdings im Bezug auf Chloroplasten und ihren
eigenstandigen Ursprung in Cyanobakterien [48].

Tatsachlich scheinen Mitochondrien ihren Ursprung in einem a-Proteobakterium zu haben [3].
Noch heute lebt der (berwiegende Teil dieser Gruppe in einem symbiotischen oder
parasitaren Verhaltnis zu eukaryoten Organismen [3; 43].

Als entscheidender Aspekt in der Entstehung des Lebens und der eukaryoter Organismen wird
heute die Oxygenierung der Atmosphdre durch Photosynthese betreibende Organismen
erachtet [70]. Die Endosymbiose muss zu einem frihen Zeitpunkt der Evolution der
Eukaryoten erfolgt sein, bevor sich diese diversifizieren konnten, da Mitochondrien
monophyllitischen Ursprungs sind, somit einen gemeinsamen Ahnen besitzen [3; 25]. Nach
heutigem Wissensstand wurde die Entstehung der spateren Eukaryoten selbst bereits durch

eine Ur-Endosymbiose zweier Organismen in Gang gesetzt [28; 30].

Es existieren drei Modelle, die versuchen den Ursprung der mitochondrialen Endosymbiose zu

erklaren:
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Die Wasserstoff-Hypothese

* el
@ Organics
Hydrogen- Transfer
producing of Hy
symbiont ="
" Symbiont
Organics ATP engulfment

CH,

Organics ﬁCDQ +Hy + OAc
ATP

Abb. 1.1 - Die Wasserstoff-Hypothese, verandert nach: [3]

Dieser Hypothese folgend bestand initial eine Symbiose zwischen einem Wasserstoff (H,)
produzierendem Bakterium und einem fakultativ anaeroben wasserstoffabhangigen Wirt (Abb.
1.1). Die Abhangigkeit wurde irgendwann so bestimmend, dass der Wirt den Symbiont
vereinnahmte.

Diese Theorie unterscheidet sich in zwei Merkmalen von den lbrigen. Sie geht davon aus, dass
der spatere Wirt fakultativ anaerob und Ziel der Symbiose Wasserstoff nicht

Adenosintriphosphat (ATP) war [3; 47].

Die Synthrophie-Hypothese

Syntrophic
consortium

CH,

Transfer
of CHy

[———3

Symbiont
engulfment

Methane-feeding
symbiont

cozcj

Organics CO, Organics

Methane CO,
ATP

Abb. 1.2 - Die Synthrophie-Hypothese, verandert nach [3]

Diese Theorie stellt ebenfalls Wasserstoff in das Zentrum und geht nicht von einem einmaligen
endosymbiotischen Ereignis, sondern einer Endosymbiose in zwei Schritten aus (Abb. 1.2).

Zuerst sollen demnach Sulfat-reduzierende Myxobakterien eine Symbiose mit Methanbildern
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eingegangen sein. Das spatere Mitochondrium soll dann aus einem methanotrophem a-
Proteobakterium hervor gegangen sein, welches sich von dem aus der ersten Symbiose

hervorgehenden Methan ernahrte [3; 45; 49].

Die Ox-Tox-Hypothese

H,O GO,

Phase |
Oxygen removal of
removing
symbionts Symrl?lﬂni
engulfment
HQO? j

Organics

CgH,,0, + 60, 6H,0 + 6C0,
ATP

Abb. 1.3 - Die Ox-Tox-Hypothese, verdndert nach: [3]

Die Ox-Tox-Hypothese geht ebenfalls von einer Endosymbiose in zwei Etappen aus. Als erster
Schritt steht dabei die Entgiftung des Zytoplasmas und der unmittelbaren Lebensumgebung
des spateren Wirtes durch ein Bakterium, welches den fiir den Wirt toxischen Sauerstoff
aufspaltete (Abb. 1.3). Als zweiter Schritt wird der Einschluss des Symbionten in die Zelle sowie
die Ausweitung der Symbiose auf die Lieferung von ATP erachtet. Gleichzeitig muss es einen
horizontalen DNA-Transfer von der Zelle zu ihrem Symbionten und umgekehrt gegeben haben
[43]. Es kam zu einer Verknipfung des Metabolismus beider Akteure, dazu begann der
Symbiont auch Proteine der Zelle wie die ATP/ADP Translokase zu nutzen [3; 25]. Derzeit
erscheint die Ox-Tox-Hypothese als die plausibelste Erkldarung auf der Suche nach den

Urspringen der mitochondrialen Endosymbiose zu sein [3].

Ein anderes Erklarungsmodell geht weniger von einer Symbiose, sondern von einer initialen
Infektion der Zelle durch ein parasitares Bakterium aus, durch welche die Zelle jedoch nicht zu

Grunde ging und sich letztlich daraus eine Symbiose etablierte [65].

Die Endosymbiose hatte einen tiefgreifenden Effekt auf den weiteren Verlauf der Evolution
beider Organismen. Mitochondrien durchliefen offenbar eine reduktive Evolution und verloren

oder transferierten einen groRBen Teil ihrer DNA, gleichzeitig ibernahmen sie Teile der nDNA.
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Heute besitzen Mitochondrien nur noch die Anlage fir 10 % ihrer Proteine, Mitochondrien
sind damit abhdngig von der sie inkorporierenden ,Wirtszelle”. Wie komplex die Symbiose
zwischen Mitochondrium und der eukaryoten Zelle ist, wird am Beispiel von ATP deutlich. ATP
ist der zentrale Baustein, der in den Mitochondrien stattfindenden Atmungskette (Abb. 1.4).
ATP selbst wird vom Mitochondrium synthetisiert, die fir den Austausch von ATP/ADP

zustandige Translokase wird hingegen von der nDNA kodiert [3].

Quter membrane
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Abb. 1.4 - Die Atmungskette, verandert nach: Nature Education [52]

Die heutige Form der Endosymbiose ist Uber viele Millionen Jahre entstanden und die
Vereinnahmung des mitochondrialen Urahnen stellte dabei nur den Auftakt einer
gemeinsamen Evolution dar, die ein weitreichendes Geben und Nehmen der Symbionten nach
sich zog.

Mitochondrien, wie sie heute vorzufinden sind, wurden nicht als fertige Endosymbionten in die
Zelle aufgenommen, entstanden aber auch nicht allein in der Zelle, somit sind sie sowohl
xenogenem als auch autogenem Ursprungs [3; 25]. Trotz ihrer weitgehenden Anpassung
haben sie sich Teile ihres bakteriellen, prokaryoten, Erbes erhalten. Mitochondrien entstehen
allein durch Zellteilung und kénnen nicht durch ihre Wirtszelle hergestellt werden. Sterben die
Mitochondrien einer Zelle aus, stirbt in der Folge auch die Zelle selbst. Mitochondrien bleiben
unabhangig von allen lbrigen Bestandteilen im Zytoplasma und fusionieren nicht mit anderen
Organellen oder der Zellmembran. Mitochondrien besitzen einen eigenen Apparat zur

Proteinsynthese und die flir Bakterien typische DNA-Struktur [65].
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1.5.2. Mitochondrien als Ursprung von Krankheiten

In den vergangenen Jahren ist die Rolle der Mitochondrien bei der Entstehung von Krankheiten
zunehmend in den Fokus der Wissenschaft geraten [65]. Dabei gereicht die Endosymbiose der
Zelle zwar grundsatzlich zu einem metabolischen Vorteil, ist aber dennoch nicht
unproblematisch, da durch die Arbeit der Mitochondrien kontinuierlich Sauerstoffradikale
entstehen, die das Mitochondrium selbst, aber auch die beherbergende Zelle schadigen [73]
und letztlich zu deren Alterung [31] und Tod fiihren [65]. Dariiber hinaus entstehen durch
diesen oxidativen Stress Mutationen, die zu Krebs und anderen Krankheiten fiihren kénnen
[29]. Mitochondriale DNA mutiert 10mal haufiger als nDNA [12; 65], im Laufe eines
Menschenlebens fiihrt diese konstante Schadigung der mtDNA zu einer Reduktion der
funktionstlichtigen Mitochondrien in den Zellen [65]. Damit einhergehend kommt es zu einer
Reduktion des respiratorischen Potenzials, dadurch zu einer unzureichenden
Energieversorgung und final zum Untergang insbesondere energiebediirftiger Zellen z.B. des
Nervensystems [36; 65]. Mitochondrien stehen daher unter Verdacht zur Entwicklung von
Alzheimer, Parkinson und Diabetes mellitus Typ Il beizutragen [65]. Neben der
Alterungskomponente wird auch der Einfluss von vererbten mtDNA Mutationen auf die
Entwicklung verschiedener Erkrankungen, so z.B. bei Alzheimer [22] und der Leberschen

hereditaren Optikus-Neuropathie [36; 71] diskutiert.

Mitochondrien besitzen mehr als eine Kopie ihres Genoms [59], wodurch in einem
Mitochondrium oder einer Zelle durch Mutationen verschiedene mitochondriale Genotypen
existieren konnen. Mutationen sind der Ursprung von Heteroplasmien, d.h. die einzelnen
Kopien des Genoms kodnnen verschiedene Polymorphismen, SNPs, aufweisen, da das
Vorhandensein einer Mutation zugleich nicht automatisch zum Untergang des
Mitochondriums fiihrt und auch keinen negativen Einfluss auf die Reproduktionsfahigkeit des
Mitochondriums haben muss. Die erst dadurch mogliche Persistenz tiefgreifender Mutationen

kann zu schwerwiegenden Erkrankungen fiihren [36].

1.6. Das menschliche Genom

Das menschliche Genom besteht letztlich aus zwei Genomen, dem nukledren (nDNA) und dem

mitochondrialen (mtDNA) Genom [15, S. 22; 36].
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1.6.1. Nukledre DNA

Der Zellkern enthalt 23 Chromosomenpaare.

Jedes Paar setzt sich dabei aus einem Strang maternalen und einem Strang paternalen
Ursprungs zusammen, die jeweils als einstrangige Kopie vorliegen. Jede Zelle beinhaltet so auf
46 Chromosomen einen doppelten Satz des Genoms, der wiederum 23 Chromosomenpaare
bildet. Diese Konfiguration der DNA nennt sich diploid und wird in nahezu allen Kérperzellen
vorgefunden. Eine Ausnahme bilden dabei die Gameten, Spermien und Eizellen, die einen aus
23 Chromosomen bestehenden, einfachen, haploiden DNA Satz enthalten. Das 23. Paar der
DNA, die Gonosomen, definiert das Geschlecht jedes Individuums. Zwei X-Chromosomen
definieren ein Individuum dabei als weiblich, die Kombination aus einem X- und einem Y-
Chromosom als mannlich.

Alle Chromosomen sind ihrer GréBe entsprechend, mit dem gréRten beginnend, nummeriert,
ausgenommen der Gonosomen.

Insgesamt summiert sich die menschliche nDNA zu 3,2 Milliarden bp. Sie besteht aus
kodierenden und nicht-kodierenden Abschnitten und beinhaltet 30000 proteindefinierende
Gene.

Das Genom von Eukaryoten befindet sich immer im Kern ihrer Zelle/Zellen. Die nDNA erfullt
dabei zwei wesentliche Funktionen. Sie dient als geschiitzter Speicher der genetischen
Information und zugleich als Vorlage fiir die Transkription von RNA, deren Information in der

Ubrigen Zelle fir die Synthese von Proteinen und Enzymen bendtigt wird.

1.6.2. Mitochondriale DNA

Der iberwiegende Teil der DNA befindet sich im Nukleus der Koérperzellen.

Die mtDNA ist um das 200.000-fache kleiner als die nDNA und besteht lediglich aus 16569 bp
und liegt als mindestens eine Kopie in jedem Mitochondrium des Koérpers vor [59; 64].
Wahrend der Ursprung der nDNA die Rekombination von haploiden Bestandteilen der
mitterlichen und vaterlichen DNA ist, wird die mtDNA vollstandig in mitterlicher Linie vererbt,
da sie mit den in jeder Eizelle der Mutter vorliegenden Mitochondrien unverandert weiter
gegeben wird. Die Oozyte besitzt etwa 100000 Mitochondrien, wahrend ein Spermium nur
etwa 100 besitzt [71]. Die vom Vater stammenden Mitochondrien, die in den Spermien

enthalten sind, werden in einer friihen Phase der Embryogenese gezielt zerstort [67; 71]. Die
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mutterlichen Mitochondrien bleiben erhalten. Jedes Mitochondrium enthélt so ausschlief3lich
einen, den mditterlichen Mitochondrien entsprechenden, Satz an DNA. Aufgrund der rein
maternalen Vererbung eignet sich mtDNA besonders fiir phylogenetische Untersuchungen [65;
71)]. Die mtDNA ist nicht wie im Nukleus in Form von Chromosomen organisiert, sondern als
Plasmid, einer ringformigen DNA-Variante. Wie die nukledre DNA beinhaltet sie kodierende
und nicht-kodierende Abschnitte [19; 69].

Jede Zelle des menschlichen Korpers besitzt nur einen einzigen Zellkern, der mit 46
Chromosomen einen diploiden Satz DNA enthdlt und den Uberwiegenden Teil des
menschlichen Genoms ausmacht. Im Gegensatz dazu besitzt jede Zelle bis zu viele hundert
oder sogar tausende von Mitochondrien [59]. Dies ist stark abhangig vom jeweiligen Zelltyp.
Jedes Mitochondrium besitzt dariiber hinaus bis zu 15 Satze an mtDNA [59; 64], von Satoh et al
[64] untersuchte Zellen enthielten durchschnittlich ca. 500 mtDNA Genome. Selbst in stark
degenerierten forensischen Spuren, die lediglich Bruchteile einer menschlichen Zelle,
womoglich ohne ihren Nukleus, enthalten, findet sich daher mit hoher Wahrscheinlichkeit
noch mtDNA [15, S. 241]. Zudem enthalt unabhangig vom Grad der Degeneration nicht jedes
Spurenmaterial genligend nDNA fir eine erfolgreiche Untersuchung [11; 15, S. 49].

Auch wenn der Anteil der mtDNA am menschlichen Genom im Vergleich zur nDNA gering
erscheint und eine zweifelsfreie Identifikation eines Menschen aufgrund ihrer non-
rekombinanten Vererbung nicht moglich ist, kann sie der entscheidende Baustein zur
Uberfiihrung bzw. Entlastung eines Tatverdachtigen sein [15, S. 5].

Die erste vollstandige Analyse des mitochondrialen Genoms wurde 1981 von Anderson et al.
vorgelegt [2]. Die sog. Anderson Sequence (AS) wird auch als Cambridge Reference Sequence
(CRS) bezeichnet. Im Jahr 1999 wurde eine erneute Analyse der urspriinglichen Proben
durchgefiihrt, um dem Fortschritt der Genetik seit der Erstveroffentlichung und einigen
Ungenauigkeiten der Erstanalyse Rechnung zu tragen, diese wird auch als rCRS (revised
Cambridge Reference Sequence) bezeichnet [4]. Im Rahmen des Human Genome Project
wurde eine weitere Standard-Sequenz erstellt, die afrikanischen Ursprungs war [32].
International hat sich die rCRS als Standard durchgesetzt. Die Lange des Genoms wurde mit
16569 bp definiert, kann aber auch etwas langer oder kiirzer ausfallen: 16569 bp [2], 16568 bp
[4], 16571 bp [32].

