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Referat und bibliographische Beschreibung

Die Verwendung von Short tandem repeats (STRs) Zdurchfihrung von
Vaterschaftsgutachten gilt mittlerweile als Staxdarder forensischen Medizin. Diese DNA-
Polymorphismen (Synonym: Mikrosatelliten) lassechsjedoch nicht nur zur Bearbeitung
von Abstammungsgutachten oder Spurenféllen nusaamdern finden auch Verwendung in
der Populationsgenetik und der Tumorforschung. Kenzmell erhaltliche Multiplexkits sind
haufig teuer, ihre Aussagekraft bei speziellen €stgjlungen eingeschrankt. Ziel der Arbeit
war es, eine eigene Multiplexreaktion zu erstelbed ihre Anwendungsmaglichkeiten im
klinischen und forensischen Bereich aufzuzeigenr Wfstellten eine Multiplexreaktion
(Dekaplexreaktion) unter Verwendung von neun MikteHiten-Loci und Amelogenin als
Marker zur Geschlechtsbestimmung. Bei der Auswadn @Genorte legten wir auf eine
sinnvolle Erganzung kommerziell erhaltlicher Mulléipkits Wert wie z.B. dem Powerplex 16
Kit (© Promega Cooperation). Zunachst wurden die STRswe&é® kombiniert. Bei
Amplifikationserfolg fugten wir Schritt um Schriginen weiteren Genort hinzu. Fir das
System D17S976 konstruierten wir einen neuen PrilnerAnschluld daran optimierten wir
die erstellte Dekaplexreaktion durch Veranderung P&€R- und Elektrophoreseparametern.
Wir untersuchten jeden Genort an 110 PersonenemsRhum Halle/Saale. Fur jeden Genort
berechneten wir Allelfrequenz, DP (discriminatingwer), PE (power of exclusion) und die
Heterozygotenfrequenz. Im Vergleich mit den stattsten Parametern des Powerplex 16-Kits
zeigte sich, dass die erstellte Dekaplexreaktiagleehbar aussagekraftig ist. Wir zeigten
die unterschiedlichen Anwendungsmdglichkeiten deeak®on insbesondere fir die
Abstammungsbegutachtung auf: Mit Hilfe der Dekapektion untersuchten wir mehrere
Falle, die mit dem aussagekraftigsten kommerzidlidichen Kit (Powerplex 16 Kit) alleine
nicht gelést werden konnten. Drei dieser Falle,Bfizienzfall, ein Fall mit zwei Mutationen
und ein Fall bei dem 5 Brider als Vater in Fraged@ wurden exemplarisch dargestellt. Erst
durch Einsatz der Dekaplexreaktion konnten diesetizierten Vaterschaftsfalle gelost
werden. Weiterhin zeigten wir, dass sich die Miudtgpeaktion auch fur die Analyse von
Mikrosatelliteninstabilitat bei Tumoren anwendessié Insgesamt l&sst sich sagen, dass die
erstellte Dekaplexreation durch ihre vielfaltigemwendungsmaoglichkeiten den Einsatz im

forensischen Laborbetrieb auf alle Falle rechiferti

Betz, Thomas: Etablierung einer Short tandem rejdedtiplexreaktion fur klinische und forensische &vke
Halle, Univ., Med., Diss., 59 Seiten
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1. Einleitung

Die Entwicklung von PCR-basierten Techniken zur ntdizierung von forensischem
Spurenmaterial hat in den letzten Jahren gewakméschritte gemacht. War man noch vor
zehn Jahren auf grol3e Mengen von DNA-Material aiggem, so ist es heute moglich, selbst
mit kleinsten Mengen einen aussagekraftigen Nachdeichzufiihren (12). Als DNA-Quelle
kann jedes biologische Préaparat mit kernhaltigerlededienen: Blut, Sperma, Haar,
Knochen, Speichel (Zellen der Mundschleimhaut)gEmabdricke (Hautzellen) und Urin, in
dem Zellen aus Niere, Harnapparat und Blase eethaind (29). Nach Extraktion und
Vervielfaltigung der DNA-Molekile mit Hilfe der Pginerasekettenreaktion werden diese

gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Kapglieiktrophorese analysiert.

1.1 Aufbau der DNA

Die Erbinformationen des Menschen befinden sictzefikern auf den Chromosomen. Ein
Chromosom besteht aus zwei Chromatiden, welche inar &telle, dem Zentromer,
miteinander verbunden sind. Der Mensch besitzt 2&¢von Chromosomen (Autosomen),
sowie 1 Paar, welches das Geschlecht determi@@mdsomen; Frau: XX, Mann: XY). Die
Chromatiden setzen sich aus StrAdngen von aneirgerééditer DNA zusammen, die der
eigentliche Trager der genetischen InformationGstindverpackungseinheit der DNA ist das
Nukleosom, ein Proteinkern aufgebaut aus Histonem den die DNA zweimal
herumgewickelt ist. Mehrere Nukleosomen reihen gigleiner Faser aneinander, die durch
Spiralisierung gebindelt und so eine 30 nm dickeo@latinfaser bildet. Jeder Spiralabschnitt
enthalt sechs Nukleosomen. Die Chromatinfaser wigdéildet ebenfalls Schleifen, die der
aufgelockerten Form der Chromosomen entsprechen.

Die Nukleinsauren steuern die Zellvermehrung; sied sTrager und Ubermittler der
genetischen Information von einer Generation agifndichste. Die DNA ist aus je zwei Purin-
und Pyrimidinbasen (Adenin, Guanin, Thymin, Cytdsiraufgebaut, die Uber
Wasserstoffbriickenbindungen aneinander gebunden Bie verbundenen Basenpaare sind
stets Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin.jéae Base sind ein Zucker (Pentose
mit funf Kohlenstoffatomen) und ein Phosphorsawseren Esterbindung angeknipft.
Zusammen bilden Base, Zucker und Phosphorsaunduditeotid. Mehrere Nukleotide lagern



sich Uber Phosphorsaurediester-Zuckerbindungemameéer. Der DNA-Doppelstrang ist so
in Form einer rechtshandigen, langgestreckten Epnexdrillt (Abb.1).
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Abb.1: DNA-Struktur. Der linke Teil der Abbildung zeigt schematisch ein doppelstrangiges DNA-
Molekil. Das Zucker-Phosphat-Rickgrat jedes Stranges ist als Band dargestellt. Die uber
Basenpaarung miteinander verbundenen Strange bilden die Doppelhelix (nach Gelehrter und Collins,
1990)

Das DNA-Material in Chromosomen setzt sich aus DAl#schnitten (Genen) zusammen, die
Proteine kodieren, sog. Exons, und funktionsloshe&i®ienden, nicht-kodierenden Regionen
(Introns und Pseudogenen). Genetische Marker, whieldentifizierung von menschlichen

Individuen genutzt werden, befinden sich zumeisti@sen nicht-kodierenden Regionen.

Die Position, die ein solcher Marker auf dem Chream einnimmt, wird auch Locus (Plural:

Loci) genannt. Als Allele bezeichnet man eines wwei oder mehreren verschiedenen
Formen eines Gens an einem bestimmten Gen-Loc)s$B8kdnnen in homozygoter oder
heterozygoter Form vorliegen. Bei der homozygoteornF besitzen die homologen

Chromosomen der Zelle an einem bestimmten Locusettss Allel, bei der heterozygoten
2



Form zwei unterschiedliche Allele. Als Genotyp wamdalle Allele eines menschlichen
Individuums bezeichnet. Heterozygote Allele homelo@hromosomen unterscheiden sich
auf DNA-Ebene hinsichtlich ihrer Sequenz oder int&nge, man spricht auch von DNA-
Sequenzpolymorphismus oder DNA-LangenpolymorphisrfAish.2). Homozygote Allele

sind identisch.

Abb.2:
(a) Sequence palymorphism Sequenzpolymorphismus (a)
........ AGACTAGACATT------- und Langenpolymorphismus (b)
........ AGA“l:"TAGG__CATT-~-——~ (nach John Butler, 2001)

(b) Length polymorphism

2 repeats

1.2 Mikrosatelliten

DNA-Sequenzen, die sich aufgrund ihrer Lange uoleisien, sind aus sich wiederholenden
Basenpaareinheiten (repetitive Sequenzen) zusanasetzgt DNA-Regionen mit repetitiven
Sequenzen von 2-6 Basenpaaren werden als Mikrlitgatebder STRs bezeichnet. Sie
werden nach der Anzahl ihrer Wiederholungseinheiwngeteilt. Dementsprechend
unterscheidet man im Falle von Mikrosatelliten-DNBi-, Tri-, Tetra-, Penta- und
Hexanucleotide. Mittlerweile wurden tausende STRsgesamten Genom identifiziert und
kartiert (8). Dadurch, dass sie sich von IndividummIndividuum erheblich unterscheiden,
eignen sie sich hervorragend als DNA-Marker in fdeensischen Medizin, insbesondere im
Rahmen von Vaterschaftstestung und Spurenkunde:

Sind die den STR-Locus flankierenden Regionen batkao konnen komplementér zu diesen
Oligonucleotidprimer hergestellt werden. Mit Hilfdieser Primer koénnen die DNA-
Abschnitte durch PCR in vitro vervielfaltigt werdeAnschlieBend werden diese durch
Gelelektrophorese  aufgetrennt. Dadurch, dass sieharah der Anzahl an

Wiederholungseinheiten, also anhand ihrer Gro3esrdiren, wandern die DNA-Fragmente
3



im elektrischen Feld mehr oder weniger weit und ngin so voneinander unterschieden
werden (13).

Kombiniert man mehrere solcher Systeme miteinamdemner PCR, so spricht man von einer
Multiplex-Reaktion. Markiert man die Primer mit Batoffen, lassen sie sich auf
Sequenzierautomaten halbautomatisiert detektie@aringer Einsatz von DNA, geringe
Fehlerquoten und hohe statistische Aussagekrajt Z&€hnen solche Multiplexreaktionen
aus. Deshalb sind sie mittlerweile Standard bei Bearbeitung von Spurenfallen oder
Abstammungsgutachten in gerichtsmedizinischen lsab®ie lassen sich aber nicht nur im
forensischen Bereich nutzen, sondern spielen ulach aeine wichtige Rolle in
Tumorforschung und der Populationsgenetik. Es dibteits zahlreiche kommerziell
erhdltliche Kits, trotzdem reichen sie nicht fileaAnwendungen aus, da sie teuer sind und
manchmal eine hohere Aussagekraft erwinscht iseséiArbeit befasst sich mit der
Erstellung einer eigenen Multiplexreaktion und mhreAnwendungsmoglichkeiten im

klinischen und forensischen Bereich, insbesonderédr Vaterschaftsbegutachtung.



1.3 Eigenschaften von in der Forensik genutzten Shtdandem repeats

Um sinnvolle DNA-Diagnostik betreiben zu kdnnent eés notwendig, auf STR-Marker
zuruckzugreifen, die jeder fur sich oder in Kombioa eine hohe Aussagekraft besitzen (18).
Gegenuber Genorten mit langeren Repeats (sog. aféllisen) besitzen sie den Vorteil, nur
eine eingeschrankte Anzahl von diskreten, gut dafen Allelen aufzuweisen. Dadurch wird
auch die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von fakeen, wie z.B. einem Allelausfall
(-Allelic Dropout®), minimiert. Darunter verstehtam, dass wahrend der PCR einzelne Allele
nicht gleich stark amplifiziert werden, was zu eifedschen Homozygotie fihren kann.

In der Regel werden heute STR-Systeme verwendet,Tdira-oder Pentanukleotidrepeats
enthalten, weil diese gegeniber STR-Sytemen mibder Trinukleotidrepeats den Vortell
geringerer Anfalligkeit fir Artefaktbildung bei d&CR (,Stotterbanden®) aufweisen (siehe
Abb.3).
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Abb.3: Stotterbanden (nach John Butler, 2004)

Stotterbanden (,Slippage“-Banden) treten — je n&ystem und Primerdesign — mit
unterschiedlicher Haufigkeit auf, besonders hasiingl sie bei 1-und 2 Bp-Repeat-Sequenzen
festzustellen (36). Sie zeigen sich als um ein Reperkirzte ,Stotterpeaks”, die dadurch
entstehen, dass bei Elongation des neusynthetisi&tranges durch die Polymerase (Abb.4)
in den ersten PCR-Zyklen ein Repeat ausgelasseh(8). Dadurch wird die Interpretation
von DNA-Profilen, vor allem in Fallen mit Mischungevon DNA mehrerer Individuen,
beinflusst. Oft steht die auswertende Person var Beoblem, ob es sich bei den Peaks um
ein wirkliches Allel der untersuchten Person handder um einen Stotterpeak des folgenden
Allels.
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Abb.4: Enstehungsmechanismus von Stotterbanden (nach Walsh et al, 1996)

Es ist auch moglich, dass sogenannte ,Primer-Diraeftreten. Bei unginstiger Auswahl der
Primersequenzen treten diese in der Gelelektropbais intensive zusatzliche Bande auf; sie
entsprechen in ihrer Lange nahezu der kombinidrégrge beider PCR-Primer. Das Auftreten
von Primer-Dimer-Artefakten wird durch Sequenzkoempéntaritat im Bereich der 3" -Enden
hervorgerufen (16). Dadurch binden die Primer eimeinander als jeweils einzeln im Bereich
der Zielsequenz, wodurch diese mit geringerer HEffelit amplifiziert wird. Um diesem
Problem begegnen zu koénnen wurden Softwareprograrameickelt, mit denen sich
feststellen lasst, inwieweit die Wahrscheinlichikegsteht, dass dieses Ph&nomen in einer
Multiplexreaktion auftritt. Schlie3lich wurden Keiien definiert, welche STR-Loci, die im
Rahmen der Forensik verwendet werden, erflllen emni§$5). Die verwendeten STR-Loci
sollten eine grol3e Diskriminationskraft besitzerjghthst heterozygot sein, eine geringe
Mutationsrate und eine geringe Anfalligkeit fur éfidakte besitzen. Sie sollten sich auf
verschiedenen Chromosomen befinden, um ein Kopplurgleichgewicht unwahrscheinlich
zu machen. Die Ergebnisse sollten stabil bleiberthavenn die STR-Loci mit anderen
Primern repliziert werden.

