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Kurzr eferat

Ein Ziel dieser Arbeit sollte es sin, Populationen anhand ihres mitochondrialen (mt)
Erbgutes miteinander zu vergleichen. Ein weiteres Ziel war die Vorstellung der LightCycler-
Tednik in der forensischen MtDNA-Analyse.

Die beiden mtLoci nt00073 und nt16519 wurden untersucht. Sie sind in der
zentraleuropéischen Population hochvariabel. Die Trangition A - G am Locus nt00073 keiert
einen Schnittort fur Apal 1, die Transtion T — C am Genort nt16519einen Haelll- Schnittort.
Die Polymorphismen koénnen anhand der RFLP-Technk leicht nadhgewiesen werden.
AuRRerdem kam die innovative LightCycler-Technik zur Anwendung, um diese SNPs zu
identifizieren, die auf der Analyse von Schmelzkurven besiert.

Es wurden Proben von 150 ceutschen, je 100 syrischen, japanischen, viethamesischen
und peruanischen sowie 60 afrikanischen Individuen auf die Genorte nt00073 und nt16519hin
miteinander verglichen. In der deutschen und syrischen Population wurde @ne hohe Frequenz
des Allels A am nt00073Locus gefunden. Dieses Allel ist selten oder fehlt sogar vollig in den
Proben aus Asien, Afrika und Stidamerika. Die Transition T — C am Locus nt16519ist in alen
Populationen haufig. Die Haplotypisierung der Loci nt00073 und nt16519 liefert ein hohes
Differenzierungspotenzial in der deutschen und syrischen Population, da hier beide Genorte
sehr polymorph sind. Die LightCycler-Methode eméglicht eine schnelle und prézse

Arbeitsweise.
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Abklrzungsverzeichnis

A,C,GT Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin
APS Adenosin-5.Phosphosulfat
bp Basenpaae
BSA Rinderserumalbumin
(CA)n-Repea 3'-D-Loop-(CA),-Repeda (nt514-nt523)
D-Loop mitochondriale Kontrollregion (displacanent loop)
DNA Desoxyribonukleinsdure
dNDP Desoxynucleotiddiphosphat
dNTP Desoxynucleotidtriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraessgsaure-Nay-Salz
Fa Firma
HV hypervariable Region
mt mitochondrial
nt nucleotide
PAA Polyacrylamid
PAGE Polyacylamid-Gelelektrophorese
PCR Polymerasekettenreaktion
PDA 1,4-di(1-oxo-2-propenyl)-piperazin (Diacylyl-piperazn)
PR Pyrophosphat
RFLP Restriktionsfragmentl&ngenpolymorphismus
RNA Ribonukleinsaure
SDS Natriumdodecylsulfat
SNP single nucleotide polymorphism
STR short tandem repea
TBE Tris/Borsaure/EDTA
TEMED 1,2-Bis-(dimethylamino)-ethan
(N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin)
Tris Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA transfer RNA

viv Volumen per Volumen (volume per volume)



Einleitung
1. Einleitung

1.1. Besonderheiten der mitochondrialen DNA (mtDNA), ihre forensische Bedeutung

und Entwicklungsgand der forensischen mtDNA-Analysetechniken

e Charakter der Mitochondrien und ihrer DNA

Humane Zellen enthalten neben der nukleden DNA zusétzliche Erbinformationen in
den Mitochondrien. Zahireiche Erkrankungen werden in Zusammenhang ogebradht mit
Mutationen der mtDNA (Mitochondriopathien) und geben einen Anhalt fir die komplexen
Funktionen dieser Zellelemente [Huizing et a. (1996, Kirches et a. (1998, Poulton et al.
(1992 1998, Taanman et a. (1997, Walace(1999, Walter (1983, Yang et al. (1995]. Die
Mitochondrien sind als Zellorganellen fir die oxidative Phosphorylierung verantwortlich und
sorgen so fir die Energieversorgung der Zelle [Saraste (1999]. Sie werden auch as
~Kraftwerke der Zelle' bezachnet. AulRerdem spielen Mitochondrien eine entscheidende Rolle
bei der Alterung und der Apoptose von Zellen [Krysko et a. (2001), Zimmermann et al.
(200D]. Neben den erwahnten pathogenen Varianten der mitochondrialen Erbinformation,
weisen die Mitochondrien auch eine natirliche, nicht pathogene Variabilitét auf. Die
Untersuchung der Variabilitét der mtDNA gehort zu den Inhalten der hier vorgelegten Arbeit.
Mitochondrien, so wird vermutet, sind in die eukaryoten Zellen eingewanderte farblose, aerobe
Bakterien. Anderson et a. (1998 konnten zeigen, dass ein enges verwandtschaftliches
Verhdltnis zu den heutigen Rickettsien (R. prowazekii) besteht. Gray et a. (1999
argumentierten, dass es eine Ursprungszdle gab, die die Grundlage fur ale in heutigen
Eukaryoten existierenden Mitochondrien bildet, und dass diese Zellorganelle aim gleichen
Zeitpunkt in die Zelle enwanderte a1 dem der Zellkern entstanden ist. Ein grofRer Teil der
Mitochondrien-Gene ist im Laufe der Evolution in den Zellkern umgelagert worden [ Sorenson
und Fleischer (1996)]. Der Rest der DNA dieser Bakterien ist aber im Laufe dieser Symbiose
als eigenstandiger Bestandteil in den Mitochondrien verblieben. Ein Teil diesser DNA kann als
forensisch wertvoller Informationstrager genutzt werden. Die mtDNA ist ein doppelstréngiges,
geschlossen-circulares Molekdl. Hinsichtlich der Zusammensetzung der beiden mtDNA-
Strange gibt es wichtige Unterschiede. Man unterscheidet zwischen einem Pyrimidin-reichen L-
Strang (L= light, engl. leicht) und einem Purin-reichen H-Strang (H=heavy, engl. schwer).
Seine Lange betragt nach der so genannten Cambridge Reference Sequence (CRS) 16569
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Basenpaae (bp). Anderson et al. (1981) bestimmten die komplette mtDNA-Nucleotidsequenz.
Sie wird seitdem als Beaugssequenz fur ale Angaben, die sich auf die mtDNA bezehen,
benutzt. Fir die Charakteriserung einer mtDNA-Sequenz wird gewdhnlich die Abweichung
von der CRS, auch Anderson-Sequenz genannt, angegeben. An der CRS orientieren sich ale
topographischen Angaben auf der mtDNA, zum Beispiel die Lokalisierung von Einzebasen,

Genen, Mutationen, Primern usw.

Die mtDNA enthdlt die kodierenden Bereiche, die den Hauptantell des Molekils
ausmacdhen, und de nicht-kodierenden Abschnitte. Erstgenannte sind sehr kompakt organisiert
und kodieren fir 37 Gene. Unter den nicht-kodierenden Abschnitten gibt es neben mehreren
kleinen Sequenzen rur einen grofRReren Bereich, den sogenannten D-Loop (displacanent loop)
oder auch mitochondriale Kontrollregion. Sie wird von den Genen der tRNA fur Prolin und
Phenylalanin flankiert und ist 1122 bp lang. Die nicht kodierenden Sequenzen in der mtDNA
sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Die Kontrollregion ist der Abschnitt der mtDNA, der die héchste Variabilitét aufweist
[Uphold & Dawid (1977]. Die sogenannten hypervariablen Regionen (HV1-HV3) zeigen
zahlreiche Unterschiede awischen verschiedenen Individuen [Aquadro & Greenberg (1983,
Cann und Wilson (1983]. Die HV1, HV2 [Vigilant et a. (1989] und HV3 [Lutz & al. (1997,
2000] sind Regionen gesteigerten Intereses in der forensschen Medizin  und
Populationsgenetik [Salas (2000, Budowle d@ al. (1999]. Sie liefern grundlegende
Erkenntnise hinsichtlich der Verwandtschaft der Hominiden, der Evolution des Menschen
[Cannet al. (1982 1984 1987)] und der Tiere [Brown et a. (1979 198Q 1982, Brown et al.
(1980] sowie auch der Besiedelung der Erde durch die Menschen. [Renfrew et al. (1992,
Brown et al. (1980, Ingman et a. (2000, Pesole & a. (1992, Gray et al. (1999, Forster
(1996 2001]. Im HV3-Bereich liegt auch der schon langer bekannte polymorphe CA-Repea
[Bodenteich et a. (1992)]. Seine Variabilitét l&sg sich fur die forensische Individualisierung
effektiv nutzen [Szibor et a. (1997)]. Die in dieser Arbeit untersuchten Loci liegen in der
Region HV2 (nt00073 und auf3erhalb der HV (nt16519.
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Tabelle 1: Lage nichtkodierender Regionen im mitochondrialen Genom. Stop-Codons des
mitochondrialen Codes snd kursiv gedruckt und unterstrichen. Die ds forensisch

bedeutsam angesehenen Regionen im D-Loop sind in den Zeilen 130 - 134

ausgewiesen.
Die Informationen sind in der Datenbank
http://www.gen.emory.edu/mitomap.html
http://www.gen.emory.edu/mitomap.html zuganglich.
Lange |Position in der Basenfolge Anmerkungen
[ bp] CRS
1 2 03305- 03306 |AC
2 2 04261- 04262 |TA
3 1 04401 T
4 1 05511 A
5 7 05580- 05586 |TAACAG C
6 12 05591- 05902 | TCA CCC CQA CTG
7 3 07442- 07444 |TAG
8 28 08267- 08294 |TAG CACCCCCTCT |intergenische Region
ACCCCCTCTAGA | COHItRNAT®
GCC mit 9bp Repeat
9 1 08365 A
10 |1 09990 T
11 1 10404 T
12 |4 14743- 14746 |ACCA
13.0 [1122 |16024- 00576 D-Loop
13.1 |380 [00029- 00408 HV2
13.2 |475 [16024- 16498 HV1
13.3 /168 [00409- 00576 HV3
13.4 |10 00514- 00523 |(CA), CA-Repea

* Zur Genetik der mtDNA und deren forensischer Bedeutung

auf Basis von Short Tandem Repeds (STR) aufweisen, stellt zurzet die bevorzugte Methode

Die Amplifikation chromosomaler DNA-Polymorphismen, die @ne Langenvariabili tét
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der forensischen Identifizierung dar. Zur LOsung einer Identifizierungsaufgabe in der
forensischen Medizin gentigt es im Allgemeinen, PCR-Untersuchungen an etwa adt bis zwolf
unterschiedlichen chromosomalen Loci durchzufihren, um eine Person oder eine Spur
eindeutig zu individualisieren. Diese Methode madt sich die Variabilitdt der chromosomalen
DNA zunutze Sie reicht zur Aufklérung der Uberwiegenden Anzahl der forensischen Félle aus.
Trotzdem werden immer wieder Beispiele bekannt, bei denen die herkdmmliche Methodik der
DNA-Anayse nicht geniigt, um eine Spur zu identifizieren. Mitochondriale DNA kann eine
erganzende oder aternative Informationsquelle sein. Die Untersuchung der mtDNA besitzt
gegeniiber der STR-Typisierung in verschiedener Hinsicht Vortelle: Wahrend pro Zelle nur ein
bis zwei Molekile mit einem chromosomalen Merkmal vorliegen, gibt es einige tausend
mtDNA-Kopien. [Bogenhagen und Clayton (1974, Wilson et a. (1993]. Aufgrund der
zirkular-geschlossenen Form der mtDNA-Molekile kann man davon ausgehen, dass se vor
dem postmortalen Abbau durch Exonukleasen besser geschiitzt ist als die diromosomale DNA.
MtDNA kann so insbesondere in Knochen [Boles et al.(1995, Corach et a. (1997, Gill et a.
(1994, Holland et al. (1993, Lutz & a. (1996, Yamamoto et a. 1998] oder Zahnren
[Ginther et a. (1998, Merriwether et a. (1994, Pfeiffer et al. (1998, Yamada d a. (1997)]
noch nach sehr langen Liegezeten [Monsalve d a. (1996, Weichhold et al. (1998], sogar an
prahistorischen Knochenfunden [Hagelberg et al. (1989 1993, Handt et a. (19998, Krings et
al.(1997), Boles et a. (1995, Oota (1995, Stone ¢ al. (2001), Stoneking et a. (1991, 1992)]
erfolgreich analysiert werden. Doch auch aus Uberresten von Weichteilen, wie 2um Beispiel
dem Gehirn, kann bei geegneter Lagerung mtDNA gewonnen werden [Pagbo et al. (1988)].
Dabei konren interessante und oft rétselhafte Geschichten und Anekdoten der Vergangenheit
aufgeklart werden [Sullvian (1994, Weichhold et al. (1998, Stone @ a. (2001)]. Die
maternale Vererbung und das Fehlen von Rekombination gehdren zu den Besonderheiten der
MtDNA [Giles et a. (1980, Yaffe (1999, Ohno (1997]. Auch diese Tatsadhe kann
Grundlage dafur sein, dassdie mitochondrialen Polymorphismen in bestimmten Situationen als
Identifizierungsmarker den rnukleden Markern Uberlegen sind. Fur Spuren ohne unmittelbare
Vergleichsmateridien wvon mutmalllichen Spurenverursachern konren (eventuell sogar
entfernte) Verwandte aus miutterlicher Vererbungdinie das Vergleichsmateria liefern
[Yamamoto et a. (1998, Allen et a. (1998)]. (In der Kriminalistik kommt diese Besonderheit
aus reditlichen Grinden allerdings kaum fir Taterspuren sondern eher fir Opferspuren in
betradit.) Verwandtschaftsnachweise bezehungsweise -ausschliise koénnen sicher geflihrt

werden. Im Gegensatz zu Untersuchungen an Kern-DNA-Systemen fihren bel der
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mitochondrialen Analytik illegitime Vaterschaften nicht zu einem Fehlerpotenzial, well
véterliche Vererbung nicht stattfindet und somit auch nicht als Untersuchungskriterium in

Frage komnt.

