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Einleitung

1. Einleitung

Die Rechtsmedizin ist ein Fachgebiet der Medizin, das sich mit der Aufklarung von
Straftatbestédnden unter Einsatz naturwissenschaftlicher Methoden beschéftigt. Gegenstand
der Untersuchungen zur Erbringung gerichtsverwertbarer (forensischer) Beweise sind haufig
die Korperflussigkeiten Blut und Urin. Bei der Untersuchung bzw. Zuordnung von
Probenmaterial, das im Zusammenhang mit Drogenmil3brauch, Einbruchsdelikten,
Sexualstraftaten oder zur Abklarung der Identitdt gesichert wurde, werden diese

Kdorperflissigkeiten bevorzugt toxikologischen und DNA-analytischen Methoden unterzogen.

Blut, die im Herzkreislaufsystem zirkulierende und dem Gastransport dienende
Korperflissigkeit, kann aufgrund seiner komplexen Zusammensetzung (Leukozyten,
Erythrozyten, Thrombozyten, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide, anorganische Verbindungen,
eventuell Medikamente) mit unterschiedlichen Methoden identifiziert und analysiert werden.
Die DNA-Untersuchung des Blutes bedient sich dabei der Leukozyten, da nur die DNA
dieses Zelltyps die fur die Individualisierung notwendigen Langenpolymorphismen enthalt.

Etwa 4000-9000 Leukozyten/ul befinden sich normalerweise im Blut gesunder Erwachsener.

Urin, das Ausscheidungsprodukt der Nieren, enthélt organische und anorganische
Verbindungen, Gallenfarbstoffe und, als zellulare Bestandteile, neben Epithelzellen und
Leukozyten gelegentlich auch Spermien und ggf. Bakterien. Im Gegensatz zum Blut sind die
fur eine DNA-Untersuchung relevanten kernhaltigen Zellen im Urin in nur geringer Anzahl
vorhanden. So kénnen maximal bis zu 5 Leukozyten/ul Harn bei gesunden Erwachsenen
gezahlt werden. Werden in der Urinprobe eines weiblichen Spenders Spermien gefunden, so
liegen kernhaltige Zellen von zwei verschiedenen Personen vor - es handelt sich um eine

sogenannte Mischspur.

Mit der Mdglichkeit zur Isolierung von DNA-Molekillen wurde die Untersuchung von
Polymorphismen (s. S. 4) im menschlichen Genom mdglich. Die DNA-Analyse wurde
anfangs unter Einsatz von Restriktionsenzymen und Multi-Locus-Sonden (MLS)
durchgefuhrt. Gegenstand der Untersuchung waren dabei die stark variablen repetitiven
Sequenzen der Minisatelliten, die durch Jeffreys et al. (1985) Zugang zur forensischen
Spurenanalytik fanden. Fir die Untersuchung wird die DNA mit einem Restriktionsenzym
geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit einer
Multi-Locus-Sonde hybridisiert. Diese Sonde bindet an komplementdre Sequenzen
unterschiedlicher Minisatelliten-Regionen. Das Ergebnis auf dem Roéntgenfilm ist ein DNA-

Profil aus einer Vielzahl diskreter Banden, das individualspezifisch ist und von Jeffreys als
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genetischer Fingerprint beschrieben wurde. Der Nachweis dieser polymorphen Regionen mit
Restriktionsenzymen und einer Sonde wird als Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
(RFLP) bezeichnet.

Eine Weiterentwicklung bedeutete die RFLP-Analyse von Minisatelliten-DNA durch Einsatz
der Single-Locus-Sonden (SLS). Gegenstand der Untersuchung sind dabei
Tandemwiederholungen, die in unterschiedlicher Anzahl vorliegen, die sogenannten VNTRs
(engl.: variable number of tandem repeats, s. S. 4). Nach der Behandlung der DNA mit
einem Restriktionsenzym und der Hybridisierung mit einer SLS kénnen so pro Individuum
maximal 2 Fragmente nachgewiesen werden.

Beide Methoden haben in der forensischen Anwendbarkeit u. a. den Nachteil, dafl
chromosomale DNA in groRer Menge (1-2 ug) erforderlich ist. In der forensischen Praxis
steht aber normalerweise nur wenig Untersuchungsmaterial flir eine DNA-Analyse zur
Verfligung. Dabei kann es sich beispielsweise um einen am Tatort gesicherten Blutstropfen
oder Anhaftungen an Waschesticken handeln. Mit der Einfiihrung der PCR-Methode durch
Mullis (1987) und der hierdurch ermdglichten Vervielfaltigung (Amplifikation) kurzer, variabler
DNA-Abschnitte mit den entsprechenden Startermolekilen (Primern), konnte die fir
Untersuchungen einzusetzende Probenmenge erheblich reduziert werden. In Einzelfallen
gelangen zuverlassige DNA-Untersuchungen mit einer Einsatzmenge von 0,05 ng DNA
Ausgangsmaterial, was der Menge von etwa 10 somatischen Zellen entspricht (Brinkmann et
al.,, 1993; Minnasch et al., 1998). Handelt es sich bei dem zu untersuchenden
Spurenmaterial um Blut, so kann aus einem Volumen von 3 pl bzw. 3 mm? Spurentrager eine
DNA-Menge extrahiert werden, die eine eindeutige Identifikation des Spurenlegers aufgrund
einer Vergleichsprobe ermdglicht (Walsh et al., 1991).

Beim Urin variieren die Volumina, die fur eine erfolgreiche DNA- oder serologische Analyse
eingesetzt werden mussen, je nach eingesetzter Methode zwischen 0,1 ml und 200 ml.
Friher wurden die im Urin vorkommenden polymorphen Proteine bzw. die klassischen ABO-
Blutgruppen zur Individualisierung mit serologischen Methoden untersucht. Dieser
Teilbereich der rechtsmedizinischen Spurenkunde beschaftigt sich ausschlieRlich mit den
Eigenschaften des Blutserums (Mills et al., 1989; Chase, 1985; Roy, 1990).

Die Entwicklung und Fortschritte von DNA-Techniken in der Spurenkunde wurden dann auf
die forensische Urinanalyse Ubertragen. Die frihen Untersuchungsmethoden unter Einsatz
von SLS-Sonden bendétigten grofRe Probenvolumina (bis zu 200 ml), eine Schwachstelle in
der Spurenkunde ( Rower et al. 1990; Brinkmann et al. 1992). Erst mit der Einflhrung der
PCR-Methode konnten auch geringe Volumina (0,1 ml) zuverlassig untersucht werden
(Gasparini et al., 1989; Brinkmann et al., 1992 und Brinkmann, 1993).
Individuell-konstitutionelle Faktoren wie Geschlecht, Erndhrungsgewohnheiten oder aktueller

Immunstatus haben normalerweise eine groRere Auswirkung auf die absolute Zellzahl im
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Urin und somit auf die extrahierbare DNA-Menge als bei Blut (Sarree, 1976; Karcher, 1982;
Rathert, 1991). Auch Lagerungs- und Extraktionsbedingungen kdénnen zu einer Abnahme der
extrahierbaren Gesamt-DNA aus einer Urinprobe fuhren. Fir weitergehende
Untersuchungen werden Urinproben in der Regel bei -20 °C eingefroren bzw. bei +4 °C im
Kihlschrank aufgehoben. Der Versand der Proben mit der Post zu einem
rechtsmedizinischen Labor wird normalerweise ohne Kiihlung durchgefiihrt. Bei dieser Praxis
kommt es zu einer DNA-Degradierung, die auf enzymatische Aktivitat (durch DNasen)
zurlckzuftihren ist. Eine eindeutige Interpretation der Ergebnisse und die Zuordnung der
Probe zu einer Person wird durch diese Umstande erschwert (Tsongalis et al., 1996; Medintz
et al., 1994; Linfert et al., 1998; Pétsch et al., 1992).

Uber mehrere Jahre bei +4°C gelagerte Proben zeigten ein starkes mikrobielles Wachstum.
Die dadurch mitextrahierte Fremd-DNA storte die Amplifikation. Fir die Entfernung der
stérenden Mikroorganismen wurde der Urin deshalb durch die mit einer Gaze bestimmter
PorengroRe verschlossene Offnung eines ReaktionsgefaRBes in ein zweites GefaR
zentrifugiert. Die Amplifikationsrate der DNA aus Epithelzellen nahm daraufhin deutlich zu.
Diese Methode ist jedoch sehr umstandlich und erhéht das Kontaminationsrisiko (Prinz et al.,
1993).

Untersuchungsmaterial, das bei Verstdlien gegen die sexuelle Selbstbestimmung (z. B. nach
einer Vergewaltigung oder sexuellem MiBBbrauch von Kindern), bei Strangulation
(Epithelzellen des Taters am Hals des Opfer) oder bei BiBwunden (MiBhandlung) am Opfer
gesichert wurde, enthadlt in der Regel zellhaltiges Material von mindestens zwei
verschiedenen Individuen. Naturgemaf variiert bei diesem Untersuchungsmaterial der
Zellanteil der beteiligten Spurenleger (Opfer und Tater), und folglich werden bei einer
solchen DNA-Analyse Merkmale mit unterschiedlicher Intensitét detektiert (Gyllenstein et al.,
1992, Wiegand et al.,, 1997 und 1998). Erschwert wird die Interpretation der
Mischspurenergebnisse auRerdem durch Uberlagerungen des Bandenmusters. Bei
Vorliegen von verschiedenen Zelltypen, wie z. B. Spermien und Epithelzellen im Urin ist eine
getrennte Analyse durch differenzierende Extraktionschritte moglich (Walsh et al., 1991). Bei
der Untersuchung einer Mischung gleicher Zelltypen unterschiedlicher Herkunft wie z. B. Blut
von verschiedenen Personen oder Epithelzellen kann eine eindeutige Zuordnung nur mit
Vergleichsproben der Beteiligten erfolgen. Problematisch wird die Interpretation, wenn eine
vorliegende  Einzelprobe aufgrund einer genetischen  Besonderheit  zunachst
unberechtigterweise als Mischspur erscheint. Am Beispiel der DNA-Analyse von

sogenannten Blutchiméren wird dies in dieser Arbeit verdeutlicht.
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Bei Blutchimaren sind zwei unterschiedliche Blutzellpopulationen in einem Individuum
nachweisbar. Aufgrund von BlutgefaRverwachsungen (Anastomosen) zwischen zweieiigen
Zwillingen im Uterus kann es zu einem Austausch roter und wei3er Blutstammzellen von
einem Individuum zum anderen kommen. Einige transfundierte Blutstammzellen etablieren
sich im Knochenmark des Empfangers, der als Folge Zellpopulationen mit unterschiedlichen
genetischen Merkmalen ausbildet (Dunsford et al., 1953 und 1957; Booth et al., 1957; Gill,
1977; Ling et al., 1988; Tippet, 1983; Farber et al., 1993; Milde et al., 1999).

Fur die DNA-Analyse zur Zuordnung von Blut- und Urinproben zu einem Individuum werden
repetitive DNA-Abschnitte im nichtcodierenden Bereich des Genoms mit Hilfe der PCR
vervielfaltigt. Diese sogenannten Mini- und Mikrosatelliten variieren in ihrer Gesamtlange
(Allele) und in der Lange der Wiederholungseinheiten (Brutlag, 1980). Diese Variabilitat der
Wiederholungseinheiten an einem speziellen Ort des Genoms bezeichnet man als
Polymorphismus (Litt et al., 1989; Edwards et al., 1992).

Die Einheiten von Minisatelliten-Regionen kénnen 15 bis 64 bp lang sein und werden auch
VNTR ("variable number of tandem repeats") genannt (Jeffreys et al., 1985a und 1985b;
Jarman et al., 1986; Tautz, 1989). Bei der Etablierung der Polymerasekettenreaktion wurden
in der Rechtsmedizin zunédchst VNTR-Regionen mit den entsprechenden Primern amplifiziert
(Boerwinkel et al., 1989; Horn et al., 1989; Weber et al., 1989).

Primer 1 WMTR-region
mutterliches Chromosom
-+
Frimer 2
Primer 1
- N
vaterliches Chromosom
-l
Frimer 2

Abb.1: Schema einer VNTR-Region (aus Hochmeister, 1995)

Es kdnnen Fragment-Langen-Polymorphismen (AmpFLPs) bis 1 kb vervielfaltigt werden
(Brinkmann et al., 1993). Durch den Einsatz eines DNA-Standards (Allelleiter, die sich aus

allen bekannten Allelen zusammensetzt) ist eine klare Zuordnung der Banden gewahrleistet.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde der AmpFLP D1S80 eingesetzt (Nakamura et al., 1988;
Budowle et al., 1991; Skowatsch et al., 1992; Baechtel et al., 1993; Cosso et al., 1995). Die
Wiederholungseinheiten dieses Systems bestehen aus 16 bp groRen Fragmenten. Bislang
wurden 28 Allele detektiert (Kasai et al., 1990; Sajantila et al., 1992 und Kloostermann et al.,
1993). Fir den Polymorphismus sind auch Mikrovariationen (Basenaustausch innerhalb der
Allele) verantwortlich (Duncan et al., 1997).