Um eine Multiplexreaktion auswerten zu kdnnen, bbiedsa einer sog. Allelleiter. Es handelt
sich hierbei um eine Kombination der Allele, die ®iner Bevolkerungspopulation
vorkommen (47)Die Leiter wird in der gleichen Multiplexreaktionit den gleichen Primern

mitrepliziert und dient als Referenzgrof3e fir je@amR-Locus.



1.4 Internetdatenbanken tUber STRs

Die fur die Erstellung einer eigenen Multiplexraakt bendtigten Informationen kdnnen
grof3tenteils dem World Wide Web entnommen werdeforimationen tber publizierte STR-
Loci findet man in Datenbanken wie der STRbdg&(//www.cstl.nist.gov/div831/strbage/
Es handelt sich dabei um eine vdyational Institute of Standards and Technology INIS
unterhaltene Datenbank, in der Informationen UdeABringerprinting enthalten sind.

Neben Literatur Gber STR-Loci und entsprechendeari@uweisen auf andere Internetseiten,
sind auch Daten zu den einzelnen STRs abrufbandegen die chromosomale Lokalisation,
die Basensequenz des STR-Repeats, die Genbankezgiggsnummer und die Anzahl an
Repeat-Einheiten in der Referenzsequenz beschriéeener findet man Informationen tber
STR-Kits, die in privaten Laboren erstellt wurdd®). Die benétigten Informationen sind als
PDF- oder HTML-Datei abrufbar.

1.5 Anwendungsmadglichkeiten

1.5.1 Abstammungsgutachten

Fur Abstammungsgutachten werden heute in erstefe LBITRs verwendet. Bei der
Durchfiuhrung der Erbmerkmalsuntersuchungen zursksdksing der Vaterschaft ist der
Gutachter an Vorgaben gebunden, welche in den IRigm zur Erstattung von

Abstammungsgutachten niedergelegt sind, die voriBdadesarztekammer festgelegt werden
(11). Gutachten kdénnen demnach von Gerichten, Blembund Privatpersonen in Auftrag
gegeben werden. Als Untersuchungsgut dient eine tpRlbe oder ein

Mundschleimhautabstrich. Das Untersuchungsspektnumss mindestens 12 voneinander
unabhangige Genorte mit bekannten Mutationsratefagsan. Es miussen Polymorphismen
verwendet werden, deren paternale Mutationsratererlissig geschatzt und hinreichend
klein sind. Bei unklarer Gutachtenlage muissen imdaBisfall weitere Systeme,

gegebenenfalls auch andere Systemkategorien (aByrBppensysteme) untersucht werden.
Drei und mehr Ausschlusskonstellationen auf veestdmen Chromosomen erlauben die
Aussage, dass die Abstammung vom Putativvater adslgssen ist. Bei weniger als drei
Ausschlusskonstellationen muss eine biostatistisdhigdigung unter Einbeziehung von
madglichen Mutationen beziehungsweise stummen Alleggfolgen. Vorraussetzung fur

7



Einschluss oder Ausschluss ist die Kenntnis delasslich abgeschatzten Parameter wie
Genfrequenzen, Haplotypfrequenzen und Mutationsrddée Basis der Berechnung ist eine
exakte Hypothesenformulierung (Terzettenfall undiZdenzfall) im Hinblick auf postulierte
Verwandtschaftsbeziehungen und die ethnische Zuigiedt. Aus der Haufigkeit des obligat
paternal vererbten Allels kénnen statistische Agesauber die Wahrscheinlichkeit der
Vaterschaft getatigt werden. Als statistische Maflirawerden der W-Wert, der Pl oder EM-
Wert und die individuelle Ausschlusschance A vemetnEin W-Wert gro3er gleich 99.9%
oder analoge statistische Mal3zahlen entsprechen FEeidikat ,Vaterschaft praktisch
erwiesen®.

Zur Abstammungsbegutachtung werden meist Genorsenationalen DNA-Datenbanken
verwendet. Diese sind in der Regel in kommerzidgiB#lichen Multiplexkits enthalten (z.B.
Powerplex Plus KjtPromega Cooperation, Madison, Wisconsaentifiler Kit, ABI, Foster
City, Ca.). Bei beiden Kits werden in einer PCRGénorte amplifiziert.

Im Institut fir Rechtsmedizin der Martin-Luther-Warsitat Halle-Wittenberg werden in
erster Linie zwei Multiplexkits, der SGM-plus-Ki®@Applied Biosystems) und der Powerplex
16 Kit (©Promega) zur Durchfihrung von Abstammungaghten verwendet. In diesen
werden an Zahl und Lokalisation unterschiedliche@t verwendet. Im SGM-Kit sind 10
STR-Loci enthalten: D3S1358, VWA, D16S539, D2S13B8S1179, D21S11, D18S51,
D19S433, THOL, FGA. Beim Powerplex 16 Kit wird dff Genorte zurtickgegriffen: Penta
E, D18S51, D21S11, THO1, D3S1358, FGA, TPOX, D8S]1NMWA, Penta D, CSF1PO,
D16S539, D7S820, D13S317, D5S818. Beide Kits etghausatzlich Amelogenin (Marker
zur Geschlechtsbestimmung).

15 Genorte reichen im allgemeinen aus, einen grdiéédrder untersuchten Vaterschaftsfalle
zu lésen.

Oft kbnnen jedoch auch "einfache" Abstammungsguéachschwierig” werden, wenn z.B.
Mutationen auftreten, wenn es sich um einen DeafiAml (s.u.) handelt oder wenn die
Verwandschaftsbeziehungen der getesteten Persedeineng sind. In Vaterschaftsfallen, bei
denen der Putativvater fehlt, z.B. weil er verstorioder verschollen ist, oder in Inzestfallen,
bei denen sich die genetischen Profile von Putaterv und Kindesmutter nur wenig
voneinander unterscheiden, erreichen kommerzielldtiMexreaktionen haufig nicht die
erwinschte Aussagekraft (26, 35, 59). Zudem eigseah kommerziell erhéltliche
Multiplexkits in der Regel eher zur Analyse forestsier Spuren als zur Durchfiihrung von
Abstammungsgutachten.
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In diesen Fallen ist es von Vorteil, weitere Geaortu untersuchen, um die
Wahrscheinlichkeit eines Einschlusses oder Ausssbkizu erhéhen. Daraus entspringt die
Notwendigkeit, neben der Verwendung kommerziellaéticher Multiplexkits auch eigene
Multiplexreaktionen zu verwenden, um die Aussagilaaerhéhen.

1.5.2 Defizienzfall

Multiplexreaktionen auf Basis von Mikrosatellitemlden mittlerweile Blutgruppensysteme
und die HLA-Systeme in der Abstammungsdiagnostikigeend verdrangt. Umstrittene
Vaterschaftsfalle werden heutzutage durch Analyse DNA-Profilen bei Mutter, Kind und
Putativvater geklart. Steht ein Elternteil nichtr Adderfigung (Proband verstorben, nicht
auffindbar, etc.) so spricht man von sog. Defizighen (52). Sehr kompliziert sind Falle, bei
denen moglicherweise enge Verwandschaftsverhatrmsesschen den in Frage kommenden
Tatverdachtigen vorliegen. Da sich die DNA-Profiler betreffenden Personen in solchen
Fallen recht ahnlich sind, ist es schwierig, aueh \erwendung von Multiplexreaktionen,
eine klare Aussage — also Ausschluss oder Einschiuseffen zu kdnnen. Dennoch lassen
sich solche Vaterschaftsfalle bei Analyse einer r@asenden Zahl hinreichend

aussagekraftiger STRs losen.

1.5.3 Mikrosatelliteninstabilitat

Mikrosatelliten lassen sich nicht nur zur Abstamglregutachtung nutzen, sondern werden
auch im Rahmen der Tumorforschung verwendet (4% IDteresse dabei gilt insbesondere
der Aufdeckung von molekulargenetischen Grundlagemso die Entstehung, Biologie und
das Verhalten von Tumoren besser zu verstehenhandeutisch eingreifen zu kdnnen.

Es ist bekannt, dass im Tumorgewebe das Phanonregedetischen Instabilitdt auftreten
kann (32). Neben Veranderungen auf chromosomalen&linden auch Verdnderungen auf
DNA-Ebene statt (53). Veranderungen von MikrosaégitDNA, insbesondere die
Entstehung neuer Allele, wird als Mikrosatellitestabilitat bezeichnet. Sie ist mit Defekten
von DNA-Reparaturgenen (Mismatch-Repair-Gene) assgzdie fiur die Korrektur von
DNA-Replikationsfehlern zustandig sind. Werden aiesgeschaltet, wird die Tumorgenese
gefordert (27), da eine Ineffizienz der MismatclpRieGene sekundare Mutationen

beginstigt und unter Umstanden weitere maligne sfeamationen ermdglicht (1, 2, 24, 51).
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Bei Tumoren des Kolons, besonders bei familiar ngem Syndromen wie dem hereditéren,
nichtpolypésem Kolonkarzinom Syndrom (HNPCC) lasseim Mikrosatelliteninstabilitaten

recht haufig beobachten (17, 46).

Durch Analyse von Tumorzell-DNA mit Hilfe einer Muglexreaktion lasst sich nicht nur

eine Aussage Uber MI treffen, es kénnen damit afeldeletionen bei heterozygoten

Genorten nachgewiesen werden. Deletionen eines n@@is@menabschnittes sind bei

Tumoren haufig und konnen (im Falle der DeletiaresiTumorsuppressorgens) ebenfalls zur

Y E - p m m 0 =
zu/Amelogenin D881132 D175976 FGA

2400 |
2100,

J LJ(L A J "a

CIR 20 D12:MP e 2500 /M b 2500

B B8E8

140 Normalgewebe

o B

e

e L
I 2003601 b 2500 N /49 M 2500 H

Abb.5: Mikrosatelliteninstabilitat beim Schilddrisenkarzinom (Genort:D17S976)

Entartung einer Zelle fuhren. Wird ein Mikrosatellm deletierten Bereich analysiert,
beobachtet man den Verlust eines Allels (Loss dekeygosity; LOH). Die Untersuchung
von Mikrosatelliten ist daher eine Moéglichkeit Dibmen bei Tumorzellen nachzuweisen. Da
dafir sehr viele Genorte untersucht werden mussergine effiziente Analyse nur mit
Multiplexreaktionen, wie der in der gegenstandlich@rbeit konstruierten mdglich.
Mittlerweile hat sich das Spektrum molekulargerattisuntersuchter Neoplasien enorm
erweitert. Neben bosartigen Neubildungen des Gagtsiinaltrakts sind auch Tumoren der
Schilddruse (39, 43, 49) und anderer Organsystd@e 2, 33, 42) Gegenstand intensiver
Forschung.
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Obwohl die Untersuchung von Mikrosatelliteninstaéil und LOH nicht Ziel der
vorliegenden Arbeit war, kann es im Rahmen der Mateaftsbegutachtung dazu kommen,
dass von einem verstorbenen Putativvater ledigfmimalinfixiertes Tumormaterial zur
Verfigung steht. Abb.5 zeigt die Typisierung der gegenstandlichen Projekt erstellten
Multiplexreaktion bei einem Karzinom (oben) und Malgewebe ein und derselben Person.
Es sind nur die mit dem gelben Farbstoff Tamra meaién Loci dargestellt (Amelogenin,
D8S1132, D17S976 und FGA). Das Tumorgewebe weiszesatzliches (drittes) Allel bei
D17S976 auf (mit Pfeil markiert). Aul3erdem zeigérh ®ei D8S1132 und FGA allelische
Imbalancen (ein Allel jeweils deutlich kleiner altas zweite) als Hinweis auf LOH im
Bereich dieser Genorte. Die flachen Peaks zwis@#hund 280 bp sind Artefakte. Diese
Genorte konnen sich also auch fur eine UntersuchaufgMikrosatelliteninstabilitat oder
LOH eignen.

2. DNA-Fingerprinting

2.1 Extraktion von DNA aus Blut oder Mundschleimhauabstrichen

Um aus einer Blut- oder Mundschleimhautprobe PQigt&s Material zu erhalten, muss die
darin enthaltene DNA isoliert werden. Die DNA-Moig& missen vom restlichen zellularen
Material getrennt werden, bevor weiter mit ihnerarpeitet werden kann. Wahrend des
Trennungsvorganges, der sog. Extraktion, wird déenkDNA in mehreren Schritten von den
Ubrigen Zellbestandteilen wie Zellwandbestandteitaier Zellorganellen befreit. Haufig
verwendete Extraktionsververfahren sind die Chefaktion und die Extraktion mit Hilfe

von Quiagen spin columns.

2.1.1 Chelexextraktion

Bei der Chelexextraktion (55) macht man sich dieengsischen Eigenschaften der
Chelexsuspension zu Nutze. Sie hat die EigensetaifChelatbildner zu fungieren, der mit

polyvalenten Metallionen wie Magnesium Bindungemgeht. Damit wird DNA-zerstérenden

Enzymen ihr Kofaktor entzogen, die Kern-DNA blailoiversehrt erhalten.
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Zunachst wird die Probe (z.B. ein auf Baumwollerggkneter Blutfleck) in ein 1.5 ml
grosses Eppendorf-Réhrchen gegeben und unter Zugabé&qua bidest gewaschen. Nach
Zugabe von Chelex 5% und Proteinase K wird das fgigpé-Rohrchen fur 30 min. in ein auf
56°C aufgeheiztes Wasserbad gestellt. In diesdrbéginnt die zugegebene Proteinase die
enthaltenen Zellen aufzuschlieBen. In einem weiteBehritt wird die Probe Uber einen
Zeitraum von 8 min. auf 100°C erhitzt und so einaktivierung des Enzyms erreicht. Nach
einem Zentrifugationschritt bei 13000 upm trennthsdie Kern-DNA von den Ubrigen
Bestandteilen und kann nun als Uberstand abgenommad mit Hilfe der

Polymerasekettenreaktion vervielfaltigt werden.