Die mutterliche Vererbung von Mitochondrien [Giles et a. (1980] und de forensische
Anwendbarkeit von mt-Markern ist seit langem bekannt. Untersuchungen zur Konstanz der
MtDNA-Vererbung unter forensischen Gesichtspunkten sind durchgefiihrt worden und haben
gezagt, dasstrotz erhdhter Mutabili tét des mt-Genoms forensische Aussagen getroffen werden
konren. Vorausstzung daflr ist eine stets kritische Wertung der Befunde. Mutationen treten
in mtDNA funf bis zehn Mal haufiger auf als in chromosomaler DNA [Cann et al. (1987,
Lundstrom et a. (1992]. Der Grund dafir ist vorwiegend duch das Fehlen eines
mitochondrialen Reparatursystems erklarbar. Mutationen in enzdnen Mitochondrien
manifestieren sich zunadhst in Form einer Heteroplasmie, d.h. es existieren unterschiedliche
Mitochondrienpopulationen nebeneinander [Bendal et al. (1995, Comeas et al. (1999]. Die
Mitochondrien eines Embryos lassen sich auf eine ganz geringe Ausgangszahl zurtckfihren.
Die damit einhergehende, sogenannte "bottlened seledion” bei der mtDNA-Vererbung kann
so im Verlauf von rur wenigen Generationen eine Umkehr der Populationsantelle bewirken
[Howell et al. (1992 1996)]. Als Konsequenz aus diesen Zusammenhéngen fur die forensische
Praxis ist festzuhaten, dass mitochondria geflhrte Verwandtschaftsauschlisse sich auf

Differenzen in mindestens drei mt-Loci grinden missen.

Eines der Ziele dieser Arbeit soll es sin, Populationen anhand ihrer mitochondrialen
Erbinformation zu vergleichen. Die Fragestellung ist, ob und mit welcher Sicherheit

Rickschlisse auf die Zugehorigkeit eines Spurenverursadhers zu einer Population moglich ist.

Die natUrliche Variabilitét der mtDNA hédt ein betradtliches Informationspotenzial
bereit. Die forensisch nutzbaren Informationen, die aus der mtDNA gewonnen werden kénnen,
verlangten von der Wissenschaft die Einfihrung zuverléassger, schneller und gu handhabberer
Methoden zur Identifizierung von Spuren bezaehungsweise anderer Proben. Bis heute wird des
haufig Uber den Weg der Sequenzierung bewerkstelligt. Auch die RFLP-Tedhnk ist eine
zuverlassge Methode, die air Analyse von mtDNA genutzt wird [Brown et a. (1980 19817)].
Andere mtDNA-Analysetechniken sind weitgehend unentwickelt. Dabei sind in anderen

Wiseenschaftszweigen wie der molekularen Humangenetik oder der Virologie bereits eine

1C
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Vielzehl von Methoden etabliert, die ohne Weliteres auch fir die forensische mtDNA-Analyse
einsetzbar waren, aber gegenwaértig, bis auf ganz wenige Ausnahmen im Bereich der
Redtsmedizin, nicht angewandt werden. Es ist ein weiteres Ziel dieser Arbeit zu zeigen, dass
neue Tedniken auch im Bereich der forensischen Medizin ihren Platz haben. Ein Beispiel dafir
ist die LightCycler-Technique™, die in Form eines Methodenvergleiches in dieser Arbeit
Untersuchungsgegenstand ist. Der LightCycler findet Anwendung zum Nadweis von
Einzdbasensubstitutionen (single-base-substitutions) zum Beispiel auf dem Gebiet der
Diagnostik von viralen Erkrankungen [Real et a. (2001), Koenig et a. (2001)], in der
Préimplantations- und Tumordiagnostik [Pals et a. (2001, Max et a. (2001)], in der
forensischen Medizin zum Analysieren von Y -Chromosomen in Spuren [Lareu et a. (2001)]
und zum Auffinden von molekularen Karzinommearkern [ Schneider-Stock et al. (2007)]. In der
medizinischen Genetik kénnen mit Krankheiten asoziierte Gene gefunden werden [Toyota d
a. (2000]. Auch die Quantifizierung von Proben mit unbekannten Mengen DNA kann
zuverlassg im LightCycler vorgenommen werden [Rasmusen et al. (1998, Sagner und
Goldstein (2001)]. Ein weiterer Vortell des LightCyclers ist die Mdglichkeit, sehr kleine
Proben nachweisen zu kénnen [Wittwer et al. (1997)].

1.2. Populationsgenetische Untersuchungen und deren Bezug zu forensischen Zielen

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Populationen aus verschiedenen Regionen der Erde
untersucht werden. Es wurden afrikanische, peruanische, japanische, deutsche, vietnamesische
und syrische Populationen untersucht. Auf die Besonderheit, dass mtDNA ohre
Rekombination von der Mutter auf den Nachwuchs vererbt wird, wurde bereits hingewiesen.
Auf diese Weise sind de mtDNA-Molekile in den Deszendenz-Reihen vom Grunde her
identisch, Unterschiede stellen sich durch die auftretenden Mutationen ein. Die Anzahl der
Differenzen zwischen mtDNA-Molekilen ist somit eine Funktion der Anzahl der Generationen.

Analoges gilt tbrigens auch fur das Y -Chromosom.

In diesem Zusammenhang soll noch einma darauf hingewiesen werden, dass der
Nutzen der mtDNA fir forensische Zwedke durch die relativ hohe Spontanmutationsrate
eingeschrankt ist. Eine solche Untersuchung ist also nur dann sinnwoll, wenn mehrere Loci
gleichzeitig  untersucht werden [Paabo (1996]. Vide wissenschaftliche und

populérwisenschaftliche Publikationen wiesen in den letzten Jahren auf die neuen

11
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Moglichkeiten der Evolutionsforschung mit nukle&en, Y -chromosomalen und mitochondrialen
DNA-Molekilen hin [Sykes (2000, Graff (2001)]. Diese Veroffentlichungen favorisieren die
sogenannte out-of-africaTheorie, nach der der homo sapiens von Afrika ais nach Asien
expandierte [Renfrew et a. (2000]. Von Sibirien wanderten Stamme vor ungefahr 20.000
Jahren nach Nordamerika. [Forster et a. (1996] und von dort vor ca 13.000 Jahren [nach
Berechnungen von Dillehay et a. (1988 aus Forster et a. (1996] weiter in Richtung Stiden.
Verbunden mit diesem Sachverhalt ist die Frage nach dem Ausmal3 der Diversitét der mtDNA

in verschiedenen Populationen.

Die Ausscht, dasseine umfangreiche molekulare Analyse aner biologischen Spur nicht
nur den Vergleich zu einem miglichen Verursacher zulasg, sondern im Falle der Defizienz von
Vergleichsmateridien Personenkreise bestimmter regionaler oder ethnischer Herkunft als
Verursacher ausschlie3t oder einschliefdt, ist ein Ziel, das in der forensischen Medizin
legitimerweise verfolgt wird. Die Feststellung signifikanter Unterschiede in der Frequenz
bestimmter mitochondrialer Marker kénnen demnach forensisch von Bedeutung sein, sofern
die notwendigen Populationsdaten dazau erarbeitet worden sind. Die Mdglichkeit, die gesamte
D-Loop-Sequenz aufzeichnen zu konnen, ist aber gerade bei gedterten Spuren und Knochen
mit degradierter DNA dstark eingeschrankt. Es ist deshalb sinnwll zu versuchen,
charakteristische populationstypische mitochondridle Merkmale a1 erkennen und flr diese
einfache Nadweistechnken zu etablieren, die ohre Vollsequenzierung des D-Loop
auskommen. Angesichts der Schwierigkeit, aus degradierter DNA langere Abschnitte au
sequenzieren, ist auch das variable RFLP-Muster des mitochondrialen D-Loops von Interes<.
Es eroffnet die Moglichkeit, auch bel schwierigster Spurenlage, durch Kombination von PCR
und Restriktion genetische Marker von forensischer Bedeutung zu bestimmen. Es war deshalb
Anliegen dieser Untersuchung, zwel hochgradig variable Restriktionsorte des D-Loops im
Kontext mit einer Populationsdudie au betrachten. Wittig et al. (2000 etablierten und
unterhalten in Magdeburg eine zeantraleuropéische Datenbank. Ahnlich der Y -chromosomalen
[Roewer et al. (1996 2001, Gill et a. (2001, Kayser et al. (1997)] konnte auf lange Sicht

auch eine weltweite mt-Datensammiung daraus entstehen, die solche Befunde integriert.
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1.3. Zur Auswahl der variablen mt-Loci nt0O0073 und ntl6519 zum
Untersuchungsgegenstand in dieser Arbeit

Fur die forensische Medizin ist prinzipiell die Anwendung von DNA-Markern mit
hohem PIC (Polymorphic Informative Content) von Interesse. Forensisch genutzte Marker der
Chromosomen sind in ihrer grofeen Mehrzahl durch multiple Allelie gekennzeichnet. Sie
konren PIC-Werte bis zu 0.8 aufweisen. Im Zusammenhang damit steht ihre hohe
Diskriminationskraft [engl. Power of Discrimination (PD)]. Im Gegensatz dazu haben hkis auf
ganz wenige Ausnahmen mt-Marker pro Locus nur zwei Allele. Das hohe
Diskriminationspotenzial der mMtDNA-Anayse basiert auf der Nutzung des gesamten
mitochondrialen Haplotypes. Hier gehen im Normalfall die Sequenzierergebnisse der Bereiche
der HV1 wnd HV2 en. Vereinfadhte Analysemethoden, wie sie aich mit dieser Arbeit
geférdert werden sollen, beschrénken sich jedoch auf die punktuelle Analyse eéner Auswahl
von einigen Loci. Bei einem solchen Vorgehen erfolgt die Auswahl der Loci nach deren

I nformationswert.

In der mitteleuropéischen Bevolkerung besitzt der in der HV2 gelegene Locus nt00073
die héchste Informativitét [PD=ca 0,5] (Auf die Angabe des PIC wird im Zusammenhang mit
mtMarkern verzichtet, weil die PIC-Formel fur dioploide Marker entwickelt wurde). Das
konnte bereits aufgrund von Publikationen [Rousslet et al. (1998, Parson et al. (1999, Lutz
et a. (1998] und der Datenbank ,D-loop-Base” abgeschétzt werden. Des weiteren war zu
Beginn dieser Arbeit bereits bekannt, dass der genannte Locus unter Japanern nicht
bezehungsweise kaum polymorph ist [Seo et a. (1998]. Die Auswahl des nt0O0073Locus zur
naheren Untersuchung ist somit begriindet durch seine hohe PD in der deutschen Population
und sein Potenzial zur ethnischen Differenzierung. Der Locus nt16519 ist bisher kaum
untersucht. Er befindet sich im mtD-loop aul3erhalb der oft sequenzierten HV1 - HV3. Von
den 1716 Sequenzen, die in Datenbank ,,D-loop-Base" eingegeben wurden, ist der Bereich um
nt16519 nur 252 mal untersucht worden. Die Angaben bezehen sich auf kaukasoide
Populationen. Hierbei wird erkennbar, dassnt16519in der mitteleuropaischen Population sehr
polymorph ist. Literaturangaben zu anderen Populationen fehlen aber offenbar vollig. Die
gemeinsame Untersuchung der genannten Loci in verschiedenen Populationen ist die

Voraussetzung, um den Wert der Loci fur forensische Individualisierungsaufgaben als auch zur
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ethnischen Einordnung von zum Beispiel Spuren einschétzen zu kénnen. Des weiteren ist die

Untersuchung hochgradig polymorpher Loci fur einen Methodenvergleich besonders gedgnet.

1.4. Methodische Grundlagen der Untersuchung: RFLP- und LightCycler-Tednik

¢ Restriktionstest

Zur ldentifizierung der Loci nt00073 und nt16519 lamen zwel labortechnische
Methoden zur Anwendung, die Restriktionsanalyse und de LightCycler-Technik. Uber die
Analyse mitochondrialer RFLPs in der forensischen Medizin gibt es bis jetzt noch wenige
Veroffentlichungen [Michad (2000]. Trotzdem stellen se ane sichere und zuverléassge
Moglichkeit dar, Mutationen nachzuweisen. In der molekularen Humangenetik ist diese

Tednk seit langem etabliert.

Durch die bereits vor dieser Arbeit vorliegenden Untersuchungsergebnisse war bekannt,
dass die untersuchten Loci jeweils mit zwei Allelen in Erscheinung treten. Fir den Locus
nt00073bedeutet diesim L-Strang A bezehungsweise G. Daraus folgt, dassdas von der CRS
abweichende Allel G in der Position 00073 - nt00078 a@n ApalLl-Schnttort GTGCAC
kreiert. Eine Trangition im Locus nt00073 knn somit leicht durch Spaltung eines zuvor

erzeugten PCR-Produkts gezegt werden.

Eine Trangtion im Locus nt16519von T zu C bildet den Haelll- Spaltort GGCC.
Wiederum kann der Nadhweis durch den Verdau eines PCR-Fragmentes gefuhrt werden. Da
die beiden untersuchten Loci dicht beleinander liegen, konnen beide Tests an einem 18%p

langen Produkt untersucht werden.

» LightCycler-Untersuchungen

Der LightCycler der Firma Roche kombiniert eine schnelle PCR-Amplifikation und de
anschliefiende Analyse des Ansatzes in einem Arbeitschritt. Dem Auffinden von SNPs dient
die Auswertung der Schmelzkurve (melting curve analysis) der untersuchten DNA. Die Proben
werden in 20ul Glaskapill aren gefillt. Zusétzlich zum PCR-Ansatz und der DNA werden zwel

sequenzspezfische Oligonucleotide augeflgt. Beide fungieren as Sonden. Eines der

14



Einleitung

Oligonucleotide etthdlt am 5-Ende en Fluorophor. Das andere, in der Nachbarschaft
bindende Oligonucleotid enthdlt am 3'-Ende Fluorescen. Nur wenn beide Sonden am PCR-
Produkt binden, sind sie @nander angenahert. In diesem Fall kann das vom Gerét abgegebene
Licht das Fluorescen am 3'-Ende anregen und es kommt zu einem Energietransfer zwischen
den beiden Fluorophoren. Die dgegebene Energie wird vom Fluorophor am 5-Ende ds
Lichtsignal abgegeben und kann als fluorescence resonance anergy transfer (FRET) registriert
werden [Sagner et a. (1999]. Die anmittierte Energie ist proportional zur Konzentration der
DNA in den Kapillaren und zur Temperatur. Wahrend der Analyse der Schmelzkurve wird de
Temperatur langsam erhoht. Entscheidend fur die Analyse von SNPs ist die melting curve

analysis. Diese findet parallel zur Amplifikation der Proben im Gerét statt.