Die Mikrosatelliten umfassen Wiederholungseinheiten von 2 bis 6 bp Lange. Diese
sogenannten STRs ("short tandem repeats") sind Uber das gesamte menschliche Genom
verteilt (Saiki et al., 1988; Edwards et al., 1991; Beckmann et al., 1992; Puers et al., 1993).
Am zuverlassigsten lassen sich tetramere Wiederholungseinheiten amplifizieren (Litt et al.,
1989; Weber at al., 1989; Edwards et al., 1991; Kimpton et al.,1992; Lygo et al., 1994; Walsh
et al., 1996). Die STR-Regionen sind wesentlich kirzer (100 - 300 bp) und dadurch
zuverlassiger zu amplifizieren als die AmpFLPs (Rand et al., 1992; Sajantila et al., 1994;
Lassen et al., 1994).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die tetrameren STR-Systeme HUMTHO1 und
HUMVWFA3L eingesetzt (Hammond et al., 1994; Lorente et al., 1994; Evett et al., 1996).
HUMTHO1 besitzt 8 haufig vorkommende Allele (Polymeropoulos et al., 1991; Edwards et
al., 1991; Puers et al., 1993; Urquhart et al., 1994). Die Nomenklatur der Allele ergibt sich
aus der Anzahl der Wiederholungseinheiten. So besitzt das kleinste Allel (Nr. 5) 5 und das
grofdte (Nr. 11) 11 Wiederholungseinheiten (DNA-Kommission der International Society for

Forensic Haemogenetics = ISFH).

Primer 1 STR-region >
miterliches Chromosom
-+
Frimer 2
Frimer 1
vaterliches Chromosom
-+
Frimer 2

Abb. 2: Schema einer STR-Region (aus Hochmeister, 1995)
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HUMVWFAS3L besitzt 9 haufig vorkommende Allele, die sich aus zwei einfachen, jedoch in
der Basenabfolge unterschiedlichen Sequenzmotiven zusammensetzen (Kimpton et al.,
1992; Sajantila et al., 1994; Urquhart et al., 1994).

Mit Hilfe der PCR-Methode konnen ferner spezifische Sequenzen auf den
Geschlechtschromosomen amplifiziert werden (Gill, 1987; Akane et al., 1992; Roewer et al.,
1992; Fattorini et al., 1993; Mannucci et al., 1994; Gaensslen et al., 1992; Santos et al.,
1996). Mikrosatelliten auf dem Y-Chromosom werden nur uniparental vererbt, sind haploid
und koénnen nicht rekombinieren. Polymorphismen kénnen auf dem Y-Chromosom lediglich
durch Mutationen entstehen (Jobling et al., 1997; Roewer et al., 1992; Kayser et al., 1997).

Fur die Geschlechtsbestimmung im Rahmen dieser Arbeit wurden die Primer flr das
Amelogeningeschlechtsbestimmungssystem eingesetzt. Der Amelogenin-Genort auf dem X-
Chromosom weist eine 6 bp grof3e Deletion im Intron 1 des Gens auf (Nakahori et al., 1991,
Pfitzinger et al., 1993). Fir das X-Chromosom resultiert daraus eine Lange des Amplifikates
von 106 bp, fir das Y-Chromosom eine Lange von 112 bp. Aufgrund der zu amplifizierenden
Fragmente ist dieses System sehr sensitiv und kann Y-Chromosomen noch in einem 100-

fachen UberschuR von X-Chromosomen detektieren (Mannucci et al., 1994).

Aufgabenstellung

Eine optimale Lagerung von Urinproben zur Beweissicherung ist Voraussetzung fur ein
eindeutiges, reproduzierbares Analyse-Ergebnis. Fir die rechtsmedizinische Routine ist es
deshalb erstrebenswert, Asservierungsbedingungen fur Urinproben zu ermitteln, die die DNA
langfristig (Uber mehrere Jahre) stabilisieren und gleichzeitig eine Analyse nicht stéren.

Die im Rahmen der Urinanalyse ermittelten Genotyp- und Allelfrequenzen von 50 nicht-
verwandten Individuen aus Schleswig-Holstein wurden auf ihre Einsetzbarkeit fur die
biostatistische Auswertung an diesem Institut Uberprift. Mit Hilfe dieser Berechnung wird die
Wahrscheinlichkeit ausgedriickt, mit der ein biologisches Untersuchungsmaterial einem
Individuum zuzuordnen ist. Daflir wurden die beobachteten Populationsdaten auf Erflllung
der Kriterien fUr das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht Uberpruft.

Die forensischen Konsequenzen einer genetischen Besonderheit, die das DNA-Profil eines
betroffenen Individuums unberechtigterweise wie eine Mischspur erscheinen lat und
deshalb eine "Fallgrube" in der forensischen Ergebnisinterpretation dastellt, wird am Beispiel

von sogenannten Blutchimaren diskutiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchung der Urinproben

2.1.1 Probenmaterial fir die Urin-Analyse

Von 25 méannlichen und 25 weiblichen nicht-verwandten Probanden aus Schleswig-Holstein
wurden jeweils an einem Tag morgens, mittags und abends etwa 100 ml Urin gesammelt.
Jeder Person wurden sterile Becherglaser fir die Probennahme und sterile 50 ml Falcon-
Roéhrchen zur Lagerung des zu untersuchenden Urins Uberlassen. Die Proben wurden sofort

aufgearbeitet.

2.1.2 Probenmaterial fir die Untersuchung der Chimaren-Drillinge

Fur diese Untersuchungen wurden natives Blut, Urin und Abstriche der Mundschleimhaut

eingesetzt. Die DNA-Extraktion erfolgte nach der Chelex-Methode.

2.1.3 pH-Messung des Urins

Der pH-Wert des Morgenurins wurde mittels pH-Teststreifen (Fa. Merck) fur jeden

Probanden ermittelt.

2.1.4 Mikroskopische Untersuchung des Urins

Mittels mikroskopischer Begutachtung wurde der Zellstatus des zu untersuchenden Urins
bestimmt, um Aufschlu3 (Uber Art, Menge und Beschaffenheit der zellularen
Zusammensetzung (kernhaltige Zellen, mikrobielle Zellen, Spermien) und somit Uber zu
erwartende DNA-Menge zu erhalten.

Ein 500 pl Aliquot des frischen Urins wurde in einem Reaktionsgefal3 fir 5 min bei
Hochststufe (14000 x g) in einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand bis auf
etwa 50 ul abgenommen und das Sediment mit einer Eppendorfpipette vorsichtig
homogenisiert. AnschlieRend wurde 1 pl der Suspension in eine Neubauer-Zahlkammer
Uberfuhrt und mikroskopisch im Hellfeld untersucht (10 x Okular, 40 x VergroRRerung, Fa.
Zeiss).

Aliquots der gelagerten Urinansatze wurden wie oben beschrieben behandelt und 5 pl der
Suspension auf einen einfachen Objekttrdger Uberfuhrt, getrocknet und einer

anschlielenden Hamatoxylin-Farbung zur Sichtbarmachung der Zellkerne unterzogen.
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Die mikroskopischen Aufnahmen wurden an einem Zeiss Axioskop-Mikroskop durchgefuhrt.
2.1.5 Hamatoxylin-Farbung (HE-Farbung)

Fur die HE-Farbung wurden 3 Lésungen bendtigt:

Losung 1. Die Hamatoxylin-Losung nach Ehrlich besteht aus 2 g Hamatoxylin, 100 ml

96 % igem Alkohol, 100 ml aqua bidest., 100 ml Glycerin, 3 g Kalialaun, 0.1 g Natriumjodat
und 10 ml Eisessig. Die Losung muf3 mindestens 2 Wochen abgedeckt reifen.

Losung 2. Fur die Differenzierung wurde eine HCI-Alkohol-Lésung hergestellt. Sie enthielt
50 ml absoluten Alkohol, 50 ml aqua bidest. und 1 ml rauchende (36 %) Salzséaure.

Losung 3. Fir die Plasmafarbung (oder Gegenfarbung) wurde eine 1 %ige wasserige
Eosinlésung hergestellit.

Die Urinsuspension wurde mittels Eppendorfpipette auf einen Objekttrager tberfihrt und
getrocknet. Die Objekttrager wurden 12 min in Lésung 1 inkubiert und anschlieend mit
Leitungswasser abgespult. Fir die Differenzierung schlof3 sich ein Inkubationsschritt in
Ldsung 2 an, dem ein 5-10mindtiger Spulschritt mit Leitungswasser folgte. Danach wurden
die Objekttrager fur etwa 12-15 s in Lésung 3 getaucht, wieder mit Wasser abgespult und
getrocknet. Durch diese Farbung wurden die Zellkerne blau gefarbt. Andere Bestandteile

farbten sich in verschiedenen Abstufungen rot (Romeis Mikroskopische Technik, 1989).

2.1.6 DNA-Extraktion

Zum Vergleich der DNA-Ausbeute aus Urin wurden zwei unterschiedliche Methoden zur
DNA-Extraktion eingesetzt. Dabei handelte es sich um a) die Chelex- und b) die organische

Extraktionsmethode mittels Phenol und Chloroform.

2.1.6.1 Chelex-Methode

Chelex (Fa. Biorad) ist ein Harz, das als chelatkomplexbildende Gruppe das Iminodiacetat
enthélt. Diese Gruppen binden Metallionen und verhindern hierdurch eine Degradierung der
DNA. Chelex verandert den pH-Wert des Reaktionsansatzes und filhrt nach Erhitzen des
Ansatzes auf 100 °C zu einer Zerstérung der Zellmembran. (Walsh et al.,1991).

Fur die Urin-Extraktion wurden pro Person 4 ml des Urins 10 min bei maximaler Umdrehung
(14000 x g) in einer Eppendorf-Tischzentrifuge sedimentiert und der Uberstand entfernt. Das
Sediment wurde in 1 ml sterilem aqua bidest. aufgenommen, vorsichtig auf einem Vortex-
Gerat homogenisiert und fir 45 min bei R.T. inkubiert. AnschlieRend wurden die Anséatze flr
4 min bei maximaler Umdrehung sedimentiert und der Uberstand bis auf 50 pl abgenommen.
Der Ansatz wurde mit 150 pl 5 %igen Chelex, 2 Units Proteinase K und 7 pl (1 M)

Dithiothreitol-Losung (DTT) versetzt. Die Ansatze wurden anschliel3end fur 45 min bei 56 °C
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in einem Thermomixer (Fa. Eppendorf) lysiert, dann fir einige Sekunden homogenisiert und
im Wasserbad fur 8 min auf 100 °C erhitzt. AnschlieRend wurden die Proben wieder
homogenisiert und zentrifugiert, um das Harz zu sedimentieren. Der Uberstand enthielt die
DNA.

2.1.6.2 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die organische Extraktion wird meistens mit den organischen Ldsungsmitteln Phenol,
Chloroform und Isoamylalkohol durchgefiihrt. Phenol und Chloroform fuhren zu einer
Denaturierung von Proteinen, die sich nach einem Zentrifugationsschritt in der Interphase
ansammeln. Isoamylalkohol verhindert das Schaumen.

Die Lyse des Urinsediments wurde in einem Puffer (10 mmol Tris-HCI, 100 mmol NaCl, 1
mmol EDTA, pH = 8,0, 2 % SDS, 6 Units Proteinase K, 30 ul (1 M) DTT) durchgefuhrt.

Pro Person wurden nacheinander 4 ml Urin 10 min bei maximaler Umdrehung (14000 x g) in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen. Zu dem
Sediment wurden 400 ul Lysepuffer gegeben. Der Ansatz wurde kurz homogenisiert und
Uber Nacht bei 56 °C in einem Thermomixer-Gerat (FA. Eppendorf) inkubiert.

Die organische DNA-Extraktion wurde durch aufeinanderfolgendes Ausschitteln der
Zellysate mit  jeweils den gleichen Volumina an 1. Phenol, 2. Phenol-
Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch (Volumenverhaltnis 25:24:1) und 3.
Chloroform/Isoamylalkohol (Volumenverhdltnis 24:1) vorgenommen. Zur Trennung der
beiden Phasen wurden die Proben fiir 3 min mit maximaler Umdrehung (14000 x g) in der
Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert und jeweils die DNA-haltige, walrige Phase nach
jedem Zentrifugationsschritt in ein neues 1, 5 ml Reaktionsgefaf tberfihrt.

Zu der DNA-haltigen, wasserigen Phase wurde nach dem letzten Extraktionsschritt ein 1/10
Volumen 4 mol LiCl, 20 ug Glykogen zur quantitativen Ausféallung der DNA und ein einfaches
Volumen Isopropanol pipettiert. Die Fallung der DNA wurde durch Lagerung der Proben bei -
20 °C fur mindestens 1,5 h unterstiitzt. Nach Zentrifugieren fir 25 min bei maximaler
Umdrehung wurde der Uberstand dekantiert und das DNA-haltige Pellet fiir 30 min bei 56 °C
in einem Thermomixer bei gedffnetem Reaktionsdeckel getrocknet. Danach wurden die
Sedimente in 200 pl TE-Puffer (10 mmol Tris-HCI,1 mmol EDTA, pH = 8,0) aufgenommen.
Das Losen der DNA erfolgte fur mindestens 30 min bei 56 °C in dem Thermomixer
(Sambrook et al., 1989).
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2.1.7 Lagerungshbedingungen

Unter forensischen Aspekten ist es notwendig, die kernhaltigen Zellen vor Lyse und der
damit verbundenen Freisetzung der DNA zu schiitzen. In Gegenwart von zweiwertigen
Metallkationen degradieren die ubiquitar vorkommenden Nukleasen die freigesetzte DNA.
Durch Zusatz von Chelatbildnern wie EDTA und Natriumcitrat werden die evtl.
vorkommenden Metallkationen komplex gebunden und die Wirkung der Nukleasen
aufgehoben.