2.1.2 Quiagenextraktion

Ein weiteres Verfahren zur Extraktion von DNA aysuf2nmaterial bietet sich durch die
Verwendung von Quiagen spin columns an (20). Hietimdindet sich der getrocknete
Blutfleck ebenfalls in einem 1.5 ml Eppendorf-Rdten und die Kern-DNA wird zuerst
durch Zugabe von unterschiedlichen Pufferldsungé@nPmoteinase K lysiert. Nach Zugabe
von Ethanol wird die freigewordene DNA wéhrend sirgentrifugationsschrittes an eine
Silikagelmembran gebunden (Festphasenextraktioie).gBbundene DNA wird in der Folge
in zwei Schritten von kontaminierenden Stoffen gege und mit einem kleinen Volumen
Extraktionspuffer eluiert.

Das so gewonnene Ultrafiltrat enthélt dann PCRg@hiMaterial. Wird die extrahierte DNA
gleich weiter ,verarbeitet®, also in Form einer YAakrasekettenreaktion, unterscheiden sich
beide Methoden in der Qualitat der Ergebnisse niohktinander. Es hat sich jedoch gezeigt,
dass es bei lAngerer Lagerung von Chelex-extranhiBitlA zur Degradation und damit in der
STR-Analyse zu einem Allelausfall kommen kann, vedildr das bei Verwendung von
Quiagen-Extrakten nicht der Fall ist (20). Deswedpat es sich bewahrt, bei Proben, die
geringe DNA-Konzentrationen enthalten oder starknt&miniert sind auf diese
Extraktionsmethode zurlckzugreifen. Welche Meth@gewandt wird, hangt von den
Umstanden und Zielen der Untersuchung ab. Im unstitr Rechtsmedizin in Halle werden
die Untersuchungen zur Gewahrleistung der Quatiiipelt durchgefihrt, zunéchst mit

einem Quiagen-Extrakt, danach mit einem Chelexdkktr
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2.2 Prinzip der Polymerasekettenreaktion

Nach der Extraktion von DNA aus forensischem Spwagerial liegt diese in nur sehr
geringer Konzentration vor. Die Menge an DNA mussit mHilfe der
Polymerasekettenreaktion zunachst vergrof3ert wedienPCR ist eine in vitro-Technik, mit
der man gezielt DNA-Abschnitte vervielfaltigen kar{f@l). Hierbei wird DNA durch
Hitzedenaturierung in Einzelstrange aufgetrennt andchlielBend mit Hilfe eines Enzyms,
der DNA-Polymerase, das an diese Einzelstrange ebindiieder zu Doppelstrangen
synthetisiert. Dieser Vorgang wird in einer PCR-Rem typischerweise 30 mal durchlaufen.
Dementsprechend hat sich das genetische Materi&rata der Reaktion vervielfaltigt.
Voraussetzung fur die Durchfihrung einer PCR isissd man die Sequenz der zu
vervielfaltigenden Zielsequenz kennt, und zwar @ssindere die Bereiche, welche den
polymorphen Genort flankieren. Komplementar zu elle®Randbereichen setzt man in die
Reaktion kurze Oligonucleotide als sog. Primer €iirese binden an die Einzelstrange und
ermoglichen es der DNA-Polymerase, von diesem kuri@oppelstrangbereich aus
Desoxynucleotidtriphosphate - als Bausteine furRiplikation - anzufligen. Damit werden
DNA-Strange synthetisiert, deren Sequenz kompleameam Template ist (38). Die
wesentlichen Komponenten der PCR bestehen alsodausu vervielfaltigenden DNA-
Sequenz, dNTPs, der DNA-Polymerase und Oligonudpiomern, sowie einer Pufferlésung.
Die eigentliche Reaktion findet in einem Thermoeyclstatt, in dem hintereinander
verschiedene Erhitzungs-und Abkihlungsschritte ldatden werden. Jeder Reaktionszyklus
besteht aus drei TeilschritterDenaturierung — Annealing — Extensioenaturierung
bezeichnet das Aufschmelzen der DNA-DoppelstrangBimzelstrange durch Erhitzen. Bei
einer Temperatur von ca. 95°C Uber ca. 60 Sekunderden die nicht kovalenten
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den kompleinemtBasen Adenin und Thymin
sowie Guanin und Cytosin gelost und es liegen nwei ZDNA-Einzelstrdnge vor. Ein
Absinken der Temperatur auf 55-72°C Uber einen esgit Zeitraum von 60 Sekunden
ermoglicht es den Oligonucleotidprimern an die jgsvkomplementéare Startsequenz der
Einzelstrange zu hybridisieren (Annealing). Somiitdie Zielsequenz am Schluss des zweiten
Reaktionsschrittes eindeutig festgelegt, flankidrirch die gebundenen Primer. Unter
Extension versteht man die Neusynthese von DNAHudiie DNA-Polymerase bei 72°C,
wobei als Startpunkt die gebundenen Primer fungiekéeist reichen 60-120 Sekunden flr
diesen Schritt, bei langeren Amplikons kann diekidea auch mehr Zeit beanspruchen. Als
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Anlaufzeit (ramp time) bezeichnet man die Zeit 128. Sekunden), die der Thermocycler
zum Aufheizen und Abklhlen benétigt. Ein Reaktighézs dauert also etwa 5 Minuten,
danach liegen die Original-DNA und deren Kopien {(&iob.6).

PCR Process
STTTTTTTTTT 2 Starting DNA Template
AL 80-500 bases
=} =

Forward Primer

(denature)

—1 TITTTITNIT
LIID DI Acdprimers :l.r

= L ar =
2" [anneal)

Reverse Primer
T
CTTTTITT Makecopies TTTTTTTTTT
{ ' | —
FLTLELLLL D] (extend primers) |J'
F.Y

Abb.6: Prinzip der PCR (nach Butler, 2001)

Bei einem weiteren Zyklus, der wiederum mit der &enerung der doppelstrangigen DNA
beginnt, dienen sowohl die urspringliche als auemdusynthetisierte DNA als Matrize fur
die polymerasevermittelte DNA-Synthese. Mit jedemiteren Zyklus wird somit die aus dem
vorangegangenen Zyklus resultierende Menge desemuelfaltigenden Bereichs der DNA
verdoppelt. Zunachst haben die neu synthetisieBigange keine definierte Lange, da die
Polymerase so lange synthetisiert bis ein neuelugdyikeginnt oder von alleine anhalt. Erst ab
dem dritten Zyklus erhalt man Syntheseprodukteemdnge genau durch die Position der
Primer festgelegt ist, sog. Amplifikate. Eine Pobnaisekettenreaktion besteht aus zumeist 30

solcher zZyklen, dementsprechend steigt die Konagatr der Amplifikate exponentiell nach

der Gleichung: (2 — 2n)*x, wobei n fiir die Anzahl der Vermehrungsieyk 2n fur Produkte
des ersten und zweiten Vermehrungszyklus, deremd.dncht definiert ist und x fir die
Anzahl der urspringlichen DNA-Matrize stehen. Tleéisch lasst sich mit dieser Technik
genetisches Material unendlich amplifizieren, pisdkt wird aber nie eine hundertprozentige
Ausbeute erreicht (38). Das liegt unter andererarjatass ab einem bestimmten Uberschuss
an Ziel-DNA die Enzymmenge einen begrenzenden [Fakdostellt und mit zunehmender
Zeit das Enzym durch die Hitze im Laufe der Reaktmit denaturiert wird. Andererseits
lassen sich mit Hilfe der PCR selbst kleine MengenDNA-Material vervielfaltigen, das
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dartiber hinaus noch stark degradiert sein kann (38) eine erfolgreiche Vervielfaltigung
nachzuweisen, werden kleine Mengen des PCR-Produktsin Gel aus Polyacrylamid oder
Agarose aufgebracht. Anschliel3end wird an dieseire@e elektrische Spannung angelegt.
Die negativ geladenen DNA-Molekile wandern hierkar Anode; je nach GrofRe der
Fragmente unterschiedlich weit. Durch Farbung dets @it Silberlosung (3) kénnen die

.Banden“ unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.

2.3 Fragmentlangendetektion

Wie bereits erwahnt, ist die Multiplex-PCR zur Itd&nierung von Individuen heutzutage
Standard in forensischen DNA-Labors. Um die einzell§TR-Systeme voneinander zu
unterscheiden, mussen sie sich in der Lange dgntanate eindeutig unterscheiden. Da die
Amplifikation beliebig langer Fragmente problemeltisist (im Allgemeinen werden nur
Fragmente unter 500 bp mit fur diesen Zweck ausesider Effizienz amplifiziert), im
Gegensatz zur VNTR-Analyse (9, 37), bedient mam gigsatzlich mit unterschiedlichen
Farben markierter Primer. Diese sind am 5 -OH-Emiteeinem fluoreszierenden Farbstoff
angefarbt. Zur STR-Analyse werden unterschiedliclorészierende Farbstoffe verwendet,
z.B. FL (blau), JOE (gruin), TMR (gelb), CXR oder R@ot) (30). Mit der im Institut fur
Rechtsmedizin in Halle etablierten Technologie (AB10 Genetic Analyzer) ist die
Markierung von PCR Fragmenten in 3 Farben (blainggelb) méglich, wahrend die 4.
Farbe (rot) als interner Ladngenstandard dient. \&f&hrder PCR lagern sich diese Primer
entsprechend ihrem komplementéaren template, also zie detektierenden STR-Locus, an
und ermdglichen es so, der DNA-Polymerase den Etmaag zum Doppelstrang zu
vervollstandigen. Nach Abschluss der PCR hat mamgeh Anzahl der eingesetzten
Primerpaare eine entsprechende Menge an fluoreszekierten DNA-Fragmenten. Das
weitere Vorgehen besteht prinzipiell aus drei an#gederfolgenden Schritten, namlich der
Vorbereitung der Probe flur das Elektrophoresegdeiteigentlichen Elektrophorese und der
Auswertung der erhaltenen Werte mit der entspretdresoftware (12).

Zunachst muss das PCR-Produkt nach Zugabe von Rodnwad einem Langenstandard (in
unserem Fall Genescan 500, markiert mit dem ,rotearbstoff ROX) bei einer Temperatur
von 95°C im Thermocycler denaturiert werden, umzEistrang-DNA zu erhalten. Das

Formamid hilft bei diesem Prozess, indem es eine edéfherstellung der
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Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen indstt. Beim dazugegebenen
Langenstandard handelt es sich um DNA-Fragmente bekannter GrélRe, die ebenfalls
fluoreszenzmarkiert sind. Sie durchlaufen, wie dReobe, die sich anschlieRende
Elektrophorese, um als Vergleichswert zu dienen.

Der ABI 310 Genetic Analyzer ist aus mehreren Kongrden aufgebaut. Uber eine Kapillare
wird das Probenmaterial aufgenommen. Von Probe robePgelangt in die Kapillare aus
einer Spritze Elektrophoresepolymer. Es handelt Bierbei um 4%-Dimethylpolyacrylamid,
POP-4. Der zur Elektrophorese verwendete PufférédntOOmM TAPS und 1mM EDTA bei
einem pH-Wert von 8.0 (44). Eine Elektrode sorgt fiie zur Elektrophorese bendtigte
Spannung (etwa 15 kV), eine Heizplatte halt die peratur wahrend der Elektrophorese
konstant bei 60°C. Das Gerét ist an einen PC gekgppuf dem sich die entsprechende
Steuerungs-und Auswertungssoftware befindet. Anwelen die zur Analyse notwendigen
Parameter eingestellt: Verwendetes Gelpolymer (P©Bdr POPG6), Injektionszeit der
Kapillare (in sec.), Temperatur der Heizplatte ®Q° Langenstandard (ILS600 oder
ROX500, Laufzeit eines Analysevorgangs (in min.)d uRilterset (abhangig von den
verwendeten Primerfarbstoffen.

Die DNA-Fragmente werden elektrophoretisch nacleritieroRe aufgetrennt und passieren
einen Laser, der Lichtwellen bestimmter Wellenlafd@8, 514.5 nm) emittiert. Treffen die
Lichtwellen auf die in die DNA-Fragmente eingebaukarbstoffe (Fluophore), werden diese
zur Fluoreszenz angeregt und beginnen Licht and@edlenlange zu emittieren. Eine CCD-
Kamera erfasst die Wellenlangenveréanderungen umdieliasie in elektronische Signale um
(14).

Mit der entsprechenden Computer-Software (GeneSeApplied Biosystems) kdnnen sie
graphisch dargestellt und ausgewertet werden. Jéaak reprasentiert ein Allel der
analysierten Genorte. Homozygote Allele werdereaigelne Peaks dargestellt, heterozygote
als doppelte. Durch Vergleich der Peaks miteinand@®nnen Unterschiede oder
Ubereinstimmungen im ,genetischen Profil“ der asa@gten Proben gefunden werden. Der
Vorteil der automatisierten Analyse von DNA liegtarsh, dass die Arbeitsschritte
automatisiert ablaufen. Es ist nicht mehr nétigobenmaterial auf Elektrophoresegele zu
setzen. Dementsprechend ist die Fehlerquote durcmtakhination oder schlechte
Beschaffenheit der Elektrophoresegele gering (E@). weiterer Vorteil besteht darin, dass
nur wenig Probenmaterial verwendet werden muss,eumaussagekraftiges Ergebnis zu
erhalten (12).
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3. Methoden

Aufgabenstellung: Ziel der Arbeit war es eine emdultiplexreaktion zu erstellen, die im
Rechtsmedizinischen Institut der Martin-Luther-Unsitat  Halle-Wittenberg  zur
Durchfihrung von Abstammungsgutachten, insbesondeter Bearbeitung von
Defizienzvaterschaften sowie zur Untersuchung vakrdgatelliteninstabilitaten verwendet
werden kann. Das untersuchte Material stammte ad8\-Broben von im Institut
durchgefihrten Abstammungsgutachten. Bei der #esteReaktion handelt es sich um eine
Multiplexreaktion mit neun Primersystemen und denes€hlechtsmarker Amelogenin
(Dekaplexreaktion): D10S2325, D12S391, Penta E,151%, SE33, Penta D, Amelogenin,
D8S1132, D17S5976, FGA.