Das Programm kuft wie folgt ab: Die Proben in den Glaskapill aren werden schnell auf
eine hohe Temperatur erhitzt (in diesem Versuch 94°C fur 3 Sekunden). Zidl dieser
Temperaturerhohung ist die Denaturierung der DNA. Im Anschluss daran erfolgt die
Abkihlung ungefahr 5°C unterhalb der anneding Temperatur. Fir die Ermittlung der
Schmelzkurve efolgt dann die langsame Erwérmung der Probe bei zum Beispiel 0,2°C pro
Sekunde. Die hinzugefigten Sensoren schmelzen bei  bestimmten charakteristischen
Temperaturen vom DNA-Strang ab. Der Schmelzpunkt héngt von der Anzahl an G-C-
Bindungen im DNA-Strang sowie von der Anzahl der Fehlpaaungen (mismatches) zwischen
der DNA und den Sensoren ab. Die Schmelztemperatur ist im Voraus berechenbar, nicht selten
komnt es jedoch zu Differenzen zwischen dem theoretischen und dem tatsécdhlichen Wert. Das
Fluorimeter registriert einen rapiden Abfal der Fuoreszenz, wenn der spezfische
Schmelzpunkt des Sensor-DNA-Strang-Hybrids erreicht wird. Der Energietransfer bricht ab.
Mit Hilfe dieses Arbeitschrittes kénnen Mutationen bezehungsweise die Allele von SNPs
aufgededkt werden. Die Graphik der Abhbildung 1 zeigt die Darstellung der Temperatur in der
Absziss und der Fluoreszenz in der Ordinate. Gemél3 der oben beschriebenen Funktionsweise
nimmt bei dieser Darstellung die Fluoreszenz mit steigender Temperatur ab. Fir die Analyse
der melting curve wird aber beser die Darstellung der ersten negativen Ableitung Uber der Zeit
in der Y-Achse und der Temperatur in der X-Achse benutzt (Abhildung 2). Hier sieht man
deutlicher die agentlichen Schmelzpunkte. Sie werden durch Spitzen bei einer bestimmten

Temperatur angezegt.
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19— Allel T im Locus nt16519
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Abbildung 1 Beispielhafte Darstellung der Ergebnise am LightCycler anhand von
ausgewahlten Proben.
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Abbildung 2 Erste negative Ableitung von Schmelzkurven im LightCycler. Diese Darstellung
leitet sich aus den Schmelzkurven der Abbildung 1 ab.
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15. Alternative Labormethoden zur Analyse mitochondrialer SNPs

Bel den in dieser Arbeit angewandten Techniken der RFLP- und der LightCycler-
Analyse handelt es sch nur um zwei von mehreren Moglichkeiten. Es ll an dieser Stelle auf
zwel interessante und richtungsweisende Alternativen zur vorgestellten Tedhnik hingewiesen

werden - auf das Mini- und das Pyrosequencing.

* Minisequencing

Die Methode des Minisequencings wird hier vorgestellt, well se eéne Alternative a1 den
in der vorliegenden Arbeit verwandten Tedhniken darstellt. Sie ist selbst nicht Gegenstand
dieser Arbeit. Die ,minisequencing primer extension-Technk* wird zum Auffinden von
Sequenzvarianten genutzt [Syvénen et a. (1999]. Die PCR wird gefolgt von einer
Immobili sation der PCR-Produkte. Im nadchsten Schritt werden dem Reégktionsgemisch Primer
hinzugefiigt. Die Primer sind so entworfen, dass se direkt vor dem 3'-Ende der zu
untersuchenden Position enden. An diese Primer erfolgt jewells die Extenson mit einem
einzigen markierten dNTP, der zum Kettenabbruch fuhrt. Im Gegensatz zum herkdmmlichen
Sequenzieren werden in einer Arbeit von Tully et al. (1996 bis zu zwdlf Polymorphismen
untersucht, die bei verschiedenen Individuen eine hohe Diskriminationskraft haben. Das waren
zehn Subgtitutionen und zwei Langenpolymorphismen, die mit einer Wahrscheinlichkeit von
0.054 in kritischen Kaukasiern vorkommen. Der Vortell dieses Systems ist, dassdie Re&tion
an jeder Stelle, unabhéangig von den den SNP umgebenden Sequenzen stattfinden kann. Sie ist
unabhéngig von Fehlpaarungen und dadurch besonders robust und genau.

Tully et a. (1996 betonten, dass das Minisequencing schon seit geraumer Zeit in
forensischen Arbeiten unterschiedlichen Charakters verwendet werden kann. Eine paralele
Untersuchung mehrerer Loci ist mit der Vier-Farbentechnik moderner Genanalyser und durch
die Variation der Primer moglich. Von besonderem Vortell ist, dass mit dieser Methode
mehrere Hundert SNPs in einer Untersuchung nadchgewiesen werden konnen [Watson (2000)].
Minisequencing mitochondrialer DNA ist eine averlassge und genaue Methode fir die
forensische Medizin [Morley et a. (1999]. Laan et a (1999 nutzten das Minisequencing, um
die Anzahl von Kopien eines Gens in einer Probenmischung zu ermitteln. Auch in der

klinischen Genetik lasg sich das Minisequencing anwenden. Harju et al. (1993 stellten eine
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Methode vor, mit Hilfe des Minisequencings einen genetisch determinierten o;-

Antitrypsinmangel darzustellen.

* Pyrosequencing

Das Funktionsprinzip des Pyrosequencings beruht auf einer Abfolge von vier Schritten,
die wéhrend der gesamten Zeit der Analyse nacheinander ablaufen. Im ersten Schritt wird ein
Primer mit einstrangigem PCR-Produkt inkubiert. Dazu kommen die Enzyme DNA-
Polymerase, ATP-Sulfurylase, Luciferase und Apyrase sowie Adenosin-5-Phorphorsulfat und
Luciferin. Im Folgenden werden nacheinander die vier dNTPs einzdn hinzugefligt. An dieser
Stelle wird das passende dNTP in die DNA eingefligt, wenn die gegenlberliegende Base
komplementar ist. In diesem Fall komnt es zur Abspaltung von Pyrophosphat und zum Abbau
durch die Luciferase unter Verbrauch von Luciferin (dritter Schritt). Zum Zeitpunkt der
Zugabe des pasenden dANTP entsteht ein Lichtsignal, das zur Menge des vorhandenen
Pyrophosphats proportional ist. Das bedeutet, dass ®wohl das entsprechende Nucleotid als
auch die Dosis (heterozygot oder homozygot) durch das Lichtsignal erkannt werden kann. Die
ebenfalls in der Losung enthaltene Apyrase setzt nicht eingebaute dNTP und ATP schrell zu
dNDP und AMP um und bereitet die Losung auf das folgende dNTP vor (vierter Schritt)
[Ronaghi (200Q 2001)].

Die Abhildung 3 verdeutlicht den Arbeitsvorgang im Pyrosequencing.
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Schritt 1
(DNA + dNTP —— (DNA)n+1 + PPi
Schritt 2
APS+PPi —— ATP
Schritt 3

Luciferin —— Oxyluciferin
e

ATP  ——— Lichtsignal

&Licht

.

Zeit

Abbildung 3 Die Graphik zeigt schematisch die Schritte 1 bis 3 des Pyrosequencing. In
diesem Fal wird das Nukleotid in die DNA inkorporiert. Das © entstehende
Pyrophosphat wird durch die Sulfurylase in ATP umgebaut, das dann die Re&ktion
von Luciferin in Oxyluciferin, durch die Luciferase vermittelt, in Gang setzt. Bel
dieser Re&ktion wird Energie in Form von Licht frei. Diese Energie kann durch
einen Sensor registriert werden (ANTP = Desoxynukleotidtriphosphat, PH =
Pyrophosphat, APS= Adenosin-5-Phosphosullfat).

Andreasn et a. (200]) konnten zegen, dassPyrosequencing im Rahmen der Analyse
von HV1, HV2 und der gesamten D-loop-Analyse a@ne sehr senstive, schnelle und

zuverlassge Untersuchung ermoglicht. Pyrosequencing ist somit ebenfalls zur SNP- und
Mutationsanalyse gedgnet [Nyrén et a. (1997)].
1.6. Zielstelung der Arbeit

In der forensischen Medizin besitzt die mtDNA-Anayse enen hohen Stellenwert.

Neben den Aufgaben der Individualisierung von Proben und der Identifizierung von Skeletten

via Verwandtschaftstest werden zunehmend auch Informationen zur ethnischen Zugehorigkeit
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von menschlichen Spuren bezehungsweise Uberresten wie 2um Beispiel Skeletten erbeten.

Hier gilt es, das Potenzial der mtDNA-Analyse weiter zu entwickeln.

In der deutschen Bevolkerung sind de Frequenzen der Transitionen n00073A — G und
nt16519T - C sehr hoch. Somit sind diese Loci in Bezug auf ihre Diskriminationskraft (PD)
sehr wertvoll. In Anbetracht zunehmender Migration der Erdbevolkerung ist aus
rechtsmedizinischer Sicht zu kéren, welchen Informationswert die Untersuchung der
genannten Loci besitzt, wenn Personen aus dem nichteuropdischen Raum involviert sind.
AuRBerdem sollen die Loci hingichtlich ihres Potenzias zur Erkennung der ethnischen
Zugehorigkeit von Skeletten bezehungsweise anderen menschlichen Uberresten gepriift
werden. Eine Aufgabe dieser Arbeit war es mit, die Allelverteilung an den genannten Loci in
verschiedenen Populationen aus verschiedenen Regionen der Erde zu untersuchen. Es wurden
afrikanische, peruanische, japanische, deutsche, viethamesische und syrische Populationen

untersucht.

AuRerdem war ein Methodenvergleich ein Ziel dieser Arbeit. Fir den Fall, dass die
Analyse der Loci nt00073 und nt16519zu einem forensisch interessanten Ergebnis fuhrt, sollte
gepruft werden, ob die innovative LightCycler-Methode fir die Anayse dieser
Polymorphismen gedgnet ist. Das Ergebnis wére dlerdings nicht nur fir diese enge
Fragestellung von Belang, sondern es konnte ds Modell fir die EinfUhrung der LightCycler-
SNP-Diagnostik in der forensischen Medizin, spezell der forensischen mt-Untersuchung,
dienen. Dazau solite @ne begrenzte Anzahl von Proben mit der Restriktionsanalyse und der
LightCycler-Technik paralel untersucht werden. Gegebenenfalls auftretende Differenzen
sollten molekular aufgekléart werden. Aus Kostengrinden war vorgesehen, die Anzahl der

LightCycler-Analysen gering zu halten.
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2. Material und M ethoden

2.1  Untersuchte Populationen

Als Untersuchungsmaterial fir diese populationsgenetische Studie waren Blutproben
bzw. Buccd Swabs je a@ner Population aus Kamerun, Deutschland, Peru, Japan, Vietnam,
Syrien verflgbar. Insgesamt wurden Proben von 150 wnverwandten deutschen Kaukasiern aus
dem mitteldeutschen Raum, je 100 Proben von Syrern, Japanern, Peruanern und Vietnamesen
untersucht. Auf3erdem standen 60 Proben von Bantu-Afrikanern aus Kamerun (Y aounde) zur
Verfigung. Die angegebenen Gesamtzahlen bezehen sich dabel auf Untersuchungen der
RFLP-Tednik. Die LightCycler-Methode konnte aus Kostengriinden nur anhand von kleinen
Stichproben gezegt werden. Die Abnahme der Blut- bzw. Speichelproben erfolgte im Ingtitut
fur Rechtsmedizin Magdeburg, der José de Bantu-Klinik Kamerun, im Institute of Community
Medicine, University of Tsukuba, Japan, Ingtitute of Medicine, University of Hanoi, Vietnam,
im Ingtitute of Forensic Medicine, Damaskus, Syrien und im Ingtituto Peruano de Energia
Nuclea, Lima, Peru. Alle Proben wurden von Personen gewonnen, die der Untersuchung ihrer
DNA zu wisenschaftlichen Zwedken ausdriicklich zugestimmt hatten. Die Proben der
deutschen Population lagen as EDTA-Blute vor. Proben der audandischen Populationen
wurden as Trockenbutproben bezaehungsweise Buccd Swabs verschickt. Von alen

untersuchten Personen wurde aunadhst die DNA prépariert.

2.2. Préparations- und Analysetechniken

* DNA-Préparation

Die DNA-Préparation aus Trockenblutproben erfolgte nach dem nodifizierten
Protokoll von Old (1993. Es wurde a@n ca 1 x 1 cm grofes Filterpapierstiick, das die
Blutauftragungen enthielt, zerkleinert und in 2 ml 154 mM Kochsalzlésung aufgenommen. Im
Fale der Buccd swabs kamen die Wattetrager in analoger Weise aim Einsatz. Nadch 30-
minitigem Ldsen (unter Schitteln) wurde die Suspension mit einer Pipette dgezogen und in
ein neues Mikroreaktionsgefald Uberflihrt. Zur Sedimentierung erfolgte ene Zentrifugation fr
10 min bei 15000x g. Der Uberstand wurde verworfen und dem Pellet 460 ul 1 x Lysis-Puffer
(150mM NaCl, 25 mM N&EDTA, 10mM TrigHCL (pH 8,5), 1% SDS) und 40pl Proteinase
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K (100 mg/ml) zugegeben. Nach anschlieffendem Resuspendieren des Pellets wurde der Ansatz
Uber Nadht bel 37°C inkubiert.

Die Extraktion der DNA aus dem Lysat erfolgte durch Ausshitteln  mit
Phenol/Chloroform. Das gewonnene Lysat wurde ausammen mit 1 Volumen (v/v) Phenol in
ein Vaautainer-Gelrohrchen (Bedon & Dickinson) gegeben. Die Extraktion der DNA erfolgte
durch vorsichtiges Schwenken des Rohrchens fir 2 min. Durch 15 min Zentrifugation bei 3000
x g sammelte sich die phenolische Phase unter dem Gel-Pfropf. Erneut wurde 1 Volumen (v/v)
Phenol zugegeben und das Rohrchen fir 2 min geschwenkt. Nadh erneuter Sedimentation
wurden die Extraktionsschritte analog insgesamt 2 mal mit 1 Volumen (v/v) Chloroform
wiederholt. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein Eppendorfreektionsgefald uberfihrt.
Durch Zugabe von 0,04 Volumen 7,5 M Ammoniumaceat (500 mM Finalkonzentration) und 2
Volumen absoluten Ethanols erfolgte die Prazpitation der DNA. Es <hloss s$ch eine
Zentrifugation fur 20 min bel 15000x g an. Die DNA wurde 2 mal mit 1 ml 70%igen Ethanol

gewaschen, luftgetrocknet und in 30-50 pl Reinstwasser (LiChrsolv, Merck) aufgenommen.