Fur die Lagerungsexperimente wurde der Morgenurin der Probanden in ein steriles
Becherglas Uberfuhrt, vorsichtig geschwenkt und auf 9 sterile Falcon-Rdhrchen verteilt, von
denen drei GefaRe den Chelatbildner Natriumcitrat und drei GefdRe EDTA jeweils in einer
Endkonzentration von 40 mM enthielten. Die restlichen Falcon-Réhrchen enthielten nur Urin.
Das Urin-Volumen pro RoOhrchen betrug jeweils 10 ml. Jeweils ein Rdhrchen der
unterschiedlichen Ansatze wurde bei R.T., bei +4 °C und bei -20 °C flr 14 Tage gelagert.

Zur Bestimmung des DNA-Status wurden 2 x 4 ml des frischen Urins pro Person einer DNA-

Extraktion unterzogen.

2.2 Quantifizierung und Qualitatstiberprufung der DNA

Zur Bestimmung der DNA-Menge wurde die Slot-Blot-Methode eingesetzt. Unter den
herkbmmlichen Quantifizierungsmethoden (Spektralphotometrie, Agaroseminigelelektro-
phorese und Dot- oder Slot-Blot-Methode) liefert diese den sensitivsten Nachweis. Diese
Methode erméglicht die Quantifizierung bis zu einer Detektionsgrenze von etwa 200 pg DNA
(spektralphotometrische MelRung: etwa 100 ng, Agaroseminigel und Ethidiumbromidfarbung:
etwa 20 ng, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten). Der Vorteil dieser Methode ist
zusatzlich eine Qualitatsiberprifung hinsichtlich humaner DNA-Sequenzen, auch in
Gegenwart von DNA tierischer oder bakterieller Herkunft. Die vorhandene Menge der zu
untersuchenden DNA wird anhand eines aufgetragenen DNA-Standards durch direkten
Vergleich abgeschétzt. Der Nachteil ist, dal durch einen direkten Vergleich der zu
untersuchenden Probe mit dem aufgetragenen Standard nur ein ungefahrer Wert ermittelt

wird.

2.2.1 Transfer der Nukleinsauren auf Nylonmembranen

Die in dieser Arbeit verwendete Slot-Blot-Apparatur (Typ: Manifold der Firma Gibco BRL)

wurde nach den Herstellerangaben verwendet. Fur die Durchfihrung der DNA-
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Quantifizierung wurde das ACES™2.0 Human DNA Quantitation System der Firma Gibco
BRL nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

10 pl der DNA-haltigen Losung wurden mit 100 ul Denaturierungs-Ldsung (0,5 M NaCl und
0,5 M NaOH) denaturiert und auf einer ungeladenen Nylonmembran (Nytran N der Firma
Schleicher-Schiill) mittels eines angelegten Vakuums immobilisiert. AnschlieBend wurden die
Taschen mit 400 ul Denaturierungs-Ldsung ausgespilt.

Als Quantifizierungsstandard diente die DNA einer Zellinie (K562-DNA, Firma Gibco BRL),
die in definierten Konzentrationen eingesetzt wurde. Diese aus einer menschlichen
Leukédmie-Zellinie stammende DNA wird in der Rechtsmedizin als Kontroll-DNA
standardmafiig eingesetzt.

Zur Fixierung der DNA wurde die Membran fur 30 min im Trockenschrank bei 80 °C

getrocknet.

2.2.2 Hybridisierung von Nukleinsauren

Die Prahybridisierung der Nylonmembranen, die der Glattung der Membranoberflache und
der Absattigung unspezifischer Bindungsstellen dient, wurde bei 50 °C fur 20 min in etwa 30
ml Prahybridisierungslésung (0,5 M Natriumphosphat, pH = 7,2, 0,5 % (v/v) Tween 20, 1 %
(w /v) Hammerstein Kasein und 0,02 % (w/v) Natriumazid) durchgefihrt. Die Hybridisierung
erfolgte nach  AbgieBen der Prahybridisierungslésung durch  Zugabe von
Hybridisierungslésung, die die menschenspezifische Sonde D17Z1 enthielt, bei 50 °C fir 20
min (Waye et al., 1989 und 1991). Die Sonde wurde als ein mit alkalischer Phosphatase
markiertes Oligonukleotid eingesetzt. Sie ist komplementar zu einer primatenspezifischen o-
Satelliten-Sequenz auf dem Chromosom Nr. 17 und ist Bestandteil des Human Quantitation
Systems der Firma Gibco BRL (Willard, 1985; Waye et al., 1986).

Die Sondenlésung wurde abgegossen und die Membran im Wasserbad bei 50 °C 2 x 10 min
mit je 25 ml Waschpuffer (0,5 Mol Natriumphosphat, pH = 7,2, 5 % (w/v) Tween 20)
geschwenkt, um Uberschissige und unspezifisch gebundene Sonde abzuwaschen. Danach
wurde die Membran 2 x 5 min auf dem Schiittler bei R.T. in 1 x Finalwaschpuffer (0,01 Mol
Tris-HCI, pH = 8,6 und 0,15 M NaCl) gewaschen.

Die Membran wurde 5 min in etwa 10 ml Chemilumineszenzfarbstoff Lumi-Phos Plus (Firma
Gibco BRL) geschwenkt. Der Farbstoff wurde abgegossen, die Membran in Frischhaltefolie
eingeschlagen und fur 10-30 min in einer Filmkassette mit einem Rontgenfilm (Kodak XAR)
bei R.T. inkubiert. Eine Schwérzung des Films erfolgte an den Stellen, an denen die Sonde
an die immobilisierten, komplementaren Sequenzen gebunden hatte (Walsh et al., 1992).
Die Entwicklung des Roéntgenfilmes fand in einem Entwicklungsgerat (Typ Kodak, RR-Xomat
Processor Model M7B) statt.
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2.2.3 Statistische Auswertung der Abweichung von DNA-Mengen nach

Applikation im Slot-Blot

Fur die Erfassung von Mittelwert, Standardabweichung sowie Variationskoeffizent zur
Beurteilung der  Reproduzierbarkeit  wurden  DNA-Ldsungen  unterschiedlicher
Konzentrationen in einem Modellversuch nach dem Slot-Blot-Verfahren auf Membranen
appliziert. Die Banden auf dem Rontgenfilm wurden anschlieBend mit Hilfe eines

Densitometers (Fa. Biometra) ausgewertet.

2.3 Amplifikation der einzelnen STR-Regionen

Die DNA, extrahiert aus den unterschiedlich gelagerten Urinpoben, wurde mit den Primern
fur das STR-System HumTHOL1 sowie dem AmpFLP-System D1S80 typisiert.

Die DNA-Proben der Familie mit den Chiméaren-Drillingen wurden mit dem STR-System
HUMVWFA31 und dem Geschlechtsbestimmungssystem HUMAMELX/Y typisiert.

Bei allen PCR-Zyklen finden 3 Schritte statt: 1. die Denaturierung, bei der die DNA in
Einzelstrange gespalten wird, 2. das Annealing (deutsch: Anlagerung), bei dem die Primer
an die zu ihnen komplementaren Sequenzen der Ziel-DNA binden und 3. die Extension, bei
der die Tag-Polymerase das Primer-DNA-Hybridisierungsprodukt verlangert, indem sie
entsprechend den komplementéren Sequenzen die einzelnen dNTPs einbaut.

Alle PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler (Personalcycler, Biometra) in 500 pl
Eppendorfcaps durchgefihrt. Der PCR-Ansatz wurde in einem Reaktionsvolumen von 50 pl
standardmafig durchgefiihrt. Die Standard-Ansétze sowie Primersequenzen kdénnen den
aufgefiihrten Tabellen enthommen werden. Die Tag-Polymerase wurde von der Firma

Promega bezogen.
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Tab. 1: Sequenzen der im PCR-Experiment verwendeten Primer

Locus Primersequenz Quelle

D1S80, 5'Strang 5'GAAACTGGCCTCCAAACA | Budowle et al., 1991
CTGCCCGCCG3!

D1S80, 3'Strang 5'GTCTTGTTGGAGATGCAC | Budowle et al., 1991
GTGCCCCTTGC3

HUMTHO1, 5'Strang 5'GTGGGCTGAAAAGCTCC |Edwards et al., 1992
CGATTAT3'

HUMTHO1, 3'Strang 5'ATTCAAAGGGTATCTGGG | Edwards et al., 1992
CTCTGG3

HUMVWFA31, 5'Strang 5'CCCTAGTGGATGATAAGA | Kimpton et al., 1992
ATAATC3'

HUMVWFA31, 3'Strang 5'GGACAGATGATAAATACA | Kimpton et al., 1992
TAGGATGGATGG3'

HUMAMELX!/Y, 5'Strang 5'CCCTGGGCTCTGTAAAG |Nakahori et al., 1991
AATAGTG3'

HUMAMELX!/Y, 3'Strang 5'ATCAGAGCTTAAACTGGG | Nakahori et al, 1991
AAGCTG3'

ACTBP2, 5'Strang * 5'AATCTGGGCGACAAGAG |Moller et al., 1994
TGA3'

ACTBP2, 3'Strang 5'ACATCTCCCCTACCGCTA | Moller et al., 1994
TA3'

D21S11, 5'Strang * 5TGTATTAGTCAATGTTCT |Urquhart et al., 1994
CCCCAAG3

D21S11, 3'Strang 5'TGTATTAGTCAATGTTCT |Urquhart et al., 1994
CCAG3

*Primer wurden FAM-markiert von der Fa. Perkin Elmer synthetisiert

Tab. 2: PCR-Ansatz fur die STR-Region HUMTHO1 und das Geschlechtsbestimmungs-

system HUMAMELX/Y

Substanz Endkonzentration im Ansatz
Oligonukleotidprimer 10 pmol

PCR-Puffer 10 x

dNTP-Gemisch 2mM

Template 2-3 ng DNA
Tag-Polymerase 5 U/l

BSA (bovine serum albumin) 20 ug

aqua bidest. ad 50 ul
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Tab. 3: PCR-Ansatz fir die STR-Region HUMVWFA31 und den AmpFLP D1S80

Substanz Endkonzentration im Ansatz
Oligonukleotidprimer 12.5 pmol

PCR-Puffer 10 x

dNTP-Gemisch 2mM

Template 2-3 ng DNA
Tag-Polymerase 5 U/l

BSA (bovine serum albumin) 20 pg

agua bidest. ad 50 pl

Tab. 4: Temperaturprofil der PCR fiir die STR-Region HUMTHO1

Vorgang Temperatur Dauer
Denaturierung 94 °C 20s
Annealing 64 °C 20s
Extension 70 °C 1 min
Zyklenzahl 30

Tab. 5: Temperaturprofil der PCR fiir das Geschlechtsbestimmungssystem HUMAMELX/Y

Vorgang Temperatur Dauer
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 60 °C 1 min
Extension 72 °C 1 min
Zyklenzahl 30

Tab. 6: Temperaturprofil der PCR fir die STR-Region HUMVWFA31

Vorgang Temperatur Dauer
Denaturierung 94 °C 45 s
Annealing 50 °C 30s
Extension 72 °C 30s
Zyklenzahl 30

Tab. 7: Temperaturprofil der PCR fir den AmpFLP D1S80

Vorgang Temperatur Dauer
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 65 °C 1 min
Extension 72 °C 1 min
Zyklenzahl 27
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Tab. 8: Temperaturprofil der PCR fiur das STR-System ACTBP2 und D21S11

Vorgang Temperatur Dauer
Denaturierung 94 °C 45 s
Annealing 60 °C 55s
Extension 72 °C 45 s
Zyklenzahl 30

2.3.1 Qualitatskontrolle

Die Qualitatssicherung erfolgt durch laborinterne und externe Kontrollmafinahmen.

Die Qualitéatskontrollen eines etablierten PCR-Systems erfordert intern die Untersuchung der
DNA einer Zellinie, wie z. B. K562 und einer Person aus dem Labor aufRerdem die
Kennzeichnung der Primer, des Amplifikationsprofils, der systemspezifischen allelischen
Leiter und der Elektrophoreseparameter.

Extern muf3 die gesetzlich vorgeschriebene Qualitatskontrolle durch Teilnahme an jahrlich
mindestens zwei zeitlich getrennten Spurenringversuchen (GEDNAP = German DNA
Profiling Group) erfolgen, die von der Spuren- und Qualitatssicherungskommission der
Deutschen Gesellschaft fur Rechtsmedizin durchgefiihrt wird.