Im vergangenen Jahr wurde das bis dato akzeptierte System der rCRS durch eine Publikation

von Behar et al. [7] in Frage gestellt. Darin wird eine Reconstructed Sapiens Reference
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Sequence (RSRS) vorgestellt, mit dem Ziel die rCRS abzuldsen. Anders als in der Genetik tblich
folgt das System der rCRS nicht der Idee des Most Common Recent Ancestor (MRCA), sondern
reprasentiert, als das erste vollstdndig publizierte mitochondriale Genom, selbst eine Hg,
H2a2al [7]. Das bekannte System der rCRS verursacht eine Reihe von Missverstdndnissen, da
die rCRS nicht die phylogenetische Wurzel der menschlichen mtDNA, sondern ein peripheren
Zweig davon darstellt. Die Arbeitsgruppe um Behar et al. schlagt vor, moglichst bald eine
Umstellung auf die von ihnen entwickelte RSRS vorzunehmen, da sie davon ausgeht, dass die
Zahl der zukiinftig sequenzierten mitochondrialen Genome die bislang sequenzierten schnell
Uberschreiten wird [7]. Inwieweit sich die neue RSRS durchsetzen wird, ist noch nicht
abzusehen. Vor dem Hintergrund der bereits existierenden, auf der rCRS aufbauenden
Datenbanken wie z.B. der European DNA Profile Group mtDNA Population Database (EMPOP)
[55], erscheint ein kurzfristige Umstellung der Systematik unwahrscheinlich [60].

Alle Angaben in dieser Arbeit beziehen sich auf die rCRS.

Das mitochondriale Genom ist etwa 16569 bp lang und kodiert fir 37 Gene, darunter 13
Proteine, 2 ribosomale RNA und 22 tRNAs [15, SS. 242-244]. Innerhalb dieses Genoms gibt es
eine 1122 bp lange Kontroll-Region, die auch als D-Loop (displacement-loop) bezeichnet wird.
Sie reicht von 16024 bp bis 16569 bp und von 1 bp bis 576 bp. Dieser Anteil kodiert keines der
mtDNA Gene, weshalb er auch als non-coding Region bezeichnet wird. Er ist jedoch zustdndig
fir die Replikation des mtDNA Genoms [15, SS. 242-243].

Die kodierende Region misst 15447 bp, darunter lediglich 55 [15, S. 245] bis 91 [18] non-coding
Nukleotide, was im Vergleich zur nDNA einen sehr kompakten Aufbau darstellt, da die mtDNA
keine Introns besitzt [11; 18]. Diese non-coding Abschnitte in der coding Region fungieren als
»intergenetische Spacer” und stellen mit 7 % den variabelsten Bereich der kodierenden Region
dar [18]. Eine weitere Besonderheit der mtDNA ist das Vorhandensein eines leichten (light
Strand), inneren, und eines schweren (heavy Strand), dufleren, Stranges.

Von besonderem Interesse fur die forensische Genetik war/ist der sog. D-loop, der die HVI,
HVII und HVIIl Region enthdlt, da dieser non-coding Anteil der mtDNA eine hohere
interindividuelle Variabilitat aufweist (Abb. 1.5).

Die coding Region weist eine durchschnittliche Variabilitdt von 2,5 % auf, Anteile der non-
coding Region aullerhalb der HVI und HVII weisen mit durchschnittlich 4,1 % jedoch weniger

auf als besonders variable Bereiche der coding Region [18]. Dies wird mit der Kontrollfunktion
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dieses Bereichs erklart und zeigt dass diese Region sehr wohl eine Bedeutung fir die natirliche
Selektion besitzt [18]. Die hochste Variabilitat, 50 %, der mtDNA weist das Nukleotid an der
Position 16519 auf [18].

Die Mutationsrate der mitochondrialen DNA Gbertrifft die der nDNA um den Faktor 10, was zu
einer vergleichsweise schnellen Evolution der mtDNA fiihrt [12]. Dabei mutiert die kodierende
Region viermal seltener als die nicht-kodierende Kontroll-Region [5; 18].

Viele Vorteile der mtDNA in der Forensik griinden sich so auf ihre biologischen Eigenschaften.

16024 16365 |I 73 340
HW1 Hv2
16024~ Control region (D-loop) =" 576 25 tRNAs
e . 5 it
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Heavy (H) -
strand 13 genes
\ ‘ W
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ND4L
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Abb. 1.5 - Das mitochondriale Genom, die Abkiirzungen stehen fiir die jeweils dort kodierte RNA und Proteine [15, S. 243]

1.7. Mitochondriale DNA in der Forensik

STR Untersuchungen liefern zwar das hochste Diskriminationspotenzial, lassen sich aber nicht
auf alle Spurenproben anwenden, da sie bei stark degradierten DNA-Proben fehlschlagen.
Besteht eine schlechte Ausgangslage, da nur noch Knochen, Zdhne oder Haare fiir die Analyse
zur Verfigung stehen, aus denen oft keine hohen Konzentrationen DNA gewonnen werden

kénnen, hat sich die Analyse von mtDNA als probates Mittel etabliert. [15, S. 241; 18]
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Dies ist haufig der Fall, wenn lediglich sehr altes oder stark Umwelteinflliissen ausgeliefertes
Probenmaterial zur Verfligung steht und teilweise gar keine nDNA mehr vorhanden ist [15, S.
241; 18; 41]. Die Wahrscheinlichkeit in Probenmaterial mtDNA vorzufinden ist durch die
biologischen Eigenschaften gegeniiber nDNA deutlich erhoht (siehe Kapitel 1.6.2). Zudem ist
die Analyse von mtDNA aufgrund ihrer maternalen Vererbung insbesondere dann geeignet,

wenn die Referenzproben maternalen Ursprungs sind [18].

1.7.1. Hypervariable Regionen der mitochondrialen DNA

Wie bereits erwahnt, besitzt das mitochondriale Genom zwei unterschiedliche Abschnitte. HVI
und HVII gehéren zur non-coding (nicht-kodierenden) Region der mtDNA und sind somit nicht
Gegenstand der natirlichen Selektion, sie gelten daher als weniger stabil als kodierende
Regionen [5; 12]. Die HVI Region reicht von 16024 bp bis 16365 bp auf dem mitochondrialen
Genom und ist damit 342 bp lang, die HVII Region reicht von 73 bp bis 340 bp und ist damit
268 bp lang. Eine weitere Region ist die HVIII, die von 438 bp bis 574 bp reicht, sie ist 137 bp
lang und befindet sich ebenfalls in der non-coding Region, wird in der forensischen Arbeit aber

nur selten genutzt [15, S. 255; 20; 69], siehe Abb. 1.6.

342 bp ‘55?9" 1 268 bp 137 bp
HV1 HV2 HV3
16024 ﬁa\_r.“ 16365 k 73 \\e\c."-‘ 340 438 574
U" 16519 c,r"

Abb. 1.6 - HVI, HVII und HVIII Region [15, S. 255]

Bei der Untersuchung von mtDNA sind die Sequenzierung und der Abgleich der HVI und der
HVII mit der sog. Anderson Sequence [2] bzw. rCRS [4] gut etabliert, insbesondere die
Sequenzierung der HVI wird von vielen Laboren auf der ganzen Welt eingesetzt [20]. Die
Anderson Sequence wird dabei als Standard verwendet und jeder Unterschied in der
Basenfolge als Mutation angesehen. Diese Mutationen werden auch als Polymorphismen
bezeichnet. MtDNA-Analyse ist besonders geeignet zur Identifikation von Individuen aus
kleinen Populationen/Gruppen, da bei groReren Gruppen Ubereinstimmungen der HVI und

HVII keine Seltenheit darstellen [20; 38].
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Die Sequenzierung der HVI bietet dabei Vorteile gegenliber der Sequenzierung der HVII
Region, da sie mehr Varianten als die HVII und damit ein groReres Diskriminationspotenzial
besitzt [20].

Da die menschliche DNA nach dem Tod des Organismus einer raschen Degeneration
unterworfen ist, stellt fragmentierte DNA in der Forensik eine alltdgliche Herausforderung dar
[6]. Die Degeneration der DNA wird dabei von Endo- und Exonukleasen voran getrieben,
welche die DNA letztlich in ihre Nukleotid-Bestandteile zerlegen [6], wodurch sie ihre
typischen Struktur einbiRt. DNA Partikel, die kirzer als 400 bp sind, konnen mit der
gebrauchlichen HVI/HVII Technik nicht erfolgreich analysiert werden. Schwerwiegende
Degeneration von Proben- bzw. Spurenmaterial und der damit einhergehende Zerfall der HVI
Region fiihren damit zwangslaufig zu Fehlern oder ganzlichem Misslingen beim Einsatz dieses
Verfahrens und zeigen damit die spezifischen Grenzen auf [21].

Zudem ist der Vergleich beider Sequenzabschnitte, HVI und HVII, sehr zeit- und

arbeitsaufwandig [38].

1.7.2. SNaPshots der mitochondrialen DNA

Neben der HVI/HVII-Sequenzierung, hat sich in den letzten Jahren eine weitere Technik
entwickelt, der sog. SNaPshot auch als Minisequencing bezeichnet. Sein Ansatz unterscheidet
sich erheblich von dem der HVI/HVII-Sequenzierung.

Ziel ist es nicht zusammenhadngende Passagen der mtDNA zu sequenzieren, sondern SNPs, die
Uberall auf dem Plasmid lokalisiert sein kénnen, zu bestimmen. Daflir eignen sich insbesondere
Nukleotide, die eine hohe Mutationsrate aufweisen, da nur sie das Potenzial der
Individualisierung/Differenzierung einer Probe bieten kénnen. So kann eine addquate PD
erzielt werden, welche das Potenzial der etablierten Sequenzierungstechniken bei der
Bearbeitung von degradiertem Probenmaterial erreicht oder sogar (ibertrifft [10].

Wihrend durch das HVI/HVII Verfahren lediglich DNA Abschnitte untersucht werden, die in
der nicht-kodierenden Kontrollregion des mitochondrialen Genoms liegen, werden SNPs
ebenso aus den kodierenden Regionen des Genoms bestimmt [10; 18; 38].

Nachdem das SNaPshot Verfahren am Anfang seiner Entwicklung ein Nischen-Verfahren [38]
mit besonderen Eignung flir héchst degradiertes Spurenmaterial oder Spurenmaterial mit

geringem DNA Anteil, wie ausgefallene Haare oder starken Umwelteinflissen ausgelieferte
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Knochen [9; 38] darstellte, verspricht das mit der Weiterentwicklung stetig zunehmende
Potenzial fur die Zukunft ein deutlich breitere Anwendung.

Insbesondere der Einsatz als zeit- und arbeitssparende Screening-Methode, die bereits an sich
eine hohe PD besitzt, ist sinnvoll [9; 38]. Eine Beschrankung auf qualitativ minderwertige
Proben ist nicht langer gerechtfertigt und sogar eine Positionierung als weitreichende

Alternative zu dem angestammten Verfahren der HVI/HVII erscheint méglich [9; 39].

Diese Arbeit baut auf dem am Institut fiir Rechtsmedizin der Universitdat Miinster unter der
Leitung von Frau Univ.-Prof. Dr. med. Heidi Pfeiffer zwischen September 2007 und Oktober
2009 von Herrn Dr. rer. med. Stephan Kbhnemann entwickelten 32 mtDNA SNaPshot auf [39].
Dieser SNaPshot wurde entwickelt, um die Analyse von Spurenmaterial, bei der

Routineuntersuchungen fehlschlagen, zu ermaoglichen.

1.7.3. Mitochondriale DNA - Mini-Amplikons, Mitominis und Mini Variable Regions

Einen weiteren Ansatz zur Analyse des mitochondrialen Genoms stellt die Unterteilung der
mtDNA in Mini-Amplikons (MAs) [8; 21], auch als Mitominis (Mms) [21] oder Mini Variable
Regions (mVRs) [20] bezeichnet, dar. Das Armed Forces DNA ldentification Laboratory (AFDIL)
hat dafir einen Satz von zwei mVRs formuliert, die beide auf die Kontroll-Region beschrdnkt
sind. Die mVRI reicht von 16471 bp bis 16561 bp (91 bp), die mVRII von 424 bp bis 548 bp (125
bp) [20]. Wahrend die vom AFDIL beschriebene mVRI sich zwischen HVI und HVII befindet, ist
die mVRII nahezu deckungsgleich mit der HVIII, die von 438 bp bis 574 bp reicht. Obwohl beide
Abschnitte sehr kompakt gewahlt sind und wie die mVRIl mit bekannten GréRen nahezu
Ubereinstimmen, ergeben sich aus dieser Konstellation zusatzliche Informationen, die oftmals
eine hohere PD liefern und so fiir die Bearbeitung eines Falls entscheidend sein kdnnen [20].

An der Universitat Innsbruck wurde die gesamte Kontroll-Region in zehn lberlappende MAs,

Mms genannt [21], von 144 bp bis 237 bp Lange unterteilt (siehe Abb. 1.7).
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Abb. 1.7 - Mini Amplikons (MA), Mitominis genannt, wie von Eichmann und Parson beschrieben [21]

Zuvor gab es auch durch andere Forschungsgruppen den Ansatz, lediglich die HVI in sechs
Uberlappende Amplikons von 100 bp bis 130 bp Léange zu unterteilen [1].

Erfolgt die Sequenzierung der kurzen Amplikons jedoch einzeln, erfordert sie eine erhebliche
DNA Menge, was die Anwendbarkeit deutlich reduziert. Die sinnvolle Nutzung bei
degradierten Proben ist damit nur in Form einer Multiplex moglich [8; 21].

Die Amplifizierung von Abschnitten der Kontroll-Region der mtDNA erhoht dabei insbesondere
bei stark degradierten Proben im Vergleich zu den herkémmlichen Verfahren, der

vollstandigen Amplifikation, die Erfolgsaussichten [21].

Diese Beispiele belegen, dass sich fiir die forensische Genetik die Suche nach Alternativen
jenseits der Analyse der HV-Regionen, selbst bei einer Beschrankung auf die Kontroll-Region

auszahlen kann [1; 8; 20; 21].

1.7.4. Haplogruppen der mitochondrialen DNA

Zu Beginn der Untersuchung von mtDNA in 1980 und 1990er Jahren wurden Proben, die
identische Haplotypen (Ht), Muster, besaRen zu Gruppen geordnet. Aus Gemeinsamkeiten,
Ubereinstimmungen, der vielen verschiedenen Htn ergaben sich populationsspezifische
Ubergruppen, die sog. Haplogruppen (Hgn) [15, SS. 286-288]. Hgn werden dabei iiber SNPs
definiert, die sich fiir bestimmte Populationen z.B. Europa als spezifisch erwiesen haben [9].