* Amplifikation mitochondrialer DNA

Die a1 untersuchenden Regionen wurden amplifiziert unter Benutzung der Primer
L16517 (CGACATCTGGTTCCTACTTCAGG) und HO0097 (GGTGCTCCGGCTCCAGC).
Die Amplifikation ergab PCR-Fragmente mit einer Lange von 189 bp. Die Fragmente
enthielten die beiden zu untersuchenden Loci. Fir die PCR wurden der Re&tionspuffer E des
Masteramp™ PCR Optimation Kit (Biozym) durch Vorversuche ais den Premixen A bis L
ausgewahlt. Optimierungsversuche egaben die beste Amplifikationseffektivitdt fir diesen
Puffer. Die Losungen des Kits enthalten die Ublichen Ingredienzien eines PCR-Ansatzes wie
z.B. KCI, MgCl,, DMSO, Nukleotide und so weiter in variierten Konzentrationen. Die
Nutzung des Kits erlaubt eine sehr schnelle Optimierung und ist 6konomisch sinnwoll. Die
Mischung erfolgte a1 deichen Antellen aus 2 mal Premix E und dem Gemisch aus DNA,
Primer und DNA-Polymerase. Der 25 ul Ansatz bestehend aus 2 pul DNA, (entsprechend 5-20
ng DNA) 2,5 pl jeden Primers in einer 4 pM Gebrauchdésung (0,4 uM jeden Primers
Endkonzentration), 0,5 U Goldstar DNA-Polymerase von Eurogentech) und 55 pl
Reinstwasser wurde unter folgenden PCR-Zyklusparametern angesetzt: 94°C (3 min); [94°C (1
min); 56°C (1 min); 72°C (2 min)] x 35; 72°C (5 min).
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* RFLP-Analyseder PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden separat voneinander mit Haelll und Apall verdaut. Die
Mutation des Locus L16519 T->C kann durch Hae IlI- Spaltung gefunden werden. Die
Restriktionssequenz lautet GG/CC. Die Trangition des Locus LO0073A~>G lasd einen Apal 1-
Ort entstehen. Hier lautet die Restriktionssequenz G/TGCTC. Diese Enzyme detektieren die
Mutationen durch Aufspalten des 189 Basenpaae enthaltenden PCR-Produktes in 165 wnd 24
bp bezehungsweise in 153 wnd 36bp.

Fur die Redriktionsansdtze galten folgende Zusammensetzungen: Der Haelll-
Restriktionsansatz setzte sich zusammen aus 8 pl des unbehandelten PCR-Produktes, 1 ul des
pasenden Verdauungspuffers des Herstellers, 0,18 pl BSA, 0,5 pl Enzym und 6 pl
Reinstwasser. Fir Apal 1-Restriktionsansatz wurden 8pl des unbehandelten PCR-Produktes,
11 pl Reinstwasser, 1,5 pl Restriktionspuffer und 1ul Enzym gemischt. Die Ansétze wurden
Uber Nadht bei 37 °C inkubiert und am nachsten Morgen der elektrophoretischen Auswertung
zugefuhrt.

* Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die PCR-Produkie wurden hnsichtlich ihrer Ausbeute (halbquantitativ), ihrer
Fragmentgrofe und Speazfitét (Erkennung unerwiinschter Nebenbanden) mittels horizontaler
PAGE gepruft. Die PCR-Produkte liefen in einem kontinuierlichen Puffersystem auf dinnen,
nativen Polyaaylamid-Gelen mit Piperazn-Diaaylamid (PDA) als Crosdinker. Durch
Verwendung deses Bisaayl-Analogons kam es zur Reduktion der Hintergrundféarbung, die bei
konventionellen Gelen viel stérker auftritt. Aul3erdem konnte eine hohere Festigkeit und eine

bessere Auflosung erreicht werden.

Folgende Mischungsverhdtnisse gelten fur den gewahlten Geltyp: 7,3 ml Acryl-PDA
Losung 1, 6,4 ml Tris-Formiat Losung 1, 27,5 ml Aqua bidest, 280 ul APS und 14 pl
TEMED. Die Gele wurden mit Hilfe von Glasplatten und Spacen in Abmessaingen von 265 x
193x 0,4 mm auf Gel-Fix-Folien der Firma Serva gegossen.
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» Elektrophoresebedingungen zur Kontrolle von PCR- beziehungsweise Spaltprodukten

Die PCR-Produktauftrennung erfolgte in den beschriecben Gelen bei 15°C. Die
Temperaturkonstanz wurde durch einen Umlaufthermostaten redisiert. Als Elektrophorese-
Einheit kamen die Multiphor 1l gemeinsam mit dem Spannungsversorger EPS3500
(Pharmada) zum Einsatz. Die Probenapplikation fand in 4-7 ul Dosierungen auf ,, Applicaion-
Pieces' aus Glasfleece(Pharmada) statt. Der Einlauf der Proben wurde bei 5 W (Anstieg
5W/5min), die Trennung bei 20 W durchgefihrt. TBE-Puffer (2x) [180mM Tris-Borat, 4 mM
EDTA, Bromphenolblau (pH 9,0)] diente ds Bricken-Puffer zwischen den Elektroden und
dem Gel. Die Banden wurden durch Silberfarbung sichtbar gemacdht.

» Silberfarbung von DNA-Fragmenten in PAA-Gelen

Die Silberféarbung stellt eine vereinfachte Variante des Protokolls von Westermeier
(1993 dar. Dieses Verfahren wurde von Budowle d al. (1991 modifiziert. Die Gele wurden
in einer Photoschale ca 3 min (bis zum Farbumschlag der blauen Bromphenolblaubande ins
Gelbe) in 2 %iger Sapetersaure geschwenkt und anschlief3end 2 mal fir 3 min mit Aqua bidest.
gewaschen. Danach wurden die PAA-Gele fir 20 min in einer 5 mM Silbernitrat-Ldsung bei
RT auf einem Wipptisch geschwenkt. Nach zweimaligem Waschen (je 1 min) mit Aqua bidest.
erfolgte die Anfarbung der Banden durch mehrfaches Inkubieren der Gele mit
Natriumcarbonat/Formaldehyd-Losung  [0,2 % (v/v) Formaldehyd ud 250 mM
Natriumcarbonat] bis zum Erscheinen der Banden (Die Lésungen wurden beim Braunwerden
gewedhselt). Die Reaktion wurde mit 10 %iger Essgsaure abgestoppt (1 min Inkubationszeit),
die Gele eneut 2 mal fir 1 min mit Aqua bidest. gewaschen und fur mindestens 15 min in einer
5%igen Glycerol-Lésung eingetaucht. Zur Lagerung wurden die PAA-Gele anschlief3end
luftgetrocknet und mit Kopierfolien abdedt.

* Anwendung der LightCycler Tedhnik

Fur die Versuche an LightCycler wurden 40 DNA-Proben der deutschen Population
aus dem oben genannten Versuch so ausgewahlt, dass jeweils 10 Proben jeden Haplotyps
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untersucht werden konrnten. Die DNA-Proben waren identisch mit denen aus den
vorhergehenden Untersuchungen der RFLP-Tecdhnik. Die Loci nt00073 und nt16519mussen

getrennt analysiert werden.

Mit Hilfe des von der Firma Roche Biotedhnics bezogenen LightCycler Kits (LC-DNA
Master Hybridization probes, Katalognummer 2015102 konrten beide Loci untersucht
werden. Die Schmelztemperaturen wurden registriert und aufgezechnet von einem micro-
volume Fluorimeter (Optik von Rodenstock) und von einem Pentium PC gespeichert und

ausgewertet.

» LightCycler-Analyse des L ocus nt00073

Die Ansédtze aenthielten Substanzen wie sie in der Zusammensetzung und Konzentration
in den Tabellen 2 und 3 aufgefihrt sind. Die Materidien fir die Analyse des nt00073
(Sequenzen fir die Primer, den Sensor und Anchor sowie deren theoretische Schmelzpunkte)
sind der Tabelle 2 zu entnehmen. Fir die initialle Denaturierung wurden die Ansédtze fir 3
Sekunden auf 95°C erhitzt. Die nachfolgende Amplifikation fand fur die Analyse beider Loci
bei 40 x 95°C (8 min); 60°C (8 min); 72°C (15 min) statt. Es galten die Zyklusparameter 40 x
95°C (5 min); 60°C (8 min) und 72C (15 min). Die Schmelzanalyse flir beide Ansdtze wurde
durchgefuhrt mit 95°C (20 min); 38°C (20 min) und 85°C (0 min). Die kontinuierliche
Temperatursteigerung erfolgte mit 0,2°C pro Sekunde. Eingestellt wurden die Fluorescence
settings: F1=1, F2=15, F3=35. Die Abhldung 4 gbt die relevante mtSequenz und de daau

konstruierten Oligonucleotidkonstrukte, wie sie in der Tabelle 2 aufgefihrt sind, wieder.
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C T {L1G519)
-

GGC GCC
CCGACATCTGGTTCCTACTTCAGGECCATAAAGCCTAEATAGCCCACACGTTCCCCTTﬁAATAAGACﬂTCRCGRTGGATCACRGGTCTRTCRCCCTﬁ.15004

GGC T GTAGAC CAAGELTGAAGT L GETATTICGEATT TATC GGG TG TG AAGGGLAAT TTATTCTGTAGT GCTACCTAGTGTC CAGATAGT GGGAT
ut FH s0°C

G (LO0o73) T
[ ] [ ]

CGCGAT ATCGLG
TTaLCCACTCACGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTTTHGGGGGTATGCAL GCGATRGCATEGEGGGEC GETHELGC CGGAGCACCCTATE 16101
WWATTGGTGAGTGC CCTCGAGAGGTACGTAALCCATAAAL GCAALCCCCCCATAC GTIGCGC TATC GTAGC G CGGCGACCTCGGCCTCGTGLEATAC

LOOoO73 Anchor Sensor [G]short mt Bmt
R i AT | T | Pt

Abbildung 4 LightCycler-Analyse des Locus nt00073 Darstellung des mtDNA
Sequenzabschnitts nt16494bis nt00118als CRS. Die grau unterlegten Abschnitte
mtFM  (nt16495nt16518 und mtBmt (nt0O0087nt00102 sind de Primer-
Bindungs-Arede. Der mtFM Primer trégt ein mismatch in Position n16518 Der
Primer mtBmt ist mit einem ntO0089mismatch versehen. Die mismatches llen
Sekundérstrukturen verhindern. Rot eingerahmte Sequenzabschnitte tragen ein
Potenzial zur Bildung zu Sekundérstrukturen.

Tabelle 2: Primer, Sensor und Anchor-Sequenzen zur Analyse des Locus nt00073
In den Sequenzen der Primer dunkelblau unterlegte Basen stellen kinstlich
eingebaute mismatches dar, die der Bildung von Sekundarstrukturen
entgegenwirken sollen (siehe auch Abbildung 4). Die im Sensor [G] short grin
unterlegte Base bindet am Locus nt00073 Bel CRS in der Sequenz komnt es
somit zum mismatch und zum friheren Abschmelzen des Sensors (* bezogen auf
CRS, ' errechneter Wert)

L 00073 m!
MtFM CgACATCTgGTTCCTACTTCAJS *ntto19ntte>8 158 4°C
mtBmt TCCAgCggCCCydAT *nt20081nt%192 163 2°C
Sensor [G]short | gTgCABACCOCCC X *nt200%ent%07 150 4°C
L00073AnNc LC Red640 | *nt®%4nt?%%  68,8°C
CgAAAA TACCAAA TgCATggAgAgCTCCCp
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Tabelle 3: LightCycler-Konditionen: Konzentrationen der Ingredienzien fir die Analyse des

SNP nt00073

Substanzen Stammlosung Endkonzentration

(Konzentration). im Test.
H.0
Puffer, (NH2):SO4|166mM 16.6 mM
(Genea aft)
MgCl; (Geneaaft) [{25mM 3.125mM
dNTP (Geneaaft) |10 mM 0.5mM
Sense primer 10puM 0.5 uM
(TIBMOLBIOL)
Antisense primer | 10 uM 0.5 uM
(TIBMOLBIOL)
3'FL probe 3uM 0.15uM
(TIBMOLBIOL)
5'LC probe 3uM 0.15uM
(TIBMOLBIOL)
BSA (SIGMA) 600ng/ul 12ng
TagPolymerase 5 U/l 25U
(Geneaq aft)

* Protokoll der Amplifikation

initiale Denaturierung 95°C/3 sec
zyklische Amplifikation 40 x 95°C/8 min; 60°C/8 min; 72°C/15 min
Schmelzanalyse 95°C/20 min; 38°C/20 min; 85°C/0 min mit 0.2°C/sec (kont.)

» LightCycler-Analyse des L ocusnt16519

Die Materiaien fur die Analyse des nt16519(Sequenzen fur die Primer, den Sensor und
Anchor sowie deren theoretische Schmelzpunkte) sind der Tabelle 4 zu entnehmen. Die
Konzentrationen der Ingredienzien sind in Tabelle 5 aufgefuhrt. Die Abhildung 5 gbt die

relevante mtSequenz und die dazu konstruierten Oligonucleotidkonstrukte fur die Analyse des
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nt16519wie sie in der Tabelle 5 aufgefihrt sind wieder. Fir die initiale Denaturierung wurden
die Ansitze fur 3 Sekunden auf 95°C erhitzt. Die nadchfolgende Amplifikation fand fir die
Analyse des Locus 16519bei 40 x 95°C (8 min); 60°C (8 min); 72°C (15 min) statt. Es galten
die Zyklusparameter 40 x 95°C (5 min); 60°C (8 min) und 72C (15 min). Wie bereits oben
erwahrt, gaten fur beide Loci die Schmelzanalyse wie folgt: 95°C (20 min); 38°C (20 min)
und 85°C (0 min) bei 0,2°C pro Sekunde Temperatursteigerung. Es wurden die Fluorescence
settings: F1=1, F2=15, F3=35 eingestellt.