Mit dem Gesetz zur Anderung der StrafprozeRordnung (DNA-Identitatsfeststellungsgesetz)
vom 24. Juni 1998 koénnen DNA-Merkmale von Tatverdéachtigen in einer vom
Bundeskriminalamt Wiesbaden eingerichteten DNA-Analyse-Datei gespeichert werden. Die
fur diese Datei relevanten PCR-Systeme umfassen HumTHO1, HumvWFA31l, HumFGA,
D21S11 und ACTBP2. Die Spurenuntersuchung kénnen von den rechtsmedizinischen
Instituten (oder Landeskriminaldmtern oder Laboreinrichtungen) durchgeftihrt werden, deren

erfolgreiche Teilnahme an einem entsprechenden Ringversuch zertifiziert wurde.
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Abb. 3: Bescheinigung Uber die erfolgreiche Teilnahme an einem Spurenringversuch in den

aufgefiihrten PCR-Systemen.

Spurenkommission der Deutschen Gesellschaft
fiir Rechtsmedizin

Bescheinigung

Das Institut fiir Rechtsmedizin in Kiel

hat am Ringversuch GEDNAP 16 zur DNA-
Typisierung forensischer Spuren im Jahre 1998

teilgenommen.

Der Ringversuch

umfafte die PCR-Systeme

THO1, VWA, FGA, ACTBP2, D21S11, F13B,
Amelogenin, DYS19, FES, CD4, TPOX und D1S80.

Erfolgreich untersucht wurden die Systeme:

THO1
VWA
FGA
ACTBP2
D21S11
F13B
Amelogenin
DYS19
FES
CD4
TPOX
D1S80

0
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w VA

Prof.

Dr. med.B.Brinkmann

Vorsitzender der Spurenkommission der
Deutschen Gesellschaft fir Rechtsmedizin
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2.4 Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

2.4.1 Horizontale Elektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate wurde die hochauflésende, horizontale,
native Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) mit ultradiinnen Gelen eingesetzt ( Allen et
al., 1989; Haas et al., 1994).

Zur Gelherstellung wurden 2 Glasplatten gleicher GroRe (24 cm x 12 cm x 0,5 cm)
verwendet. Ihre Reinigung erfolgte mit aqua bidest und anschlie3end mit 95 %igem Ethanol.
Dann wurde auf eine Glasplatte eine GelBondPAG-Folie (Firma Biozym), mit der
hydrophoben Seite der Glasplatte zugewandt, aufgelegt. Die Geldicke wurde mit 0,4 mm
breiten Abstandhaltern bestimmt. Die gereinigte Glasplatte wurde dagegen gelehnt, mit
Metallklemmen an drei Seiten befestigt und die Gelldsung durch eine Offnung in dem
Gummirahmen [uftblasenfrei hineinpipettiert. AnschlieBend auch diese Seite mit
Metallklemmen verschlossen.

Die Polymerisation erfolgte fir mindestens eine halbe Stunde bei R.T. Fur die
Elektrophorese des Gels wurden die Metallklemmen entfernt, die Glasscheiben
auseinandergenommen, der Gummirahmen entfernt und die Gelbondfolie zusammen mit
dem Gel auf die Kihlplatte der Elektrophoresekammer aufgelegt. Die DNA-haltige Lésung
wurde in die Taschen eines Applikationsstreifen (Fa. Serva), der 1 cm von der Anode
entfernt aufgelegt wurde, hineinpipettiert. Als Laufpuffer diente ein Tris-Borat-Puffer (1 M
Tris-HCI, 0,28 M Borséaure, pH = 9,0).

Zur Bestimmung der Allelkonstitution der verschiedenen Personen wurden Allelleitern
eingesetzt. Diese bestanden aus den fir jeden STR-Locus mdglichen Allelkonstellationen.
Die Allelbezeichnung erfolgte in Anlehnung an die Empfehlungen der DNA-Kommission der
International Society of Forensic Haemogenetics (ISFH). Als Positiv-Kontrolle diente die
Zellinie K562, die im HUMTHO1 die Allelkonstellation 9.3/9.3 besitzt, im HUMVWFA31 16/16,
im HUMAMELX/Y-System X-X-Merkmale und im AmpFLP-System die Allelkonstellation
18/29.

Die Elektrophorese erfolgte unter folgenden Maximalwerten: 1000 Volt (V), 35 Watt (W) und
15 Milliampere (mA) und dauerte dauerte zwischen 2 und 3 h. Die Temperatur wahrend der

Elektrophorese betrug 10 °C.
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Tab. 9: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gelelektrophorese fiir die Untersuchung der
PCR-Systeme

Genort Acrylamid- Tris-Formiat- CHES aqua bidest. APS/TEMED
Stammlésung | Puffer 0,28 M 10 %/100 %ig
30 %T/0,9%C |0,5M
HUMTHO1 7 ml 4,88 ml 2,96 ml 15 ml 200 pl/11 pl
HUMVWFA31 |7 ml 4,88 ml 2,96 ml 15 ml 200 pli/11 pl
HUMAMELX/Y |8 ml 4,88 ml 2,96 ml 14 ml 200 pl/11 pl
Genort Acrylamid- Tris-Formiat- Glycerin aqua bidest. APS/TEMED
Stammlésung | Puffer 87 % 10 %/100 %ig
30 %T/0,9 %C |0,5M
D1S80 5,5 ml 4,88 ml 2,2ml 17,2 mi 200 pl/11 pl

2.4.2 ABI Prism 377 Sequenzierautomat

Die elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate fur die STR-Systeme D21S11 und
ACTBP erfolgte mit dem ABI PRISM 377 Sequenzierautomaten und denaturierendem
Polyacrylamidgel. Die Datenerfassung erfolgt tGber Fluoreszenzdetektion. Zur Gelherstellung
wurden die Glasscheiben mit Bindesilan (einer Losung aus 40 ml absoluten Ethanol, 10 ml
10% iger Essigsaure und 1,3 ml Bindesilan) silanisiert. Die untere Scheibe wurde dann in
das Gestell eingelegt, die Abstandshalter eingebracht und die obere Glasscheibe pal3genau
eingefiihrt. Die Gellosung wurde luftblasenfrei einpipettiert und der Probenkamm
eingedrickt. Nach der Auspolymerisation (2 h) wurde der Kamm entfernt und das Gestell in
den Sequenzierautomaten eingesetzt. Dann folgte der "plate-check”, bei dem der Laser den
Lesebereich Uberprift. In die obere und untere Pufferkammer wurde 1 x TBE-Puffer (10 x
Stammldsung: 108 g Tris, 55 g Borsaure, 40 ml 0,5 M EDTA, ad 1 ) eingefillt und die
Heizplatte angelegt, sowie die Kathoden und Anoden. Es folgte der Vorlauf bei 51 °C. Der
Vorlaufpuffer (Bestandteil des Genescan-500 TAMRA-Kits der Fa. Perkin Elmer) wurde an
der oberen Gelkante aufgetragen. Durch den darin enthaltenen Farbstoff (Blau-Dextran)

werden die Geltaschen blau gerahmt und dadurch sichtbar gemacht.
Die PCR-Produkte wurden wie folgt behandelt: 1,5 pl Amplifikat wurden mit 2,5 pl Formamid,

0,5 ul Ladepuffer und 0.5 pl interner Standard gemischt und fir 4 m bei 96 °C im Thermo-

Cykler denaturiert. Jeweils 2,3 ul des Ansatzes wurden dann in die Taschen appliziert.
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Tab. 10: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gelelektrophorese flr die Untersuchung der
PCR-Systeme

Genort Amberlite Acrylamid- TBE- Harnstoff aqua bidest. | APS/TEMED
Stammlésung | Puffer(10x) 10%/100%ig
40 % T/1 %C
ACTBP2 Spatel- 5ml 5ml 18¢ 28 ml 250 pl/35 pl
Spitze
D21S11 Spatel- 5mi 5mi 18 g 28 ml 250 pl/35pl
-spitze

2.4.3 Detektion der DNA-Fragmente
2.4.3.1 Horizontale Elektrophorese

Die Detektion der Fragmente erfolgte durch Silberfarbung. Die Gele wurden fir 10 min in
einer 1 %igen HNO3 -Ldsung fixiert, mit aqua bidest. abgespdlt und fur 20 min in einer 0,2
%igen Silbernitratlésung inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt in aqua bidest. wurden
die Gele in 0,28 M Na,CO3; mit Formaldehyd (1 ml einer 37 %igen Formaldehydlésung pro
500 ml Na,CO3-Lésung) entwickelt, bis die Fragmente sichtbar wurden. Das Abstoppen der
Entwicklung der Gele erfolgte fir 5 min mit 10 %igem Eisessig. AnschlieBend wurden die
Gele fur 5 min in 1 %igem Glycerol fixiert. Das Trocknen der Gele fand Uber Nacht statt
(Bassam et al.,1991).

2.4.3.2 ABI PRISM 377 Sequenzierautomat

Nach etwa 1,5 -2 h konnten die Fragmente computergestiitzt ausgewertet werden.

Das fluoreszierende Licht der FAM-markierten DNA-Fragmente wurde dafir vom Argon
Laser verstarkt, tber mehrere Linsen gesammelt und im Spektrographen fokussiert. Nach
spektrographischer Aufspaltung des Lichtes wurde dieses lber eine CCD-Kamera (charge
coupled device) im Sequenzierautomaten erfaldt. Die Rohdaten wurden zum
angeschlossenen Computer (Power Macintosh 7200/90) transferiert und dort mit der
GENESCAN-Software: 377 Collection, Version 1.1, Gene Scan Analysis 2.02 von Perkin

Elmer bearbeitet.
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2.5 Datenanalyse

In einer Bevolkerung mit einem gleichbleibenden Genbestand findet eine standige
Rekombination der Gene statt, aber normalerweise keine Veranderung der Genfrequenz.
Wenn zudem die Genotypen in einem ganz bestimmten Verhaltnis zueinander stehen, das
sich aus den Genfrequenzen ergibt, spricht man von einem stabilen populationsgenetischen
Gleichgewicht. Dieses Gleichgewicht wird durch das Hardy-Weinberg-Gesetz beschrieben.
Bei bekannter Haufigkeit der Homo- und Heterozygoten einer Stichprobe kann man das
HWG zur Abschatzung, ob sich die Stichprobe bezlglich des betreffenden Merkmals im
populationsgenetischen Gleichgewicht befindet, einsetzen (Buselmaier et al., 1999;
KnuBmann, 1996).

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht gilt unter folgenden Voraussetzungen:

1. jedes Individuum in einer Population hat die gleiche Chance, sich mit jedem Individuum
des anderen Geschlechts mit gleicher Fruchtbarkeit zu paaren
es durfen keine Mutationen erfolgen;

3. Genimport oder -export darf nicht stattfinden

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Uberprift, ob die Annahmen des Hardy-Weinberg-Gesetz
bei den verwendeten Stichproben erfiillt sind. Dies geschah unter Anwendung des y*-Tests
(Futuyma, 1990, Wricke, 1972, Weir, 1992).

Fur die Beurteilung der Versuchsergebnisse wurden aullerdem die Hetero- und
Homozygotenrate sowie der Diskriminationsindex (Dh und die
Ubereinstimmungswahrscheinlichkeit (P,,) berechnet. Der Diskriminationsindex bezeichnet
die Wabhrscheinlichkeit, dall zwei =zuféallig ausgewahlte, nicht verwandte Personen
verschiedene Genotypen aufweisen.

Die Ubereinstimmungswahrscheinlichkeit hingegen gibt an, wie hoch die Wahrscheinlichkeit
fur zwei zuféllig ausgewahlte Individuen ist, die gleiche Allelkonstellation fir einen Locus zu
besitzen. Der Wert variiert zwischen 0 und 1. Je kleiner der Wert ist, desto geringer die
Wahrscheinlichkeit. Betragt der Wert z. B. 0,1, so bedeutet dies, daf diese Allelkonstellation
statistisch bei einer von 10 nicht verwandten Personen anzutreffen ist.

Die fur die Berechnung notwendigen Formeln sind im Anhang unter 7.8 aufgefihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die statistische Auswertung computergestitzt durch das
Institut fir Medizinische Statistik in Bonn sowie das Institut fur Rechtsmedizin der Universitat
Eppendorf, Hamburg mit Hilfe des Computerprogramms HWEANAL17 (Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht-Analyse).
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3. Ergebnisse

3.1 Urinuntersuchungen

3.1.1 pH-Werte der Probanden

Der pH-Wert im Urin verandert sich mit zunehmender Lagerungsdauer und fordert die Zell-
lyse. Deshalb wurde von jeder frischen Urinprobe der pH-Wert gemessen. Der pH-Wert
gesunder Individuen ist leicht sauer bis neutral in Abhangigkeit von den
Ernahrungsgewohnheiten. Die in dieser Arbeit ermittelten Werte liegen in dem Normbereich

gesunder Erwachsener zwischen pH=5und pH=7.
3.1.2 Zellulare Zusammensetzung des Urins

Im Rahmen der Lagerungsexperimente wurden 450 Urinproben sedimentiert, auf
Objekttrager Uberfuhrt und gefarbt. Die mikroskopische Auszahlung ergab einen
geschlechtsspezifischen Unterschied in der Verteilung kernhaltiger Zellen. Das
Harnsediment weiblicher Individuen wies hohere Anteile an exfolierten Epithelzellen
verschiedener Morphotypen (rundliche, birnenférmige und geschwénzte) auf, die aus
unterschiedlichen Bereichen der ableitenden Harnwege stammten. AufRerdem wurden
grof¥flachige Epithelzellen, Leukozyten und Zylinder (zusammengeprel3te Epithelzellen in
einer Matrix aus Protein) gesichtet. Der Anteil an Epithelzellen Uberwog alle anderen
Zelltypen. Als nichtzellulare Bestandteile wurden Calciumoxalat und Urate beobachtet.