Anfanglich auf SNPs aus der Kontroll-Region beschrankt [9], wurden die Hgn-bestimmenden
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SNPs auf das gesamte mitochondriale Genom ausgeweitet. Die SNPs des kodierenden
Abschnitts ermoglichen in vielen Fallen erst die Zuordnung einer Hg [15, SS. 286-288].
Die Untersuchung der Hgn ermdoglicht es, dank der rein maternalen Vererbung der mtDNA, die
Verbreitung des Menschen (iber die Erde zu untersuchen und die Menschheitsentwicklung
besser zu verstehen [16]. So kann heute dank der Analyse des mitochondrialen Genoms nicht
nur der Ursprung des Menschen in Afrika bestdtigt, sondern rechnerisch auch der Beginn
seiner Ausbreitung lber die Erde ermittelt werden [71]. Demnach liegt der Ursprung der

Menschheit 150 000 Jahre zurlick, die Auswanderung nach Asien und Europa begann vor rund

70 000 Jahren [71] (siehe Abb. 1.8).

EXPANSION TIMES (years ago)

Africa 120,000 - 150,000
Out of Africa 55,000 - 75,000
Asia 40,000 - 70,000
Australia/PNG 40,000 - 60,000
Europe 35,000 - 50,000
Americas 15,000 - 35,000
Na-Dene/EsidAleuts 8,000 - 10,000

Abb. 1.8 -, 0ut of Africa” und die Verbreitung der mtDNA Hgn (Darstellung entnommen aus: Genealogy by Genetics, Ltd. , Family
Tree DNA)
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Darliber hinaus kénnen die Erkenntnisse aus der Hgn-Forschung auch fir die forensische
Genetik genutzt werden.
Bei der Identifikation der Opfer der Anschlagsorte des 11. Septembers konnten alle Getéteten,
abgesehen von vier Individuen in Shanksville, Pennsylvania zweifelsfrei identifiziert werden.
Die fehlenden Identitaten wurden den Terroristen zugeordnet. Bei der Untersuchung der vier
fehlenden Profile von Shanksville konnten Hgn nachgewiesen werden, die eine Herkunft der
Individuen aus dem Nahen Osten und damit eine Identifizierung als Spuren der Terroristen
wahrscheinlich macht [20].
Trotz dieses augenscheinlichen Erfolgs zeigt dieses Beispiel zugleich die Schwachen der Hgn-
Bestimmung auf. Die Hgn erlauben keine Aussage Uber die tatsachliche Herkunft eines
Individuums oder seine phanotypischen Eigenschaften wie Haar- oder Hautfarbe, sondern vor
allem Uber seine Abstammung in maternaler Linie [20]. Zudem erfordert die Unterteilung in
aussagekraftige Hgn mtDNA Datenbanken mit einer sehr hohen Zahl an Individuen, da alle
Analysen sonst zwangslaufig vage bleiben [20]. Datenbanken wie EMPOP werden daher fir die
mtDNA Diagnostik zuklinftig groRe Bedeutung haben [55]. Zudem missen die vorhandenen
Hgn auf mogliche Sub-Hgn untersucht werden, um letztlich eine moglichst hohe
Differenzierung allein durch die Zuordnung der Hgn zu erreichen. In vielen Teilen der Welt
besteht dabei noch eine recht grobmaschige Hgn-Aufteilung [20]. Erschwerend kommt hinzu,
dass in bestimmten Populationen eine recht uniforme Hgn-Verteilung mit Konzentration auf
eine Super-Hgn vorliegt. In Europa entfallen etwas 40-50 % der Bevdlkerung auf die Hg H,
wobei diese hohen Werte vor allem einer noch immer unzureichenden Unter-Differenzierung
geschuldet sein dirfte [10; 26; 44].
Die Zuordnung von Probenergebnissen zu Hgn kann als erster Schritt bei der Bearbeitung einer
Probe dienen und so die Differenzierung erleichtern [10].
Zur schnelleren Bearbeitung von Proben und exakteren Zuweisung von Hgn wurden in den
vergangenen Jahren eine Reihe von Multiplex-SNaPshots entwickelt [9; 38; 39; 41; 42; 54],
welche die Differenzierungen von bis zu 42 Hgn bei geringem DNA-Einsatz ermoglichen [39].
Dabei missen diese Multiplexes populationsabhdngig abgestimmt werden, um addquate
Ergebnisse zu erzielen [54].
Die Auswahl der zu differenzierenden Hgn wird in Populationen mit einem hohen oder

zunehmenden Anteil der Bevolkerung mit Migrationshintergrund erschwert (siehe Tabelle 1.1).
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Dabei flihrt eine Ausweitung der Hgn-Untersuchung zwangslaufig zu einer verstarkten
Anwendung des SNaPshot-Verfahrens, da differenzierende SNPs oft weit verteilt auf der

mtDNA angeordnet sind und zudem eine Sequenzierung der HVI/HVII nicht ausreicht.

Tabelle 1.1 - Populationen und typische Haplogruppen

Haplogruppe Population Haplogruppe | Population
A ASIATISCH K KAUKASISCH
B ASIATISCH T KAUKASISCH
F ASIATISCH U KAUKASISCH
M ASIATISCH-AMERIKANISCH Y KAUKASISCH
H KAUKASISCH w KAUKASISCH
| KAUKASISCH X KAUKASISCH
J KAUKASISCH L AFRIKANISCH
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1.8. Ziel der Untersuchung

Ziel dieser Arbeit ist es kurze Abschnitte (120 bp), MAs, der HVI Region zu bestimmen, die es
ermoglichen Proben, die eine identische Hg aufweisen, dennoch zu differenzieren. Dabei
werden die von Eichmann und Parson [21] publizierten Mms als Referenz gewéhlt. Durch diese
Arbeit soll der am Institut fir Rechtsmedizin entwickelte 32 mtDNA SNaPshot als Screening-
Methode etabliert werden, um ihn zur Vorselektion der Proben einsetzen zu kénnen. So
konnte in Fallen mit einem hohen Spurenaufkommen die Zahl der ganzlich mittels HVI zu
sequenzierenden Proben verringert und dadurch die Bearbeitungszeit reduziert werden.
Zudem konnten diese Erkenntnisse fur die Arbeit mit stark degenerierten Proben genutzt
werden, bei denen eine vollstdndige HVI-Sequenzierung nicht moglich ist, wodurch der
SNaPshot zur entscheidenden Untersuchung wiirde. Durch die mit 120 bp Lange sehr kurzen
MAs konnte, falls notwendig, im Anschluss an den 32 mtDNA SNaPshot eine weitere
Differenzierung erreicht werden.

Vor diesem Hintergrund sollen zu einer bereits vorhandenen Datenbank mit HVI-sequenzierten
Proben 32 mtDNA SNaPshots erstellt werden, um die Ergebnisse beider Untersuchungen
vergleichen zu kdnnen. Die Ergebnisse der HVI-Sequenzierung wurden dabei bereits zuvor
publiziert [42].

Aufgrund der hohen Probenanzahl muss eine schnelle und prazise Losung fiir die Zuordnung
der Hgn, basierend auf den Daten des SNaPshots gefunden werden, da eine manuelle
Zuordnung sich als sehr zeitintensiv darstellt. Zu diesem Zweck soll ein Programm entwickelt
werden, um die Hgn-Zuordnung zu automatisieren. Fiir die Suche nach geeigneten Abschnitten
der HVI wird es notwendig sein, ein weiteres Programm zur Uberpriifung der PD der
ausgewadhlten Abschnitte zu erstellen, da dies manuell bei der hohen Anzahl an Proben und

der zu untersuchenden Abschnitten manuell nicht moéglich ware.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

ABI PRISM®3100-Avant Genetic Analyser
Magnetrihrer, lkamag RCT

Thermocycler ABI GeneAmp® PCR System 2700
Thermocycler ABI GeneAmp® PCR System 9700
Vortex Mixer |

Vortex Mixer Il

Wasserbad

Zentrifuge

2.1.2. Software

3100-Avant Data Collection Software (v.1.0)
Excel (v. 5.1/v. 12.2.7/v. 14.2.5)
GeneScan® (v. 3.7)

Genotyper® 2.0 (v. 2.5)

2.1.3. Verbrauchsmaterialien

Adhasives Klebeband

Gel Blotting Papier GB002 (580mm x 600mm/0,4mm)
Gel Fix (265*125mm)

PCR Thermo Tube (0,2 ml)

ReaktionsgefaR (1,5 ml)

Sample Application Pieces, 1/4 plate

Screw Cap Micro Tubes (1,5 ml)

Septa Meadow

THERMO-FAST® 96 PCR DETECTION PLATE
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Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
IKA, Staufen

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
IKA, Staufen

Heidolph, Schwabach

GFL, Burgwedel

Heraeus, Hanau

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Microsoft Corporation, Redmond

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Applied Biosystems (ABI), Darmstadt

Serva, Heidelberg

Amersham Biosciences, Freiburg
Serva, Heidelberg

Kisker, Steinfurt

Diagonal, Miinster

General Electrics (GE), Frankfurt
Sarstedt, Nimbrecht

Serva, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen



2.1.4. Chemikalien

10X Genetic Analyser Buffer
10X PCR Buffer

123 bp DNA Ladder

3100 POP-4 Buffer Solution
9947 A Cell Line DNA

9948 Cell Line DNA

Acrylamid

Ameisensdure
Ammoniumperoxyddisulphat
AmpliTaq Gold PCR buffer
Borsaure

Bovine Serum Albumin, 20mg/ml
BT Chelex® 100 Resin, Sodium Form
Bromphenolblau pH 3,0 - 4,6
Di-Natrium Hydrogen Phosphat
dNTP 250puM

Essigsaure, rein

GeneScan 120 LIZ®

Glyzerin, pflanzlich, 99 % (w/v)
Formaldehyd, 37 % (w/v)
Hi-Di™ Formamide
HPLC-Wasser

MgCl2, 50mM

Natrium Azetat Trihydrat
Natriumkarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumhypochlorid
Natriumlaurylsulphat
Natriumthiosulphat

Proteinase K
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Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Bio-Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Merck, Darmstadt

MoBiTec, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

GE Healthcare, Solingen

Merck, Darmstadt

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Merck, Darmstadt

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roche, Grenzach-Wyhlen



Proteinase K buffer
Proteinase K, lyophilisiert
Rotiphorese® Gel 40 (29:1)
Salpetersaure, 65 % (w/v)
Silbernitrat

Stickstoff

Sulfonsaure, konz.
Tetramethylenediamin
Titriplex lll (EDTA-Na), 1 mM
Tris, 10 mM

2.1.5. Lésungen

APD Lsg., 10 % (w/v)

Chelex Lsg., 5 % (w/v)

Essigsdure Lsg., 7,5 % (w/v)

Glycerin Lsg., 5 % (w/v)

Natriumazetat Lsg., 10 mM

Natriumkarbonat Lsg., 3,5 % (w/v)

Natriumthiosulfat Lsg.
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Macherey Nagel, Diren
Macherey Nagel, Diren
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Wwu

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

APD, 5g
A. dest., ad 50 ml

Chelex® 100,5 g
HPLC-Wasser, ad 100 ml

Essigsaure, rein, 375 ml

A. dest., 4625 ml

Glycerin, 99 % (w/v), 25 ml
A. dest. ad. 500 ml

Natriumacetat Trihydrat, 0,136 g
HPLC Wasser, ad 100 ml

Essigsaure, konz., bis zu pH 5,2

Natriumkarbonat, 150 g
Formaldehyd, 37 % (w/v), 12 ml

Natriumthiosulphat Lsg., 2 ml

Natriumthiosulphat, 200 mg
A. dest., ad 50 ml



Proteinase K Lsg.; 20 mg/ml

Salpetersaure Lsg., 2% (w/Vv)

Silbernitrat Lsg., 0,1 % (w/v)

TE-Puffer Lsg., 1,2 % (w/v)

Tri-Sulphat-Puffer Lsg.,
40mM

2.1.6. Ready-Reaction-Mixes (Kits)

ABI Prism SNaPshot™ Multiplex Kit

2.1.7. Enzyme

Ampli Tag Gold DNA Polymerase mit GeneAmp®
Exonuklease

Shrimp Alkaline Phosphatase

2.1.8. Oligonukleotide

Extension (SNP)-Primer

PCR-Primer
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Proteinase K, 100 mg
TE-Buffer-Sol., 1,2 % (w/v), 50 ml

A. dest., 4850 ml
Salpetersaure, 65 % (w/v), 150 ml

Silbernitrat, 1 g
Formaldehyd, 37 % (w/v), 1,5 ml
A.dest.,ad 11

Tris, 10mM, 1,21 g
Titriplex 1, 1 mM, 0,379 g
A.dest.,ad 11

Salzsaure, bis pH 7,5

A. dest., 850 ml
Sulfonsaure, konz., 2,15 ml
Tris, biszupH 9, etwa9g
A.dest.,ad 11

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt

Applied Biosystems (ABI), Darmstadt
New England Biolabs, Ipswich
Roche, Grenzach-Wyhlen

Biomers, Ulm

Biomers, Ulm
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2.1.9. PCR-Primer-Sequenzen

Tabelle 2.1 - PCR Primer-Sequenzen, entnommen aus K6hnemann et al. [39]