L16519 3ensor [C] L16519 Anchor
T (L1A519)
[

GGC GCC
EEGACATETGGTTEETACTTEEGGEEEETEEAGEET&AATAGCEEAEAEGTTEEEETTﬁﬂATAAGEEETEAEGATGGATEAEEGGTETATEACEETA ls004

CECTCTAGACCALGEAT CARGTCCCGETAT TICGGAT TTATC GEETETCCAAGGLGAATTTATTC TG TAGTGCTACCTAGTGTCCAGATAGT GEEAT
nt F E0°cC

F (LOOO73)
|

CGLCGAT ATCGCG
TTa4CCACTCACGEGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTTTGGGGGGTATGCAL GLGATRGCATC L GEGCCGCTHFAGE CEGAGCACCCTATS 16101
WATTGETGAGTGCCCTC GAGAGGTAC GTARACCATALLAGCARLCCCCCCATACGTGCGCTATCHTAGCGCCCGGLGACCTCGGCCTCGTGEGATAL

mt 4

Abbildung 5 LightCycler-Analyse des Locus nt16519 Darstellung des mtDNA
Sequenzabschnitts nt16494 bis nt00118 Die grau unterlegten Abschnitte mtF
(nt16495nt16517% und MtA (nt00097#nt00113sind de Primer-Bindungs-Arede.
Der Sensor ist gelb unterlegt (nt16511nt16534.

Tabelle 4: Sequenztabelle air Analyse des nt16519 (Primer, Sensor und Anchor-Sequenzen)
Die dunkelblau unterlegte Base im Sensor [C] ist ein eingebautes mismatch, die
verhindern soll, dass $ch Sekundarstrukturen ausbilden. Grin unterlegt im Sensor

[C] bindet an den zu untersuchenden Locus nt16519 (* bezgen auf CRS, *

errechneter Wert).

L 16519 m!
mtF CgACATCTggTTCCTACTTCAgg *ntto9 ntteot’ 58,3°C
mtA GgTgCTCCggCTCCAQC *nt 2009t %013 62,2°C
Sensor [C] CTTCAJEJECATAAAGCCTAAAT X * 1t 10511y 16534 59,8°C
L 16519Anc LC Red640 | * nt™*>%%nt'%>* 63,1°C

CCCACACGTTCCCCITAAATAAQACA p
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Tabelle 5: LightCycler-Konditionen: Konzentrationen der Ingredienzien zur Analyse des SNP

nt16519

Substanzen Stammlosung Endkonzentration

(Konzentration). im Test.
H.O
Puffer, (NH2):SO4|166mM 16.6 mM
(Genea aft)
MgCl; (Geneaaft) [{25mM 3.125mM
dNTP (Geneaaft) |10 mM 0.5mM
Sense primer 10puM 0.5 uM
(TIBMOLBIOL)
Antisense primer | 10 uM 0.5 uM
(TIBMOLBIOL)
3'FL probe 3uM 0.15uM
(TIBMOLBIOL)
5'LC probe 3uM 0.15uM
(TIBMOLBIOL)
BSA (SIGMA) 600ng/ul 12ng
TagPolymerase 5 U/l 25U
(Geneaq aft)

* Protokoll der Amplifikation

initiale Denaturierung 95°C/3 sec
zyklische Amplifikation 40 x 95°C/8 min; 60°C/8 min; 72°C/15 min
Schmelzanalyse 95°C/20 min; 38°C/20 min; 85°C/0 min mit 0.2°C/sec (kont.)

* Feinchemikalien, Enzyme und Kits

Amplitaq Gold DNA-Polymerase Fa. PE BIOSYSTEMS
4x Acrylamid Fa. SERVA
Ammoniumperoxodisulfat Fa. SERVA
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Borsaure

Chloroform

dATP, dCTP, dGTP, TTP
EDTA

Ethanol

Formaldehyd

Goldstar DNA-Polymerase
Natriumcarbonat purum p. a.
Natriumchlorid
PCR-Optimierungskit

PCR-Primer (PCR-Ansatz fir RFLP-Analyse)

PDA

Phenol

Proteinase K

Reinstwasser (LiChrsolv)
Restriktionsendonucleasen

TEMED

Tris

LightCycler Kit

(LC-DNA Master Hybridization probes)

« Gerdate/ Verbrauchsmaterialen

Gerate
Mikroliterpipetten verschiedener Grofen
Eledrophoresis Power Supy:
EPS500
Elektrophoresekammer:
LKB Multiphor 11
PCR-Geréte:
PTC-100Thermal Controller
Schuttler:

Material und Methoden

Fa MERCK

Fa MERCK
(Bestandteil des Optikits)
Fa. SIGMA

Fa MERCK

Fa MERCK

Fa EUROGENTEC
Fa FLUKA

Fa MERCK
FaBiozym

Fa EUROGENTEC
Fa. Biorad

Fa Roth

Fa. Merck

Fa MERCK

Fa. NE Biolabs

Fa. SIGMA

Fa. SERVA

Fa. Roche Diagnostics

Fa. Eppendorf

Fa. Pharmada

Fa. Pharmada

Fa. MJ Reseach Inc.
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TH 25 Swip
Thermomixer:

5437
Thermostat:

F10C
Zentrifugen:

centrifuge 5417
LightCycler Instrument

Probenkarussl im LightCycler
LightCycler Software Padkage

32 Adapter mit Kuhlblock

Pentium PC mit Windows NT

Material und Methoden

Fa. Edmund Buhler

Fa. Eppendorf

Fa. Biometra

Fa. Eppendorf

Glaskapill are mit AufRendurchmesser 1,5 mmund 3 cm Lange mit Plastikaufsatz

Plastikstopper

43 cm Monitor
Farbdrucker
Operators Manual
Centrifuge

Verbrauchsmaterialien
Filterpapier:
Gelfolien:
GelFix®Folien
Gelrohrchen:

2ml

5ml

Eppendorfreaktionsgefae:

0,5ml
1,5ml
2,0ml

Fa. Schleicher und Schuell

Fa Serva

Fa. Bedon & Dickinson

Fa. Eppendorf
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Pipettenspitzen:
0,5-10ul Fa. Eppendorf
10-200ul
200-200Qul

2.3. Statistische Berecdhnungen zu den Populationsgudien
Die Varianz der Haplotypen zwischen verschiedenen Populationen wurde mit dem X*-
Test auf Unabhangigkeit die Ergebnisse aus den Versuchen datistisch ausgewertet [Heinedke

et a. (1992]. Die Angaben des Signifikanzniveaus werden unterteilt in nicht signifikant und
signifikant mit den vorgegebenen Signifikanzniveaus von a < 0,05, a < 0,01 uind a < 0,001
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnise des Vergleiches von zwel Methoden zur Analyse mitochondrialer
SNPs

e Ergebnise der RFLP-Analyse

Apal 1-Spaltung zur Analyse des L ocusnt00073

Die folgenden Abbldungen zegen Darstellungen von Gelen, auf denen Apall
behandelte PCR-Fragmente dektrophoretisch aufgetrennt worden sind. In der Abbildung 6
stammen die Proben von einer deutschen Population, die Abbildung 7 zegt Proben einer
japanischen Population.

Es ist erkennkar, dass die Allde LOOO73A und G mit den Banden 18%p
(ungeschnitten) bzw. 153bp (geschnitten) einhergehen. Im Falle der Restriktion erscheint
unterhalb der 153op-Bande ene ausétzliche ,,Geisterbande”. Es ist zu vermuten, dasses sch
dabei um eine Struktur handelt, die sich aufgrund der , sticky ends* aus den abgeschnittenen
26bp Fragmenten bilden. Das Auftreten der Zusatzbanden tangiert die Aussagesicherheit nicht.

Apa L1 [GIATGCAC)

al

Abbildung 6. Gelbild der Analyse des Apal. 1 Schnittortes nt00073- nt00078 der den SNP
nt00073entdedkt. Die Stichprobe entstammt einer deutschen Population.

Apal 1[GIATGCAC]

Ll

o i

Abbildung 7. Gelbild der Analyse des Apal. 1 Schnittortes nt00073- nt00078 der den SNP
nt00073entdedkt. Die Stichprobe entstammt einer japanischen Population.
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Haelll -Spaltung zur Analyse desLocusnt16519

Die Abhildungen 8 und 9 zeigen Darstellungen von Gelen, auf denen Haelll behandelte
PCR-Fragmente dektrophoretisch aufgetrennt worden sind. In der Abhildung 8 stammen die
Proben von einer deutschen Population, die Abhildung 9 zegt Proben einer japanischen
Population. Das Allel L16519T geht mit der Bande 18%p (ungeschnitten) einher. Das Allel
L16519C bedingt den Haelll- Schnittort und ermdglicht eine Restriktion in die Fragmente
1650p und 24 bp. Das Gelbild ist eindeutig und leicht abzulesen. Es zeigte sich ein hoher Grad
der Polymorphie in beiden abgebil deten Stichproben.

Hae Il [GGICC)

83 bp [ T]

- L i

- 165 bp [C]

Abbildung 8 Gelbild der Analyse des Haelll -Schnittortes nt16517- nt1652Q der den SNP
nt16519entdedkt. Die Stichprobe entstammt einer deutschen Population.

Hae Il [GGICC]

189 bp [T

~165 bp  [C]

Abbildung 9 Gelbild der Analyse des Haelll- Schnittortes nt16517- nt1652Q der den SNP
nt16519entdedkt. Die Stichprobe entstammt einer japanischen Population.

» Ergebniseder Etablierung LightCycler-Analyse fir die SNPsnt00073und nt16519

SNP nt00073

Die Abbldung 10 zdgt, dass die Analyse des SNP nt00073 bel Einsatz der im

Abschnitt Material und Methoden dargesteliten Oligonucleotiden gelingt. Gemal3 der vorn

beschriebenen Funktionsweise nimmt bel dieser Darstellung de Fluoreszenz mit steigender
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Temperatur ab. Das Abldsen der fluoreszierenden Oligonucleotide verursadit diese Abnahme,
insbesondere durch Aufhebung des Energietransfers zwischen Anker- und Sensorsonde. Schon
in dieser Abhildung lassen sich die Schmelzpunkte der Proben vermuten. Fir die Analyse der
Schmelzkurve ist aber die Darstellung der ersten negativen Ableitung Uber der Zeit in der Y-
Achse und der Temperatur in der X-Achse besser gedgnet. (Abbildung 11) Hier sieht man die
eigentlichen Schmelzpunkte deutlicher. Sie werden durch Spitzen bei einer bestimmten
Temperatur dargestellt. Es wird erkennbar, dass man jedem der beiden nt00073Allele eénen
charakteristischen Schmelzpunkt zuweisen kann: LO00735 entspricht 55,6 °C; LOOO73A
entspricht 41,8 °C. Diese tatsadlich gemessenen Temperaturen weichen allerdings gark von
den berechneten Temperaturen ab (siehe Tabellen 2 und 4). Die Beredhnung erfolgte durch die
Herstellerfirma. Abweichungen zwischen berechneten und gemessenen Temperaturen seien

nach deren Angaben nicht ungewohnlich.

Fluarescence [F2]

30 5] 40 45 A i3] =] B5 7o Fis] a0 aa 90
Temperature [*C) |

Abbildung 10 Darstellung der Fluoreszenzkurven von ausgewahlten Proben am LightCycler
bei Analyse des mitochondrialen SNPs nt00073
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35 40 45 1] i3] Ei B5 Fa i 80 |
Temperature [*C] |

Abbildung 11 Die negativen Ableitung der Fluoreszenzkurve bei Analyse des
mitochondrialen SNPs nt00073 @r gleichen Proben wie in Abbildung 10zegt die
Schmelzpunkte des Sensor-Template-Hybrids fur die Allele LO0O0735 bel 55,6°C
(errechneter Wert: 50,4°C) und LOOO73A bei 41,8°C.

SNP nt16519

Die Graphiken der Abbildungen 12 und 13 zeigen die Ergebnisse der LightCycler-
Analyse des SNP nt16519 Auch fir diesen SNP ist eine klare Unterscheidung der Allele
madglich. Die negative Ableitung der Fluoreszenzkurve bei Analyse des mitochondrialen SNPs
nt16519zegt einen Schmelzpunkt des Sensor-Template-Hybrids fur das Allel L16519C von
49,5 °C und L16519r von 45,3°C. Die Auswahl der Proben erfolgte aifgrund der Ergebnisse
der Restriktionsanalysen.
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Abbildung 12 Darstellung der Fluoreszenzkurve von ausgewahiten Proben am LightCycler
bei Analyse des mitochondrialen SNPs nt16519

Fluorescence -d[F2)/dT

B e R e O e T
L%}
|

| L | L | U 1 L | 1 1
40 45 50 55 B0 E5 70
Temperature [*C)

Abbildung 13 Die negativen Ableitung der Fuoreszenzkurve bei Anayse des
mitochondrialen SNPs nt16519 @r gleichen Proben wie in Abbildung 12 zegt die
Schmelzpunkte des Sensor-Template-Hybrids fur die Allele L16519C bei 49,5°C
(errechneter Wert: 59,8°C) und L16519T bei 45,3°C.
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* Vergleichende Untersuchungen an DNA-Proben mit verschiedenen mtHaplotypen

Nachdem die Populationsgudien mit Hilfe der RFLP-Tednik durchgefihrt worden

Mt00073 —-nt16519 (~nt00073 Tnt16519
A -T G -T
)

waren, wurden von jedem der vier moglichen Haplotypen (
AMO00T3 CHESL9 Gn00073 ontleS1Y  gtichproben von zehn DNA-Préparationen der LightCycler-

Analyse unterworfen.

Es zegte sich, dass die Ergebnise der RFLP-Analyse und der LightCyclertechnik
kompatibel sind.