3.1 Chemikalien und Geréte

- Die Tag-Polymerase (Ampli-Tag-Goldpolymerase) sovadle Reagenzien zur
Durchfiihrung der Kapillarelektrophorese stammten ¥pplied Biosystems, Foster
City, CA.

- Samtliche Primersysteme wurden von der MWG-Biot#&€h Ebenberg, Deutschland,
bezogen.

- Proteinase K stammte von Roche Diagnostics, BSsélveiz.

- PCR Reaktionsgefalie, Pipetten und Zentrifugen stamron Eppendorf, Hamburg,
Deutschland.

- Die Thermocycler stammten von Biometra, Gottind2eutschland.

- Zur Sequenzierung wurde der Sequenzer ABI 310 @eretalyzer von Applied
Biosystems, Foster City, CA verwendet

- Die zur Gelelektrophorese verwendeten Chemikali@msiten von Serra, Heidelberg,

und Roth, Karlsruhe, Deutschland.
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3.2 Auswahl der Genorte

Die Auswahl der einzelnen STR-Systeme folgte der erléigung, die eigene
Multiplexreaktion so zu konstruieren, dass komnedrzrhaltliche Reaktionen hinsichtlich

der statistischen Aussagekraft (PE, DP) sinnvgiéieet werden.

Locus Chromosome Size Range
Designation  Location Common Sequence Motif {bp)a Dye Label
D351358 ap TCTA (TCTG) .3 (TCTA), 114142 5-FAM
VWA 12pi12-pter TCTATCTG)Z 4(TCTA), 157—-209 5-FAM
D16SE39 16g24-qter [AGAT), 234-274 E-FAM
D251338 2035-37.1 (TGCC),(TTCC), 289341 5-FAM
Amelogenin Xop22i-223 — 107 JOE
Y:pii2 113
D8s11780 8 (TCTR),® 128172 JOE
D21511 21g11.2—g21 (TCTA),(TCTG) [(TCTA)STATCTA)STCA  187-243 JOE
(TCTA),TCCA TA] (TCTA),
D18551 18g21.3 (AGAA), 26345 JOE
D195433 19g12-13.1 (AAGG)AAAG)(AAGG)(TAGG) 106140 NED
(AAGG),
THO1 11pi1E.5 (AATG), 165204 NED
FGA 4028 (TTTC)TITT TTCT (CTTT),, CTCC 215-353 NED
(TTCC),

Abb.7: AmpFISTR SGM Plus Kit Loci (Applied Biosystems, 2005)

Repeat
STR Chromosomal GenBank® Locus and Sequencel
Locus Label Location Locus Definition 53
Penta E FL 15g NA AAAGA
D18551 FL 18921.3 HUMUTA74 AGAA (21)
D21s11 FL 21g11-21g21 HUMD21LOC TCTA
Complex (21)
THO1 FL 11p15.5 HUMTHO1, Human
tyrosine hydroxylase gene AATG (21)
D351358 FL 3p NA TCTA
Complex
FGA TMR 4q28 HUMFIERA, Human TTTC
fibrinogen alpha chain gene  Complex (21)
TROX ™R 2p23-2pter HUMTPOX, Human AATG
thyroid peroxidase gene
0851179 TMR Bq NA TCTA
Complex (21)
vINA TMR 12p12—pter HUNMYWFA31, Human TCTA
von Willebrand factor gene Complex (21)
Amelogenin  TMR Xp221-223 HUMAMEL, NA
and Y Human Y chromosomal gene
for Amelogenin-ike protein
Penta D JOE 21g NA AAAGA
CSF1PO JOE 5q33.3-34 HUMCSF1PO, AGAT
Human c-fms proto-oncogene
for CSF-1 receptor gene
D168539 JOE 16g24—qter NA GATA
D75820 JOE 7q11.21-22 NA GATA
D138317 JOE 13922—q31 NA TATC
D55818 JOE 5q23.3-32 NA AGAT

1The August 1997 report (22,.23) of the DMNA Commission of the International Society for Forenzic
Hasmogenetics (ISFH) states, “1) for STR loci within coding genes, the coding strand shall be used and the
repeat sequence mofif defined using the first possible 5 nuclectide of a repeat motif; and 2) for TR loci not
asscciated with a coding gene, the first database enfry or original literature description shall be used”

TMR = carboxy-tetramethylrhodamine

FL = fluorescein

JOE = B-carboxy-4" 5" -dichlore-2", 7 -dimethoxyflucrescein
M& = not applicable

Abb.8: Powerplex© 16 System Loci (Promega, 2002)
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Als Vergleichssystem wurde der Genort THO1 ausgéwgk handelt sich hierbei um eines
der bekanntesten STR-Systeme, mit dem auch inmuhséiir Rechtsmedizin in Halle haufig
gearbeitet wird. Die verwendeten Systeme solltee eiem THO1 ahnliche oder bessere PE
und DP aufweisen. Weiterhin gingen wir von dem &da aus, Systeme mit kurzen,
mittleren und langen Fragmentlangen zu kombinier&nnlich der Powerplex 16 oder SGM-
Plus Reaktion - wobei zunédchst STR-Systeme mit daurEragmentlangen kombiniert
wurden. Um zu erfahren, ob die Primer harmonieatsp ob sich Artefakte (Primerdimer)
bilden, wurden alle verwendeten Primer mit dem Cat@yprogramm Autodimer getestet

((©P.Vallonehttp://www.cstl.nist.gov/biotech/strbagetoDimerHomepage/AutoDimerProgr

amHomepage.htm)

Zuerst wurden die Systeme D7S1517, D8S1132, D1Suf88>10S2325 jeweils in Duplex
PCRs (2 STRs in einer PCR) miteinander amplifizfal$o z.B. D7S1517 und D8S1132 und
D1S1656 und D10S2325). Dabei wurden publiziertenBriverwendet (28, 31, 34, 40, 41, 50,
57, 58). Bei der Wahl der Konzentration der vervetad Reagenzien haben wir auf die
Standards zurtickgegriffen, die im Institut bei Eilsystemen verwendet werden. Es wurde
also immer die gleiche Menge an Puffer und Tag#Rehase in das Reaktionsgemisch
eingesetzt. Nach Ablauf der PCR wurde das Amplifiemnachst auf ein Silbergel
aufgetragen und eine Elektrophorese durchgefiihry ainen Amplifikationserfolg
nachzuweisen. Dabei stellte sich heraus, dass yien D1S1656 nicht kompatibel zu den
restlichen Loci war, wohingegen sich bei den Dupdektionen D7S1517 und D8S1132,
D7S1517 und D10S2325 sowie D8S1132 und D10S232Bilgeweide Genorte mit hoher
Sensitivitat amplifizieren liel3en.

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen erstellten wie &riplex Reaktion (3 STRs in einer
PCR) aus den Loci D7S1517, D10S2325 und D8S113RBewear jeden der 3 Loci mit einem
unterschiedlichen Farbstoff markierten (D7S1517:EJ10S2325: Fluorescein und
D8S1132:TAMRA) und die Produkte auf dem 310 Gengtialyzer analysierten.

Dabei zeigte sich, dass hohe PrimerkonzentratiaienStarke von Artefakten erhéhen,
weshalb die Konzentrationen schrittweise deutlietiuziert wurden. Nachdem dadurch ein
stabiles, hochsensitives PCR Assay konstruiert eretcdbnnte, wurde zur anfanglichen aus
oben genannten Primern bestehenden Triplexreakiionveiterer Primer eingesetzt. Da die
Primer fur D7S1517, D8S1132 und D10S2325 jeweitsd®kte von ca. 120-180 bp Lange
liefern und keine vierte Farbe zur Verfligung stamdjrden Systeme mit mittleren
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Fragmentlangen eingesetzt, also ca. 200-300 bpd.dagnachst wurde daher das System
SE33 (markiert mit JOE), dann das System D12S39rkiert mit FL) und D17S976
(markiert mit TMR) eingesetzt. Wahrend fur die 8ysé SE33 und D12S391 wiederum die
publizierten Primer ohne Verlust der Sensitivitétdie Multiplexreaktion integriert werden
konnten, zeigte sich beim System D17S976 das Rmlaass die publizierten Primer eine zu
geringe Sensitivitat aufwiesen. Es war daher notligereinen neuen Primer zu konstruieren.
Dies wurde dann auch mit Hilfe des Web-Primer-Paogns durchgefihrt. Im Anschluss
daran verlief die nun erhaltene Hexaplexreaktiabist

Schlief3lich wurden noch STR-Systeme mit langen iReaglangen der Reaktion hinzugefigt.
Dabei griffen wir auf die schon im Powerplex 16 Kiithaltenen Systeme Penta E, Penta D
und FGA zurtck. Zuletzt wurden Primer fur den Gésdftsmarker Amelogenin hinzugefugt.
Das Ergebnis war eine Multiplexreaktion, die Ubeum STR-Systeme verfugte, alle mit
hoher PE und DP, die miteinander harmonierten und §rgebnisse auf dem 310 Genetic
Analyzer zeigten. Um zwischen X und Y-Chromosonetstheiden zu kénnen, haben wir als

Geschlechtsmarker noch das STR-System Amelogemie iReaktion aufgenommen.

3.3 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte nach der Chelexmethodeh Walsh et al. Von den Blutproben
werden auf 3 cm x 3 cm grof3en BaumwollstoffstiicBéntflecken angelegt. Diese wurden
getrocknet (sog. Trockenblutspuren), um eine sahihgfristige Lagerung zu ermdglichen.
Anschlie3end wurde ein 4 mm x 4 mm gro3es Stuckusgreschnitten und in ein 1.5 ml
Eppendorf-Réhrchen Uberfuhrt. Nach jeder Probe et Schere und die Pinzette mit
verdinntem Alkohol gereinigt, um eine Kontaminatiomru vermeiden. Die
Baumwollstiickchen verbleiben wéahrend der gesamxéralidion im Eppendorf-Réhrchen. In
jedes Eppendorf-Réhrchen wurden 70Gteriles Aqua bidest. pipettiert. Die Ansatze darr
30 min. bei Raumtemperatur inkubiert und danachl8&00 upm fir 2 min. zentrifugiert.
Der wassrige Uberstand wurde vorsichtig entnomraergass nur noch 20 im Eppendorf-
Rohrchen verblieben. In jedes 1.5 ml Eppendorf-Riddin wurden 190ul 5%ige
Chelexsuspension und 1@l Proteinase K gegeben. Die Proben wurden fir eine
Extraktionsdauer von 30 min. unter leichtem Sclhitteei 56°C in einem Wasserbad

inkubiert. Nach 30 min. wurden die Proben aus deas8&rbad genommen und fur 8 min. in
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ein kochendes Wasserbad gestellt. Im Anschlusshndataiden die Proben enthommen und
fur 10 min. gekuhlt (Kihlschrank). Dann wurden lse 13000 upm fir 5 min. zentrifugiert.
Der sich im Eppendorf-Rohrchen befindende Uberstmttielt dann die extrahierte DNA

und konnte zur weiteren Analyse abgenommen werden.

3.4 PCR-Amplifikation

Fur die Dekaplexreaktion wurden 9 Genorte (Abbr@) der Geschlechtsmarker Amelogenin
verwendet: D10S2325, D12S391, Penta E, D7S15173 9¥hta D, Amelogenin, D8S1132,
D17S976, FGA (Abb.9). Es folgt eine Beschreibung & R-Systeme (chromosomale
Lokalisation, = Primersequenz, @ STR-Sequenzen auduman BLAT  Search:

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

SE33

D7S151°

D8S113:
D10S232! D12S39’

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Penta E
ey, D175976
=

Penta C N

= EEEEE

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X ¥

Abb.9: Schematische Darstellung der chromosomalen Lokalisation der verwendeten Mikrosatelliten
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D10S2325

Chromosomale Lokalisation: 10p12

Primer 1: CTC ACG AAA GAAGCC TTC TG
Primer 2: GAG CTG AGA GAT CAC GCACT
STR-Sequenz:

CTCACGAAAG AAGCCTTCTG AAGCCTTCTT ATCTTATCTT ATCTTATCTT
ATCTTATCTT ATCTTATCTT ATCTTATCTT ATCTTATCTT ATCTTATCTT
ATTGGGGGAG ACGGGCTCCG TCACCCAGGC TGGAATAG TGGCGTGATC TCTCAGCTCA

D12S391

Chromosomale Lokalisation: 12p12

Primer 1: 5°-AAC AGG ATC AAT GGA TGC AT-3
Primer 2: 5°-TGG CTT TTA GAC CTG GAC TG-3’
STR-Sequenz:

AACAGGATCA ATGGATGCAT AGGTAGATAG ATAGATAGAT AGATAGATAG
ATAGATAGAT AGATAGATAG ACAGACAGAC AGACAGACAG ACAGACAGAT
GAGAGGGGAT TTATTAGAGG AATTAGCTCA AGTGATATGG AGGCTGAAMA
ATCTCATGAC AGTCCATCTG CAAGCTGGAG ACCCAGGGAC ACTAGGAGCA
TGGCTCAGTC CAGGTCTAAA GCCA