Nr. SNP FWD-Primer-Sequenz bp REV-Primer-Sequenz bp
1. R-G709A AAGATTACACATGCAAGCATCC 22 CTAGGCTAAGCGTTTTGAGCTG 22
2. G1719A
B G CTTGACCGCTCTGAGCTAAA 20 GCAGAAGGTATAGGGGTTAGTCC 23
4. R-A2706G
= e ACTTTTAACCAGTGAAATTGACCT 24 GCCCCAACCGAAATTTTTA 19
6. R-G3010A CGACCTCGATGTTGGATCAGGACA 24 CGAACCTTTAATAGCGGCTGCACCAT 26
7. R-G3915A TAGCAGAGACCAACCGAACC 20 GGCGTATTCGATGTTGAAGC 20
8. G4580A TCTTTGCAGGCACACTCATC 20 GCAGCTTCTGTGGAACGAG 19
9. T5004C TCCATCATAGCAGGCAGTTG 20 TGGTTATGTTAGGGTTGTACGG 22
10. T6365C
T et TGGAGCCTCCGTAGACCTAA 20 TGGCAGGGGGTTTTATATTG 20
12. T6776C TGGCTTCCTAGGGTTTATCG 20 CGGAGGTGAAATATGCTCGT 20
13. C7028T AGCAAACTCATCACTAGACATCG 23 GATGGCAAATACAGCTCCTATTGA 24
14. R-G8251A CATGCCCATCGTCCTAGAAT 20 AAGTTAGCTTTACAGTGGGCTCT 23
15. T8404C CAGTGAAATGCCCCAACTAAA 21 TTTGGTGAGGGAGGTAGGTG 20
16. R-G8697A CCAACAATGACTAATCAAACTAACC 25 GTATAAGAGATCAGGTTCGTCCTTT 25
17. G9055A
e B CGCCTAACCGCTAACATTACT 21 TGATAAGTGTAGAGGGAAGGTTAATG 26
19. C10400T GCCCTAAGTCTGGCCTATGA 20 TGAGTCGAAATCATTCGTTTTG 22
20. T10873C AATCAACACAACCACCCACA 20 GGGGAACAGCTAAATAGGTTG 21
21. A11251G CGCAGGCACATACTTCCTATTC 22 AGTGAGCCTAGGGTGTTGTGAG 22
22. Al112812G TCCTCTCTCAAGGACTTCAAACT 23 GGCTTGCTAGAAGTCATCAAAAA 23
23. G12372A AAAAATTTTGGTGCAACTCCA 21 GGTTAACGAGGGTGGTAAGGA 21
24, R-C12705T CCCAAACATTAATCAGTTCTTCAA 24 GAACAGTTGGAATAGGTTGTTAGC 24
25. C12858T ATGATACGCCCGAGCAGA 18 TGTGGGTCTCATGAGTTGGA 20
26. G13708A CGCTTCCCCACCCTTACTA 19 GCGGGGGAAATGTTGTTAG 19
27. R-T14470 CCCCATGCCTCAGGATACTC 20 TTTAGGGGGAATGATGGTTG 20
28. C14766T CAACTACAAGAACACCAATG 20 GGGAGGTCGATGAATGAGTG 20
29. T14798C AATGACCCCAATACGCAAAA 20 ATCATGCGGAGATGTTGGAT 20
30. A15607G TCTCCGATCCGTCCCTAAC 19 GATGGATAGTAATAGGGCAAGGAC 24
31. R-C15904T TACTCAAATGGGCCTGTCCT 20 TGATTTGTCCTTGGAAAAAGGT 22
32. R-T16519C CCATAACACTTGGGGGTAGC 20 TTATTTAAGGGGAACGTGTGG 21
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2.1.10. PCR- und SNaPshot-Primer Konzentrationen

Tabelle 2.2 - Konzentration flir PCR- und SNaPshot Multiplex in uM, entnommen aus Kéhnemann et al. [39]. Ein R zeigt an, dass
der SNaPshot Primer am rlickwarts gewandten Strang der mtDNA ankniipft. Der erste Buchstabe vor der SNP Position stellt den
jeweiligen SNP der rCRS entsprechend dar, der zweite Buchstabe eine mogliche Mutation.

1. R-G709A 0,1 0,035
2. G1719A 0,36 0,08
3. A1811G 0,1 0,1
4, R-A2706G 0,075
5. R-C2772T 0,144 0,075
6. G3010A 0,03 0,012
7. R-G3915 0,15 0,06
8. G4580A 0,14 0,025
9, T 5004C 0,12 0,035
10. T 6365C 0,09
11. T 6392C 0,04 0,1
12. R-T 6776C 0,036 0,012
13. €7028T 0,06 0,025
14. R-G8251A 0,16 0,08
15. T 8404C 0,12 0,05
16. R-G8697A 0,04 0,0275
17. G9055A 0.05 0,012
18. R-A9066G ’ 0,125
19. €10400T 0,2 0,075
20. T 10873C 0,2 0,07
21. A11251G 0,036 0,0065
22. A11812G 0,08 0,006
23. G12372A 0,1 0,05
24, R-C12705T 0,12 0,05
25. €12858T 0,05 0,0225
26. G13708A 0,22 0,16
27. R-T 14470A/C 0,3 0,15
28. C14766T 014 0,04
29. T 14798C ’ 0,08
30. A15607 0,022 0,0175
31. R-C15904T 0,1 0,007
32. R-T 16519C 0,1 0,015
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Tabelle 2.3 - SNaPshot Primer Konfiguration, entnommen aus Kéhnemann et al. [39].
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2.1.11. Probenmaterial

Insgesamt wurden 861 Speichelproben untersucht. Diese wurden in den Jahren 1997 und 1998
von freiwilligen, mannlichen Spendern im Landkreis Peine in Niedersachsen, Deutschland,
gesammelt. Die Proben wurden bei einer konstanten Temperatur von 8 °C gelagert.

In einer ersten Untersuchung wurden von allen Proben die HVI der mtDNA sequenziert [57]. In
einer zweiten Untersuchung wurden alle Proben mit einem 32 mtDNA SNaPshot untersucht.
Insgesamt konnten 861 Proben erfolgreich mit beiden Verfahren untersucht und verglichen

werden.

2.2. Methoden

2.2.1. Gewinnung von Speichelproben

Die Speichelproben wurden mittels Chelex-Extraktion aufbereitet und konserviert [66], dazu
wurden durch Abreiben der Mundschleimhaut der Spender mit einem Wattetupfer
Epithelzellen gewonnen. Die Tupferspitzen wurden getrocknet und danach ein Teil der Spitze
in 5-prozentige Chelex-Loésung gegeben. Zur Lyse des Zellmaterials wurden dem
Probenmaterial anschlieffend 50 ul Proteinase K hinzugefiigt, danach wurden die Proben

30 min bei 56 °C zur Inkubation ins Wasserbad gegeben. Im Anschluss wurde der Ansatz fir 8
min im Wasserbad gekocht. Nach Zentrifugierung bei 14000 g flir 5 min wurde der aus den
Proben gewonnene Uberstand direkt fiir die PCR eingesetzt, andernfalls wurden die Proben

bei 4 °C eingelagert.

Chelex ® 100 ist ein lonenaustauscherharz bestehend aus Styrol-Divinylbenzol-Copolymeren
mit gepaarten Iminodiazetat-lonen, die als chelatisierende Gruppen mehrwertige Metallionen
binden. Durch die Entfernung von Magnesium aus dem Probenmaterial werden Nukleasen und
DNA-Enzyme inaktiviert und so die DNA-Molekiile vor der Degeneration bei hohen

Temperaturen bewahrt.
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2.2.2. Die Polymerase Kettenreaktion

Die 1986 von Mullis erstmals publizierte Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain
Reaction, PCR) revolutionierte die Arbeit mit DNA, da es damit moglich wurde geringe Mengen
DNA fast beliebig oft zu vervielfaltigen und so Untersuchungen durchzufiihren, fiir die bis
dahin die DNA Menge nicht ausreichte [51].

Bei der PCR wird ein bekannter DNA-Abschnitt mittels sequenzspezifischer Primer
(Oligonukleotide, die als Startpunkt fir die DNA-Replikation fungieren) repliziert. Die Primer
werden spezifisch auf die Bindung an einem bestimmten DNA-Abschnitt gestaltet. Nachdem
sie dort angeknipft haben, erstellt eine hitzebestiandige DNA-Polymerase Kopien der
Abschnitte, die wiederum in einem nachsten Zyklus der PCR als Vorlage fiir weitere Kopien
dienen. Die zu kopierenden DNA Sequenzen werden logarithmisch vervielfiltigt (siehe Abb

2.1).

Denaturierung
93-95°C

Elongation Annealing
50-70°C 70-75°C

N——

Bei der Denaturierung zerfallt die DNA in zwei Einzelstrdange, dies geschieht bei humaner DNA

Abb. 2.1 - Der PCR-Zyklus

bei Temperaturen zwischen 93 °C und 95 °C. Nach der Auftrennung wird die Temperatur in
den Bereich von 70 °C bis 75 °C gesenkt, um ein Anlagern der spezifischen Primer an die
komplementdren DNA-Strange zu ermdglichen. Dabei gibt es immer einen forward- (vorwarts-)
und einen reverse- (rlickwarts-) Primer, um an beiden Strdngen der zu
replizierenden/amplifizierenden DNA-Sequenz zu binden. AnschlieRend erfolgt bei
Temperaturen zwischen 50 °C und 70 °C die Amplifikation der sich an die Primer
anschlieBenden ,freien” DNA-Abschnitte durch die DNA-Polymerase. Die Amplifikation erfolgt
immer vom 5 zum 3’-Ende. Mit jedem PCR-Zyklus wird die von Primern begrenzte DNA-

Sequenz ein weiteres Mal repliziert. Ein Zyklus der PCR dauert ca. 1 bis 2 Minuten.
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Ublicherweise werden 30 bis 35 PCR-Zyklen durchlaufen. Theoretisch kommt es dabei mit
jedem vollendeten Zyklus zu einer Verdopplung der DNA-Menge. Nach 30 Zyklen sollte damit
etwa das 1073741824-fache der Ursprungs-DNA vorliegen. Praktisch liegt der
Multiplikationsfaktor mit jedem Zyklus jedoch bei ca. 1,7 [50, S. 88].

2.2.3. HVI-Sequenzierung

Die Sequenzierung der HVI-Region (Hypervariable Region) der mtDNA ist besonders fiir die
Analyse von mtDNA geeignet, da die HVI als Teil des sog. D-Loops (displacement loop) nicht
zum kodierenden Anteil der mtDNA, sondern zur Kontrollregion zdhlt und besonders
variantenreich ist.

Bei der Untersuchung des D-Loops werden am haufigsten die HVI und HVII Region genutzt, die
HVIIl Region ist hingegen nur selten von Interesse [15, S. 254].

Ublicherweise folgt einer PCR eine Sequenzanalyse, bei der die DNA-Sequenz jeder Probe
innerhalb der Grenzen der HVI (16024 bis 16365) bestimmt und anschlieRend mit der sog.
Anderson Sequence bzw. der rCRS verglichen wird. Die Unterschiede werden dann mit der
entsprechenden Nukleotidposition und der an dieser Stelle verdnderten Base festgehalten.

Die Sequenzierung der HVI-Region folgt der Methode nach Sanger [62], auch
Didesoxymethode oder Kettenabbruch-Synthese genannt. Als erster Schritt wird die DNA
mittels PCR-Amplifikation vervielfaltigt. Im Anschluss daran muss das PCR Produkt von
ungebundenen dNTPs und Primern getrennt werden. Dies geschieht entweder mittels
Zentrifugations-Filtrierung oder mittels eines enzymatischen Verdaus dieser Bestandteile
durch Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) und Exonuclease | (Exo). Danach muss die durch die
PCR-Reaktion erzeugte DNA-Menge ermittelt werden.

Entscheidend ist jedoch der darauf folgende Schritt. Die zu sequenzierende DNA wird
denaturiert und anschliefend, dhnlich dem Verfahren der PCR, mit einem Primer versetzt, der
in diesem Fall jedoch nur einen Strang der DNA markiert. Die (ibrige DNA-Sequenz wird durch
die DNA-Polymerase vervollstandigt. Fiir diesen Prozess stehen der Polymerase zwei
unterschiedliche Grundbausteine zur Verfligung: Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTPs)
und Didesoxyribonukleosid-Triphosphate (ddNTP).

Diese sind jeweils fur alle der moglichen Nukleotide (A, C, G, T) vorhanden. ddNTPs sind
ktnstlich veranderte dNTPs, die an Position 2’ und 3’ der Ribose desoxidiert sind, wodurch am

3’ Kohlenstoffatom keine Hydroxylgruppe entstehen und so kein weiteres Nukleotid eingebaut
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werden kann. Wird ein ddNTP von der DNA-Polymerase im Lauf der Replikation an Stelle eines
dNTP eingefiigt, bricht die Polymerisation dort ab. Die dNTP Molekiile sind nicht markiert, die
ddNTP Molekiile tragen zusatzlich einen fiir jedes Nukleotid spezifischen farbigen Marker

(Dye), der zur Fluoreszenz angeregt werden kann.

Adenin grin

Cytosin blau

Guanin gelb - wird in Elektropherogrammen schwarz dargestellt
Thymin rot

Letztlich entstehen so Sequenzierungsstiicke in jeder moglichen Lange, die an ihrem Ende

jeweils mit einem fluoreszierendem Marker (Dye) versehen sind.

Die Schritte der HVI-Sequenzierung werden in Abb. 2.2 dargestellt:

PCR - Amplifikation

$

Reinigung des PCR-Produktes von Uiberbleibenden dNTPs und Primern durch
Zentrifugations-Filterung oder enzymatischem Verdau mittels SAP und Exo |

4

Bestimmung der PCR - Produktmenge

4

DNA Sequenzierungsreaktion zum
Einbau der fluoreszierenden ddNTPs

\ 4

Entfernung der nicht-eingebauten fluoreszierenden Farbmarkierungen durch
»Spin-column Filtration

\ 4

Verdinnung der aufgereinigten Sequenzierungsprodukte mit Formamid mit
anschlieRender Kapillar-Elektrophorese

Abb. 2.2 - Die HVI-Sequenzierung im Uberblick
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2.2.4. Minisequenzierung - der SNaPshot

Bei der Minisequenzierung, die auch als SNaPshot bezeichnet wird, werden sequenz-
spezifische Extension-Primer, ddNTPs, mit fluoreszierenden Markern eingesetzt.

Ziel ist es die DNA auf Punktmutationen zu untersuchen.

Als erster Schritt werden die spateren SNaPshot Loki mittels PCR amplifiziert. Dies kann durch
eine Single- oder Multiplex Reaktion erfolgen. Die verbleibenden Primer und dNTPs werden im
Anschluss an die PCR mittels Exo (Exonuklease) und SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)
enzymatisch entfernt. Dabei verdaut die Exonuklease die einstrdangigen Primer, die Shrimp
Alkaline Phosphatase zerstort die dNTPs. Dieser Schritt ist notwendig, um zu verhindern, dass
Ubrige Primer und dNTPs die SNaPshot Reaktion verunreinigen.

Der eigentliche SNaPshot erfolgt nun durch die Hinzugabe von Extension-Primern, den vier
moglichen ddNTPs mit Fluoreszenzmarkern sowie dem zuvor mit ExoSAP gereinigtem PCR-
Produkt. Als Basis fiir die SNaPshot Reaktion wurde der SNaPshot Kit der Firma Applied
Biosystems verwendet. Dieser enthalt die bereits markierten ddNTPs, Puffer und DNA-
Polymerase.

Die Primer fur das SNaPshot Verfahren sind so gestaltet, dass sie unmittelbar vor dem zu
untersuchenden SNP-Lokus an die DNA binden, so dass durch den Einbau eines einzigen
entsprechenden ddNTPs die Position bestimmt werden kann. Anschliefend durchlauft das
Reaktionsgemisch auf einem Thermocycler, dhnlich dem Vorgehen bei der PCR, mehrere direkt
aufeinander folgende Heiz- und Kihlzyklen. Verbleiben dNTPs in der Reaktionsldsung, konnen
die Primer um mehr als eine Base verlangert werden; es kommt so zu einer spateren ddNTP
Bindung und damit zu verfalschten Ergebnissen [15, SS. 186-187].