Tabelle 6: Ergebnise des LightCyclers im Vergleich mit den Ergebnisen aus der
Restriktionsanalyse

Proben |Haplotyp ApaLl Haelll Nt00073Sensor | Nt16519 Sensor
(n) Verdau|n [Vedau [n  |[Tmmax [n Tmmax |n
10 AT negativ (10 | negativ (10 |41,8°C |10 [453°C |10
10 GMOPETMS positiv {10 | negativ |10 |556°C |10 [453°C |10
10 AMOTC ¥ negativ (10 | positiv |10 [41,8°C |10 [495°C |10
10 GM%C™M® ) positiv {10 |positiv - |10 |556°C |10 [495°C |10

3.2  Ergebniseder Populationsgudien

* Analysenergebniss zu den mitochondrialen SNPs nt00073und nt16519mit Hilfe der
Restriktionsenzyme ApalL 1 und Haelll

Es wurden die awvei mitochondrialen Loci nt00073 und nt16519 von 150 nicht
verwandten Deutschen, je 100 Syrern, Japanern, Peruanern, Vietnamesen und 60 Kamerunern
beziglich ihrer Genloci nt00073 und Nt16519 untersucht. Dabel sollten die Allelfrequenzen fir
die beiden Orte emittet werden. Aulerdem waren fur jede Population die
Haplotypenhaufigkeit, das heilt die Kombinationen auf den Orten 00073 und nt16519
festzustellen. Alle ghnischen Gruppen wurden hinsichtlich der einzdnen Allelfrequenzen und

beziglich der Haplotypenfrequenzen miteinander verglichen.

» Ergebnise der Untersuchung der deutschen Bevdlkerung
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Fur die deutschen Kaukasier wurden im Genlocus nt00073insgesamt 74 Individuen mit
dem Allel LOOO73A beobadtet. Das entspricht der Anderson-Sequenz. Die anderen 76
Individuen zeigten das Allel nt000735. Am Locus nt16519zeagten 96 Personen das Allel C,
54 Personen entsprachen mit dem Allel T der CRS. Die Haplotypen sind in der Tabelle 7

aufgeflhrt.

Tabelle 7: Haplotypenverteilung in der untersuchten deutschen Population

Haplotyp (0007316519

Ant00073-|-nt16519

AntOOO?SC:nt16519

Gnt00073-|-nt16519

GntOOO?SC:nt16519

Anzahl (Frequenz)

30(0.20

44.(0.29)

24(0.16)

52(0.35

» Ergebnisse der Untersuchung der syrischen Bevolkerung

Am Locus nt00073 zeigten 59 Personen der 100 Untersuchten das Alled G
(Abweichung von der CRS). Am Locus nt16519wurde die entsprechende Transition bei 55

Personen gefunden. Die Haplotypen sind der Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 8: Haplotypenverteilung der untersuchten syrischen Population

Haplotyp(0007316519

Ant00073-|-nt16519

AntOOO?SC:nt16519

Gnt00073-|-nt16519

GntOOO?SC:nt16519

Anzahl (Frequenz)

25(0.25)

16 (0.16)

20(0.20)

39(0.39

» Ergebnisse der Untersuchung der japanischen Bevolkerung

Von den 100 Japanern zeigten im Locus nt00073 ale die Abweichung von der
Anderson-Sequenz (A), also die Base G. Am Locus nt16519zegte sich bei 49 Individuen die

Trangtion T — C. Die Haplotypen sind in der Tabelle 9 aufgefuhrt.

Tabelle 9: Haplotypenverteilung der untersuchten japanischen Population

Haplotyp (0007316519

Ant00073-|-nt16519

AntOOO?SC:nt16519

Gnt00073-|-nt16519

GntOOO?SC:nt16519

Anzahl (Frequenz)

0

0

51(0.51)

49(0.49)
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» Ergebnisse der Untersuchung der viethamesischen Bevolkerung

Die Allel- bezehungsweise Haplotypenvertellung in der vietnamesischen Bevolkerung
war erwartungsgemald der japanischen sehr dhnlich. Nur ein Individuum zeigte an Locus
nt00073 a@s Allel A (der CRS entsprechend). 66 Individuen zegten die T — C-Transition am
Locus nt16519 Die dazugehdrenden Haplotypen sind in der Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Haplotypenverteilung der untersuchten viethamesischen Population

Ant00073-|-nt16519 AntOOO?SC:nt16519 Gnt00073-|-nt16519 GntOOO?SC:nt16519

Haplotyp (0007316519

Anzahl (Frequenz) 0 1(0.01) 34(0.34) 65 (0.65)

» Ergebnisse der Untersuchung der peruanischen Bevolkerung

Auch die Population aus Peru zegt in Position 00073 zu einem hohen Prozentsatz,
namlich 90% (94), das Alledl G. Am Locus nt16519 unterscheidet sich die peruanische
Population mit 66% T — C-Transitionen kaum von anderen Populationen. Tabelle 11 zegt die

Haplotypenverteilung fir die Population der Peruaner.

Tabelle 11: Haplotypenverteilung der untersuchten peruanischen Population

Ant00073-|-nt16519 AntOOO?SC:nt16519 Gnt00073-|-nt16519 GntOOO?SC:nt16519

Haplotyp (0007316519

Anzahl (Frequenz) 2 (0.02) 4(0.04) 32(0.32) 62(0.62)

» Ergebnisse der Untersuchung der afrikanischen Bevolkerung
Von 60 wntersuchten Bantu aus Kamerun zeigten am nt00073nur acht Probanden das
Allel A wie in der Anderson-Sequenz. Wiederum trugen etwa die Hélfte der untersuchten

Personen das Allel C in der Position nt16519 Tabelle 12 zegt die Haplotypen.

Tabelle 122 Haplotypenverteilung der untersuchten afrikanischen Population

Haplotyp (0007316519

Ant00073-|-nt16519

AntOOO?SC:nt16519

Gnt00073-|-nt16519

GntOOO?SC:nt16519

Anzahl (Frequenz)

2 (0.03)

6 (0.10)

24(0.40)

28(0.47)
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3.3.  Vergleich verschiedener ethnischer Gruppen

» Statistische Grundlagen

Wie oben benannt, verfolgte die populationsgenetische Studie das Ziel, zu ermitteln,
wie sich die Haplotypenfrequenzen und somit die PD in den untersuchten Populationen
unterscheiden. Auf3erdem sollte die Mdoglichkeit erkundet werden, fir Einzdpersonen eine
Zuordnung zu einer ethnischen Gruppe anhand der erhobenen Daten vorzunehmen. Der
Vergleich der untersuchten Populationen erfolgte durch den X*-Test auf Unabhéangigkeit
[Heinedke & a. (1992)]. Die festgelegten Signifikanzniveaus definieren Quantile der X* -
Vertellung fur die Freiheitsgrade f = 1 beim Vergleich der einzdnen Haplotypen
bezehungsweise f = 3 flr den Haplotypenvergleich. Die Quantile fir die entsprechenden
Freiheitsgrade und Signifikanzniveaus snd der Tabelle 13 zu entnehmen.

Tabelle 13 Quantile X r.1.oder X*Verteilung mit f Freiheitsgraden
[aus Heinedke d al. (1992)]

F | 1-a | 0.950 | 0.990 | 0.999

1 3.84 6.63 | 10.83

3 7.81 | 1134 | 16.27

Diese Signifikanzniveaus legen im Weiteren den Verwerfungsbereich bel Werten
unterhalb des Quantils fir a = 0.05 fest. Die Werte oberhalb der Quantile bedeuten, dassdie
postulierte Nullhypothese verworfen werden muss Das jewellige Genauigkeitsintervall ist in
den Tabellen mit ns fir nicht signifikant. Fir signifikante Unterschiede stehen * fir a < 0.05,
** fir a < 0.01 und *** fir a < 0.001 angegeben.

« Haplotypenverteilung und X*-Verteilung
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Zunachst sollen die enzenen Loci getrennt voneinander betrachtet werden. Daau
werden die Haufigkeiten von G am Locus nt00073 dann die Auftretenshaufigkeit von C am
Locus nt16519in tabellarischer Form dargestellt.

Die Nullhypothese und de Alternativhypothese lauten fur die este Darstellung:

HO: Populationszugehdrigkeit und Haplotyp am Locus nt00073ind unabhéngig voneinander.
H1: Populationszugehorigkeit und Haplotyp am Locus nt00073sind abhéngig voneinander.

Tabelle 14: Vergleich der Allelfrequenzen am SNP nt00073 mit dem X*-Test auf
Unabhangigkeit fur die sechs untersuchten Populationen. Es wurden jeweils der
Wert des X* aufgefiihrt. (ns =nicht signifikant, * fiir a < 0.05, ** fir a < 0.01 wnd
*** fir a < 0.00])

Population nt00073 |Vergleich der Populationen

G D Syr Jap Viet Per Cam

[n ()]

)3

D 150(76(0.52) |- 1,67% |>70%* |>66*** |>51*** | >23%rx
Syr 100(59(0.59) |- - SH1*F** | SA8*F* | SZ4*H* | <1 3FH*
Jap 100(100(2.00) |- - - 1.0" 6.2* >14%**
Viet 100[99(0.99) |- - - - 37" [>10%
Per 100[94(0.94) |- - - - - 25™
Cam 60 [52(0.87) |- - - - - -

Die Nullhypothese mussfir die vergleichende Darstellung im Falle der deutschen und
syrischen Proben beibehalten werden. Das Gleiche gilt fur die vietnamesischen und japanischen,
sowie vietnamesischen und peruanischen und de peruanischen und afrikanischen Proben. Fur
die anderen Proben muss auf dem jeweiligen Signifikanzniveau de Nullhypothese verworfen
werden. Fir die folgende Tabelle gelten die Nullhypothese bezehungsweise
Alternativhypothese entsprechend den obigen Angaben fur den Locus nt16519

Tabelle 15 Vergleich der Allelfrequenzen am SNP nt16519 mit dem X* Test auf
Unabhangigkeit fur die sedhs untersuchten Populationen. Es wurde jeweils der

Wert des X? aufgefiihrt. (ns = nicht signifikant, * firr a < 0.05)
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Population nt16519 |Vergleich der Populationen

C D Syr Jap Viet |Per Cam

[n ()]

)3

D 15096 (0.64) |- 20® |55* |041™ |0.1® |[0.9™
Syr 100(55(0.55) |- - 0.7® |25° |25 |[0.04®
Jap 10049 (0,49) |- - - 59~ [59* |09
Viet 10066 (0.66) |- - - - 00° [14™
Per 10066 (0.66) |- - - - - 1.4
Cam 60 [34(0.57) |- - - - - -

Fur die Ergebnisse der Tabelle 15 glt, dassfir ale mit ns gekennzeichneten Proben die
Nullhypothese ehalten beibt. Auf dem niedrigsten Signifikanzniveau glt nur fir drei Beispiele
die Alternativhypothese, namlich dassHaplotyp und Nationalitét voneinander abhéngig sind.

» Unterschiede zwischen den Populationen

Die unterschiedlichen Haufigkeiten des gleichzatigen Auftretens der untersuchten
Haplotypen in den verschiedenen Populationen waren zu prifen. Die augrunde liegenden
Hypothesen lauteten hier:

HO: Der Haplotyp nt00073nt16519ist unabhéngig von der ethnischen Herkunft.
H1: Das Vorkommen des Haplotypen n00073nt16519héngt mit der ethnischen Herkunft der

Probe zusammen.

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 16 aufgelistet.

Tabelle 16: X*-Verteilung der Haplotypen nt00073nt16519in den untersuchten Populationen.
Aufgefiihrt sind jeweils die Ergebrise aus dem X*-Test auf Unabhéangigkeit (ns
=nicht signifikant, * fur a < 0.05, ** fir a < 0.01 wnd *** fir a < 0.001).
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X*-Verteilung der Haplotypen nt00073nt16519
Population |D Syr Jap Viet Per Cam
D - S15+ SOL*  [>81F*  |SB5* | >age
Syr - ST Ny ey e [Ny
Jap . : 66™  |119% |119~
Viet i i i 3.9% 10.8*
Per - - - - 39™

Aufféllig sind de groflen Unterschiede avischen den Kaukasiern und den Asiaten und
Sldamerikanern. Hier ist die Alternativhypothese aitreffend. Fir die nicht signifikanten
Ergebnise muss die Nullhypothese beibehalten werden, das heifd, dass man wvon den

Haplotypen nicht auf die Zugehorigkeit zu einer Populationen schlief3en kann.

* Power of Discrimination

Die Power of Discrimination (PD) gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der zwel Proben,
die von nicht verwandten Personen stammen, unterschieden werden kénren. Je héher PD,
desto grof¥er ist die Unterscheidungskraft zwischen einzenen Individuen. Fur die forensische
Praxis bedeutet das, dassLoci, die @éne hohe PD ermdglichen, zur Identifizierung von Spuren
herangezogen werden. Eine Person kann dann mit dieser Wahrscheinlichkeit als Spurenleger
identifiziert werden. Die PD errechret sich aus der Formel 1-X%/Y? (X und Y stehen fiir die

jeweili gen Frequenzen der Haplotypenkombinationen in der Population.).

Tabelle 17: Darstellung der Power of Discrimination innerhalb der einzenen

Populationen. Die PD bezeht sich auf die Untersuchung beider Loci zusammen.

Population |PD

D 0.73
Syr 0.72
Jap 0.50
Viet 0.46
Per 0.51
Cam 0.61
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4. Diskusson

4.1.  Zur forensischen Bedeutung von mitochondrialen Polymor phismen

Forensische Identifizierungen erfolgen gegenwaértig hauptsadhlich durch Amplifikation
chromosomaler DNA-Polymorphismen, die eéne Langenvariabilitdt als $ort tandem repeds
(STR) aufweisen. Die Untersuchung deser Systeme emoglicht die ldentifizierung von
Personen Uber den Weg des Abstammungsgutachtens und de Individualisierung von Spuren.
Mitochondriale Systeme sind von Bedeutung bei der Identifizierung, wenn DNA-Proben von
nahen Verwandten zum Abstammungsnachwels nicht verflgbar sind [ Y amamoto et al. (1998,
Allen et a. (1998)].