Penta E

Chromosomale Lokalisation: 15q

Primer 1:ATT ACC AAC ATG AAA GGG TAC CAATA

Primer 2:.TGG GTT ATT AAT TGA GAA AAC TCC TTACAATTT
STR-Sequenz:

ATTACCAACAT GAAAGGGTAC CAATA ACAAG AAAATTGTGG ACAGGTGCGG
TGATTCACGC CTGCAATCCT AGCACTTTGG GAGGCCGATG CAGGTGTATT
ACCTGAGCTC AGGAGATCAA GACCAGCCTG GGCAACATGG TGAAACCCCG
TCTCTACTAA AATACAAAAA ATTAGCTGGG TGTGGTGGTA GGCACCTGA
ATCCCAGCTA CTCTGGAGGC TGAAACAGGA GAATCACTTG AACCCAGGAG
GTGGAGATTG AAGTGAGCCG AGATCACGCC ATTGCACTCC AGCCTGGGCG
ACTGAGCAAG ACTCAGTCTC AAAGAAAAGA AAAGAAAAGA AAAGA AAATT
GTAAGGAGTT TTCTCAATTA ATAACCCA

Penta D

Chromosomale Lokalisation: 21q

Primer 1: GAA GGT CGA AGC TGA AGT G

Primer 2: ATT AGA ATT CTT TAA TCT GGA CAC AAG
STR-Sequenz:

ATTAGAATTC TTTAATCTGG ACACAAG _TCC TTTTTTAGAT ATGTGATTAGAAG
TACTTTCTCT TAGCCTGTGG CGTGTCTTTT TACTTTCTTT ATAAGGTAT
TTTTGAAGAG TAGAACTTTT AAGTTTTGAT GAAACTTACT TTATTATTAT
TTTTTAATAG GTCATGATTT TGTGATATCT AAGAAATATT TGCCTAACCT
ATGGTCATAA CGATTTTTTT GAGAAATTTT ACATTTATGT TTATGATTCT
CTTTTTTTCC CCTTCGTTTT TTCTTTTCTT TTCTTTTCTT TTCTTTTCTT
TTCTTTTCTT TTCTTTTCTT TTCTTTTCTT TTCTTTCTTT TTTTTCTTCT
TTGAGATGGT GTCTTGCTCT GTCACCTAGG CTGGAGTGTA GTGGTGRG
CATGGCTCAC TTCAGCTTCG ACCTTC
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D7S1517

Chromosomale Lokalisation: 7931

Primer 1: GTG ACC AAC TGAATT ATG TTT TG

Primer 2: CAT CTT GCC AGC TGC CT

STR-Sequenz:

GTGACCAACT GAATTATGTT TT GTTTCTAT TGAAAGAAAG AAAGAAAGAA

AGAAAGAAAG AAAGAAAGAA AGAAAGAAAG AAAGAAAGAA AGAAACA  AAC

AAAGAAAGAA ACAAAGAA AG GCAGCTGGCA AGATGG

D8S1132

Chromosomale Lokalisation: 8923

Primer 1: GGC TAG GAA AGG TTAGTG GC
Primer 2: CCC CTC TTT CGA GCA AT
STR-Sequenz:

GGCTAGGAAA GGTTAGTGGC TTAATGTATT TGTTTTTCTC TCTTTTTTTC
TATCTATCTA TCTATCTATC TATCATCTAT CTATCTATCT ATCTATCTAT
CTATCTATCT ATCTATCTAT CTATCTATCTATTGCTCGAA AGAGAGAGGG

SE33

Chromosomale Lokalisation: 5q14

Primer 1: AAT CTG GGC GAC AAG AGT GA
Primer 2: ACA TCT CCC CTACCG CTATA
STR-Sequenz:

AATCTGGGCG ACAAGAGTGA AACTCCGTCA AAAGAAAGAA
AGAAAGAGAC AAAGAGAGTT AGAAAGAAAG AAAGAGAGAG
AGAGAGAAAG GAAGGAAGGA AGAAAAAGAA AGAAAAAGAA
AGAAAGAGAA AGAAAGAAAG AGAAAGAAAG AAAGAAAGAA
AGAAAGAAAG AAAGAAAGAA AGAAAGAAAA AGAAAGAAAG
AAAGAAAGAA AGAAAGAAAG AAAGAAAGAA AGAAAGAAAG
AAAGAAAGGA AGGAAAGAAA GAGCAAGTTA CT ATAGCGGT
AGGGGAGATG T

D17S976

Chromosomale Lokalisation: .17p11

Primer 1: ATA TGC CAC CACACCTGG TT
Primer 2: TGG TAG CAT GCA TCT GTAGTC C
STR-Sequenz:

CAATCCTCCT GCCTCAGGCT CGCGAGTAGC TCGGACTATA GAITATGCC ACCACACCTG

GTTTTTTAAA TCAATCATCT ATCTATCTAT CTATCTATCT ATCTATCTAT CTATCTATCT
ATCTTATCTA TCCTATCTAT CTATCTATCT ATCTATCTAT CTATCTATCTATCTATCTAA
GATGGAGTCT CACCCTGTAG CCCAAGCTGG AGTGCAGTGG TGCAATCTTG GCACTGCA
ACCTCTGCCT CCCATGCTCA AGCGATTCTC CCAAGTAGCTGGACTACAG ATGCATGCTA

CCA
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FGA

Chromosomale Lokalisation: 4928

Primer 1: GGC TGC AGG GCA TAA CAT TA
Primer 2: ATT CTATGA CTT TGC GCT TCA GGA
STR-Sequenz:

GGCTGCAGGG CATAACATTA TCCAAAAGTC AAATGCCCCA TAGGTTTTGA
ACTCACAGAT TAAACTGTAA CCAAAATAAA ATTAGGCATA TTTACAAGC T
AGTTTCTTTC TTTCTTTTTT CTCTTTCTTT CTTTCTTTCT TTCTTTCTTT
CTTTCTTTCT TTCTTTCTTT CTTTCTTTCT CCTTCCTTCC TTTCTTCCTT
TCTTTTTTGC TGGCAATTAC AGACAAATCA CTCAGCAGCT ACTTCAATMA
CCATATTTTC GATTTCAGAC CGTGATAATA CCTACAACCG AGTGTCAGAG
GATCTGAGAA GCAGAATTGA AGTCCTGAAG CGCAAAGTCA TAGAAT

Amelogenin

Chromosomale Lokalisation: X, Y

Primer 1: ATC AGA GCT TAA ACT GGG AAG CTG
Primer 2: CCC TGG GCT CTG TAA AGA ATA GTG
Sequenz (X-Chromosom):

CCCT GGGCTCTGTA AAGAATAGTG TGTTGATTCT TTATCCCAGA TGTTTCTCAA GTGGTCCTGA
TTTTACAGTT CCTACCACCA GCTTCCCAGT TTAAGCTCTGAT

Sequenz (Y-Chromosom):

CCCT GGGCTCTGTA AAGAATAGTG GGTGGATTCT TCATCCCAAA TAAAGTGGTT TCTCAAGTGG
TCCCAATTTT ACAGTTCCTA CCATCAGCTT CCCAGTTTAA GCTCTGAT
(6bp Insertion gegenliber der Sequenz auf dem Y#adsom ist grau unterlegt)

Zur Durchfuihrung der PCR wurde ein Mastermix eltstélorward-und Reverseprimer der
einzelnen STR-Systeme wurden in hochreinem Wasséisty (Losungsvolumen: 100
pmoljul) und im Verhéltnis 1:1 in einem Eppendorf-Réhmechgemischt. Anschliel3end
wurden pro Probe 1.251 Goldstar-Pufferlosung, Primer (Primer 1 + Prim&r
Konzentrationen siehe Tab.1) und QI2DNA-Polymerase (Ampli Tag Gold Polymerase) in
ein 1.5 ml Eppendorf-Roéhrchen gegeben und bei 8p00 fir 1min. zentrifugiert. Pro Probe
wurden 3.085ul Mastermix in ein 1.5 ml Eppendorf-Réhrchen gegebdach Zugabe von 1
pl DNA wurde der Reaktionsansatz mit 8.4{ibAqua bidest auf 12.%l Ansatzvolumen
aufgefulit.
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Tab.1: Primerkonzentrationen

STR-Loci Primerkonzentration in pM
D10S2325 1.2
D12S391 0.2
Penta E 1.6
D7S1517 1.2
Penta D 0.8
Amelogenin 0.24
D8S1132 0.64
D17S976 0.6
FGA 6.4
SE33 0.2

Um eine Kontamination mit Fremd-DNA erkennen zu @m, wurde eine Leerkontrolle
mitgefuhrt. Diese enthalt anstelle der DNApL hochreines Wasser. Als Positivkontrolle
dienen 2 ul DNA der Zelllinie K562. Die Proben wurden anseiffend in einem
Thermocycler (Biometrid) nach folgendem Protokoll amplifiziert (33 ZykldProgramm 11,
PP16 Multiplex):

Denaturierung: 95°C fir 11 min.

10 Zyklen

Denaturierung
Annealing

Polymerisation

20 Zyklen
Denaturierung

Annealing

Polymerisation

Abkihlen: 4°C

96°C fur 1 min.
60°C fur 1 min.
70°C fur 1 min. 40sec.

90°C fir 1 min.
60°C fir 1 min.

70°C fir 1 min. 40sec + 60°C fir

30 min.
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3.5 Gelelektrophorese

Im Anschluss an die PCR wurden die Proben auf eilyaerylamidgel gesetzt und eine
Elektrophorese mit folgenden Parametern durchgefibaufzeit 30 min., angelegte
Spannung 1000 V, Stromstarke 20 mA und LeistungVMlMDanach wurde das Gel in eine
Farbewanne gelegt und unter Schwenken des Labatiechiwie folgt behandelt (die

Lésungen wurden nach jedem Schritt gewechselt):

1. Fixierung: 200 ml 2% HN@flr 3 min.

2. Spulung: 200 ml Aqua bidest ftr 3 min.
3. Farbung: 200 ml AgN@(1 | Aqua bidest + 1.5 ml Formalin + 1 g AgNO3) D min.

4. Spulung: 200 ml Aqua bidest fur 10 sec.

5. Entwicklung: 200 ml NACOg3 (4°C) bis Banden sichtbar
6. Stoppen: 200 ml 7.5% Essigsaure (4°C) fir 3 min.

7 Spulung: 200 ml Agqua bidest fur 10 sec.

8. Impragnieren: 200 ml 5% Glycerol fir 3 min.

9. Lufttrocknung

Sichtbare Banden gelten als erfolgreicher Nachweis amplifizierter DNA. Die Proben

werden dann der kapillaren Elektrophorese unterzoge

3.6 Kapillarelektrophorese

Vor Durchfihrung der DNA-Fragmentanalyse, wurder dinzelnen Proben denaturiert.
Hierzu wurde pro zu analysierender Probe in ein @5 Eppendorf-Réhrchen 12l
Formamid, 0,8ul Standard (ROX 500) und Rl Amplifikat pipettiert. Die Eppendorf-
Roéhrchen wurden bei 13000 upm fir 1 min. zentrdugund anschlieRend im Thermocycler
bei 94°C fur 2 min. denaturiert. Danach wurdenf@gres min. gekuhlt (Kihlschrank 4°C). Im
Anschluss daran wurden die Eppendorf-Réhrchen s Elaktrophoresegerat gestellt (ABI
Prism 310 Genetic Analyzer). Die Parameter der tedpkorese wurden Uber die Software

kontrolliert: Jede Probe wurde bei einer Heizplattenperatur von 60°C und einer
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Laserstarke von 10mW analysiert. Es wurde einekiigieszeit von 5 sec. und eine Laufzeit
von 25 min. eingestellt. ,GS STR POP 4“ wurde alsdul verwendet. Im Anschluss an die
kapillare Elektrophorese wurden die gelaufenen @&molmit dem Softwareprogramm
Genescan (©Applied Biosystems) ausgewertet unchggelp dargestellt.

3.7 Optimierung der Dekaplexreaktion

3.7.1 Virtuelle Optimierung der Dekaplexreaktion mitels AutoDimer Software.

Die  AutoDimer  Software (©P.Vallone, http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/

AutoDimerHomepage/AutoDimerProgramHomepage) hish ein Public Domain Program,

das entwickelt wurde, um eine grof3e Zahl von Oligibeotidprimerpaaren zur Optimierung
von Multiplex PCR Ansatzen auf Interferenzen wieB.z.Primerdimer Bildung oder
Selbstannealing (,hairpins®) zu testen. Dadurch dwirdie Konstruktion von
Multiplexreaktionen vereinfacht. Aus diesem Grundr@en die Primer der ausgesuchten
Loci zuerst mit dieser Software auf Kompatibilitdderpruft (Abb.10). AutoDimer vergleicht
samtliche Primer miteinander und sucht nach korbfeatj also moglicherweise Dimere
bildenden Sequenzen. Das Programm bestimmt dieeBefjomologien. Fir jede homologe
Paarung wird ein Score von 1 vergeben. Wird die dloge Region von einem nicht
homologen Basenpaar unterbrochen, wird ein Punkt 8oore abgezogen. Das Programm ist
so voreingestellt, dass Primerpaare mit einem Sgame/ oder mehr identifiziert werden. Das
Set von Primern, das von uns verwendet wurde, ekgabeinziges Mal einen Score von 7
oder mehr. Zwei Primerpaare ergaben einen Scorév@er SE33-I Primer bindet an sich
selbst und der FGA-I Primer an den D7S1517-1 Pri(#dab. 10). Diese Dimere mit dem
Score unter 7 werden jedoch als nicht schadliclyesituft, insbesondere da der letztere
Primerdimer bereits bei 41,3°C schmilzt. Hairpingden (wie erwartet) nicht gefunden.