Im Anschluss an die SNaPshot Reaktion wird das entstandene Produkt mit SAP gereinigt, um
verbliebenes ddNTP zu zerstéren, da es sonst bei der Kapillarelektrophorese zu Fehlern
kommen kann.

Vor der Kapillarelektrophorese wird dem fertigen und gereinigten SNaPshot Produkt noch
Gene Scan 120 LIZ hinzugefiigt. Dabei handelt es sich um einen Langenstandard, der neun
einstrangige DNA Fragmente enthélt (15, 20, 25, 35, 50, 62, 80, 110 und 120), die mit einer
flinften “Farbe” markiert sind. Dieser Standard wird vom Genetic Analyser als Referenz fur die

Wanderungsgeschwindigkeit der SNaPshot Produkte verwendet.
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Ein SNaPshot-Zyklus ist in Abb. 2.3 exemplarisch dargestellt.

DNA Extraktion

L 4

PCR

4

post - PCR - Reinigung (Exo - SAP)

4

SNaPshot

L 4

post - SNaPshot - Reinigung (SAP)

L 4

Kapillar -
Elektrophorese

$

Daten - Analyse

Abb. 2.3 - SNaPshot Arbeitsablauf

2.2.5. Auswahl der SNPs

Die Auswahl der 32 mtDNA SNPs erlaubt eine Differenzierung zwischen den international
auftretenden Super-Hgn N, M und L (SNPs 10400 und 10873) sowie eine Differenzierung der
haufigsten europdischen (kaukasischen) Hgn und deren haufigsten Untergruppen, siehe dazu
auch Abb. 2.5, (SNPs 709, 1719, 1811, 2706, 3010, 4580, 5004, 6365, 6776, 7028, 8251, 8697,
9055, 9066, 10400, 10873, 11251, 11812, 12372, 12705, 12858, 13708, 14766, 15607, 15904,
16519) und erlaubt unabhangig davon in einzelnen Fallen die weitere Individualisierung von
Proben (SNP 2772) [39; 42]. Zugleich konnten mit diesem 32 mtDNA SNaPshot die asiatischen
Sub-Hgn D4 (SNP 3010), G (SNP 709), M3 (SNP 4580) sowie M42 (SNP 8251) bestimmt werden.
Zur Auswahl der SNP-Positionen wurden folgende Publikationen heran gezogen: [9; 10; 18; 53;

58; 69].
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2.2.6. PCR und SNaPshot Primer Gestaltung

Die Primer entsprachen der 2009 von Kéhnemann et al. [39] publizierten Gestaltung. Die
genaue Primer Gestaltung sind in Tabelle 2.1 und Tabelle 2.3 zu sehen.

Die Extension-Primer fiir die SNaPshot Reaktion wurden abgesehen von den Tags fir die
Elektrophorese entsprechend [9; 10; 18; 39; 58; 69] gewahlt. Die Taq wurde entsprechend [61]
ausgefiuhrt.

Der Gestaltung der Primer kommt eine Schlisselrolle fiir den Erfolg der PCR zu [21]. In den
vergangenen Jahren haben sich dafiir eine Reihe von allgemeingiltigen Normen etabliert. So
sollten Primer neben einer fiir die zu sequenzierende Region moglichst spezifische Basenfolgen
(Vermeiden von repetitive Sequenzeinheiten) nicht langer als 18 bis 25 Nukleotide sein und
zugleich der Guanin/Cytosin-Gehalt zwischen 40 und 60 % betragen, wobei eine moglichst
gleichmaRige Verteilung aller vier Basen (A, C, G, T) anzustreben ist. Des Weiteren sind beim
Design der Primer die spezifischen Schmelztemperaturen (Temperatur bei der sich die
komplementdren DNA-Strange trennen) zu beachten [14]. Fir die korrespondierenden Primer
sollte die Schmelztemperatur nicht mehr als 5 °C, zwischen Primern und Amplifikationsprodukt
nicht mehr als 10 °C von einander abweichen. Adenosin-Tyrosin Paare haben eine gegeniber
Guanin-Cytosin Paaren niedrigere Schmelztemperatur, da sie statt von drei nur von zwei
Wasserstoffbriicken zusammen gehalten werden und sich so bereits bei niedrigeren
Temperaturen trennen. Die 3’-Basenfolge sollte fiir jeden Primer moglichst spezifisch sein,
insbesondere sollten Ubereinstimmungen mit dem Gegenprimer vermieden werden, selbst
Entsprechungen im gleichen Primerstrang sollten nicht mehr als drei bp betragen, um eine

moglichst zuverldssige Bindung zu gewahrleisten.

2.2.7. Multiplex PCR Protokoll

Bei der sog. Multiplex-PCR wird im Unterschied zur normalen PCR mehr als ein Primerpaar zur
Amplifikation eingesetzt. Eine Multiplex-Reaktion stellt damit besondere Anforderungen an
das Design der Primer, da die Annealing-Temperaturen aufeinander abgestimmt und
komplementare Primersequenzen vermieden werden missen, um die Bildung von Primer-
Dimeren zu verhindern. Mit jedem weiteren Primer steigt das Potenzial moglicher Interaktion
exponentiell. Die Optimierung bzw. Balancierung einer Multiplex PCR kann daher einen sehr

aufwandigen Prozess darstellen [15].
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Die Amplifikation mittels Multiplex PCR wurde mit einem Gesamtvolumen von 12,5 ul und den
in Tabelle 2.2 dargestellten PCR-Primer-Konzentrationen durchgefihrt.
Die Ubrigen Reagenzien wurden in den folgenden Konzentrationen eingesetzt:
1,25 pl MgClI2 (5 mM),
1,25 pl Ampli Tag Gold PCR Buffer (x10),
0,2 ul  Ampli Tag Gold DNA Polymerase (5 U/ul),
1,25 pl Deoxynukleotid Triphosphat (dNTPs; 250 uM) und
0,2 ul  Bovine Serum Albumin (20 mg/ml).
Das Thermocycling wurde mittels Reverse Touchdown mit einem nach Vallone et al. [69]

modifizierten Verfahren wie unten beschrieben durchgefiihrt.

Multiplex PCR Thermocycling:

Vorinkubation fiir 10 min bei 95 °C gefolgt von 3 Zyklen a 30 s bei 95 °C, 45 s bei 50 °C, 30 s bei
72 °Cdann 19 Zyklen a 30 s bei 95 °C und 45 s bei 50 °C mit ein ,ramping’-Temperatur von

0,2 °C pro Zyklus; 30 s bei 72 °C, 11 Zyklen von 30 s bei 95 °C, 45 s bei 60 °C, 30 s bei 72 °C, zum

Schluss 7 min bei 72 °C. Danach wurden die Proben zur Lagerung auf 4 °C herab gekihilt.

Post PCR-Reinigung:

Im Anschluss an die PCR wurden dem PCR-Produkt 0,5 pl Shrimp Alkaline
Phosphatase/Exonuklease | Mischung hinzugefugt. Die Inkubation erfolgte dann bei 37 °C fur
95 min mit anschlieBender Denaturierung fiir 15 min bei 78 °C. Die Proben wurden zur

Lagerung auf 4 °C herunter gekiihlt.

2.2.8. Multiplex Extension Primer Protokoll:

Die Multiplex Primer Extension wurde mit einem Gesamtvolumen von 10 pl durchgefiihrt. Die
Extension (SNaPshot) Primer Konzentration entspricht der Darstellung in Tabelle 2.2.

Die librigen Reagenzien wurden in den folgenden Konzentrationen eingesetzt:

2,5 ul ABI Prism SNaPshot Multiplex Kit Mix,

0,5 ul  von x10 Ampli Taq Gold PCR Buffer,

1,0 ul aufgereinigtes Multiplex PCR-Produkt

6 ul Extension Primer Losung
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Das Thermocycling wurde wie folgt durchgefiihrt:
Primer Extension Reaktion Bedingungen

25 Zyklen a 10 s bei 96 °C, 5 s bei 55 °C, 30 s bei 60 °C, anschlieBende Lagerung bei 4 °C.

Post SNaPshot Reinigung:
Im Anschluss an die SNaPshot Reaktion wurden dem Zwischenprodukt 0,5 ul Shrimp Alkaline
Phosphatase hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 95 min mit anschlieRender

Denaturierung fir 15 min bei 78 °C. Die Proben wurden erneut bei 4 °C gelagert.

2.2.9. Amplikon Analyse mittels Kapillarelektrophese

Vom gereinigten SNaPshot-Produkt wurden nun jeweils 1 pl mit 10 ul eines Mastermixes,
bestehend aus 9,6 ul HiDi Formamid und 0,4 ul GeneScan 120 LIZ, in der Kammer einer 96-
wells Platte gemischt. Die Kapillarelektrophorese wurde mit einem 3100-Avant Genetic
Analyser von ABI durchgefiihrt. Die Rohdatenverarbeitung wurde mit der GeneScan Software
desselben Herstellers ausgefiihrt. Die daraus hervorgehenden Daten wurden in Microsoft Excel

Ubertragen und dort weiter verarbeitet.

Ziel der Elektrophorese ist es die zuvor mittels PCR vervielféltigten DNA-Molekile ihrer GroRie
entsprechend zu ordnen, um die Basenfolge des untersuchten Abschnitts ermitteln zu kénnen.
Diese Technik macht sich zu Nutze, dass DNA-Molekiile in den meisten Losungen bzw. Puffern
negativ geladen sind, da ihre Phosphatgruppen H*-lonen abgeben, wodurch sie innerhalb eines
elektrischen Feldes zur Anode wandern.

Die Sortierung geschieht durch die Applikation von Strom an ein Medium, Gel, das DNA
enthalt.

Es werden zwei Formen der Elektrophorese durchgefiihrt:

1. Agarosegel-Elektrophorese und

2. Automatisierte Gel-Elektrophorese mittels Sequencer.

Wahrend die Agarosegelelektrophorese darauf basiert, dass die DNA sich entsprechend ihrer
GroRe in Banden innerhalb eines Gels anlagert, lesen die heute gebrauchlichen Sequencer die
DNA Abschnitte quasi beim Vorbeiwandern an Sensoren. Da die DNA Fragmente bei

konstanter Feldstdarke dabei umgekehrt proportional schnell zu ihrer GréRe wandern,
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passieren sie ihrer Ldange entsprechend (klein-groB) einen Laser, der die wahrend der
Sequenzierungsreaktion eingebauten ddNTPs zur Fluoreszenz anregt. Die emittierten
Lichtspektren (A-grin, C-blau, G-gelb, T-rot) werden in einem Elektropherogramm (Abb. 2.4)
und in die entsprechenden Basen (ibersetzt als Datensatz ausgegeben. Die dabei gewonnenen
Basenfolgen sind komplementar zu der tatsdchlichen Basenfolge.

Die automatisierte DNA Sequenzierung ist ein Ergebnis des Human Genome Projects, zuvor
war Sequenzierung ein in weiten Teilen manueller Prozess, der sehr viel Zeit in Anspruch nahm
und die Analyse groBerer Mengen DNA nahezu unmoglich machte [15, SS. 318-319, 358].
Wahrend fir die klassische Gel-Elektrophorese in der Vorbereitung ein flachiges Gel gegossen
werden muss, dass dann mit der zu untersuchenden DNA beimpft wird, enthalt jeder
automatisierte Sequencer einen kleinen Vorrat flissigen Gels. Die zu untersuchenden Proben
werden in Platten von bis zu 96 Ansatzen in das Gerat gegeben. Der Sequencer zieht dann liber
einzelne Kapillaren die DNA-Ansatze in das Gerat und legt zugleich eine elektrische Spannung
an jede Kapillare an. So ordnen sich innerhalb des in den Kapillaren befindlichen Gels die DNA-
Molekiile nach ihrer Gr6Re, um am Ende der Kapillaren von einem Laser zur Fluoreszenz
angeregt zu werden.

Die Kapillarelektrophorese mittels Sequencer weist eine Reihe von Vorteilen gegeniber der
herkdmmlichen Platten-Gelelektrophorese auf. Vorteile sind zum einen der geringere Einsatz
an DNA-Material und zum anderen dass die Probenansdtze theoretisch mehrfach verwendet
werden kénnen. Die Elektrophorese innerhalb der Kapillaren des Sequencers erfolgt zudem
wesentlich schneller, als in einem flachigen Gel, da aufgrund einer besseren Hitzeableitung der
Kapillaren héhere Spannungen angelegt werden kdénnen. Die gewonnenen Ergebnisse liegen
direkt in einem elektronischen Format, geeignet zur Weiterverarbeitung vor, wodurch das
Scannen oder Fotografieren des Gels entfdllt. Durch den geschlossenen Versuchsaufbau

besteht zudem eine geringe Gefahr der Kontamination.
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AB'A_ Plots - Test-Auswertung01.12.7508 11:16:50 Uhr Mit, 11. Feb 2009
Licensed to Prof. Brinkmann, Institut fir Rechtsmedizin Genotyper® 2.5.2
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Abb. 2.4 - Elektropherogramm, Haplogruppe Un
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2.2.10. Haplogruppen-Zuordnung

Die Hgn-Zuordnung wurde mit Hilfe eines Excel-Spreadsheets durchgefihrt und folgte dem in
Abb. 2.5 zu sehenden Entscheidungsbaum. Abweichend von bereits durch [39; 42] publizierten
Entscheidungsbdaumen, die keine weitere Differenzierung der auller-europdischen Hgn
vorsahen, konnten ausgehend von der asiatischen Hg M die Sub-Hgn D4 (SNP 3010), G (SNP
709), M3 (SNP 4580) und M42 (SNP 8251) sowie die von Hg R ausgehende eurasischen Sub-
Hgn P (SNP 15607) und R11 (SNP 709) zugeordnet werden.

Anhand der im Entscheidungsbaum dargestellten Merkmale konnte jeder der 861 Proben eine
definitive Hg zugeordnet werden.

Ein Ausschnitt aus der Excel-Arbeitsmappe, der den Prozess der Hgn-Zuordnung und den
Aufbau der Tabelle zeigt, ist ebenfalls zu sehen (siehe Abb. 2.6). Im Laufe der Arbeit konnte der
Prozess der Hgn-Zuweisung soweit optimiert werden, dass die Tabelle mit der darin
eingebetteten Funktion diese Aufgabe vollkommen automatisch durchfiihrte, sobald ein neuer
Datensatz hinzugefligt wurde. Die fir die Zuweisung entscheidenden Funktionen finden

weiterhin Anwendung am Institut fir Rechtsmedizin.
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Abb. 2.5 - Haplogruppen Entscheidungsbaum: Positionsnummern der Mutation dem rCRS folgend; Haplogruppen mit * kénnen in

weitere Subgruppen unterteilt werden.
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Abb. 2.6 - Automatische Zuweisung von Haplogruppen durch Excel
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2.2.11. Haplotypen-Zuweisung

Die Htn-Zuweisung wurde anhand der Sanger-Sequenz [62] der HVI mit Microsoft Excel
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden alle Basen der HVI-Sequenz Datenbank zu Ketten
verknipft und entsprechend ihres Hts (Basenfolge) alphabetisch sortiert. Anschliefend
wurden den Htn in der Folge ihres Auftretens Nummern von 1 bis 343 zugewiesen. Der

vorherrschende Ht war in seiner Sequenz identisch mit der Anderson Sequence.