Die Ausschopfung des individualiserenden Potenzials der mitochondrialen Analyse
wird in der Rechtsmedizin kisher noch nicht im vollen Umfang genutzt. Daflr gibt es mehrere
Grinde: Die Analyse dromosomaler Polymorphismen hat gegeniiber der mtAnalyse ene
Reihe von Vortelen, die sich aus dem hoheren Individualiserungspotenzial dieser Marker
ergeben. Die Frequenz dnes bestimmten Genotyps kann her einfach durch die Multiplikation
der Genotypenfrequenzen fir die Einzemarker erhalten werden. Lediglich bei der Verwendung
gekoppelter Marker sind Einschrankungen zu beaditen, jedoch erwadhsen daraus keine
prinzipiellen Probleme. Auf diese Weise kann man bel Verwendung einer Uberschaubaren
Anzahl von STRs einen Individualisierungsgrad von eins zu mehreren Milli onen erreichen. Da
sich die Methode eabliert und bewahrt hat, kann es nicht das Ziel der forensischen mtDNA-
Forschung sein, die Untersuchungen der Kern-DNA-Polymorphismen zurlickzudréngen oder
zu ersetzen. Die mtDNA-Analyse soll aber als eine sinnwlle Erganzung zur Untersuchung der

chromosomalen STRs entwickelt werden.

Alle mitochondrialen Polymorphismen sind letztlich gekoppelte Marker, so dass die
Frequenz enes Einzdmerkmals nicht unabhéngig von der Frequenz @nes anderen Merkmals
ist. Daraus folgt, dasszur Errechnung einer mtDNA-Frequenz die Produkiregel, wonad sich
die Frequenz a@ner Merkmalskombination aus den Einzdfrequenzen der involvierten Merkmale
berechnen l&sdg, nicht angewendet werden kann. Die Angabe der Frequenz ener gefundenen
MtDNA-Sequenz kann deshalb rur durch den Vergleich der Sequenz mit mtDNA-
Datenbanken erfolgen. Diese enthalten derzet jedoch rur, je nach Datenbank, ein bis mehrere
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tausend Datensdtze jeder untersuchten Population. Das bedeutet, dassHaufigkeitsangaben von
MtDNA den Promillebereich nicht unterschreiten konnen. Auch ist wegen der maternalen
Vererbung und des Fehlens von Rekombination mit territorialen Unterschieden zu rechnen. In
Gebieten mit einer wenig mobilen Population kann es theoretisch zu hohen Haufigkeiten von
wenigen mtHaplotypen kommen, die sich von der Ubrigen Bevolkerung des Landes dark

unterscheidet.

Wesentlich ist in der jetzigen Phase der Entwicklung, zunddhst die Erstellung von
mtDatenbanken voranzutreiben. Die Magdeburger mtDNA Datenbank http://www.D-Loop-
Base.de [Wittig et a. (2000] ist als ein Schritt in diese Richtung zu sehen. Neben den
Nadteilen der forensischen mtAnayse gibt es im Vergleich zur Analyse dromosomaler
Marker eine Reihe von Vorteilen. Diese leiten sich einerseits von der hohen Sensitivitét der
Analyse andererseits von dem einzigartigen Vererbungsmodus ab. Eine Chance telogene
Haae typisieren zu kénnen, ergibt sich bel guter Ausscht auf Erfolg nur fur die Anwendung
der mitochondrialen DNA-Analyse [Higuchi et a. (1988, Wilson et a. (1995, Linch et al.
(1998]. Auch ist die Erfolgsausdcht, aus bodengelagerten Skeletten oder mumifiziertem
Gewebe amplifizierbare DNA extrahieren zu kdnnen, mittels mtDNA-Analyse auisschtsreicher
[Oota d a. (1995] asbei nukle&er DNA.

In bestimmten Situationen, zum Beispiel bei Skelettidentifikationen, ergeben sich aus
dem Vererbungsmodus der mtDNA besondere Méglichkeiten fir den Abstammungsnachwels.
Wenn als Vergleichsmaterial nur die DNA eines Geschwisters herangezogen werden kann, ist
die ldentifizierung eines Skelettes mit ausreichender Zuverlassgkeit fast immer nur Uber
mMtDNA-Analyse moglich. Es ist zu bedenken, dass die normalerweise anzunehmende gleiche
Vaterschaft fur Geschwister keinesfalls scher ist. Die Dunkelziffer bei der Rate der ill egitim
gezeaugten Kinder wird in Deutschland auf der Basis von Untersuchungsergebnisseen [Gohler

(1981)] auf etwa sechs Prozent geschétzt.

Es ist zu beadten, dass Fehlbestimmungen im Identifizierungsfall (oder auch rur die
diesbezigliche gezelte Befragung eines betroffenen Verwandten zur Vermeidung einer
Fehlbestimmung) schwerwiegende ehische Probleme aufwerfen. Zum Beispiel dann, wenn die
Befragten Uber die Abstammungsverhdtnise keine Auskunft geben mochten. Die
Identifizierung Uber den Weg der mitochondrialen Analyse setzt dagegen rur die Abstammung
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von der gleichen Mutter voraus - eine Annahme, die fast immer als scher angesehen werden
kann. Dabel bleibt zu beaditen, dass die Mutabilitét mitochondrialer DNA hoher ist as die
nuklegder DNA. Mitochondridle Mutationen fihren zunadhst zu Heteroplasmien. Die
Bottlenedk-Selektion kann dann in einer Position zu Differenzen zwischen Mutter und Kind
fuhren. Umsichtige Befundinterpretationen kénnen jedoch Fehlbestimmungen wvorbeugen
[Michad (2000].

Fur forensische Belange ist es auch wichtig, dass mitochondriale Polymorphismen ein
Potenzial zur ethnischen Differenzierung von Spuren aufweisen. Das ergibt sich daraus, dass
MtDNA keine Mdglichkeit der Rekombination besitzt, und dass mtHaplotypen demzufolge
(von Mutationen abgesehen) immer unverandert weitervererbt werden. Ebenso sind aber die
Chancen, Informationen aus ener Spur zu gewinren, die weit Uber das
Individuali sierungsproblem im engeren Sinne hinaus reichen, hervorzuheben. Besonders dann,
wenn Leichen und Skeletttele aur Identifizierung anstehen und apriori  weder
Vergleichsmateria von fraglichen Verwandten zum Abstammungstest zur Verflgung steht,
noch sonstige nitzliche Informationen vorliegen, kdnnen Marker mit Informationswert zur
ethnischen Zugehdrigkeit von hoher Bedeutung sein. Probleme, die Informationss/steme dieser
Art bendtigen, sind nach Flugzeug- und anderen Verkehrskatastrophen oder auch im
Zusammenhang mit der Kriegsopferbergung (zum Beispiel in Vietnam) von Belang.

Die bisher algemein zu beobaditende geringe Verbreitung der Nutzung
mitochondrialer Polymorphismen fur forensische Belange ist nicht ausschliefdlich durch die
Natur der mtDNA und den damit zusammenhéngenden Einschrankungen der Aussagefahigkeit
verbunden. Der im Vergleich zur STR-Analyse hohe Aufwand des Sequenzierens und de
Ungewisdheit, ob bei schledchter Spurenlage @ne Sequenzierung tberhaupt gelingt, kdnnen als
die hauptsachlichen Hemmnisse der Anwendung der forensischen mtDNA-Analyse angesehen

werden.

Das Anliegen, das Potenzial der Analyse der mitochondrialen DNA auch dann
auszuschopfen, wenn die Untersuchungsumsténde unginstig sind (verschmutzte Spuren,
Mischspuren, Spuren mit degradierter DNA u.s.w.) erfordert die Entwicklung bezehungsweise
Adaptation geagneter Techniken, welche die Sequenzierung erganzen.
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» DieRestriktionsanalyse

Die hier vorgestellten Ergebnisse zegen, dasses in mancher Hinsicht ausreichend ist,
zur Verbesserung der Aussagefahigkeit der mitochondrialen Analyse neben der Sequenzierung
andere bereits etablierte anfache Methoden einzusetzen. Einen besonderen Stellenwert nimmt
hierbei die Untersuchung mitochondrialer RFLPs ein. Diese Untersuchungsmethode war schon
vor der Einfihrung des Sequenzierens in der algemeinen Routine dabliert. So gab es auf der
Basis dieser Methode bereits frihzdtig Basisgudien zur Mitochondriengenetik [Brown et al.
(1980, Giles et a. (1980], populationsgenetische Studien [Torroni et a (1994] und
medizinisch-genetische Untersuchungen [ Taanman et. al. (1997, Kuwahara d a (1992)]. Die
Anwendungsmadglichkeiten von Restriktionsenzymen zur forensischen mtDNA-Analyse sind

mannigfaltig:

Wenn geprift werden soll, ob die Komponente ener VergleichsDNA (z.B.
Tatverdaditiger) in einer Mischspur vorhanden ist, kann dies, obwohl eigentlich die
Sequenzierung de Methode der Wahl ist, gegebenenfals auch durch einen Restriktionstest
nachgewiesen werden. Auf3erdem, wenn unter einem hohen Probenaufkommen auf ein
bestimmtes mtDNA-Muster gescreent werden soll, bietet sich der Restriktionstest an, well eine
Sequenzierung hunderter Proben nicht redisierbar wére. Die vereinfachten Methoden sind aber
besonders auch dazs gedgnet, fUr ausgewdhlte Loci einen grofleren Bestand an
Populationsdaten zu erarbeiten als dies mittels Sequenzierung moglich wére. Wie anhand der
hier vorgelegten Befunde gezeagt wurde, ist die Restriktionstechnik gedgnet, die fir
Populationsdudien notwendigen Stichprobenumfange a1 bewaltigen.

« Vewendbarket der Befunde fur den Genlocus nt00073im Kontext der forensischen
Medizin

Der Locus nt00073 liegt in der HVII- Region und ist somit ein gut untersuchter Genort
der mitochondrialen Genetik. Wie aus friheren Veroffentlichungen bekannt war [Lutz € al.
(1998, Piercy et al. (1993, Rousslet und Mangin (1998, Parson et a. (1998, Macailay et
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a. (2000], ist nt00073ein variabler Ort in kaukasischen Populationen mit einer Haufigkeit der
CRS-konformen Allels A von 50 bis 60 Prozent. Ganz anders seht die Situation in asiatischen,
siidamerikanischen und afrikanischen Populationen aus. Hier hat der grofe Tel der
Bevolkerung, bei den Japanern sogar alle untersuchten Proben, das Allel G wie in der CRS.
Die Kenntnis der ermittelten Populationsfrequenzen der Loci erlaubt Rickschlise aif die
Wahrscheinlichkeit der Zugehdrigkeit zu ethnischen Gruppen. Beispielsweise wirde auf einem
Kriegsgréberfeld in Vietham ein Skelett, dessen mtDNA das Allel LOO073A aufweist, mit
hoher Wahrscheinlichkeit als nicht aus der viethamesischen Population stammend erkannt

werden.

Vergleichbare Fragestellungen treten bel der Verbredhensaufklarung auch im
europdischen Umfeld auf. Hierbel ist unter anderem an ToOtungsverbrechen, die im

Zusammenhang mit Menschenhandel zu verzeichnen sind, zu denken.

Tabelle 19: Auflistung ausgewahlter Loci am Beispiel des D-Loops, die fur Populationsdudien

interessant erscheinen. Die Liste bezeht sich auf bekannte Daten aus Mitteleuropa

[nach Wittig (2000)].
Position Base Haufigkeit (%)
von (850

3151 C 98,0

263 G 97,5

73 G 518
3091 C 51,3
16126 C 19,6

152 C 19,3

195 C 16,7
16311 C 14,2
16294 T 113
3092 C 9,8
16304 C 9,7
16189 C 94

146 C 91
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150 T 8,8

16069 T 8,7

Allerdings dirfte die Situation richt in allen Lagen so eindeutig ausfallen. Ziel musses win,
weitere aussagekraftige mtLoci zu identifizieren und angemessene Analyseverfahren zu
etablieren. Der Weg dahin fuhrt Gber Populationsgudien wie die hier vorliegende. Loci, die
nach dem Stand der Literatur dafiir von Interesse sind, sind in der Tabelle 19 aufgefiihrt.

Mit den Befunden der ethnischen Unterscheidbarkeit in den SNPs verbunden ist die
Feststellung einer populationsgpezfischen PD. Fur den Locus ntO0073ist entsprechend der
Allelvertellung de PD in kaukasischen Populationen hoch. In der Fallarbeit kann der Locus
somit einen hohen Beitrag zu Individualisierung leisten. Dagegen ist der Beitrag des Locus in
asiatischen offenbar nahe Null. In slidamerikanischen Landern mit ihrer europdisch-

indianischen Mischpopulation ist das Problem differenziert zu betrachten.

Eine mdgliche Ausnutzung des nt00073Polymorphismusist fir forensische Fallarbeiten
vorstellbar, wenn eine Mischspur von zwel betelligten (z.B. Opfer und mutmal3licher Téter)
vorliegt. Die Sequenzierung von Mischspuren funktioniert normalerweise nicht
zufriedenstellend. Man kann dann unter ginstigen Umsténden den Anteil des Opfers mit Hilfe
der RFLP-Tedhnk aus der Probe diminieren, wenn leide sich in einem Schnittort
unterscheiden. Die Aufzeichnung der unbekannten Sequenz des mutmaldlichen Téters kann
dann mit hoher Zuverléssgkeit erfolgen [Michad et al. (2000]. Da an Locus nt00073eine
hohe Variabilitét, zumindest unter Europaen, zu verzeichnen ist, bietet sich dieser Locus fir
diese Art der Untersuchung an. Diese Strategie ist bezogen auf den Locus nt00073in ca 25%

der Mischspuren aus zwei Komponenten erfolgreich.

« Vewendbarket der Befunde fur den Genlocus nt16519im Kontext der forensischen
Medizin

Der Locus nt16519liegt weder in der HVI- noch in der HVII-Region. Er ist daher
wenig untersucht worden. Es zegt sich in alen Populationen eine hohe Variabilitdt. Daraus
folgt, dass ®in Beitrag zur Identifizierung von Spuren in allen Populationen gut ist, dass aber

eine Differenzierung zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen gering ist. Auch her gilt
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analog zum Locus nt00073 dass unter ginstigen Umstanden die Moglichkeit der Trennung

von Spuren nach dem Sequenzieren einen Beitrag zur Identifizierung leisten kann.