Die bei R.T. gelagerten, gefarbten Proben ohne Zusatz enthielten flockiges Sediment,
Schleimfaden, Streptokokken und Hyphen (Abb. 4). Neben degradierten konnten auch noch
intakte Epithelzellen beobachtet werden. Dagegen waren die mit EDTA versetzten
Urinproben sedimentarm und ohne mikrobiellen Bewuchs (Abb.5). Bei 2 mannlichen
Probanden konnten Spermien z. T. in nicht auszahlbarer Anzahl nachgewiesen werden
(Abb. 6). Die mit Natriumcitrat versetzten Proben wiesen ebenfalls eine starke
Sedimentbildung auf.

Die bei +4 °C und ohne Zusatz gelagerten Urinproben waren nach 14 Tagen makroskopisch
klar. Auch mikroskopisch wurden keine Bakterien beobachtet, da mikrobielles Wachstum bei

+4 °C mit nur geringen Teilungsraten stattfindet.
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Pfeile zeigen auf intakte Epithelzellen

Abb. 4: Mikroskopische Aufnahme (10 x Vergrof3erung, 10 x Okular, Zeiss Axioskop-
Mikroskop) der Urinprobe von Proband 16, gelagert fir 14 Tage bei Raumtemperatur ohne
Zusatz, nach HE-Farbung.

Abb. 5: Mikroskopische Aufnahme (10 x Vergrof3erung, 10 x Okular, Zeiss Axioskop-
Mikroskop) der Urinprobe von Proband 16, gelagert fir 14 Tage mit Zusatz von EDTA nach
HE-Farbung. Bei den Zellen handelt es sich um Epithelzellen.
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Abb. 6: Mikroskopische Aufnahme (20 x VergréRerung, 10 x Okular mit dem Zeiss
Axioskop-Mikroskop) der frischen Urinprobe von Proband 32, nach HE-Farbung. Gut sichtbar
sind Spermien.

3.1.3 Zellzahlen der frischen Urinproben

Bei der Auszéhlung der Zellzahlen wurden Leukozyten und Epithelzellen berlcksichtigt.
Durchschnittlich konnten 5280 Zellen/ml Urin bei weiblichen Probanden und 238 Zellen/ml
Urin bei ménnlichen Probanden ermittelt werden. Bei 12 mannlichen Individuen waren die

Urinproben nicht auswertbar, d.h. es konnte weniger als 1 Zelle/ul Urin gezahlt werden.

3.2 Mengenbestimmung von DNA aus Urin

Fur die Ermittlung der extrahierten DNA-Menge wurde die DNA von 25 mannlichen und 25
weiblichen freiwilligen Probanden aus Urin (frisch und gelagert) isoliert und mittels Slot-Blot
und einer humanspezifischen Sonde quantifiziert (Abb. 7 und 8).

Die DNA-Menge der zu untersuchenden Probe wurde im direkten Vergleich mit einem

aufgetragenen Standard ermittelt.
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Abb. 7: Slot-Blot zur Quantifizierung der Gesamt-DNA-Mengen der Personen 7, 9, 16 und
42 aus jeweils 0,2 ml Urin in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Probennahme und der DNA-

Extraktionsmethode.

Auftragsschema des unten dargestellten Slot-Blot mit entsprechenden Erklarungen

2

Morgenurin,
Proband 7

Morgenurin,

Proband 7

Morgenurin,
Proband 9

Morgenurin,
Proband 9

Morgenurin,
Proband 16

Morgenurin,
Proband 42

1
Standard

A |0ng

B 10,2ng

C |10ng

D [20ng

E 14,0ng

F |10 ng

G |20ng

H (30ng

Morgenurin,
Proband 42

3 4

Mittagsurin,
Proband 7

Mittagsurin,
Proband 7

Mittagsurin,
Proband 9

Mittagsurin,
Proband 9
Mittagsurin,
Proband 16

Abendurin,
Proband 7
Abendurin,
Proband 7
Abendurin,
Proband 9
Abendurin,
Proband 9
Abendurin,
Proband 16

Proband 16 Proband 16 Proband 16

Mittagsurin,
Proband 42

Abendurin,
Proband 42

Abendurin,
Proband 42

Mittagsurin,
Proband 42

- = Chelex-Extraktion

|:| = Phenol-Extraktion

1 2 3 4

A e o R
B - ———

c ) “ R E -
E | w— R e s
F | — e — | —
G || e—— omm— _—
H || e— ~— — _—
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Abb. 8: Slot-Blot zur Quantifizierung der Gesamt-DNA-Mengen aus jeweils 0,2 ml Urin der
Personen 11 und 16 nach 14 Tagen Lagerungszeit, mit und ohne Zusatz von Natriumcitrat
(40 mmol Endkonzentration) und EDTA (40 mmol Endkonzentration).

Auftragsschema des unten dargestellten Slot-Blot mit Erklarung

1 2 3 4
Standard

A |0ng 11, o.Zusatz 11, o.Zusatz 11, o. Zusatz
B [0,2ng 11, Citrat 11, Citrat | 11, Citrat |
C [1,0ng 11, EDTA 11, EDTA 11, EDTA
D |2,0ng leer leer leer

E |4,0ng leer leer leer

F |10 ng 16, 0.Zusatz 16, 0.Zusatz 16, 0.Zusatz

G |20ng 16, Citrat 116, Citrat " | 16, Citrat |
H [40ng 16, EDTA 16, EDTA 16, EDTA

-:+4°C -:—20°C
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In der weiblichen Gruppe betrug die héchste extrahierte DNA-Menge 100 ng/ml Morgenurin,
in der mannlichen Gruppe hingegen 50 ng/ml Urin. Von 25 untersuchten mannlichen
Probanden konnte bei 5 Personen keine DNA nachgewiesen werden, d. h. die DNA-Menge
lag unterhalb von 20 ng/ml aufgetragener DNA-Probe. Dies wurde bei keinem weiblichen

Individuum beobachtet.

3.2.1 EinfluR der Extraktionsmethode

Die DNA der Probanden wurde mit zwei verschiedenen Extraktionsmethoden (Chelex-
Methode und Phenol/Chloroform-Methode) isoliert. Im Vergleich zeigt sich, dafd in der Regel

eine hohere DNA-Ausbeute mit der Chelex-Methode erzielt wurde.

3.2.2 Einflul des Tagesverlaufs

Der Vergleich von mannlichen und weiblichen Probanden zeigt, dal3 die DNA-Ausbeute im
weiblichen Kollektiv zu allen Tageszeitpunkten héher war als im mannlichen. Die grofite
Differenz ergab sich bei der Mittagsanalyse, bei der die Ausbeute hier mit beiden
Extraktionsmethoden etwa finfmal so hoch war wie bei den mannlichen Probanden. Zu den
anderen Tageszeitpunkten war die DNA-Ausbeute in der weiblichen Kontrollgruppe etwa 2
bis 3 x héher (Abb. 9 und 10).

Die DNA-Ausbeute bei den weiblichen Individuen war im Tagesverlauf mittags mit einem
Mittelwert von 55 ng/ml Urin (Chelex) am hdchsten. Bei den mannlichen Personen wurde
abends der héchste Wert ermittelt: 15,8 ng/ml Urin (Chelex). Die niedrigste DNA-Ausbeute
wurde bei den weiblichen und méannlichen Probanden morgens mit 30 ng/ml bzw. 5,8 ng/ml
Urin (Chelex) beobachtet.

Die DNA-Ausbeute mit der Phenolmethode war im weiblichen Kollektiv mittags am héchsten
(31 ng/ml) und abends am niedrigsten (15 ng/ml). In der mannlichen Gruppe wurde abends
die hochste DNA-Ausbeute (8,2 ng/ml) erzielt und mittags die niedrigste (5,4 ng/ml).

Unter Bericksichtigung der beiden Proben, die Spermien in hoher Konzentration enthielten,
wurde in der Gruppe mannlicher Probanden morgens der héchste Durchschnittswert (16

ng/ml, Chelex) und mittags der niedrigste Wert ermittelt (11 ng/ml, Chelex).
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morgens mittags abends

Abb. 9: Durchschnittiche DNA-Menge aus 1 ml Urin weiblicher Probanden in Abhé&ngigkeit

von der Tageszeit der Urinabgabe und den verschiedenen Extraktionsmethoden.

20
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E B Chelex-Extraktion
g 10 .
g B Phenol-Extraktion

]

a

morgens mittags ahends

Abb. 10: Durchschnittliche DNA-Menge aus 1 ml Urin mannlicher Probanden in Abhangigkeit

von dem Tageszeitpunkt der Urinabgabe und den verschiedenen Extraktionsmethoden.
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3.2.3 Einflul3 der Lagerungstemperatur und Chelatbildner

Die Auswirkung von Chelatbildnern wie EDTA und Natriumcitrat auf den DNA-Gehalt im

gelagerten Urin wurde in Abhangigkeit von der Temperatur untersucht. Als Kontrolle diente

die extrahierte DNA-Menge aus frischem Morgenurin.

Lagerung bei R.T.:

35

3a

25

20

ng/mil

15

10

5
,m_ L

0. Zusatz Citrat

EDTA Kontrolle

B veinliche Individuen
B mannliche Individuen

Abb. 11: Durchschnittiche DNA-Ausbeute mit der Chelex-Methode aus 1 ml Urin nach 14-

tagiger Lagerung bei Raumtemperatur, mit und ohne Zusatz von Natriumcitrat (40 mmol

Endkonzentration) bzw. EDTA (40 mmol Endkonzentration). Kontrolle: DNA-Menge aus dem

gleichen Volumen frischen Urins. Im Vergleich zum frischen Urin sank die nachweisbare

durchschnittliche DNA-Menge (mit Chelex extrahiert) nach 14-tdgiger Lagerungszeit. Aus

Urin ohne Zusatz wurden in der weiblichen Gruppe 6,7 % bzw. 5 % in der ménnlichen
Gruppe, mit Natriumcitrat 12 % bzw. 12 % und mit EDTA 69 % bzw. 74 % der urspriinglichen
DNA-Menge festgestellt.
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25

20

15

B veibliche Individuen
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Abb. 12: Durchschnittliche DNA-Ausbeute mit der Phenol-Methode aus 1 ml Urin nach 14-
tagiger Lagerung bei Raumtemperatur, mit und ohne Zusatz von Natriumcitrat (40 mmol
Endkonzentration) bzw. EDTA (40 mmol Endkonzentration). Kontrolle: DNA-Menge aus dem

gleichen Volumen frischen Urins.

Lagerung bei +4°C:

Die ermittelte durchschnittiche DNA-Menge (mit der Chelex-Methode extrahiert) aus Urin
ohne Zusatz sank in der weiblichen Gruppe auf 33 % bzw. 26 % in der mannlichen Gruppe,
mit Natriumcitrat auf 64 % bzw. Uberstieg die DNA-Menge der Kontrolle um 15 %. Mit EDTA-
Zugabe wurde im weiblichen Kollektiv 73 % der urspriinglichen Menge nachgewiesen,

wahrend bei den Mannern um 28 % mehr DNA nachgewiesen wurde als in der Kontrolle.
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Abb. 13: Durchschnittliche DNA-Ausbeute mit der Chelex-Methode aus 1 ml Urin nach 14-
tagiger Lagerung bei +4 °C, mit und ohne Zusatz von Natriumcitrat (40 mmol
Endkonzentration) bzw. EDTA (40 mmol Endkonzentration). Kontrolle: DNA-Menge aus dem

gleichen Volumen frischen Urins.
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Abb. 14: Durchschnittliche DNA-Ausbeute mit der Phenol-Methode aus 1 ml Urin nach 14-
tagiger Lagerung bei +4 °C, mit und ohne Zusatz von Natriumcitrat (40 mmol
Endkonzentration) bzw. EDTA (40 mmol Endkonzentration). Kontrolle: DNA-Menge aus dem

gleichen Volumen frischen Urins.
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Lagerung bei —20°C:

35

3a

25
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B weibliche Individuen
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0. Zusaz Citrat  EDTA  Kontrolle

Abb. 15: Durchschnittliche DNA-Ausbeute mit der Chelex-Methode aus 1 ml Urin nach 14-
tagiger Lagerung bei -20°C, mit und ohne Zusatz von Natriumcitrat (40 mmol
Endkonzentration) bzw. EDTA (40 mmol Endkonzentration). Kontrolle: DNA-Menge aus dem
gleichen Volumen frischen Urins. Die ermittelte durchschnittiche DNA-Menge (mit der
Chelex-Methode extrahiert) aus Urin ohne Zusatz lag in der weiblichen Gruppe bei 16% bzw.
8,6 % in der mannlichen Gruppe, mit Natriumcitrat bei 63% bzw. 88 % und mit EDTA bei 92
% der ursprunglichen Menge bzw. lberstieg in der mannlichen Gruppe die DNA-Menge der
Kontrolle um 25 %.
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Abb. 16: Durchschnittiche DNA-Ausbeute mit der Phenol-Methode nach 14-tagiger
Lagerung bei -20°C, mit und ohne Zusatz von Natriumcitrat (40 mmol Endkonzentration)
bzw. EDTA (40 mmol Endkonzentration). Kontrolle: DNA-Menge aus gleichem Volumen

frischen Urins.