Die von uns gewéahlten Genorte und die publizief@mer wurden daher aufgrund der
virtuellen PCR Effizienztestung mit der AutoDimesfSvare als geeignet fur die Etablierung

einer Multiplexreaktion eingestuft.
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Se33-I Se33-I
AATCTGGGCGACAAGAGTGA versus AATCTGGGCGACAAGAGTGA
Matches = 12

Score =6

ANTCTNGNCGNCNAGANT

est.tm= 75,0 oC

DeltaG 370 degrees = > 0 kcal/mole

5-AATCTGGGCGACAAGAGTGA-3'
X1 X[X[ 1]
3-AGTGAGAACAGCGGGTCTAA-5'

FGA-I D7S1517-1
GGCTGCAGGGCATAACATTA versus 5 -GTGACCAACTGAATTATATTG
Matches = 8

Score = 6

CANAACATNA

est.tm= 41,3 0C
DeltaG 370 degrees = greater than zero

3-GTTTTGTATTAAGTCAACCAGTGNNN-5 '

|II1111x]
5-GGCTGCAGGGCATAACATTA-3'

D17S976 Primer Design:

Alte Primer:
Primer 1: ATATGC CAC CACACCTGG TT
Primer 2: TGG TAG CAT GCA TCT GTAGTCC

(Primerbindungsregion in der Sequenz unterstrichen)

Neue Primer:
Primer 1: ATG CCACCACACCTG GTTTTT
Primer 2: AGG TTG CAG TGA GCC AAG ATT

(Primerbindungsregion in der Sequenz fett gedruckt)

CAATCCTCCT GCCTCAGGCT CGCGAGTAGC TCGGACTATA GGTAT ACCACACCTG
GITTTTTAAA TCAATCATCT ATCTATCTAT CTATCTATCT ATCTATCTAT GATCTATCT
ATCTTATCTA TCCTATCTAT CTATCTATCT ATCTATCTAT CTATCTRT ATCTATCTAA
GATGGAGTCT CACCCTGTAG CCCAAGCTGG AGTGCAGTGSBATGO G GCTCACTGCA
ACCTCTGCCT CCCATGCTCA AGCGATTCTC CCAAGTAGCT GGGACTATAGATGCTA
CCA

Abb.10 Testung der Primerkompatibilitat durch die Autodimersoftware und D17S976 Primerdesign
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Fur D17S976 wurden neue Primer konstruiert. Daztdevdie Sequenz des Polymorphismus
und je 100 bp der flankierenden Regionen (GenB&#&DC01129041) in das Programm
Web Primer (http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/yyeimer) eingegeben. Das Programm
schlagt bis 250 neue Primerpaaren vor und reihtedieach zu erwartender Effizienz.
Letztlich wurde das Primerpaar gewahlt, das laub\WWemer die beste Effizienz erwarten
liel3, da es (siehe. Abb.10, ,Neue Primer®) im AuitoBr Program eine geringe Interferenz
mit den anderen Primerpaaren im Multiplex erwatied. Als zusatzlicher positiver Effekt ist
die Verkirzung der amplifizierten Fragmente um 59 zu erwahnen, wodurch hdhere

Sensitivitat bei fragmentierter DNA zu erwarten ist

3.7.2 PCR-Parameter

Anfangs wurde auf ein PCR-Schema zurickgegriffeas dm hiesigen Institut zur
Amplifikation von Singleplex-PCRs fur STRs wie THOt#ler FGA Verwendung findet. Fur
jede Reaktion wurde eine entsprechende Menge anlM®BSA (bovines Serumalbumin),

Puffer, dNTPs, Primer und Tag-Polymerase eingesetzt

Die erhaltenen Ergebnisse erwiesen sich jedochiald verwertbar, da sich wéhrend der
Analyse auf dem 310 Sequencer eine hohe Rate afakitn zeigte; oftmals war zuvor kein

Amplifikationserfolg nachweisbar. Um Fehlerquellanreduzieren gingen wir dazu tber, ein
PCR-Schema zu verwenden, das auch bei kommerzR#eaktionen benutzt wird. Es wurden

nur noch GoldStar-Puffer, AmpliTaq Gold DNA Polyrase und die entsprechenden Primer
in die Reaktionen eingesetzt.

MgClp, BSA und dNTPs (in der GoldStar-Pufferlésung ssdantliche fir eine suffiziente

PCR notwendigen Reagenzien schon enthalten) wuvdggelassen.

Bei der Wahl der Polymerase (s.0.) orientiertewms an bei der Erstellung und Optimierung
von Multiplexreaktionen aufgetretenen Erfahrungserer (48). Die von uns verwendete
AmpliTaq Gold Polymerase weist eine hohere Hitd@btat auf und lasst somit hohere

Denaturierungstemperaturen zu. Dadurch lasserzdiciMatrizen mit G-C-reichen Regionen

oder komplexen Sekundarstrukturen effektiv ampéfien. Als besonders hilfreich erweist
sich das Enzym — wie in unserem Fall — in kombteiemReaktionsansatzen, in der in einer
Reaktion zwei oder mehr DNA-Matrizen gleichzeitijpg@ifiziert werden (38). Samtliche

nach diesem Optimierungsschritt durchgefihrten P@#gten deutlich bessere Ergebnisse,
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sowohl in Bezug auf die Gelelektrophorese als amath Analyse auf dem 310 Genetic
Analyzer. Auch bei Durchfihrung der PCR wurde festgllt, dass sich die Wahl der
Denaturierungstemperatur sowie Variation von Autheid Abkuhlungsschritten durchaus
auf Ergebnis und Qualitat der Multiplexreaktion\airken.

Bei einer Denaturierungstemperatur zwischen 94°€a67C - das Optimum der Temperatur
liegt fur die verwendete Polymerase bei 95°C (54) wurden Annealing-und
Polymerisationstemperaturen sowie die entspreclmendgeiten verédndert. Die
Annealingtemperatur wurde in einer Temperatursparame55°C bis 64°C variiert. Hierbel
stellte sich heraus, dass eine Temperatur von 6@ geeignetsten war. Die
Polymerisationszeit wurde bei fester Temperatur ¥0tC von 1 min. auf 1 min.30 sec. und
schlie3lich 1 min.40 sec. erhoht, was ebenfalls\eenbesserung der PCR beitrug. Ziel war
auch hier ein positiver Nachweis von amplifizier2NA aller Loci in der Elektrophorese

sowie stabile und artefaktfreie Ergebnisse auf 8&thGenetic Analyzer.

3.7.3 Fragmentlangendetektion

Es wurden nicht nur an der PCR Optimierungen vasgenen, sondern auch am 310 Genetic
Analyzer. Dieses Gerat lasst es in begrenztem Mafidiber die Steuerungssoftware die
Parameter eines Analyselaufes zu verandern und bessere Ergebnisse zu erzielen.

Nach Amplifikation der extrahierten DNA und posém Amplifikationsnachweis in der
Gelelektrophorese, wurden die Amplifikate zur Seqirrung auf den 310 Genetic Analyzer
geladen. Anfangs verwendeten wir wie bei der PCihd@&irdeinstellungen, wie sie auch im
Institut bei kommerziell erhaltlichen Multiplexkitsenutzt werden. Dabei zeigte sich, dass in
der graphischen Auswertung manchmal zusatzlicheafgauftraten, die um ein oder zwei
Wiederholungseinheiten vom Hauptallel abweichen.wksde beobachtet, dass diese als
.Stotterpeaks” oder ,Stotterbanden” bezeichnetemefakte sehr stark ausgepragt waren,
wenn auch die Hauptallele zu starke Signale aumieBei Auftragen von grol3en Mengen
Amplifikationsprodukt traten unruhige Basislinienndu Hintergrundrauschen in der
graphischen Auswertung auf.

Es zeigte sich, dass sich diese Artefaktbildunglischrittweise Reduzierung der Menge an
eingesetzter Template -DNA von & auf 1 pul minimieren (Abb.11), jedoch nicht ganz

vermeiden lasst.
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Ebenso wirkte sich eine Reduzierung der Injektieiispro Probe von 10 sec. auf 5 sec.
positiv auf das graphische Endergebnis aus. Est&odie Zahl an Stotterpeaks und das
Auftreten von Hintergrundrauschen deutlich reduziesrden.

Bei der Wahl des Langenstandards zeigte sich, des®eiden zur kommerziellen STR-
Multiplex-Analyse benutzten Langenstandards ILS 600d ROX 500 beide zur

Sequenzierung ohne Qualitatsunterschiede verwaevetelen konnen.
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Abb.11.: Dekaplexreaktion nach Optimierung der Laufparameter und Artefaktbildung in Detailansicht;
bei den mit roten Pfeilen markierten Peaks im unteren Teil von Abb.11 handelt es sich um Artefakte,

die jedoch in keiner Weise mit der Sequenzierung interferieren.
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4. Ergebnisse

In der erstellten Dekaplexreaktion wurden 9 STRilv@wendet.Es handelte sich hierbei um
die Loci D7S1517, D8S1132, D10S2325, D12S391, D¥8SPenta E, Penta D, FGA, SE33
(ACTP2) und Amelogenin (Marker zur Geschlechtsi@stung). Die verwendeten STR-Loci

entsprachen den allgemeinen Vaterschaftsrichtliniéeder STR-Locus wurde an 110
Personen aus dem Raum Halle/Saale untersucht. [RiecBnung von forensischen
Effizienzparametern erfolgte mit der PowerStatsV$@&ftware (©OPromega Cooperation).
Dabei wurden erwartete Heterozygositat (exp.h), &at Discrimination (DP) und Power of

exclusion (PE) nach folgenden Formeln berechneg,(85):

H = Homozygote

h = Heterozygote

Gi = Haufigkeit von Proben fur Allel ,,i*

P.; = Haufigkeit von Proben homozygot fur Allel i

Power of Discrimination (PD) % —ZGiZ (53)
Power of exclusion (PE) F(1-2*h*H?) (53)

Erwartete Heterozygositat (exp.h ,,iz

Weiterhin wurde fur jedes Allel der untersuchtem@e die Allelfrequenz berechnet. Beim
System D7S1517 wurden erfolgreich 110 Personerysiedl. Es wurden 11 Allele (Allel 18
— Allel 28) beobachtet. Hierbei waren das Allel @it 14% Haufigkeit, das Allel 24 mit
14,5% und das Allel 25 mit 23,6% die haufigstenk(P® Es wurde eine PE von 0.67, eine
DP von 0.96 und eine exp.h von 0.86 berechnet.

Ebenso verhélt es sich beim System D8S1132. Esenutd0 Personen getestet, wobei 9
Allele (Allel 17-25) beobachtet wurden. Die Alleld, 19 und 22 kamen am haufigsten vor
(Allel 18: 24%, Allel 19: 13,6%, Allel 22: 15%) (baB). Es wurde eine PE von 0.69, eine DP
von 0.96 und eine exp.h von 0.86 berechnet.

Beim System D10S2325 wurden erfolgreich 110 Pers@malysiert. Es wurden 10 Allele
(Allele 7 - 16) beobachtet. Hierbei waren das AlldImit 19,5% Haufigkeit und die Allele 10
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und 12 mit 15,9% die haufigsten (Tab.3). Es wuride ®E von 0.76, eine DP von 0.95 und
eine exp.h von 0.86 berechnet.

Beim System D12S391 wurden erfolgreich 110 Persamalysiert. Es wurden 13 Allele
(Allele 15, 16, 16.3, 17, 18, 19, 19.3, 20, 21, 22, 24, 25) beobachtet. Hierbei waren das
Allel 18 mit 18,6% Haufigkeit, das Allel 19 mit 14%nd das Allel 20 mit 13,1% die
haufigsten (Tab.4). Es wurde eine PE von 0.71, BiIRevon 0.97 und eine exp.h von 0.87
berechnet.

Beim System Penta D wurden erfolgreich 110 Persanaiysiert. Es wurden 9 Allele (Allele
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16) beobachtet. ldientaren das Allel 13 mit 25,9% Haufigkeit,
das Allel 9 mit 22,7% und das Allel 12 mit 19,5% dhaufigsten (Tab.5). Es wurde eine PE
von 0.71, eine DP von 0.92 und eine exp.h von Be3&chnet.

Beim System Penta E wurden erfolgreich 110 Persarealysiert. Es wurden 14 Allele
(Allele 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19, 20) beobachtet. Hierbei waren das Allel 12
mit 18,2% Haufigkeit, das Allel 7 mit 15,5% und daBel 5 mit 12,2% die haufigsten
(Tab.6). Es wurde eine PE von 0.78, eine DP vo6 0rfdl eine exp.h von 0.86 berechnet.
Beim System FGA wurden erfolgreich 110 Personenyaigat. Es wurden 12 Allele (Allele
18, 19, 20, 21, 22, 23, 23.2, 24, 25, 26, 27, Z)bkchtet. Hierbei waren das Allel 20 mit
20,9% Haufigkeit, das Allel 21 mit 19,5% und dase”AR2 mit 16,8% die haufigsten (Tab.7).
Es wurde eine PE von 0.68, eine DP von 0.94 ungl@ip.h von 0.87 berechnet.

Beim System SE33 wurden erfolgreich 110 Personaftysiert. Es wurden 30 Allele (Allele
13, 14, 14.2, 15, 15.2, 16, 17, 18, 19, 19.2, 202,21, 21.2, 22, 22.2, 23, 23.2, 24.2, 25.2,
26.2, 27, 27.2, 28.2, 29.2, 30.2, 31.2, 32.2, 3322) beobachtet. Hierbei waren die Allele 17
und 18 mit 7,7% Haufigkeit und die Allele 19 und 2 6,8% die haufigsten (Tab.8). Es
wurde eine PE von 0.89, eine DP von 0.99 und etpenevon 0.95 berechnet.