2.2.12. Datenanalyse in zwei Schritten

Die Proben wurden in zwei Schritten analysiert. Zuerst erfolgte die Analyse der Ergebnisse des
32 mtDNA SNaPshots. In einem zweiten Schritt die Analyse der Ergebnisse der HVI-
Sequenzierung.

861 Proben wurden einem 32 mtDNA SNaPshot unterzogen und konnten danach erfolgreich
einer Hg zugeordnet werden. Von 861 Proben wurde eine HVI-Sequenzierung durchgefiihrt
und ein Ht zugewiesen.

Die Forschungsgruppe von Brandstatter et al. schlagt vor, zuerst einen SNaPshot als Screening-
Methode durchzufilhren, um anhand der Ergebnisse Proben fiir die Sequenzierung

auszuwahlen [9].

2.2.13. Die Power of Discrimination

Die PD, auch als Random Matching Probability [10] bezeichnet, wurde berechnet wie in [9; 10;
42; 68] beschrieben (siehe Abb. 2.7):
‘n’= Anzahl der in der Datenbank enthaltenden Individuen, ‘m’ = Anzahl der in der Datenbank

gefundenen Htn, ‘x;" = Haufigkeit des Htn und ,i’ in der Datenbank

PD =1- n_zﬁx2

]
i=1

Abb. 2.7 - Die PD [42]
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2.2.14. Einsatz von virtuellen Mini-Amplikons zur Analyse von mtDNA

Die Ergebnisse der HVI-Sequenzierung wurden angelehnt an die von Eichmann und Parson [21]
publizierte wissenschaftliche Arbeit (Naheres siehe Einleitung) mittels MAs untersucht. Dabei
wurden zuerst Abschnitte untersucht, die bereits 2008 von Eichmann und Parson in dhnlicher
Form analysiert worden waren. Da sich die von Eichmann und Parson untersuchten Abschnitte
nicht auf die HVI Region beschrankten, sondern auch die HVII und HVIII beinhalteten, konnten,
wie in Abb. 2.8 zu sehen, letztlich mit den vorliegenden Daten nur drei der vorbeschriebenen
Abschnitte mit virtuellen MAs, Mms, untersucht werden. Die {ibrigen Abschnitte sind in Abb.

2.8 daher grau verdeckt dargestellt.

68191
€229l
v6Z9L
LE9L
Z9e9)

WA3 237bp

Abb. 2.8 - Mms nach Eichmann und Parson [21], die 19 variabelsten Bereiche sind hervorgehoben

Die in Abb. 2.8. zu sehenden MA 1, 2 und 3 wurden gegeniiber der Gestaltung von Eichmann
und Parson [21] um bis zu 51,6 % verkiirzt, gleichzeitig aber auf die variabelsten Bereiche, der
HVI-Region konzentriert. Von ihrer Lange entsprechen sie damit am ehesten der mVRI (91 bp)
des AFDIL [20].

Die angepassten MAs werden in Anlehnung an den Titel der Publikation von Eichmann und

Parson [21] als Mms bezeichnet. Die Mms I-1lI, sind in Tabelle 2.4 zu sehen.

Tabelle 2.4 - PD der 'Mitominis' nach Eichmann und Parson [21]

Mitomini Lange (bp)
MITOMINI I: 39
16029 - 16112

MITOMINI II: 75
16134 - 16208

MITOMINI 111:

16223 - 16365 133
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Nach dem 32 mtDNA SNaPshot mit der anschlieBenden Zuordnung der Hgn wurden die 18 Hgn
mit mehr als 10 Individuen, insgesamt 806 Proben, in eine eigene Datenbank lberfiihrt und

eine Untersuchung der gesamten HVI-Sequenz mit virtuellen MAs durchgefihrt.

Dabei kamen zum einen drei MAs in Anlehnung an die von Eichmann und Parson [21]
konzipierten ,Mitominis“ zum Einsatz, zum anderen wurde die HVI Region jedes unabhangigen
Hgn Datensatzes in 217 virtuelle MAs von je 120 bp Linge unterteilt und die PD fiir jeden

dieser Abschnitte untersucht. Die Vorgehensweise wird durch die Abb. 2.9. illustriert.

Virtuelle Mini-Amplikons zur Datenanalyse
Position der Mini-Amplikons
3333333333333 3333383233
233833388800tV BBLLELIBI
D B o IR B B I O O R O B IR O G IR O O TR O O IR O O TR O o IR O A o R O O O B IO |
1
2 EEEEEEEE NN RN
3 I O N N
4 EEEEEEEE NN RN
> O B R
3 ENEEEEENEEEE NN
ENEEEEEEEEEE NN
8 ENEEEEEEEEEE NN
N9 O A
v 10 ENEEEEEEEEEE NN
;11 EEEEEEEEEEEEEEEEEE NN
o 12 ENEEEEEEEEEE NN
S It ENEEEEEEEEEE NN
= EEEEEEEEEEEEEEEE NN
E 13 EEEEEEEEEE SN EEEE RN
E 18 I
s 15 ENEEEEEEEEEE NN
20 ENEEEEEEEEEE NN
ENEEEEEEEEEE NN
21 ENEEEEEEEEEE NN
22 ENEEEEEEEEEE NN
23 ENEEEEEEEEEE NN
;g EEEEEEEEEEEEEEEEEE NN
217 i —————————

Abb. 2.9 - Virtuelle Mini-Amplikons zur Datenanalyse
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3.  Ergebnisse

Insgesamt wurde von 861 Proben ein 32 mtDNA SNaPshot erstellt, von diesen Proben wurde
auBerdem eine HVI-Sequenzierungen durchgefiihrt. Jeder Probe konnte erfolgreich einer Hg
zugeordnet werden und so mit den korrespondierenden Ergebnissen aus der HVI-
Sequenzierung verglichen werden.

Bei der Analyse der Proben wurde vorausgesetzt, dass als erster Untersuchungsschritt der 32
mtDNA SNaPshot erfolgte. Kbnnen zwei Individuen danach nicht diskriminiert werden, da sie
der gleichen Hg zugeordnet wurden, missen sie anhand ihrer HVI Region differenziert werden.
Dazu wurde die HVI Region in 217 Abschnitte mit einer Lange von je 120 bp unterteilt. Der
erste Abschnitt reicht dabei von 16024 bp - 16144 bp, der zweite von 16025 bp - 16145 bp, ...,
der letzte Abschnitt von 16245bp - 16365 bp (siehe Abb. 2.9).

Diese virtuellen MAs, wurden nun auf ihre PD untersucht, um fir jede Hg Bereiche der HVI zu
identifizieren, die eine Unterscheidung erméglichen. Dazu wurden aus den vollstandigen HVI-
Basenreihen (16024 bp - 16365 bp) die entsprechenden Abschnitte ausgewahlt (z.B. 16024 bp -
16144 bp), diese nach alphabetischer Reihenfolge ihrer Htn sortiert und anschlieRend gezahlt.
Anhand der Gesamtzahl der Proben innerhalb der Hg und der Frequenz der einzelnen Htn
innerhalb des gewahlten Abschnitts konnte anschlieRend die PD fiir eben diesen Bereich der
HVI berechnet werden.

Die PD wurde zuerst mit drei Mms nach Eichmann und Parson [21] berechnet. Die Ergebnisse
aus diesen Untersuchungen werden im Folgenden mit selbst erstellten MAs verglichen. Es
wurden in beiden Fallen lediglich Hgn, die in dieser Datenbank mit mehr als zehn Individuen
vertreten sind, auf die PD der Mms bzw. MAs hin untersucht. Die Berechnung mit einer
niedrigeren Probenzahl hatte eine zu geringe Aussagekraft gehabt.

Mit den im Verlauf dieser Arbeit gewonnenen Daten des 32 mtDNA SNaPshots und der HVI-
Sequenzierung wurde zur Erweiterung der EMPOP mtDNA Datenbank,
http://www.empop.org, [55] beigetragen. Das Datenmaterial wurde dazu einer
phylogenetischen Plausibilitdtsprifung durch entsprechende Software der EMPOP Datenbank

unterzogen [56].
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3.1. Die Datenanalyse

Werden die Ergebnisse des 32 mtDNA SNaPshots und der HVI-Sequenzierung gegeniber
gestellt, zeigt sich, dass mit ersterem Verfahren allein durch die Zuordnung der Hgn eine (PD
0,911) mit der HVI-Sequenzierung (PD 0,974) durchaus vergleichbare PD erreicht werden kann.
Bei der Berlicksichtigung individualisierender SNPs konnte eine PD von 0,957 erzielt werden.
Durch den SNaPshot konnten 29 von 41 moglichen Hgn vergeben werden. Dabei zeigte das
Probenmaterial bis auf wenige Ausnahmen (M & L und deren Subgruppen) die fir eine
norddeutsche bzw. westeuropaische Population typische Hgn-Verteilung [9; 10; 39]. Dariiber
hinaus konnten allein durch den SNaPshot 166 Htn ermittelt werden. Der hadufigste Ht konnte
dabei 95-mal (11,03 %) gefunden werden, 109-mal (12,66 %) trat ein Ht nur einmal auf.

Bei der Untersuchung der HVI wurden insgesamt 343 Htn ermittelt, der haufigste Ht konnte
102-mal (11,84 %) zugewiesen werden und entsprach der Anderson Sequence.

240-mal (27,87 %) konnte ein Ht nur einmal gefunden werden.

Eine Ubersicht der Ergebnisse wird in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tabelle 3.1 - Ergebnisse der SNaPshot und HVI Analyse

SNaPshot HVI
Proben Haplogruppen PD Haplotypen PD Haplotypen PD
Anzahl (n) Anzahl (n) Anzahl (n)
861 29 0,911 166 0,957 343 0,974
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3.2. Haplogruppen-Verteilung

Insgesamt wurden 29 der 41 maoglichen Hgn (siehe Entscheidungsbaum, Abb. 2.5) zugeordnet.
Die Hgn H und ihre Subgruppen H1, Hlal, H10, H3, H4, H6 und H7A belaufen sich dabei auf
insgesamt 356 Individuen bzw. 41,35 % aller Probenergebnisse. Durch Bestimmung der
Subgruppen konnte die Anzahl der als H bestimmten Proben auf 174 bzw. 20,21 % reduziert
und damit mehr als halbiert werden. Zugleich war H mit 174 Individuen die haufigste Hg, die
seltenste Hg war D4 mit nur einem Individuum.

Die Subgruppen von H belaufen sich auf insgesamt 182 Proben bzw. 21,14 % mit H1 108 (12,54
%), H1lal 7 (0,81 %), H10 8 (0,93 %), H3 18 (2,09 %), H4 8 (0,93 %), H6 28 (3,25 %) und H7A 5
(0,58 %) wie z.B. von Brandstatter publiziert [10].

Eine Ubersicht der Ergebnisse wird in Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle 3.2 - Ergebnisse der Haplogruppe Zuordnung, die Kumulation entsteht aus den einzelnen Anteilen der Haplogruppen.

Haplogruppe Anzahl (n) Anteil (%) Kumulation (%)
D4 1 0,12 0,12
G 3 0,35 0,46
H 174 20,21 20,67
H1 108 12,54 33,22

H1A1 7 0,81 34,03
H10 8 0,93 34,96
H3 18 2,09 37,05
H4 8 0,93 37,98
H6 28 3,25 41,23
H7A 5 0,58 41,81
HV 40 4,65 46,46
| 16 1,86 48,32
J 17 1,97 50,29
T 14 1,63 51,92
Jic 59 6,85 58,77
K 60 6,97 65,74
L 16 1,86 67,60
2 0,23 67,83
N 10 1,16 68,99
N1 4 0,46 69,45
12 1,39 70,85
T 41 4,76 75,61
T2 49 5,69 81,30
U 77 8,94 90,24
UN 42 4,88 95,12
\ 25 2,90 98,03
0,93 98,95
X 2 0,23 99,19
X2 7 0,81 100,00
29 861 100
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Das Diagramm (Abb. 3.1) verdeutlicht die dominante Rolle der Hg H und ihrer Sub-Hgn in der
Verteilung der Hgn. Die Hgn werden dabei von D4 bis X2 alphabetisch im Uhrzeigersinn

gezeigt.

Haplogruppen-Verteilung

Abb. 3.1 - Haplogruppen-Verteilung
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3.3. Haplotypen-Verteilung

Die Untersuchung der HVI-Sequenzierung ergab 343 Htn, der haufigste Ht konnte 102-mal
(11,84 %) nachgewiesen werden und entsprach der AS. 240-mal (27,87 %) konnte ein
einzigartiger Ht gefunden werden. Die Summe der Htn, die zweimal oder haufiger auftraten,

belief sich auf insgesamt 519 Proben (60,28 %) (siehe Abb. 3.2).

Haplotypen-Verteilung

@1 m>2 [JAnderson-Sequenz

Abb. 3.2 - Haplotypen-Verteilung der einmaligen oder haufiger/gleich 2-mal vorhandenen sowie der AS entsprechenden Proben
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3.4. Haplogruppen und Mini-Amplikons

3.4.1. Mitominil

Der Mm | hat eine Lange von 84 bp und war damit das zweitkiirzeste Mm. Es bietet insgesamt
die wenigsten Htn (20) und die niedrigste PD (0,350) von allen getesteten Mms (siehe Tabelle
3.3). Bezogen auf die Mms bei J, T, T2 und V (0,0) die niedrigste und fiir R (0,583) die hochste
PD. J, T, T2 und V sind in diesem Bereich identisch und bieten daher kein

Diskriminationspotenzial (siehe Tabelle 3.4).

Tabelle 3.3 - Uberblick: Mitomini |

16029 - 16112

Haplotypen
Anzahl (n) PD
20 0,350

Tabelle 3.4 - Haplogruppen in Mitomini |

H 174 6 0,201
H1 108 7 0,349
H3 18 2 0,105
H6 28 3 0,135
HV 40 6 0,311

| 16 2 0,219

J 17 1 0,000

T 14 4 0,367
Jic 59 4 0,159

K 60 2 0,231

L 16 3 0,398

N 10 2 0,180

R 12 4 0,583

T 41 1 0,000
T2 49 1 0,000

U 77 5 0,192
UN 42 4 0,354

\ 25 1 0,000

TOTAL 806
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3.4.2. Mitominill

Der Mitomini Il hat eine Ldnge von 75 bp und ist damit das kiirzeste getestete Amplikon.
Bezogen auf Htn (52) und PD (0,581) liegt es zwischen Mitomini | und Ill (siehe Tabelle 3.5). Es
bietet fiir Hg H6 die niedrigste PD (0,191) und fir Hg J/T die héchste PD (0,827) (siehe Tabelle
3.6).