3.3 Typisierbarkeit der DNA aus gelagerten Urinproben

Die Amplifizierbarkeit der isolierten DNA-Proben wurde mittels PCR-Reaktion mit den
Primern fur das STR-System HUMTHOL1l und fur den AmpFLP D1S80 uberprift. Die
Abbildungen 17 und 18 zeigen eine Auswahl von Amplifikaten nach Auftrennung in einem
nativen Polyacrylamidgel mit anschlieBender Silberfarbung. Eingesetzt wurde mit der
Chelex-Methode isolierte DNA. Zusammengefal3t sind die Ergebnisse in der Tab. 11. Pro
System wurden 450 Einzelproben untersucht. Die Tabelle verdeutlicht, daR mit
abnehmender Temperatur bei Einsatz von Chelatbildnern die Quote erfolgreicher
Amplifikationen zunimmt. Im Vergleich beider Geschlechter konnten mit den beiden
Systemen im weiblichen Kollektiv etwa doppelt so viele Proben erfolgreich typisiert werden
wie im mannlichen.

Die Tabelle zeigt auBerdem, daf3 im Vergleich beider Systeme mit HUMTHO1 deutlich mehr

Proben amplifiziert werden konnten als mit D1S80.
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Tab. 11: DNA-Typisierung mit den Systemen HUMTHO1 und D1S80 in Abhangigkeit der

verschiedenen Lagerungsbedingungen.

a) weibliche Gruppe

Anzahl der zu untersuchenden Proben, N = 25

Anzahl der Proben, in denen DNA Untersuchung der gesamten Proben
nicht nach- [davon davon davon davon typisierbar
weisbar typisierbar |typisierbar |typisierbar |typisierbar |mit THO1
war mit THO1 mit D1S80 [mit THO1 mit D1S80 |und D1S80
(<0.2 ng)
R.T., 17 5 2 8 3* 2
0. Zusatz |(68 %) (29 %) (12 %) (32 %) (13 %) (8 %)
R.T., 11 4 2 9 5 2
Citrat (44 %) (36 %) (18 %) (36 %) 20 %) (8 %)
R.T., 3 1 - 17 8 8
EDTA (12 %) (33 %) (68 %) (33 %) (32 %)
+4 °C,o0. |7 5 2 15 10 7
Zusatz (28 %) (71 %) (29 %) (60 %) (42 %) (28 %)
+4 °C, 4 1 1 14 Q * ** 8
Citrat (16%) (25 %) (25 %) (56 %) (38 %) (32 %)
+4 °C, 2 1 1 20 15 14
EDTA (8 %) (50 %) (50 %) (80 %) (63 %) (56 %)
-20 °C, 12 4 4 10 7 5
0. Zusatz |(48 %) (33 %) (33 %) (40 %) (29 %) (20 %)
-20 °C, 4 2 1 16 15 ** 13
Citrat (16 %) (50 %) (25 %) (64 %) (63 %) (52 %)
-20 °C, - - - 21 13 12
EDTA (84 %) (54 %) (48 %)

* =Allel-drop-out beobachtet

** =Zusatzbande detektiert

- = keine erfolgreiche Amplifikation
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b) mannliche Gruppe

Anzahl der zu untersuchenden Proben, N =25

Anzahl der Proben, in denen DNA Untersuchung der gesamten Proben
nicht nach- |davon davon davon davon typisierbar
weisbar typisierbar |[typisierbar |typisierbar |typisierbar |mit THO1
war mit THO1 mit D1S80 [mit THO1 mit D1S80 |und D1S80
(<0.2 ng)

R.T., 22 1 - 2 - -

0. Zusatz |(88 %) (5 %) (8%)

R.T., 20 - - - 2 * -

Citrat (80 %) (8%)

R.T., 12 1 3 5 6 2

EDTA (48 %) (8 %) (25 %) (20%) 25%) (8 %)

+4 °C, 18 4 2 8 4 1

0. Zusatz |(72 %) (22 %) (11 %) (32%) (17%) (4 %)

+4 °C, 11 2 3 6 4 3

Citrat (44 %) (18 %) (27 %) (24%) (17%) (12 %)

+4 °C, 10 3 1 8 6 3

EDTA (40 %) (30 %) (10 %) (32%) (25%) (12 %)

-20 °C, 18 1 - 6 3 1

0. Zusatz |(72 %) (6 %) (24%) (13%) (4 %)

-20 °C, 11 - - 6 3 1

Citrat (44 %) (24%) (13%) (4 %)

-20 °C, 7 - 2 12 10 6

EDTA (28 %) (29 %) (48%) (42%) (24 %)

* = Allel-drop-out beobachtet

- = keine erfolgreiche Amplifikation
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AL 12 34 AL 4 &6 B AL T 8 8 AL KAkZ2
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Abb. 17: Ausschnitt eines PAGE-Gels von DNA-Amplifikaten der STR-Region HUMTHO1 der
Person Nr. 16 in Abhangigkeit von verschiedenen Lagerungsbedingungen. Bahn 1: R.T.
ohne Zusatz, Bahn 2: R.T. mit Citrat, Bahn 3: R.T. mit EDTA, Bahn 4:+ 4 °C ohne Zusatz,
Bahn 5:+4 °C mit Citrat, Bahn 6:+ 4 °C mit EDTA, Bahn 7:-20 °C ohne Zusatz, Bahn 8:

- 20 °C mit Citrat und Bahn 9:- 20 °C mit EDTA. AL = Allelleiter, K562 = Positiv-Kontrolle.
Die Zahlen 6 und 9.3 bezeichnen die Allele.

AL 12 3 AL 4 & B AL Y 8 3 AL RKibZ

Abb. 18: Ausschnitt eines PAGE-Gels von DNA-Amplifikaten der AmpFLP-Region D1S80
der Person Nr. 16 in Abhangigkeit von verschiedenen Lagerungsbedingungen. Bahn 1: R.T.
ohne Zusatz, Bahn 2: R.T. mit Citrat, Bahn 3: R.T. mit EDTA, Bahn 4: + 4 °C ohne Zusatz,
Bahn 5: + 4 °C mit Citrat, Bahn 6: + 4 °C mit EDTA, Bahn 7: - 20 °C ohne Zusatz, Bahn 8: -

20 °C mit Citrat, Bahn 9: - 20 °C mit EDTA. = Allelleiter, K562 = Positiv-Kontrolle. Die Zahlen
18, 24 und 29 bezeichnen die Allele.
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3.3.1 Ergebnisse mit dem STR-System HumTHO1

Die Tabelle 12 stellt die ermittelten Allelkonstellationen der untersuchten Probanden dar. Sie
umfaldt fur den Genort HUMTHOL 15 unterschiedliche Genotypen. Bei 8 bisher detektierten
Allelen ergeben sich fur diesen Genort 36 mogliche Genotypen. Die heterozygoten
Allelkonstellationen 6/9.3 wurden bei 8 Personen (16 %) am haufigsten ermittelt, gefolgt von
8/9.3 bei 5 Personen (10 %). Zwei Genotypen (6/7, 6/9) konnten jeweils bei vier Personen
ermittelt werden. Bei 8 mdglichen homozygoten Allelkonstellationen wurde am haufigsten
9.3/9.3 bei 6 Personen (12 %) beobachtet, gefolgt von 6/6 bei 4 Personen.

Tab. 12 : Beobachtete Genotypen der 50 Individuen fir HUMTHO1 und D1S80

Anzahl |HUMTHO1 |Anzahl |[HUMTHO1 |Anzahl [D1S80 Anzahl |D1S80
Genotyp Genotyp Genotyp Genotyp
1 5/9.3 2 9/9 1 16/28 2 23/24
4 6/6 5 9/9.3 1 18/21 1 23/36
4 6/7 6 9.3/9.3 1 18/23 11 24/24
3 6/8 9 18/24 1 24/25
4 6/9 1 18/28 1 24127
8 6/9.3 1 18/31 3 24/28
1 717 1 20/24 4 24/29
2 718 1 21/24 2 24/31
2 7/9 1 22/24 1 24/37
2 7/9.3 1 22/27 1 26/28
1 8/8 1 22/29 1 28/28
5 8/9.3 1 22/31 2 31/31

Die Haufigkeiten der verschiedenen Allele des HUMTHO1-Systems von 50 nicht-verwandten
Personen sind in Abb. 19 wiedergegeben. Der Abbildung ist zu entnehmen, dal3 6 der 8
bisher beschriebenen Allele fur das STR-System HUMTHO1 bei diesen Untersuchungen
gefunden wurden. Die einzigen Allele, die in dieser Population nicht beobachtet werden
konnten, waren Allel 10 und 11. Als haufigstes Allel war 9.3 mit 33 % vertreten. Es folgte
Allel 6 mit 27 %, Allel 9 mit 14 % und Allele 8 und 7 mit je 2 %. Allel 5 konnte nur zu 1 %

beobachtet werden.
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Der ermittelte _>-Wert ergab fiir HUMTHO1 6,67. Als DI-Wert (die Wahrscheinlichkeit, mit der

2 zuféllig aus einer Population ausgewahlte Individuen verschiedene Genotypen aufweisen)
wurde mit 0,92 berechnet.

Die zu diesem Wert komplementare Ubereinstimmungswahrscheinlichkeit (P, = die
Wahrscheinlichkeit der Ubereinstimmung zweier zufallig ausgewahlter Individuen fiir eine
STR-Region) wurde mit 0,08 berechnet.

Die Heterozygotenrate betrug 78 %. Der Test auf HWG ergab 86, 33 (s. Anhang).
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Abb. 19: Verteilung der detektierten Allele von 50 Personen fiir den STR-Locus HUMTHO1

3.3.2 Ergebnisse des AmpFLP D1S80

Von den insgesamt 351 mdglichen Genotypen (Minnasch et al., 1998) konnten in dieser
Population 7,1 % (25 Genotypen) ermittelt werden (Tab. 12). Die Anzahl der heterozygoten
Individuen betrug 36, die der homozygoten 14. Unter den Heterozygoten konnte am
haufigsten die Konstellation18/24 mit 14 % (7 Individuen) beobachtet werden, gefolgt von
24/29 mit 8 % (4 Individuen) und 24/28 mit 6 % (3 Individuen). Die Konstellationen 18/21,
23/24 und 24/31 wurden bei je 2 Personen (4 %) beobachtet. Unter den Homozygoten wurde
die Konstellation 24/24 mit 20 % (10 Personen), gefolgt von 18/18 und 31/31 mit je 4 %

(jeweils 2 Personen) am haufigsten beobachtet.

40



Ergebnisse

Die Haufigkeiten der verschiedenen Allele des D1S80-Systems der 50 nicht-verwandten
Personen ist der Abb. 20 zu entnehmen.

Die Abbildung verdeutlicht, daf3 15 von 41 mdglichen Allelen fir den AmpFLP D1S80
detektiert wurden. Als haufigstes Allel war 24 mit 44 % vertreten, gefolgt von Allel 18 mit 16
%.

Nachgewiesen wurden Allel 28 (mit 8 %), Allel 31 (mit 7 %), Allel 29 (mit 5 %), Allele 22 und
23 (mit 4 %), Allel 21 (mit 3 %) , Allele 20 und 27 (2 %) und die Allele 25, 26, 32, 36 und 37
mit jeweils 1 %. Die Allele 14, 16, 38, 39, 40, 41 konnten im Rahmen dieser Untersuchung

nicht detektiert werden.
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Abb. 20: Verteilung der detektierten Allele des Locus D1S80 fiir 50 Personen.

Als _*Wert wurde fiir D1S80 60.88 berechnet. Fiir den Diskriminationsindex (DI) wurde 0,95

und fur die Ubereinstimmungswahrscheinlichkeit (Pm) 0,05 ermittelt. Die Heterozygotenrate

wurde mit 77 % ermittelt. Der Test auf HWG ergab einen Wert von 33, 66 (s. Anhang).
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3.3.3 EinfluR der DNA-Konzentration im PCR-Ansatz

Die fur eine PCR-Reaktion einzusetzende DNA-Menge sollte optimal sein, um spezifische
Amplifikationsprodukte zu erhalten. Bei einer zu hohen DNA-Template-Menge in dem
Reaktionsansatz koénnen Verfalschungen durch sogenannte Extra- oder Zusatzbanden

entstehen. Dies kdnnte als gemischte DNA-Probe falsch interpretiert werden.