Beim System D17S976 wurden erfolgreich 110 Persamalysiert. Es wurden 27 Allele
(Allele 19.3, 20, 20.3, 21, 21.3, 22, 22.3, 233224, 25, 25.3, 26, 26.3, 27, 27.3, 28.3, 29.3,
30, 30.3, 31.3, 32.3, 33, 33.3, 34, 35, 36) bedieaicHierbei waren die Allele 19.3 mit 14,5%
Haufigkeit und die Allele 22, 24 und 27.3 mit 7, haufigsten (Tab.10). Es wurde eine
PE von 0.80, eine DP von 0.99 und eine exp.h vB8 Berechnet.

Gesamt-PE und Gesamt-DP der erstellten Dekaplemeawurden nach folgender Formel
berechnet:1/1+(1)*(1-x,)*(1-x3) etc., wobei fur x die jeweilige DP bzw. PE des
entsprechenden Genortes eingesetzt wurde. Als Diflew.9999999, als PE 0.9999968
berechnet. Anhand statistischer Vergleiche (Linsagt 1996) mit dem kommerziell
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erhaltlichen Poweplex 16 Kit lasst sich aufzeigelass die erstellte Dekaplexreaktion
zumindest im gleichen Mal3e aussagekraftig ist wad P 16-Reaktion.

Es folgen die berechneten Allelfrequenzen der énereGenorte sowie die fur jeden Genort
erstellte Allelleiter:

Tab.2: STR-Allelfrequenzen Genorts D7S1517

STR D7S1517
n=110
Allel Allelfrequenzen
18 0.031
19 0.104
20 0.100
21 0.140
22 0.109
23 0.072
24 0.145
25 0.236
26 0.036
27 0.018
28 0.004
PE 0.67
DP 0.96
Exp. Heterozygositat 0.86
Allelleiter Genort D7S1517
A 1
2r00: i
20 19 20 21 22 23 .. 25
2180 !
E=EL -l
vazn o
13507 |
1080 |
a0 ! i / I'f
gdp: { A I' | |
270 ; ) i £ f
%] — = =
BT i [ Tal NN

34




Tab.3: STR-Allelfrequenzen des Genorts D10S2325

STR D10S2325
n=110

Allel Allelfrequenzen

6

7 0.127

8 0.050

9 0.086

10 0.159

11 0.140

12 0.159

13 0.195

14 0.059

15 0.018

15.3

16 0.004

16.3

17

17.3

18

18.3

19

19.3

20

21

22

23

24

25

26

PE 0.76

DP 0.95

Exp. Heterozygositét 0.86

Allelleiter des Genorts D10S2325

=]
440
840 7
7240
#st0.]
620
w0
450
4210
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Tab.4: STR-Allelfrequenzen des Genorts D12S391

STR D12S391
n=110
14
15 0.027
15.3
16 0.032
16.3 0.004
17 0.095
17.3
18 0.186
18.3
19 0.140
19.3 0.004
20 0.131
21 0.100
22 0.113
23 0.082
24 0.054
25 0.027
26
PE 0.71
DP 0.97
Exp. Heterozygositét 0.87
Allelleiter Genort D12S391
B _
2 1617/ 18 19 20 21 22;-\ 23 24
. | |} | |
g / !\ || !ﬁll :Il' 1 fr'_"H B { \
| il i o
= s f ! _,4“J \ -_Ji'- ]‘i\_(; i\__fl :H\_J Rla __fg' IE ___/f\'"x_ J{\I\ -
W gl T+*
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Tab.5: STR-Allelfrequenzen des Genorts Penta D

STR Penta D
n=110
Allel Allelfrequenzen
7
8 0.018
9 0.227
10 0.113
11 0.136
12 0.195
13 0.259
14 0.031
15 0.009
16 0.009
PE 0.71
DP 0.92
Exp.Hetero 0.81
Allelleiter Genort Penta D
[+ % 4r0 2an
ot 22 3.2 5 7 8 g 10 11 12 13 14 15 16 17
] i I N | fl "1: I
- flll. '! | ' | I.'I | I"T | | | | 'I f "l
) | | | | ! 1 [ 1]
| | 1 1 | | | I'
= I \' : i : TaTs)
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Tab.6: STR-Allelfrequenzen des Genorts Penta E

STR Penta E
n=110
Allel
5 0.122
6
7 0.155
8 0.023
9 0.014
10 0.104
11 0.090
12 0.182
13 0.100
14 0.055
15 0.055
16 0.041
17 0.045
18
19 0.004
20 0.009
PE 0.78
DP 0.96
Exp. Heterozygositat 0.86

Allelleiter des Genorts Penta E

400

440

7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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Tab.7: STR-Allelfrequenzen des Genorts FGA

STR FGA
n=110

Allel Allelfrequenzen

18 0.004

19 0.059

19,2

20 0.209

20,2

21 0.195

21,2

22 0.168

22,2

23 0.127

23,2 0.009

24 0.118

24,2

25 0.086

25,2

26 0.009

26,2

27 0.004

27,2

28 0.009

28,2

PE 0.68

DP 0.94

Exp. Heterozygositat 0.87

Allelleiter des Genorts FGA

B = 5o P e

o

168 17 18 19 202122 2324 25 2827 28 28 30

432442452 46.2

182192202 21.2222 332242 25.2 1.2
a ;-JM
I dwf -

T 1 R
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Tab.8: STR-Allelfrequenzen des Genortes SE33

STR SE33
n=110
Allel
13 0.004
14 0.036
14,2 0.004
15 0.050
15,2 0.004
16 0.040
17 0.077
18 0.077
19 0.068
19,2 0.004
20 0.068
20,2 0.009
21 0.030
21,2 0.018
22 0.014
22,2 0.027
23 0.009
23,2 0.045
24,2 0.027
25
25,2 0.036
26
26,2 0.045
27 0.004
27,2 0.077
28
28,2 0.068
29,2 0.063
30,2 0.040
31,2 0.009
32,2 0.014
33,2 0.027
34,2 0.004
PE 0.89
DP 0.99
Exp. Heterozygositét 0.95
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Allelleiter des Genorts SE33
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Tab.9: STR-Allelfrequenzen des Genorts D8S1132
STR D8S1132
n=110
Allel Allelfrequenzen
17 0.077
18 0.240
19 0.136
20 0.104
21 0.122
22 0.150
23 0.100
24 0.050
25 0.018
PE 0.69
DP 0.96
Exp. Heterozygositét 0.86
Allelleiter Genort D8S1132
Q 163
WWE
L
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flal= o
00
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1E0
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Tab.10: STR-Allelfrequenzen und Allelleiter des Genorts D17S976

STR D17S976
n=110
Allel Allelfrequenz
19,3 0.145
20 0.023
20,3 0.027
21 0.014
21,3 0.059
22 0.077
22,3 0.018
23 0.122
23,3 0.004
24 0.077
25 0.041
25,3 0.014
26 0.027
26,3 0.054
27 0.014
27,3 0.077
28,3 0.054
29,3 0.032
30 0.004
30,3 0.036
31,3 0.009
32,3 0.023
33 0.014
33,3 0.009
34 0.009
35 0.004
36 0.004
PE 0.80
DP 0.99
Exp. Heterozygositét 0.93

Allelleiter des Genorts D17S976

B =

1300 | 25

R0

:;:g 19.3 203 21.3 22 23 24 3 26 26327 273 283 293 33

1080
200 ]
720.]
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5. Praktische Anwendung

Die hier vorgestellte Dekaplexreaktion wurde koreipum ein Instrument zur Verflgung zu
haben, mit dem komplizierte Vaterschaftsfalle gelisrden kénnen, bei denen kommerziell
erhaltliche Multiplexreaktionen alleine ungentgeigigebnisse liefern. Es handelt sich dabei
in erster Linie darum, dass anstatt des verstorbéheativvaters dessen Verwandte in die
Testung einbezogen werden muissen (Defizienzfalsy am Félle mit Mutationen. Am
Institut fir Rechtsmedizin in Halle tritt eine soécKonstellation etwa 5 mal im Jahr auf. In
all diesen Fallen hat sich erwiesen, dass die Ikest@ekaplexreaktion einen wesentlichen
Beitrag zur Losung leistet.

Im Folgenden sollen drei Beispiele angeflhrt werden

5.1 Anwendung der Dekaplexreaktion bei Mutationen

5.1.1 Ein Vaterschaftsfall mit zwei isolierten Ausshliissen: Mutation oder Ausschluss

der Vaterschaft?

In einem regularen Vaterschaftsfall (Mutter, KingduPutativvater) wurden die 15 STRs des
Powerplex 16 Kits getestet (Tab.11).

In 13 dieser Systeme war der Putativvater eingesskh, in zwei Systemen (FGA und
VWA) wies er jedoch das obligatorisch véterlich erte Allel nicht auf, jedoch jeweils
Allele, die sich nur um eine Wiederholungseinheiteuschieden (Abb.12). Die Kriterien fir
einen eindeutigen Vaterschaftsausschluss (Aussshlim 3 voneinander unabhangigen
Genorten) sind demnach nicht erftillt.

Zur Erklarung bietet sich folgende Alternative an:

Entweder der Putativvater ist Erzeuger des Kindesss wirde allerdings das extrem seltene
Auftreten von 2 Mutationen voraussetzen.

Oder nicht der Putativvater, sondern ein naher Yadter desselben, in erster Linie ein
Bruder, kdme als Erzeuger in Frage.

Nach Essen-Moller (23) lasst sich eine Vaterschattsscheinlichkeit W von 99,9988% aus

den 13 Genorten mit Einschlissen errechnen. BeicBloss der mutierten Loci und der
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konservativen Annahme einer Mutationshaufigkeit vo@,1% (7) sinkt die
Vaterschaftswahrscheinlichkeit hingegen auf ledigir,60%.

Eine Klarung ist nur durch Einbeziehen weiterer @tn moglich. Nach Typisierung der
Genorte im vorgestellten Multiplex (Tab.12, Abb.1d)d fir alle 6 neu bestimmten Loci ein
Vaterschaftseinschluss festgestellt (Penta D, P&ntand FGA wurden bereits mit dem
Powerplex 16 Kit bestimmt). Da diese 6 Genorte asggpchen hochpolymorph sind, erhéht
sich die Vaterschaftswahrscheinlichkeit nunmehridogr 99,9% und genugt somit den in den
Richtlinien der Bundeséarztekammer festgelegten Atgaung (11) fir die Feststellung, dass

.die Vaterschaft praktisch erwiesen” ist.

Tab.11: Ergebnisse fur den Vaterschaftsfall mit zwei Mutationen mit dem Powerplex 16 Kit

Genort Allele Kind Allele Mutter Allele Beklagter
D3S1358 16/18 16/18 15/16
THO1 7/9 7/9 6/9
D21S11 29/29 29/30 29/29
D18S51 16/19 13/19 13/16
Penta E 7114 13/14 7/9
D5S818 10/12 10/12 10/11
D13S317 8/13 8/13 8/11
D7S820 11/11 11/11 8/11
D16S539 9/13 11/13 9/11
CSF1PO 10/11 10/13 11/11
Penta D 9/10 10/12 9/10
VWA 17/18 17/17 16/17
D8S1179 14/14 14/14 13/14
TPOX 8/8 8/12 8/8
FGA 21/21 21/23 22/23
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Tab.12: Ergebnisse fiir den Vaterschaftsfall mit zwei Mutationen mit der Dekaplexreaktion

Powerplex 16 {Ausschnitt)

Genort Allele Kind Allele Mutter Allele Beklagter
SE33 17/24.2 17/22.2 23.2/24.2
Penta D 9/10 10/12 9/10
Penta E 7114 13/14 719
FGA 21/21 21/23 22/23
D7S1517 19/19 19/24 19/24
D10S2325 7110 10/12 7112
D8S1132 20/22 20/22 22/24
D12S391 20/23 15/20 16/23
D17S976 26.3/26.3 26.3/33 24.3/26.3
VWA D8S1179 TPOX FGA
B 60 0 20 200 az0
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Abb.12: Analyse der Genorte VWA, D8S1179, TPOX und FGA mit dem Powerplex 16 Kit (von oben

nach unten: Allelleiter, Kind, Mutter, Putativvater)
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Abb.13: Analyse der Genorte D8S1132, D17S976 und FGA mit der Dekaplexreaktion (von oben nach

unten: Allelleiter, Kind, Mutter, Putativvater)

Im Genort VWA (Abb.12) weisen das Kind die Allel@/18, die Mutter die Allele 17/17 und
der Putativvater die Allele 16/17 auf. Das Allel B&hn von Putativvater oder Kindesmutter
an das Kind weitervererbt worden sein. Das Allehiss aus einer Mutation entstanden sein.
Ebenso verhalt es sich beim Genort FGA (Abb.12).

5.1.2 Ein Vaterschaftsfall mit 5 Brlidern als Putatvvater

Die Kindesmutter gab W.N. als vermutlichen Vater giumte jedoch ein, dass auch alle 4
Brider des Putativvaters als Erzeuger in Frage kdme

W.N. wies in allen 15 Genorten des Powerplex 16 Has obligat vaterlich vererbte Allel auf
(Tab.13). Er kam daher als Erzeuger des Kindesagd: Aufgrund dieser Ergebnisse konnte
eine Vaterschaftswahrscheinlichkeit von weit Gben deforderten 99,9% errechnet werden
(99,9999994%). allerdings fiel auf, dass einer @edder (P.N.) lediglich im System
D3S1358 als Erzeuger auszuschliessen war, wohingegén allen anderen 14 Systemen
eingeschlossen war. Bei Annahme einer Mutationsfjiéeif von ca. 0,1% errechnete sich

daher eine Vaterschaftswahrscheinlichkeit von ®8%ir P.N..
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Da nach den derzeit gultigen Richtlinien fur diestattung von Abstammungsgutachten (11)
ein sicherer Ausschluss der Vaterschaft nur danmliold ist, wenn Ausschlisse an
mindestens 3 Genorten gefunden werden, erlaubt@midyse mit dem Powerplex 16 Kit
lediglich die Aussage, dass die Vaterschaft des .Wuahrscheinlicher ist als die des P.N..
Eine eindeutige Aussage war jedoch nicht méglich.