* Analyse desHaplotyp nt00073 nt16519in der RFLP-Tednik

Es zdgt sich, dassbei der Unterscheidung zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen
die Kombination aus den Allelen nt00073 und nt16519einen rur geringfligig hdheren Beitrag
leistet als der Ort nt00073allein. Die Power of Discrimination ist aber durch die Kombination
in der syrischen (mdglicherweise aich in anderen arabischen Populationen ) und in der
deutschen Population besonders hoch. Daraus folgt, dassbel der Konzeption von forensischen

mtAnalyse-Konzepten die Analyse dieser beiden Loci immer Berticksichtigung finden sollten.

e Zur Senditivitat und Spezifitat der RFLP- und LightCycler-Untersuchung

Die Sengtivitdt gibt die Fahigkeit eines Testes an, eine gesuchte Eigenschaft zu
erkenren. Im klinischen Test bedeutet dies, tatsadlich ,Kranke* auch als krank zu erkennen.
In unserem Versuch wére die Sengitivitat das Verhdtnis der festgestellten Transitionen zu den
tatsadlich vorhandenen. Die Spezfitét ist das Verhdtnis der richtig negativ erkannten zu alen
negativen Proben. Das wéren im Fall des Locus nt00073alle Proben mit der Base A, die auch

as lche akannt werden.

Die RFLP-Methode ist eine gut etablierte und anerkannte Tednik zum Nadweis von
SNPs. Dabei kann won einer hohen Sensitivitdt und Spezfitdt ausgegangen werden.
Mutationen im Bereich der Restriktionsequenz macdhen diese Methode storanfélig. So ist es
zum Beispiel moglich, dass eine Substitution oder Deletion in direkter Nadhbarschaft zum
untersuchten Polymorphismus einen Verdau verhindert und so das Ergebnis verandert. Die
Transition 0007A—G wiirde nicht erkannt werden. Die Spezifitit des Testes wire somit
herabgesetzt. Die Sengtivitdt ist weniger storanféllig. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine
Transition aul3erhalb der zu untersuchenden Sequenz @nen Restriktionsort kreiert, ist gering.

Sie wére Uberdies durch die @weichende Fragmentgrofe ekennber.
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Bei der LightCycler-Technik handelt es sch um eine Methode mit hoher Spezfitét und
Sengitivitét [Koenig et a. 200])]. Das aufwandige Design der Oligonucleotide ist auf die zau
untersuchende Sequenz abgestimmt. Punktmutationen, Deletionen und Substitutionen in
diesem Bereich konnen aber zu mismatch-Bindungen flhren. Dabei andert sich die
Schmelztemperatur und somit auch die Spezfitét der Methode.

» Evaluation der Ergebnise ausder LightCycler-Untersuchung

Die hier vorgelegten Ergebnise zegen, dassdie LightCycler-Tednk eine aiverlassge
und schnelle Methode der DNA-Anaysen ist, die sich auch zur Untersuchung von
mitochondrialer DNA eignet. Einige Vortelle sind offensichtlich. Der Zeitaufwand der
Untersuchung ist im Vergleich zur herkdbmmlichen PCR und anschlief3enden RFLP-Technik
wesentlich reduziert. Die PCR und de Auswertung erfolgen im gleichen Arbeitsgang. Schon
nach etwa 30 Minuten liegen die Ergebnisse vor, wahrend man fir die RFLP- Technk mehrere
Arbeitsgange benttigt und die Ergebnisse normalerweise st am zweiten Arbeitstag erhdlt. Die
Maoglichkeit einer Kontamination ist in den Untersuchungen am LightCycler deutlich
verringert. Das resultiert aus der reduzierten Zahl von Arbeitsgangen und aus der Tatsacdhe,
dass die PCR-Produkte in geschlossenen Geféal3en ausgewertet und dann verworfen werden.
Damit ist das Risko der Carry-over-Kontamination vollsténdig behoben. Nadtellig ist das
aufwendige Design der Oligonucleotide fur die LightCycler-Tednik.

Waéhrend de Primer fir die RFLP Tedchnik ohne Probleme (auch von wenig gelibtem
Personal) entworfen werden konnen, erfordert das Design der LightCycler-Oligonucleotide
vidl Erfahrung. Fir die Untersuchungen am LightCycler wurden die zaigehdrigen Primer,
Sensoren und Anchor im Tibmolbiol-Labor in Berlin fir unseren Bedarf entworfen. Aufgrund
von Schwierigkeiten bei der Ausfihrung der LC-Untersuchungen konnten die oben genannten
Untersuchungen der Loci nicht, wie aunadst geplant, in einem, sondern musgen in zwei
Versuchsghritten durchgefihrt werden. Diese Arbeit konnte zegen, dass die LightCycler-
Methode ene innovative und sichere Erganzung in der bisherigen forensischen Forschung

darstellen kann.

4.2. Populationsgenetische Hintergrinde
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Der Ursprung des Homo sapiens wird auf Grund von mitochondrialen [Chen et al.
(1995, Cann et a. (1987], Y-chromosomalen [Paabo (1995 1999], archéologischen,
anatomischen und linguistischen Funden in Afrika vermutet. Die mitochondriale DNA weist in
Afrika die hochste Vielfalt auf, was darauf schlieRen lasg, dass die Menschheit dort ihren
Ursprung nahm [Watson et a. (1996]. Zahlreiche mathematische Algorithmen wurden
entwickelt, um die Spur der Menschheit zu ihrem Ursprung zurtick zu verfolgen [Forster et al.
(200D, Vigilant et a. (199))]. Der Homo eredus, der sich etwa ar gleichen Zeit in
Sldwestasien entwickelte, wurde durch Homo sapiens verdrangt, ohne dass eine Mischung
stattgefunden het [Cann et al. (1987)]. So besagt es die heute favorisierte ,out of africd'-

Theorie.

Mitochondriale
‘Wanderungshevegungen

130,000- :
170,000 ACD
B
= 7
= d
+/-, #/+, or -/- = Dde | 10394 |/ Alu | 10397 Mutation rate = 2.2 - 2.9 % /| MYR

*=Rsal 16329 Time estimates are YBP

Abbildung 14 Migrationsverlauf der Menschen anhand von mitochondrialen Linien. Aus
Afrika (Linien L1, L2, L3) stammend wanderten die Menschen nach Europa (Linien H, T, U,
V, W, X, I, L, K) und nach Asien (Linien C+D, A, G, B, F). Uber Sibirien kamen die
Menschen dannin verschiedenen Wanderungswellen nrach Amerika (Linien A, C, D, B, X). Die
Abhbldung stammt aus. http://www.gen.emory.edW/MITOMAP/WorldMigrations.pdf

Sykes (2007) berichtet Uber sieben Hauptlinien in Europa, die & die , Sieben Tochter
Europas’ nennt. Die verschiedenen Gruppen sind in ganz Europa vertreten, ohne dass
signifikante Haufungen auftreten. Von dieser Kohorte stammen ebenfalls die Syrer ab [Sykes
(2000].
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Andere Studien teilen die Linien in neun Haplogruppen mit jeweili gen Untergruppen ein
(siehe Abbildung 14 [Torroni et a. (2000, Macailay et a. (1999]. Ob sich diese Linien an
den in dieser Arbeit untersuchten Genloci unterscheiden, ist nicht untersucht worden. Das muss
eher angeaweifelt werden, well die vor 18.000 Jahren aufgetretene Eiszat in Europa die
Menschen geavungen het, in warmere Gegenden zu ziehen. Vergleichende Arbeiten zwischen
prahistorischen Knochenfunden und den heute in Europa vertretenen mitochondrialen
Sequenzen deuten darauf hin, dassdie Vorfahren der heutigen Europée aus der Neolithenzat
vor circa 5200 bis 6400 Jahren stammen. Eine Kontinuitét zwischen mesolithischen und
heutigen Européaen konnte nicht gefunden werden [De Benedetto et al. (2000, Simoni et al.
(2000].

Tabelle 19: Charakteristische SNPs zur ldentifizierung von mtHaplotypen und deren
geographischer Herkunft [nach Alves Silva (2000]. ,+“ gibt das geographische

Vorkommen der jewelli gen Haplotypen an.

Haplotyp | Charakteristische RFLP Status
Afrika | Amerika | Europa

Lla +359Hpal, +1164Haelll + - -
L1b +359Hpal, -705%Alul, +2349Mbal + - -
Lic +359Hpal, +9070Taq, +1281(Rsal + - -
L2 +359Hpal, +16389Hinfl + - -
L3b +10084Taq| + - -
L3d -359Hpal, -8616vibal + - -
L3e -359Hpal, +2349Mbol + - -
A +663Haelll - + -
B 9bp-Deletion - + -
C -1325%Hincll - + -
D +5176Alul - + -
H -7025Alul _ ; n
\% -457MNlalll - - +
HV +14766Visel _ _ n
U +12308Hinfl _ ; n
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K +905Haell - - n
J +1370BsNI . - T
T +1336@amHI, +15606Alul 3 . T
| -452%Haell, +824%Avall, +1638BamHl, - - +
+10032Alul
+8249AIul, -899Haelll - . T
X -171Ddel - T "

Etwa zetgleich drangen die Menschen auch auf den asiatischen Kontinent vor. Die
verschiedenen aus dieser Wanderung entstandenen Haplogruppen gehen aus der Abhildung 14
hervor. Studien konnten zeigen, dassdie Asiaten untereinander grofe Ahnlichkeiten aufweisen.
Ivanova d a. (1999 untersuchten verschiedene Enzymmorphen und HLA-Marker und
postulierten einen dualen Ursprung von Vietnamesen und Chinesen. Ungefdhr zur gleichen
Zeit, as die asten Menschen Uber die Behringstral3e von Sibirien nach Amerika Ubersetzten,
begann die Besiedlung Japans. Zunadcst kamen die Dschomon-Siedler, andere spétere
Ubersiedler kamen aus Koreaund besiedelten die umliegenden Insein. Neben archéologischen
Funden konnten auch Untersuchungen an mtDNA Aufschluss Uber die unterschiedliche
Herkunft verschiedener Einwohner Japans geben [Oota @ a. (1995]. In der vorliegenden

Arbeit konnte nicht auf unterschiedliche Cluster japanischer Einwohner eingegangen werden.

Uber die Herkunft der amerikanischen Ureinwohrer wird viel spekuliert. Gut
untersucht sind de vier Haplogruppen A, B, C, D. Die funfte in Amerika vorkommende
Haplogruppe X findet man nicht in Alaska und auch richt in Sibirien. Theorien Uber die
Herkunft der Menschen mit der Haplogruppe X gehen davon aus, dass $e an der Nordkiste
Asiens entlang bis zur Pazfik-Kiste Amerikas gesegelt (?) sind.

Die Besedlung Amerikas <ll in drel Etappen stattgefunden und dabei vier
verschiedene Mitochondrienpopulationen mach Amerika gebradht haben [Monsalve d al.
(1994 1996 1997, Lorenz & a. (1996 1994]. Die este Wanderwelle bradite die
Amerindianer [Torroni et a. (1994]. Diese Gruppe hat Nord-, Mittel- und Sidamerika
eingenommen. Die Na-Dene-Indianer kamen mit der zweiten Migration. Als letzte Gruppe

erschienen die Aluet-Eskimos. Diese Gruppen besiedelten vorwiegend den Norden Amerikas.
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Uber peruanische Indianer ist wenig verdffentlicht. Die peruanischen, Quechua
sprechenden Ureinwohner gehdren zu den Amerindianern. Die meisten der untersuchten
Proben konnten der mitochondrialen Haplogruppe B zugeordnet werden [RodriguezDelfin et
a. (2007)]. Diese Haplogruppe unterscheidet sich stark von den anderen drei Haplogruppen A,
C und D. lhre Sequenz-Variation ist geringer, so dassvon einer spateren Ankunft ausgegangen
werden kann [Wallace ¢ a. (1992)].

Auch die in dieser Arbeit gefundenen Sequenzen sind mit der glitigen These, dassdie
amerikanischen Indianer von asiatischen Vorfahren abstammen, vereinbar. Alle Frequenzen der

beiden SNPs snd bei Japanern, Vietnamesen und peruanischen Indianern ghnlich.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit verfolgte avei Ziele. Zum einen sollte ane dternative Labortechnik mit
einer gut untersuchten Methode verglichen werden. Zum anderen war eine

populationsgenetische Studie Inhalt der Arbeit.

Fur den Vergleich zwischen aten und alternativen Labormethoden wurde die RFLP-Technik
mit der innovativen LightCycler-Technk verglichen. Die RFLP-Technik wird mittlerweile
schon seit vielen Jahren fir forensische [Forster et a. (1996] und anthropologische [Brown
(1980] Zwedke auch in der Mitochondrienforschung angewendet. Die Methode hat sich
bewahrt und ist weithin akzeptiert.

Der LightCycler bringt durch weniger Arbeitsschritte und eine schnellere Arbeitsweise
Zeitersparnis und préazseres Arbeiten mit sich. Die Gefahr der carry-over-Kontamination wird
durch Reduktion der Arbeitschritte vermindert. Der LightCycler ist eine genaue und sichere
Methode zur Detektion von SNP.

Der LightCycler erfordert eine teure und gu erprobte Einarbeitung bevor er in die
Routine @ngehen kann. Die aur Zeit fr den LightCycler auftretenden hohen Preise fur Kits

und Chemikalien-Design kénnten in der Routinediagnostik bald abnehmen.

Die Populationsgudie bradte verschiedene Ergebnisse. Es konnte gezegt werden, dass
der Locus nt16519zu den am meisten variablen Orten der mitochondrialen DNA in allen
Populationen gehort. Dieser Locus war bisher wenig untersucht, weil er sich nicht in der HV-

Region befindet. Zur ethnischen Differenzierung kann er keinen grof3en Beitrag leisten.

Die Haplotypisierung von Locus nt00073 und nt16519 zusammen liefert ein hohes
Differenzierungspotenzial, besonders in den Proben, die auf beiden Loci sehr polymorph sind.
Das snd besonders die syrischen und européischen Populationen. Der Locus nt00073 ist
lediglich in der deutschen und der syrischen Population hoch polymorph. In alen anderen
untersuchten Populationen zeigt sich der Locus nahezu monomorph mit G abweichend von der
CRS. Forensische Konsequenzen ergeben sich fur  Einschluss  bezehungsweise

Ausghlussvahrscheinlichkeiten fir Verdadtige aus den verschiedenen ethnischen Gruppen.
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