AL 1 2 AL

AL 1

Abb. 21: Ausschnitt eines PAGE-Gels mit DNA-Amplifikaten der STR-Region HUMFGA
a) AL = Allelleiter, Spur 1 und 2: PCR-Produkte eines Individuumsmit Zusatzbanden

b) Al = Alleleiter, Spur 1 PCR-Produkte des gleichen Individuums ohne Zusatzbanden

a) PCR-Amplifikate ohne vorherige Quantifizierung der DNA durch Slot-Blot. Gut sichtbar
sind in den Bahnen 1 und 2 die kurzen individualspezifischen Allele (untere intensive Bande).
Die beiden langeren Fragmente, die im oberen Bereich der Allelleiter verlaufen, sind
unspezifische Zusatzbanden (schwache Banden). b) In der Bahn 1 wurde ein 1:10
verdiinnter DNA-Ansatz in die PCR-Reaktion eingesetzt. Je 5 ul PCR-Amplifikat wurde
aufgetragen und mit Silberfarbung sichtbar gemacht. Unter diesen Bedingungen wurde

ausschlieBlich das individuelle Merkmal amplifiziert.
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3.3.4 Darstellung der PCR-Systeme ACTBP2 und D21S11

Diese STR-Systeme gehtren zu den Kern-Systemen der jahrlichen Qualitatskontrollen. Zur

eindeutigen Beurteilung der meisten Fragestellungen ist eine PAGE-Analyse der PCR-
Systeme THO1, VWA, FGA, F13B, Amelogenin, DYS19, FES, CD4, TPOX und D1S80 vollig

ausreichend.

Die Auftrennung der Allele des Genortes ACTBP2 und D21S11 jedoch kénnen aufgrund der

Vielzahl bzw. der Variationen nur an einem Sequenzierautomaten prazise durchgefiihrt

werden.

a) Genort ACTBP2

ABIA GeneScan Analysis 2.0.2

Page 1 of 1

PRISM
I I240 I260 l280 l300
jzgg- 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 232 25,2 27,2 29,2 31,2 34
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N
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Abb. 22: Elektropherogramm von DNA-Amplifikaten des Genortes ACTBP2. Bahn I

Allelleiter, Bahn II: K562, Positiv-Kontrolle, Bahn Ill. Amplifikate eines Individuums. *

interner Langenstandard TAMRA-markiert. Der Primer ist 5'-FAM-markiert.
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b) Genort D21S11

PE{L GeneScan Analysis 2.0.2 : untitled 2 Display-4 Pége 10f1
|
] 7\ 3M2 322 332 35
00 ] : :
ke /\ /\ N A /\,\
4203 ‘ 29 3081 : ; :
2103 : M «
0: - PO e
1l 2R; 09+K562 (1:5) /
400] - 29 32,2 e
200 , ,‘/L -
; , N ;
: i ; : BEE 6R:13:D2 (1,57

Abb. 23: Elektropherogramm von PCR-Amplifikaten des Genortes D21S11. In Bahn I
Alleleiter, Bahn I1lI: K562, Positiv-Kontrolle, Bahn Ill: Amplifikates eines Individuums, * =

interner Langenstandard TAMRA-markiert. Der Primer ist 5'-FAM-markiert.
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3.4 Typisierungsergebnisse der Blutchimaren

3.4.1 STR-System HUMvVWFA31

Die Analyse der Speichel- und Urinproben zeigte die individuelle Allelkonstellation flr jedes
Mitglied der Familie. Danach konnte fiir das Madchen die Allelkonstellation 16/19 und fur die
beiden Bruder die Allele 15/16 detektiert werden (Tab. 13 und Abb. 24).

Die Ergebnisse der Blutuntersuchung zeigten ein Mischbild aus individuellen Allelen und den
Allelen der Geschwister. Das Madchen erhielt von beiden Brudern je einen Anteil von
hamopoetischen Stammzellen (Allel 15) und transfundierte je einen Anteil Stammzellen (Allel
19) zu den Bridern (Tab. 14 und Abb. 25).

Tab. 13: Allelkonstellationen der Familie nach DNA-Analyse der Speichel- und Urinproben.

Individuen HUMVWFA31 HUMAMELX/Y
Allelkonstellationen

Mutter 15/19 X-X

Kind 1 (Tochter) 16/19 X-X

Kind 2 (Sohn) 15/16 X-Y

Kind 3 (Sohn) 15/16 X-Y

Vater 16/19 X-Y

Tab. 14: Allelkonstellationen der Familie nach DNA-Analyse der Blutproben.

Individuen HUMVWFA31 HUMAMELX/Y
Allelkonstellationen

Mutter 15/19 X-X

Kind 1 (Tochter) 15/16/19 X-Y

Kind 2 (Sohn) 15/16/19 X-Y

Kind 3 (Sohn) 15/16/19 X-Y

Vater 16/19 X-Y
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AL M K K K Y AL K562

Abb. 24: PAGE-Gel mit dem DNA-Profil der Speichelproben der Chiméaren-Drillinge.
Untersucht wurde das STR-System HUMVWFA31. M = Mutter, K1 = Tochter, K2, K3 =
Zwillingssohne, V = Vater. Die Ziffern 15, 16 und 19 bezeichnen die Allele.

Abb. 25: PAGE-Gel mit dem DNA-Profil der Blutproben der Chiméren-Drillinge. Untersucht
wurde das STR-System HUMVWFAS31. M = Mutter, K1 = Tochter, K2, K3 = Zwillingsséhne, V
= Vater. Die Ziffern 15, 16 und 19 bezeichnen die Allele.
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3.4.2 Geschlechtsbestimmungssystem HUMAMELX/Y

Die Analyse der Speichelproben ergab das geschlechtsspezifische X-X-Muster fir die
Tochter und X-Y-Merkmale fiir die beiden Zwillingsséhne (Tab. 13 und Abb. 26).

Die Analyse der Blutproben jedoch ergab fir die Tochter wie auch fir die Séhne ein X-Y-
Muster (Tab. 14 und Abb. 27).

M K.I K2 KS
¥ bl y
X X
X X o
oy

Abb. 26: PAGE-Gel mit dem DNA-Profil der Speichelproben der Chimaren-Drillinge.
Untersucht wurde das System HUMAMELX/Y. M = Mutter, K1 = Tochter, K2, K3 =
Zwillingss6hne, V = Vater.

M Ky Ko Ks vV
y y y y
X X X X X

Abb. 27: PAGE-Gel mit dem DNA-Profil der Blutproben der Chimaren-Drillinge. Untersucht
wurde das System HUMAMELX/Y. M = Mutter, K1 = Tochter, K2, K3 = Zwillingsséhne, V =
Vater.
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4. Diskussion

4.1 Optimierung der DNA-Ausbeute

Eine optimale DNA-Extraktionsmethode ist Voraussetzung, um zum einen die Ausbeute zu
maximieren und zum anderen die die PCR stérenden Komponenten (Inhibitoren) zu
entfernen. Die Wahl der Extraktionsmethode richtet sich nach der Beschaffenheit des
biologischen Materials, nach der Menge des Spurenmaterials und nach dem vorliegenden
Zelltyp (Sweet et al.,1996). Nach der erfolgreichen Standardisierung der Verfahren wurden
am Institut fir Rechtsmedizin in Kiel in den Jahren 1997-1999 bis zu 30 gerichtsverwertbare
Befunde pro Jahr erhoben. Einige dabei geloste technische Probleme sollen anhand von

Beispielen im Rahmen dieser Arbeit diskutiert werden.

Urin enthédlt normalerweise nur eine relativ geringe Anzahl kernhaltiger Zellen (ca. 5
Leukozyten/ul). In der Praxis kann es vorkommen, daf trotz Einsatzes groRRerer Volumina
Urin (10 ml) die DNA-Menge unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Um Verluste durch nicht
optimale Extraktionsprotokolle mdglichst niedrig zu halten, wurden zwei unterschiedliche
Methoden parallel durchgefthrt.

Der Vergleich zweier Extraktionsmethoden (Phenol-Chloroform-Methode und Chelex-
Methode) im Rahmen dieser Arbeit zeigte, dal} eine hohere DNA-Ausbeute aus Urinproben
mit dem Chelex-Protokoll erzielt werden konnte. Bei dieser schnelleren und einfacheren
Aufbereitung werden keine die nachfolgende PCR-Reaktion stérenden Ldsungsmittel
eingesetzt. Die Methode eignet sich gut flir Spurenmaterial mit geringen Zellzahlen, wie z. B.
Urin. Diese Beobachtung wurde auch von anderen Autoren gemacht (Singer-Sam et al.
1989; Walsh et al., 1991).

Die klassische Phenol-Chloroform-Extraktion lysiert die Zellen und trennt die DNA von
storenden Komponenten durch Ausschiitteln mit organischen Ldsungsmitteln. Neben den
methodischen Nachteilen der Phenol-Extraktion (Spuren von Ldsungsmitteln verbleiben in
der wassrigen, die DNA enthaltenden Phase und behindern mdglicherweise die
nachfolgende PCR-Reaktion) ergeben sich gegenliber der Chelex-Methode durch
Pipettiervorgénge ein hoheres Kontaminationsrisiko sowie ein hdherer Zeitaufwand.

Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist, dal? Anteile der DNA wahrend des Transfers in ein
frisches Reaktionsgefal3 mit der Interphase verworfen werden. Dies ware eine Erklarung
daflr, dafd in einigen gelagerten Urinproben der DNA-Gehalt héher war als in der Kontrolle,

die die DNA aus der frischen Urinprobe enthielt. Andere Ursachen kénnten in einer nicht
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ausreichenden Homogenisierung der Urinproben bzw. Pipettierungenauigkeiten zu finden
sein.

Von Jung et al. (1991) wurden beide Extraktionsmethoden an Blutproben auf
Baumwolltragern verglichen. Bei der Anwendung der Chelex-Methode wurde hierbei eine bis
zu 6fach hohere Ausbeute beobachtet. Vandenberg et al. (1997) verglichen die Effizienz
unterschiedlicher DNA-Extraktionsmethoden an Blutproben und erzielten mittels Chelex-
Methode die besten Ergebnisse. Sweet et al. (1996) erhielten bei der Untersuchung von
Speichelproben mittels Chelex die hochsten Ausbeuten. Bei Vergleichsuntersuchungen
zwischen verschiedenen Methoden konnte mit Chelex eine groRere Probenzahl erfolgreich
typisiert werden. Mit guten Ergebnissen konnte die Chelex-Methode auch bei
problematischen Spurentrdgern eingesetzt werden, z. B. indigogefarbten Hosen. PCR-
Inhibitoren wie z. B. Indigo-Farbstoffe und Detergenzien wurden von dem Chelex besser
gebunden (Del Rio et al., 1996).

In der forensischen Praxis zeigt sich jedoch, daf nicht alle in Textilfarbstoffen enthaltenen
Inhibitoren von Chelex gebunden werden. Bei einem intensiv roten Spurentrager konnten die
mitextrahierten stérenden Komponenten erst nach der Behandlung mit Ldésungsmitteln
entfernt werden.

Die Phenol-Chloroform-Methode eignet sich besser fiir Spurenmaterial, bei dem die DNA
aus einer harten Matrix, wie z. B. aus Zahnen und Knochen herausgelést werden mufd
(Pfeiffer et al., 1999). Dies zeigte sich bei der Identifikation eines Zahnes, der in einem
Brotchen in einem Schnellrestaurant in Spanien gesichert und in dieses Institut zur
Begutachtung eingeschickt wurde. Dabei handelte es sich um ein Zahnfragment ohne
Wourzelbereich, das einer intensiven Mikrowellenbestrahlung (1400 W) ausgesetzt gewesen

war. Mittels DNA-Sondentechnik konnte u. a. die Humanspezifitat bestétigt werden.

Fur ein eindeutiges PCR-Ergebnis ist eine optimale DNA-Konzentration im Reaktionsansatz
besonders wichtig. Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit haben gezeigt, dal’ zu groR3e
DNA-Einsatzmengen zu sogenannten Extrabanden fuhren. (s. Punkt 3.3.3). Das sind
Banden, die neben den individuellen Allelen auftreten. Diese DNA-Fragmente sind in der
GroRRe variabel und kdnnen sowohl aul3erhalb als auch im Bereich des Standards liegen.
Eine sichere Interpretation wird dadurch erschwert.

Die Abschatzung der DNA-Konzentration nhach dem Slot-Blot-Verfahren erfolgte in dieser
Arbeit durch Vergleich mit den Signalintensitdten aufgetragener Standardproben in
definierter Konzentration (“"side-to-side-Vergleich™). Durch die Konzentrationsspriinge kann
es bei der Abschatzung zu Unscharfen kommen. Eine gréRere Fehlerquelle kdnnen
Verunreinigungen in den DNA-Extrakten, wie z. B. Zelltrimmer, Fasern oder unvollstandig

lysierte Haare bilden, die durch die angewandte Extraktionsmethode nicht entfernt wurden
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und die die Fixierung auf der Membran behinderten. Der Vorteil der Slot-Blot-Methode fir die
forensische Praxis ist, daR die eingesetzte Sonde D17Z1 in einem DNA-Gemisch
unterschiedlicher Herkunft spezifisch nur an humane Sequenzen bindet. Spurenmaterial wie
Z. B. gelagerter Urin ist in der Regel mit Mikroorganismen kontaminiert. Auch Pflanzen- oder
Tierzellen, deren DNA bei der Extraktion mit in die DNA-Probe gelangt, kénnen sich am

Spurentrager befinden.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dafl3 die zellulare Zusammensetzung
und daher die extrahierbaren DNA-Mengen aus dem Urin der Probanden sehr variabel sind.