Erst nach Typisierung der Dekaplexreaktion konnrte \daterschaft des W.N. zweifelsfrei
bewiesen werden: Nunmehr war W.N. in allen 21 S&iRgeschlossen, wohingegen fir P.N.

4 weitere Ausschliisse gefunden wurden (Tab.14).

Tab.13: Ergebnisse fiir den Vaterschaftsfall mit 5 Putativvatern fur den Powerplex 16 Kit

Genorte Allele J.N. Allele M.N. Allele W.N. Allele S.N. Allele P.N. Allele E.N. Allele E.S.
Kind Mutter Putativ- Putativ- Putativ- Putativ- Putativ-
vater 1 vater 2 vater 3 vater 4 vater 5
D3S1358 18/18 16/18 17/18 14/15 14/15 15/17 17/18
THO1 9/9.3 8/9 9.3/9.3 9.3/9.3 9.3/9.3 9.3/9.3 9.3/10
D21S11 27/28 27/30 28/30 28/30 28/30 28/30 30/30
D18S51 15/17 16/17 14/15 12/15 12/15 14/15 12/15
D5S818 12/13 12/13 12/12 9/10 12/12 12/12 9/10
D13S317 8/11 9/11 8/11 10/12 8/11 10/11 10/12
D7S820 8/10 8/8 10/10 9/10 10/10 10/10 10/10
D16S539 8/13 9/13 8/14 11/14 8/14 11/14 11/14
CSF1PO 11/11 11/12 11/13 10/12 11/13 11/13 12/13
VWA 16/18 16/17 15/18 15/18 15/18 18/19 15/18
D8S1179 13/15 13/13 14/15 11/12 12/15 14/15 12/15
TPOX 8/9 8/9 8/11 8/11 8/8 8/8 8/11
FGA 20/24 20/21 24/24 23/24 24/24 24/25 24/24
Penta E 15/16 13/15 7116 7112 7/16 7112 7116
Penta D 9/11 9/10 11/12 12/12 11/12 11/12 11/12

Tab.14: Ergebnisse fur den Vaterschaftsfall mit 5 Putativvatern fur die Dekaplexreaktion

Genorte Allele J.N. Allele M.N. Allele W.N. Allele S.N. Allele P.N. Allele E.N. Allele E.S.
Kind Mutter Putativ- Putativ- Putativ- Putativ- Putativ-
vater 1 vater 2 vater 3 vater 4 vater 5
D7S1517 19/24 24/25 19/20 25/26 25/26 19/20 20/25
D12S391 17/18 15/18 17/17 17/18 17/18 16/18 17/18
D8S1132 18/18 18/22 18/21 18/21 20/21 18/21 18/18
D10S2325 7/12 717 12/12 11/12 12/12 12/12 12/12
SE33 17/27,2 17/17 17/27,2 17/29,2 17/29,2 27,2/27,2 2/29,2
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5.2 Beispielhafte Anwendung der Dekaplexreaktion bdefizienzfallen

Eine in der DDR geborene Frau hatte berechtigteméfir die Annahme, dass ein vor tber
10 Jahren verstorbener Westdeutscher ihr Vater,vwdreh wenn dieser die Vaterschaft
offiziell nie anerkannt hatte. Sie strengte daharer Prozess an, bei dem DNA des
Putativvaters nicht zur Verfugung stand (,Defiziail?). Es wurden mdglichst viele
Verwandte des Verstorbenen in die Testung einbezdfe Verfligung standen die Klagerin,
ihre Mutter, Nichte und Neffe des Verstorbenen (dieder seiner ebenfalls verstorbenen
Schwester) sowie deren Vater (Abb.14).

Die Testung erstreckte sich zuerst auf die SystdesePowerplex 16 Kits (Tab.15). Unter
Verwendung dieser Werte konnte durch einen Biagtkéir nach Essen-Moller eine
Vaterschaftswahrscheinlichkeit von lediglich 68,4dftechnet werden.

Dies erlaubt aber keine verlassliche Aussage Ukevaterschaft (Indifferenzbereich).

Nach Typisieren der hier vorgestellten Dekaplextieak (Tab.16) ergab sich, dass die
Ergebnisse fur die Systeme D8S1132, D7S1517, D1ZIBSRBd insbesondere D17S976, in
denen das sehr seltene obligatorisch véaterlichbtrehllel des Kindes im rekonstruierten
Genotyp der Schwester des Verstorbenen erschiérireuVaterschaft hindeuteten.

Durch Einbeziehung der Ergebnisse der Dekaplexaldrhohte sich die biostatistische
Vaterschaftswahrscheinlichkeit auf tber 99,87%.

Durch weiteres Einbeziehen von 3 X-chromosomalestedyen (DXS6800, DXS101 und
DXS8377) konnte die Vaterschaftswahrscheinlichgeltliesslich auf 99,95% erhdht werden.

Die Putativvaterschaft galt damit als ,praktisctviesen*.
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Tab.15: Ergebnisse fur den Defizienzfall mit dem Powerplex 16 Kit

Genorte P.M. I.M. K.S. J.B. J.G.B.
Allele Klagerin Allele Mutter der AlleleTochter der AlleleSohn der AlleleVater von
Klagerin Schwester des Schwester des K.S. und J.B.
verstorbenen verstorbenen
Putativvaters Putativvaters
D3S1358 16/17 16/17 14/15 14/14 14/15
THO1 9.3/9.3 6/9.3 6/9.3 9/9.3 9.3/9.3
D21S11 30.2/32.2 29/30.2 31.2/32.2 30/32.2 29/32.2
D18S51 14/19 14/16 12/17 14/17 17/17
Penta E 7114 12/14 5/7 5/16 5/10
D5S818 12/13 13/13 11/13 11/13 12/13
D13S317 8/11 10/11 12/13 8/12 12/12
D7S820 8/12 11/12 8/11 8/12 8/12
D16S539 12/13 12/13 12/12 12/12 12/13
CSF1PO 11/12 12/12 10/12 10/12 10/12
Penta D 11/11 11/12 9/9 11/12 9/12
VWA 17/17 17/18 17/17 17/17 17/18
D8S1179 15/16 14/16 12/15 12/15 12/12
TPOX 9/11 8/11 11/11 11/12 11/12
FGA 21/21 20/21 20/20 20/20 20/21
Tab.16: Ergebnisse fur den Defizienzfall mit der Dekaplexreaktion
P.M. .M. K.S. J.B. J.G.B.
Klagerin Mutter der Tochter der Sohn der Vater von K.S.
Klagerin Schwester des Schwester des und J.B.
verstorbenen verstorbenen
Putativvaters Putativvaters
D12S391 16/18 18/21 17/18 17/18 17/19
D7S1517 20/23 23/24 20/20 24/25 20/24
D8S1132 18/23 18/19 23/23 19/23 19/23
D10S2325 10/11 11/11 10/15 10/12 12/15
Se33 20/26.2 26.2/28.2 29.2/30.2 29.2/30.2 26.2/29.2
D17S976 20.3/31.3 20.3/22 28.3/31.3 27.3/28.3 24/28.3
FGA 21/21 20/21 20/20 20/20 20/21
Penta D 11/11 11/12 9/9 11/12 9/12
Penta E 7114 12/14 5/7 5/16 5/10
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Abb.14: Stammbaum des Defizienzfalls




6. Diskussion und Schlusswort

Es wurde eine Multiplexreaktion erstellt, die m@ripggem Einsatz von DNA reproduzierbare
Ergebnisse lieferte. Eine Population von 110 Peaso(Halle/Saale) wurde analysiert.
Anhand statistischer Vergleiche mit dem kommerzaetaltlichen Powerplex16 Kit liel3 sich
nachweisen, dass die erstellte Reaktion fast inclgd@ Male aussagekréftig ist wie der

kommerziell erhaltliche Powerplex16 Kit (Tab.17).

Tab.17: Statistische Daten Dekaplexreaktion und Powerplex16 (aus Lins et al: Powerplex 16,

Populationsstatistische Daten, Promega Cooperation)

Dekaplexreaktion Powerplex16
PE DP  Exp.h PE DP  Exp.h
Genort Genort
D7S1517 0.67 0.96 0.86 D3S1358 0.58 0.92 0.78
D8S1132 0.69 0.96 0.86 D5S818 0.45 0.85 0.7
D10S23250.76 0.95 0.86 D7S820 0.59 0.94 0.79
D12S391 0.71 0.97 0.87 D8S1179 0.69 0.93 0.8b
D17S976 0.80 0.99 0.93 D13S317 0.44 0.92 0.7
PentaD 0.71 0.92 0.81 D16S539 0.47 092 0.7B
PentaE 0.78 0.96 0.86 D18S51 0.74 0.97 0.83
SE33 0.89 0.99 0.95 D21S11 0.68 0.95 0.84
FGA 0.68 0.94 0.87 THO1 0.54 091 0.76
PentaD 0.72 0.94 0.86
PentaE 0.76 0.97 0.88
FGA 0.74 0.96 0.87
TPOX 0.35 0.79 0.65
VWA 0.64 0.94 0.82
CSF1PO 0.56 0.87 0.78
PEgesamt 0.9999968 PEgesamt 0.9999994
DPgesamtO.9999999 DPgesamt0.9999999

Der forensische Nutzen der untersuchten STR-Mavkarde durch die Berechnung der

kombinierten DP und die Berechnung der kombinieREmachgewiesen:

Die kombinierte DP aller Genorte der Dekaplexreakstimmte mit der kombinierten DP der
Powerplex16-Reaktion tberein (DP Dekaplex: 0.99999% PP16: 0.9999999) wahrend die
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kombinierten PE der beiden Reaktionen nur geringfigoneinander abwichen (PE
Dekaplex: 0.9999918, PE PP16: 0.9999994).

Es wurden die unterschiedlichen Einsatzmoglichketter Reaktion aufgezeigt. Im Rahmen
von Vaterschaftsgutachten lasst sie sich aufgruoldeih PE und DP als Alternative zu
kommerziell erhéltlichen Kits sehen. Aufgrund demtding hochpolymorpher Genorte hat
sich gezeigt, dass die erstellte Reaktion bei imesten Konstellationen (Mutation,

Defizienzfall) unter Verwendung geeigneter biostedcher Parameter kommerziell
erhaltlichen Multiplexreaktionen, wie dem Powerple«Kit Uberlegen ist. Ist in schwierigen
Fallen die Analyse weiterer Genorte notwendig, umwverwertbares Ergebnis zu erhalten,
kann sie die Powerplexl16-Reaktion sinnvoll erganzeveben dem Einsatz bei

Vaterschaftsgutachten hat sich gezeigt, dass sehRdaktion auch zum Nachweis von
Mikrosatelliteninstabilitat einsetzen lasst.

Es ist vorgesehen, die im Rahmen dieser Arbeit Hyedmene Multiplexreaktion in den
Routinebetrieb des DNA-Labors des Instituts fur Rewmedizin der Martin-Luther-

Universitat Halle/Wittenberg zu tibernehmen.

Die vielfaltigen Einsatzmdglichkeiten (Routinealmstaungsuntersuchung, Defizienzfalle,
Nachweis von MSI) rechtfertigen die Anwendung immeftsischen Laborbetrieb auf jeden
Fall.
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8. Thesen zur Dissertation "Etablierung einer Shorttandem repeat

Multiplexreaktion flr klinische und forensische Zwecke"

Short tandem repeats (STRs) bzw. Mikrosatellitexd siicht-codierende DNA Elemente, die
in der Forensik fir Abstammungsbegutachtungen ymdesikundliche Analysen eingesetzt
werden.

STRs konnen effizient mittels PCR mit fluoreszenddsaten Primern amplifiziert werden.

Die Typisierung erfolgt zumeist auf Kapillarelekptwmresegeraten ("Sequencer").

STR-Multiplexreaktionen erlauben die gleichzeitiymplifikation von mehreren STRs. Sie
sind mittlerweile Standard bei der Abstammungshkeghiting und lassen sich sich auch im
Rahmen der Tumorforschung zum Nachweis von Mikeds@ninstabilitat im Tumorgewebe

nutzen.

Kommerziell erhaltliche Multiplex Kits sind teuemd bei komplexen Vaterschaftsfallen
(Mutationen, Defizienzfalle) oftmals nicht aussagdékg genug, um ein statistisch valides

Ergebnis zu erzielen.

Es besteht daher Bedarf an weiteren STR Systemiérdemen auch diese komplexen Falle
geldst werden.

Ziel der Arbeit war es, eine zur Bearbeitung vommltexen Vaterschaftsfallen geeignete
Multiplexreaktion zu erstellen und deren Einsatzhobtgeiten im forensischen Bereich in

Kombination mit kommerziell erhaltlichen Kits (zdg&m Powerplex 16 Kit) aufzuzeigen.

Es wurde eine Multiplexreaktion erstellt, hierbeiurde auf neun hochpolymorphe Genorte
zuruckgegriffen: D7S1517, D8S1132, D10S2325, D12$S3917S976, Penta E, Penta D,
FGA, SE33 (ACTP2). Als Geschlechtsmarker wurde nd&ahnelogenin zur Reaktion
hinzugefigt.

Mit der erstellten Multiplexreaktion wurden 110 Bamen aus dem Raum Halle/Saale

untersucht.
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Anhand statistischer Vergleiche mit dem Powerpl&Kit zeigt sich, dass die erstellte
Dekaplex Reaktion diesem in etwa gleichwertig istl eine Kombination aus beiden Kits

sich, wie gefordert, zur LOsung komplexer Abstamgagutachten eignet.

Ferner lasst sich mit der Dekaplex Reaktion Miktediteninstabilitdt bei Tumoren

nachweisen.

Aufgrund der vielfaltigen Verwendungsmdglichkeitaamd ihrer (berraschend hohen

Aussagekraft rechtfertigt sie den routinemaRigers&iz im forensischen Laborbetrieb.
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