Tabelle 3.5 - Uberblick Mitomini Il

16134 - 16208

Haplotypen
Anzahl (n) PD
52 0,581
Tabelle 3.6 - Haplogruppen in Mitomini Il
H 174 16 0,226
H1 108 14 0,699
H3 18 5 0,383
H6 28 2 0,191
HV 40 12 0,565
| 16 3 0,227
J 17 4 0,471
T 14 8 0,827
J1C 59 9 0,498
K 60 3 0,096
L 16 5 0,563
N 10 4 0,480
R 12 4 0,597
T 41 3 0,380
T2 49 4 0,374
u 77 16 0,788
UN 42 13 0,782
V 25 4 0,221
TOTAL 806
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3.4.3. Mitomini lll

Der Mitomini Ill hat eine Ldange von 133 bp und ist damit das langste getestete Amplikon.
Gleichzeitig bietet es die meisten Htn (176) und die hochste PD (0,911) (siehe Tabelle 3.7). Die
niedrigste PD bietet es fur Hg V (0,15), die hochste fir L (0,93) (siehe Tabelle 3.8).

Tabelle 3.7 - Uberblick Mitomini IlI

16233 - 16365

Haplotypen
Anzahl (n) PD
176 0,911
Tabelle 3.8 - Haplogruppen in Mitomini Il
H 174 34 0,788
H1 108 28 0,582
H3 18 5 0,457
H6 28 6 0,372
HV 40 20 0,868
| 16 6 0,508
J 17 7 0,561
T 14 12 0,908
J1C 59 13 0,544
K 60 12 0,431
L 16 15 0,930
N 10 8 0,840
R 12 11 0,903
T 41 11 0,490
T2 49 12 0,623
u 77 28 0,855
UN 42 26 0,902
V 25 3 0,150
TOTAL 806
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3.4.4. Uberblick: Power of Discrimination der Mitominis nach Eichmann und Parson

Von 18 getesteten Hgn wies Mm | keinmal die héchste PD auf, zudem bot es fir J, T, T2 und V

jeweils kein Diskriminationspotenzial, anders die Mms Il und lll, die in jedem Fall zumindest

niedrige Diskriminationspotenziale boten. Mm Ill bietet in 16 von 18 Fallen (H, H3, H6, HV, |, J,

J/T,J1c, K, L, N, R, T, T2, U, Un) die héchste PD, Mm Il in zwei Fallen (H1, V) (siehe Tabelle 3.9).

Tabelle 3.9 - PD der Mitominis I-lll fiir die Haplogruppen

PD
Haplogruppe Mitomini | Mitomini Il Mitomini Ill
H 0,201 0,226 0,788
H1 0,349 0,699 0,582
H3 0,105 0,383 0,457
H6 0,135 0,191 0,372
o 0,311 0,565 0,868
| 0,219 0,227 0,508
) 0,000 0,471 0,561
T 0,367 0,827 0,908
Jic 0,159 0,498 0,544
K 0,231 0,096 0,431
L 0,398 0,563 0,930
N 0,180 0,480 0,840
R 0,583 0,597 0,903
T 0,000 0,380 0,490
) 0,000 0,374 0,623
U 0,192 0,788 0,855
UN 0,354 0,782 08
v 0,000 0,221 0,150
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Das Sdulendiagramm (Abb. 3.3) verdeutlicht diese Konstellation.

PD der Mitominis I,Il & IlI

1,000

0,900

0,800

0,700

0,600

£0,500
0,400
0,300
0,200

0,100

0,000

H Hl H3 H6 HV I J JT JIC K L N R T T2 U UN V
Haplogruppen

B Mitomini | = Mitominill = Mitomini lll

Abb. 3.3 - PD der Mitominis I,Il und Ill nach Eichmann und Parson [21]
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3.5. Mini-Amplikon X

Firr alle 18 Hgn, die mehr als 10 Individuen enthielten, wurden weitere MAs mit einer Lange
von minimal 120 bp in der HVI bestimmt. Hier aufgefiihrt sind lediglich die Abschnitte mit der
hochsten PD. Dazu wurde die HVI Region von jeder Hg, wie in Abb. 2.9 zu sehen ist, beginnend
bei Position 16029 in 217 Abschnitte von je 120 bp Lange unterteilt. Dabei ergab sich fiir jede
Hg ein Bereich, bei Hg T2 zwei Bereiche, in der mehrere MAs eine identische PD bieten. Die
sich Uberlappenden MAs von 120 bp werden deshalb als zusammenhangender Abschnitt
betrachtet. Die in Tabelle 3.10 angegebenen Positionen und Langen der MAs in bp geben diese
maximale Abschnittslange an. Flir Hg H finden sich zwischen 16199 und 16329 insgesamt 12
MAs von je 120 bp Lange. Die kiirzeste Abschnittslange ergab sich fiir die Hg K und Hg U, der
langste Abschnitt fir Hg H3 mit 171 bp Lange. Fir die Hg T2 ergaben sich zwei unabhangige
Abschnitte mit einer identischen PD (0,623). Die minimale PD ergab sich fiir Hg V (0,352), die
maximale PD fir Hg U (0,935) (siehe Tabelle 3.10).

Tabelle 3.10 - Mini-Amplikon X der einzelnen Haplogruppen im Vergleich

Haplogruppe Mini-Amplikon X bp Haplotypen Anzahl (n) PD
H 16199 - 16329 131 38 0,781
H1 16145 - 16268 124 21 0,776
H3 16122 - 16292 171 7 0,537
H6 16125 - 16249 125 6 0,469
HV 16191 - 16329 139 19 0,876
| 16052 - 16206 155 5 0,625

J 16205 - 16365 161 7 0,561
J/T 16178 - 16309 132 13 0,918
J1c 16143 - 16283 141 21 0,709
K 16093 - 16213 121 8 0,446
L 16236 - 16365 130 15 0,930
N 16191 - 16329 139 9 0,880
R 16242 - 16365 124 11 0,903
T 16184 - 16329 146 11 0,490
T2 16184 - 16309 126 11 0,623
16242 - 16365 124 12 0,623

] 16174 - 16294 121 34 0,935
UN 16241 - 16365 125 25 0,890
\ 16129 - 16260 132 6 0,352
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3.6. Vergleich Mitominis nach Eichmann u. Parson mit Mini-Amplikons X

Im direkten Vergleich der Mms I-lll nach Eichmann und Parson [21] mit den MAs zeigen sich
groRe Ubereinstimmungen in der PD insbesondere mit Mm IIl. In 11 von 18 Fillen konnten
MAs gefunden werden, die eine hoher PD als die Mms | bis IIl bieten, in zwei Fallen war die PD
kleiner, in weiteren flnf Fallen gleich hoch. Die grofRte Differenz wurde bei Hg J1c (+0,165)

erzielt (siehe Tabelle 3.11 und Abb. 3.4).

Tabelle 3.11 - Mini-Amplikon X der einzelnen Haplogruppen im Vergleich zu Mitomini I-lll nach Eichmann und Parson [21]
Haplogruppe Mini-Amplikon X Mitominiljl Mitomini Il | Mitomini Ill e
H 0,781 0,201 0,226 0,788 -0,007
H1 0,776 0,349 0,699 0,582 0,077
H3 0,537 0,105 0,383 0,457 0,080
H6 0,469 0,135 0,191 0,372 0,097
HV 0,876 0,311 0,565 0,868 0,008
| 0,625 0,219 0,227 0,508 0,117
J 0,561 0,000 0,471 0,561 0,000
T 0,918 0,367 0,827 0,908 0,010
J1c 0,709 0,159 0,498 0,544 0,165
K 0,446 0,231 0,096 0,431 0,015
L 0,930 0,398 0,563 0,93 0,000
N 0,880 0,180 0,48 0,84 0,040
R 0,903 0,583 0,597 0,903 0,000
T 0,490 0,000 0,38 0,49 0,000
T2 0,623 0,000 0,374 0,623 0,000
u 0,935 0,192 0,788 0,855 0,080
UN 0,890 0,354 0,782 0,902 -0,012
Vv 0,352 0,000 0,221 0,15 0,131
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Die nachfolgende Darstellung, Abb. 3.4, zeigt die Bereiche der MAs mit der héchsten PD in den

Hgn und die Bereiche der drei Mms nach Eichmann und Parson [21] innerhalb der HVI.

16025
16050
16075
16100
16125

16150

Mitominis im Vergleich

Bereich der Mitominis (bp)

o
o

16175

[o\]

(o]

-
!

LN

~

o

(Vo]

—
!

o

n

o

o

—
|

16350

I T T
< oo w

[—

ia)

-
fary
- ™ 2 - = 0O

—
N

Haplogruppen und Mitominis nach Parson

u

UN

Vv
Mitomini |
Mitomini Il

Mitomini lll

Abb. 3.4 - Mini-Amplikons und Mitominis im Vergleich
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4. Diskussion

Im Laufe dieser Arbeit konnten insgesamt 861 Proben mit dem am Institut fiir Rechtsmedizin
der Universitat Munster entwickelten 32 mtDNA SNaPshot [39] untersucht und mit den Daten
der HVI-Sequenzierung [42] derselben Proben verglichen werden.

Mit den Ergebnissen des SNaPshots wurden allen Proben Hgn entsprechend der Abb. 2.5
zugeordnet. Anschlielend wurden die HVI-Sequenzen der Proben von 18 Hgn, die sich aus
mehr als 10 Proben rekrutierten (H, H1, H3, H6, HV, |, J, J/T, J1C, K, L, N, R, T, T2, U, UN, V),
insgesamt 806 Proben, mittels virtueller MAs von 120 bp Lange auf Abschnitte mit einer
moglichst hohen PD untersucht. Hgn, die weniger als 10 Proben enthielten, wurden nicht
bericksichtigt.

Fir die Gberwiegende Zahl der Hgn konnten verwertbare Ergebnisse erzielt werden. Die
alleinige Untersuchung der Proben mittels der Hgn-Zuordnung erbrachte eine PD von 0,911.
Die Untersuchung derselben Proben mittels HVI-Sequenzierung ergab eine PD von 0,974. Die
Ergebnisse der SNaPshot PD wurden dabei erzielt ohne individualisierende SNPs zu
bericksichtigen.

Unter Einbeziehung individualisierender SNPs konnte mit den Ergebnissen des SNaPshots eine
PD von 0,957 (siehe Tabelle 3.1) erreicht werden.

Die automatische Hgn-Zuordnung mittels Excel Spreadsheet erwies sich als verlassliche
Methode, ohne die eine schnelle Auswertung der Probenergebnisse nicht moglich gewesen
ware.

Die Basis zur Entwicklung der Funktionen der Hgn-Zuordnung war der im IfR verwendete Hgn-
Entscheidungsbaum (Abb. 2.5). Die Arbeitsweise der mittels Excel Spreadsheet durchgefihrten
Hgn-Zuordnung, wie sie in Abb. 2.6 zu sehen ist, folgt dabei einem Stufenschema, das in
weiten Teilen durch die zum Zeitpunkt der Erarbeitung bestehenden Limitierungen von Excel
bedingt ist. Mit der nun zur Verfligung stehenden Version lieRe sich die Hgn-Zuordnung
kompakter gestalten. Ein Vorzug der in Abb. 2.6 zu sehenden Vorgehensweise ist jedoch die
dadurch vorhandene Kontrollierbarkeit der Ergebnisse, da die Hgn-Zuordnung fiir den
Untersucher nachvollziehbar dargestellt wird. Zudem lieferte das fiir die Hgn-Zuordnung
angelegte Excel Spreadsheet verldssliche Ergebnisse und findet im IfR auch weiterhin

Anwendung zur Bestimmung der Hgn.
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Durch die weitgehend automatisierte Untersuchung der ausgewahlten virtuellen MAs der HVI
wurde es moglich, eine sehr grofRe Zahl von Abschnitten auf ihr Diskriminationspotenzial zu
Uberprifen. Insgesamt wurde die HVI-Sequenzen von 18 Hgn in jeweils 217 Abschnitte (16024-
16144, 16025-16145, ..., 16245-16365) (siehe Abb. 2.9) unterteilt und auf ihre PD geprift. Von
18 Hgn (H, H1, H3, H6, HV, |, J, J/T, J1C, K, L, N, R, T, T2, U, UN, V) wurden insgesamt 3906 MAs

Uberpruft.

Eine besondere Herausforderung stellte die Entwicklung der fir die Analyse der MAs
bendtigten Tabellenfunktionen dar. Dazu mussten die Einzel-Basen-Positionen der HVI-Proben-
Daten in zusammenhangende Basenfolgen konvertiert werden. Da die urspriingliche Notierung
der HVI-Proben Daten lediglich die Basenpositionen enthielt, die innerhalb der vorliegenden
Datenbank Veranderungen gegentliber der rCRS aufwiesen, mussten die Ubrigen Basen zuvor
erganzt werden. Daraus ergab sich fiir jeden der 861 Datensdtze eine der HVI-Region
entsprechende Basenfolge von 342 Zeichen. Mittels der in Excel zur Verfligung stehenden
Funktionen konnten dann alle Proben, ausgehend von einer anzugebenden Startposition,
gleichzeitig in Abschnitte von je 120 bp Lange unterteilt werden (siehe Abb. 2.9). AnschlieRend
konnte eine Analyse der Htn dieses entsprechenden Abschnitts und aus diesen Daten die
jeweilige PD berechnet werden. Diese Analyse erfordert eine manuelle Eingabe der
Startposition, sowie eine Reihe manuell auszuwahlender Befehle, wie die Sortierung der
ausgewdhlten Basenfolgen. Dies macht die Arbeit trotz der weitgehenden Automatisierung
sehr zeitaufwandig und kann zu Fehlern fihren. Erst mit dem Erscheinen von Microsoft Excel
2010 wurde die Bearbeitung der Daten Uberhaupt in dieser Form moglich. Zu Beginn dieser
Arbeit war eine Berechnung aufgrund des Datenumfangs mit der zu diesem Zeitpunkt zur
Verfligung stehenden Version von Microsoft Excel mehrmals gescheitert.

Langfristig muss es das Ziel sein, die bei dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse in ein

verlassliches Programm mit vollstandig automatisierten Arbeitsschritten zu tGbertragen.
Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten des 32 mtDNA SNaPshots und die bereits

vorliegenden Daten der HVI-Sequenzierung wurden zu einem Datensatz zusammengefasst und

nach vorheriger phylogenetischer Prifung in die EMPOP-Datenbank [55] aufgenommen.
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Das SNaPshot Verfahren ist gerade aufgrund seiner groRen Zuverlassigkeit von groflem
Interesse fur die forensische Genetik, zudem liefert der 32 mtDNA SNaPshot selbst dann
vollstandige Ergebnisse, wenn STRs der nDNA und auch HVI-Sequenzierungen fehlschlagen
[18; 41]. So konnten am Institut fir Rechtsmedizin mit dem 32 mtDNA SNaPshot bereits
Proben mit einem Alter von bis zu 1400 Jahren erfolgreich analysiert werden [41]. Der 32
mtDNA SNaPshot hat eine einwandfreie Einsetzbarkeit bei der Anwendung auf Speichel-, Blut-,
Sperma-, Haar-, Zahn- und Knochenproben bewiesen [41]. Das SNaPshot Verfahren bietet,
ohne Beriicksichtigung individualisierender SNPs, eine geringere PD als eine HVI-
Sequenzierung, zeigt aber gleichzeitig eine hohere Sensitivitat.
SNaPshots machen sich eine Reihe von Besonderheit der mtDNA zu Nutze.
Abgesehen von einer Ausnahme, der sog. C-Stretch zwischen den Positionen 515 und 524,
weist die mtDNA ausschlieRlich Punktmutationen, SNPs, auf [69]. Individuen, die sich in der
HVI/HVII Region entsprechen, weisen durchschnittlich 6,2 Unterschiede verteilt Gber die
verbleibende mtDNA auf [18]. Oft wird so durch den 32 mtDNA SNaPshot eine weitere
Differenzierung von in der HVI-Region identischen Proben erméglicht [39]. Mit den in der
coding Region der mtDNA enthaltenen non-coding Nukleotiden, auch als ,intergenetische
Spacer” bezeichnet [18], finden sich hochst variable Bereiche, die bei einer alleinigen
Untersuchung der non-coding Region ungenutzt bleiben und weiteres Diskriminationspotenzial
bieten [18; 19]. Diese ,Spacer” sind allerdings sehr ungleichméaRig tiber das Genom verteilt und
weisen grofle Abstinde auf [69]. Eine Sequenzierung groBer Abschnitte gegeniiber vieler
differenzierter Nukleotide erscheint allein aus diesem Grund weniger effektiv. Ein weiterer
Aspekt bei der Untersuchung der coding Region, der erst bei der Sequenzierung
zusammenhangender Abschnitte zum Tragen kommt, sind sog. ,synonymous-“ und
»,honsynonymous sites”, das heildt Nukleotidvariationen in protein-kodierenden Abschnitten
der mtDNA. Als ,synonymous sites” werden dabei Variationen ohne Einfluss auf das kodierte
Protein bezeichnet, wahrend ,, nonsynonymous sites” eine Veranderung bewirken. Meist liegen
»Synonymous-“ und ,nonsynonymous sites” in direkter Nachbarschaft [19], weshalb bei der
Untersuchung von unverdéachtigen Abschnitten auch Informationen lber protein-verandernde
und damit auch potenziell pathogene Variationen gewonnen werden kénnen [18; 19; 69]. Die
Untersuchung dieser Regionen, insbesondere der ,,nonsynonymous sites” wird daher ethisch
vielfach kritisch bewertet und die Konzentration auf neutrale Bereiche empfohlen, da die

Untersuchung von ,nonsynonymous sites” zugleich eine Verantwortung impliziert
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Informationen {ber pathogene Verdnderungen an die entsprechenden Spender zu
kommunizieren [18; 19; 69]. Zudem hat sich die Sequenzierung ganzer Abschnitte der coding
Region unabhangig von diesen Faktoren als wenig effektiv erwiesen, da durch die Analyse von
SNPs ein deutlich hoheres Diskriminationspotenzial erzielt werden kann [19; 69]. Es ist sinnvoll
in einem ersten Schritt mittels eines SNaPshots die genetisch relativ stabile coding Region zu
nutzen, da die genetisch-variablere non-coding Region im Anschluss noch ein zusatzliches
Diskriminationspotenzial bereit halt, das umgekehrt nicht existiert [19].
Der mtDNA SNaPshot erscheint deshalb als das derzeit geeignetste Verfahren zur Analyse der

coding Region zu sein [19; 69].

Entsprechen sich zwei oder mehr Proben im Anschluss an die SNaPshot-Untersuchung, muss
bei einer fir die Sequenzierung der gesamten HVI/HVII Region nicht ausreichenden Menge an
DNA jedoch eine Alternative gefunden werden. Eine mogliche Losung erscheint dabei die
Analyse von kurzen Sequenzabschnitten, auch MAs [8; 21], Mms [21] oder mVRs [20] genannt.
Fir diese Arbeit wurde die HVI von 806 Proben aus 18 Hgn in jeweils 217 virtuelle MAs
unterteilt und ihre PD berechnet. Die HVI Datenbank ist grof genug, um verlassliche
Ergebnisse zu erzeugen, da eine deutliche groRere Vielfalt an Htn fir diese Population nicht zu
erwarten ist [57].

Dieser Versuchsaufbau wurde auch im Hinblick darauf gewahlt, den 32 mtDNA SNaPshot als
Screening Methode mit einem moglichst niedrigen DNA Bedarf zu etablieren und MAs mit

einer moglichst hohen PD bei identischer Hgn-Zuordnung zu ermitteln.

Die bei dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigen, dass die Hgn-Zuordnung von forensischen
Proben mittels 32 mtDNA SNaPshot eine probate Methode fiir die schnelle und
aussagekraftige Untersuchung forensischer Proben darstellt.

Selbst ohne die Berlicksichtigung individualisierender SNPs, abgesehen von Position 2772,
konnte eine hohe PD (0,911) erzielt werden.

Die Untersuchung der HVI mittels MAs von 120 bp Lange zeigt, dass es moglich ist, selbst mit
sehr kurzen Amplikons verwertbare Ergebnisse zu erzeugen. So konnte bei 18 untersuchten
Hgn bei vier Hgn eine PD von Uber 0,9, insgesamt bei 14 aus 18 eine hoheren PD als 0,5 (siehe
Tabelle 3.11) erzielt werden. Dies bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit zweier nicht mit

einander verwandter Individuen flr diese Bereiche sich genetisch zu entsprechen unter 50 %
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oder entsprechend weniger betragt [10]. Das hochste Potenzial der HVI entféllt nach den
vorliegenden Ergebnissen auf das letzte Drittel (siehe Abb. 3.4).

Damit erklaren sich auch die Ubereinstimmungen bei der Anwendung des nach Eichmann und
Parson [21] ermittelten Mm Ill und der selbst ermittelten virtuellen MAs auf die Ergebnisse der
Probendatenbank (siehe Abb. 3.4).

Die Analyse der Mms nach Eichmann und Parson [21] bzw. mVR des AFDIL [20], sowie die
Erstellung eigener virtueller MAs mit einer Lange von 120 bp ohne Primer im Anschluss an die
Hgn-Zuordnung ergab fiir einzelne Hgn PDs, die noch Uber der PD der Hgn-Zuordnung lagen.
Die hier lediglich virtuell erzeugten MAs von 120 bp Linge werden als Primer fir die
Amplifizierung der ermittelten Abschnitte ca. 160-180 bp Lange aufweisen. Die Verkiirzung der
virtuellen MAs auf 120 bp /160-180 bp Linge erhoht dabei die Einsetzbarkeit bei stark
degeneriertem Probenmaterial und liefert fir einzelne Hgn dennoch eine hohe PD. Die hier
vorgelegte Arbeit reflektiert lediglich die Erkenntnisse aus der Analyse virtueller MAs.
Nachteile bzw. Probleme, die mit der Amplifikation und bei der Optimierung der

entsprechenden Primer einhergehen, kdnnen daher nicht benannt werden.

Trotz der augenscheinlichen Vorziige des SNaPshots sprechen gegen den Einsatz des
SNaPshot-Verfahrens die in vielen Gebieten bisweilen noch unzureichende Hgn Auflésungen.
So belaufen sich allein auf H rund 20,21 % und auf H1 12,54 % der untersuchten Proben, eine
weitere Differenzierung der Hgn ist hier dringend, auch im Hinblick auf die auf West-Europa
zugeschnittene Nutzung, erforderlich [69].

Die Nutzung von MAs der HVI erscheint gerade vor diesem Hintergrund sinnvoll, auch wenn
wie bei Eichmann und Parson beobachtet eine geringfligig erhohte Kontaminationstendenz bei
der Nutzung festgestellt wurde. Die grolRe Sensitivitat des SNaPshots kann dadurch leicht zum
Nachteil des Verfahrens werden [21]. SNaPshot und HVI-Sequenzierung bieten
unterschiedliche Vorteile, eine Verknlpfung beider Verfahren, so wie sie in dieser Arbeit
dargestellt wird, kann die Arbeit der forensischen Genetik deutlich beschleunigen und

verbessern.

Die Untersuchung forensischer Proben in einem zweistufigen Verfahren mittels SNaPshot und
MA-Analyse der HVI stellt dabei ein schnelles und préazises Verfahren dar, das die Bearbeitung
von Proben deutlich vereinfachen kann.
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Die Durchfiihrung des 32 mtDNA SNaPshots in einer einzigen Multiplex PCR und einem
einzigen Multiplex SNaPshot ermoglicht zudem eine glinstige Bearbeitung des
Probenmaterials. Eine der HVI-Sequenzierung ahnliche PD zusammen mit einer stabilen
Ergebnisqualitdt bei geringem DNA-Einsatz machen den SNaPshot gleichzeitig zu einem
geeigneten Verfahren fiir die Bearbeitung von stark degeneriertem DNA-Material [41].
Der 32 mtDNA SNaPshot ist dabei auch fiir Labore gut geeignet, die nicht die gesamte
Sequenzierung durchfiihren kénnen und ihn als Screening-Methode nutzen wollen [38]. Die
Anwendung des SNaPshots als Methode der ersten Wahl stellt eine sinnvolle Alternative zur
sofortigen HVI-Sequenzierung dar. Damit ist der SNaPshot gut geeignet fiir pre-Screening bei
yhigh-volume cases”, da er die Selektion der spater zu sequenzierenden Proben und die
Diskriminierung identischer H-Hgn ermdglicht [9; 10].
Das SNaPshot Verfahren ist in jeder Hinsicht 6konomischer, als die Sequenzierung der HVI und
HVII Region, da diese den Vergleich von 510 Nukleotiden [38] erfordern. Die Untersuchung der
mtDNA wurde aufgrund des hohen Aufwandes teilweise sogar vermieden, obwohl der Einsatz
von mtDNA durch die Spurensituation geboten gewesen ware und STR-Ansdtze keine
verwertbaren Ergebnisse lieferten [10]. Dabei erzeugt der 32 mtDNA SNaPshot, auch bei
extrem geringen DNA-Vorkommen, ohne vorhandene nDNA, stabile Ergebnisse zur
Bestimmung der Hgn [18].
Gleichzeitig bietet der in dieser Arbeit angewandte 32 mtDNA SNaPshot allein bei der
Zuordnung von 29 Hgn (siehe Abb. 2.5) eine PD von 0,911. Die HVI-Sequenzierung erbrachte
bei 343 Htn eine PD von 0,974.
Unabhéangig der Vorteile der HVI-Sequenzierung im Bezug auf die maximal zu erreichenden PD,

bleiben die genannten Vorziige des 32 mtDNA SNaPshots bestehen.

Jenseits der Nischenanwendung bietet die Untersuchung von mtDNA gerade mit dem
SNaPshot Verfahren handfeste Vorteile, die es fir die Nutzung im taglichen Einsatz
pradestinieren. Der Einsatz des mtDNA SNaPshots allein fir degenerierte DNA Proben

erscheint daher nicht langer gerechtfertigt.

MtDNA SNaPshots sind ein zukunftsweisendes Verfahren, da sie schnell, glinstig und prazise

sind.
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Viele zuvor genutzte mtDNA SNaPshots Multiplexes bieten zwar eine gegenlber der
Sequenzierung von HVI/HVII geringere PD [42], der hier genutzte 32 mtDNA SNaPshot liegt
jedoch fast gleich auf (0,911 zu 0,974).

Wie bereits erfolgreich demonstriert wurde, konnen SNaPshots auch mit noch
anspruchsvolleren SNaPshot Multiplexes, als die hier mit 32 mtDNA SNPs vorgestellten,
durchgefiihrt werden [39; 41]. Multiplexes flir bis zu 40 SNPs zeigen eine einwandfreie
Funktion [54] und ermoglichen noch leistungsfahigere SNaPshots, die eine grofere Hgn-
Auflésung und somit PD bieten.

Das hier prasentierte Vorgehen in zwei Stufen (SNaPshot vor Sequenzierung) erlaubt die
prazise und bedarfsgerechte Analyse von mtDNA bei einer grofReren Zahl von Proben [9].

Den SNaPshot bei der forensischen Arbeit als Methode der ersten Wahl zu betrachten, konnte
letztlich die HVI/HVII-Sequenzierung in den Hintergrund treten lassen. Durch das Hinzufligen
von weiteren SNPs, insbesondere zur weiteren Differenzierung der grofRen Hgn, kann die
Leistungsfahigkeit von SNaPshots noch weiter gesteigert werden und konnte die
Sequenzierung in vielen Fallen vollkommen obsolet machen.

Gerade die groRen Hgn missen weiter untersucht werden, um sie kleinteiliger auflésen zu
kénnen. So kdénnen Hgn durch seltene Polymorphismen noch weiter individualisiert und
dadurch eine héhere Diskrimination erreicht werden [41]. Die Zusammenstellung der SNPs fir
den SNaPshot wird sich dabei geographisch stark unterscheiden, da die Abstammung
Vorkommen und Frequenz der Hgn einer Population bedingt.

Auch wenn die Analyse von mtDNA allein niemals fiir die positive ldentifikation eines
Individuums ausreicht, da abgesehen von Mutationen alle aus der gleichen maternalen Linie
entspringenden Individuen aufgrund der rein maternalen Vererbung das gleiche
mitochondriale Genom besitzen [20], ist die Untersuchung von mtDNA aus dem Repertoire der

forensischen Genetik heute nicht mehr wegzudenken.

Insbesondere bei der Untersuchung stark degenerierten Spurenmaterials birgt die Analyse von
mtDNA grolRes Potenzial, was unter anderem durch den Einsatz zur ldentifikation der Opfer
aber auch der Tater der Anschlage vom 11. September 2001 eindrucksvoll bewiesen werden

konnte [20].
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Mit der hier vorliegenden Arbeit konnte das Potenzial des 32 mtDNA SNaPshots erneut belegt
und dariber hinaus die Relevanz von MAs der HVI fir die forensische Arbeit gezeigt werden.
Es erscheint moglich, dass durch eine Kombination des beschriebenen SNaPshots und durch
eine weitere Evaluation der ermittelten MAs die Sequenzierung der HVI langfristig obsolet
werden kodnnte.

Wie erfolgreich diese sich auf die Realitat libertragen lassen, bleibt abzuwarten.

Trotz der immensen Fortschritte ist die forensische Genetik jedoch nicht die alleinige Kraft,
sondern lediglich ein Bestandteil im Zusammenspiel vieler Komponenten, die letztlich zur
Ergreifung eines Taters fiihren. Sie ist jedoch die Kraft, die einen Tatverdacht erharten oder

auflosen kann [74].
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