Die im Urin weiblicher Probanden haufiger anzutreffenden kernhaltigen Zellen (Epithelzellen
und Leukozyten) haben ihren Ursprung wahrscheinlich im Genitalbereich. Nach Prescott
(1966) sind kernhaltige Zellen haufiger bei Méannern anzutreffen, jedoch liegt die Ursache
dieser Feststellung wohl eher in der bei Prescotts Untersuchung verwendeten Probennahme
begriindet. Bei Mannern untersuchte er Spontanurin, bei Frauen gewann er die Harnprobe
durch eine Art Katheterisierung, bei der der Harn nicht mit dem Genitalbereich in Berlhrung
kam. In der Regel enthalt der Urin mannlicher Probanden nur sehr geringe Zahlen
kernhaltiger Zelltypen. Dies zeigte sich auch in der Praxis wenn zu toxikologischen
Untersuchungen nachtraglich Urinprobe mittels DNA-Analyse zu ldentitatszwecken typisiert

werden muissen.

Auch Spermien konnten im Rahmen dieser Arbeit in zwei Proben von mannlichen
Probanden beobachtet werden. Bei Mannern gelangen Spermien aufgrund des
anatomischen Aufbaus des Urogenitaltraktes in den Urin, bei Frauen hingegen kdnnen
Spermien postcoital im Urin zu finden sein. In der forensischen Praxis sollte daher eine
mikroskopische Untersuchung der Urinproben nicht nur zur Erfassung kernhaltiger Zelltypen
zur Abschatzung der zu erwartenden DNA-Menge durchgeflihrt werden, sondern auch im
Hinblick auf das Vorliegen von Mischtypen (z. B. Spermien in weiblichen Urinproben). Im
Rahmen von Sexualstraftaten kann das ein weiteres Beweismittel sein. Normalerweise wird
bei Verdacht des VerstoRes gegen die sexuelle Selbstbestimmung von Frauen und Kindern
das zu untersuchende Material zunachst einem Vortest auf Saure Phosphatase unterzogen,
einem Enzym, das im Ejakulat des Mannes vorkommt. Bei positiver Reaktion werden dann
kleine Bereiche mikroskopisch begutachtet. In der Regel sind intakte Spermien sehr selten
nachzuweisen. Deshalb schlieBt sich eine molekulargenetische Untersuchung im
Amelogenin-Geschlechtsbestimmungssystem zum Nachweis méannlicher Merkmale an.
Diese Untersuchung ist in der Praxis der sicherste Nachweis, auch dann, wenn das Ejakulat
aus medizinischen Griinden keine Spermien enthélt (Scott et al. 1963; Prescott, 1965; Prinz
et al., 1993; Potsch et al., 1992; Milde et al., 1999).
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4.2 Lagerungstemperatur und Chelatbildner

Fur weiterflhrende Untersuchungen muf biologisches Spurenmaterial Gber einen langen
Zeitraum (fur mindestens 2 Jahre) verflgbar sein. In der Praxis hat sich gezeigt, dal3 die
Lagerung von Spurenmaterial bei ungeklarten Straftatbestanden fiir Jahrzehnte sinnvoll ist.
Durch verbesserte Analyse-Techniken koénnen diese Asservate an der Aufklarung von
Straftaten, die vor langer Zeit begangen wurden, beitragen. Zu diesen Spuren gehdren
Kdorperflissigkeiten, Epithelzellen an Abklebefolie gesichert, Korperteile, Zahne und
Knochen. Optimale Lagerungsbedingungen sind daher Voraussetzung, um auch nach
Jahren noch reproduzierbare und vor Gericht verwertbare Ergebnisse zu erhalten.

Speichel-, Blut,- und Spermaspuren werden auf dem Spurentrager getrocknet und sind bei
dieser Vorgehensweise auch nach Jahrzehnten typisierbar. Gewebeasservate werden bei
-20°C eingefroren und kdnnen je nach Zustand zum Zeitpunkt der Entnahme noch typisiert
werden. Dies zeigte sich bei mehreren Fallen zur Aufklarung von biologischen
Verwandtschaftsverhéltnissen. Im Rahmen dieser konnten auf der Grundlage von z. T.
hochgradig degradierten Gewebeasservaten der verstorbenen Putativvater bzw.
Putativmutter mittels STR-Systemen und PCR-Technik die Vaterschaft bzw. Mutterschaft

nachtraglich aufgeklart werden.

Problematisch war die Lagerung beim Urin. Urin enthalt nur geringe Zahlen kernhaltiger
Zellen und kann deshalb nicht auf einem Wattetrdger asserviert werden, sondern nur in
groeren Volumina. In der toxikologischen Abteilung werden Urinproben deshalb langfristig
bei -20 °C aufgehoben. Wie in anderen Experimenten beschrieben wurde, fihrt dies jedoch
beim Auftauvorgang zu DNA-Verlust durch Degradierung. Um fir diese Kdrperflissigkeit
eine nachtragliche Typisierung auch nach Jahren zu gewahrleisten, wurden
Lagerungsexperimente mit Komplexbildnern durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dal3 durch die Zugabe von EDTA zu Urinproben die DNA-Ausbeute bei allen

untersuchten Lagerungstemperaturen erheblich gesteigert werden konnte (Milde et al.,1999).

Bei Raumtemperatur und ohne Zusatz gelagert, konnte in den Urinproben mikroskopisch ein
Bewuchs der Proben durch Bakterien und Hefen beobachtet werden. Der gemessene pH-
Wert war zu diesem Zeitpunkt stark alkalisch (pH = 10). Die Veranderung des pH-Wertes ist
wahrscheinlich auf bakterielle Aktivitat zurlickzufihren und mdoglicherweise fir den
Zellverlust durch Zellyse verantwortlich. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit den
Beobachtungen anderer Autoren. Nach deren Beschreibungen setzt der Abbauprozel3 schon
unmittelbar nach dem Harnlassen ein (Pétsch et al. ,1992; Medintz et al., 1994). Durch

EDTA wurde das mikrobielle Wachstum in den Urinproben gehemmt. Bei Gram-negativen
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Bakterien hat Calcium eine die Lipopolysaccharidschicht stabilisierende Funktion. Durch die
Zugabe von EDTA zum Nahrmedium stehen diese Metallkationen fiir den Zellwandaufbau
der Bakterien nicht mehr zur Verfligung. Die Bakterienzellen werden lysiert (Schlegel, 1985).
Auch Enzyme benétigen fir ihre Aktivitat Metallkationen. Durch EDTA werden diese

Kationen gebunden und der bakterielle Stoffwechsel gehemmt.

Bei +4 °C sind Bakterienwachstum und enzymatische Aktivitaten in Urinproben auch ohne
Zusatz von konservierenden Mitteln herabgesetzt. Es koénnen deshalb nach langer
Lagerungszeit noch intakte Zellen nachgewiesen werden. Die DNA-Ausbeute war ohne
konservierende Mittel im Vergleich mit den anderen untersuchten Temperaturen bei +4 °C
am hochsten (Brinkmann et al., 1992; Prinz et al,. 1993).

Bei -20 °C und ohne Zusatz gelagerte Proben zeigten eine deutliche Abnahme des
extrahierbaren DNA-Gehaltes. Eine Ursache ist wahrscheinlich in Eiskristallen zu finden, die
beim Auftauvorgang die Zellmembran zerstéren und die freiliegende DNA Nukleasen
zuganglich machen. Eine Mdoglichkeit, diesen Vorgang zu verhindern, die aber hier nicht
untersucht wurde, ware auch die Zugabe von Glycerin zu den Urinproben vor dem Einfrieren.
Nach Poétsch (1992) wird jedoch eine verbesserte Zellyse gerade schwer lysierbarer,
keratinisierter Ubergangsepithelien der ableitenden Harnwege durch mehrmaliges Auftauen
und Einfrieren der Urinproben beobachtet. Diese Vorgehensweise ist jedoch nicht
unproblematisch, da gerade bei dieser Praxis nach Tsongalis et al. (1996) starke
Degradierungsprozesse beobachtet werden kdnnen. Die nachfolgende Amplifikation wird
dadurch erschwert.

Eleganter ist es, diese die Zellyse erschwerende Membranstruktur - wie in dieser Arbeit
durchgefiuihrt - durch Dithiothreitol (DTT) und langere Inkubationzeit aufzulésen. Bewahrt hat
sich dieses Reduktionsmittel in Kombination mit einer optimalen Lysetemperatur auch bei

der Auflésung von den in Spermien vorkommenden schwefelhaltigen Proteinen.

Die Zugabe von EDTA zum Urin bindet zweiwertige Metallkationen. Nukleasen bendétigen
jedoch diese Kationen, um aktiv zu sein. Durch die Zugabe von EDTA wird die Degradierung
der wahrend des Auftauprozesses freigesetzten DNA durch ubiquitdr vorkommende DNasen
verzdgert. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen anderer Autoren, die den
Einflul von EDTA bei der Lagerung von Blut beschrieben (Gustafson et al., 1987; Lahiri et
al., 1993; Bomjen et al., 1996).

Zusatzlich zu EDTA wurde Natriumcitrat untersucht. Beide Komplexbildner bilden mit
Erdalkalimetalle z.T. sehr stabile wasserlosliche Chelatkomplexe. Der Vergleich beider

Komplexbildner zeigte, dal3 Natriumcitrat im Vergleich mit EDTA weniger gut als Stabilisator
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geeignet ist. Die DNA-Ausbeute war deutlich niedriger. Eine der wichtigsten Ursachen ist
wahrscheinlich in dem durch diese Verbindung geférderten bakteriellen Wachstum zu sehen.
In den Proben bildet dieser Chelathildner offensichtlich eine zusatzliche Kohlenstoffquelle fir

die vorhandenen Bakterien.

4.3 Amplifizierbarkeit der DNA

Die DNA-Proben, die aus Urin mittels Chelex extrahiert worden waren, wurden auf ihre
Amplifizierbarkeit Gberprift.

Die Typisierungsergebnisse zeigen, dal3 trotz einer ausreichenden "Template"-Konzentration
gelegentlich ein Ausbleiben der DNA-Amplifikation beobachtet werden konnte (Tab. 11). In
Verdéffentlichungen anderer Autoren wurden ahnliche Beobachtungen beschrieben (Pétsch et
al.,, 1992; Prinz et al, 1993). Die genaue Ursache der Polymerase-Hemmung im
Reaktionsansatz konnte hier nicht geklart werden. Naturgemal ist die Zusammensetzung
des Urins sehr variabel. Es kdnnen unterschiedliche Stoffwechselendprodukte,
nukleosidanaloge Verbindungen als Metabolite der Nahrung, Reste von Medikamenten und
Drogen nachgewiesen werden, die bei der DNA-Extraktion nicht entfernt wurden. Durch die
Zugabe von BSA (bovine serum albumin) zum Reaktionsansatz konnten bei einigen Proben
Amplifikationen erzielt werden, bei denen zuvor - ohne BSA - ein Ausbleiben der PCR-
Reaktion beobachtet worden war. BSA hat nach Akane et al. (1994) die Funktion, Inhibitoren

zu binden.

Der mikrobielle Bewuchs in den Urinproben und deren mitextrahierte Fremd-DNA hat nach
Prinz et al. (1993) einen hemmenden EinfluR auf die PCR-Reaktion. In systematischen
Versuchen konnte mit zunehmender Konzentration von Fremd-DNA im Reaktionsansatz ein
Ausbleiben der PCR-Reaktion beobachtet werden. Um die stoérenden mikrobiellen
Kontaminanten von den humanen Zellen vor der DNA-Extraktion zu entfernen, wurde in dem
Versuch von Prinz der Urin durch eine Siebvorrichtung aus Gaze (53 um Porengrof3e)
zwischen zwei ineinander gestellten Zentrifugengefalen gefiltert. Die Rate der typisierbaren
Proben nahm daraufhin deutlich zu.

Dieser Ansatz ist jedoch sehr umsténdlich und fuhrt unter Umstanden zu Materialverlust und
Kontaminationen durch die zusatzlichen Arbeitsschritte. Deshalb wurde in der vorliegenden

Arbeit durch die Zugabe von EDTA das Wachstum der Mikroorganismen gehemmit.
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Die Gegenwart einer optimalen Magnesiumkonzentration in dem PCR-Reaktionsansatz ist
eine Voraussetzung fir eine einwandfreie Funktionsweise der Tag-Polymerase (Kloosterman
et al.,, 1993). Zusammen mit den Desoxynucleosidtriphospaten (dNTPs) bilden sie einen
l6slichen Komplex, der fur den Einbau der dNTPs ausschlaggebend ist. Ausserdem stimuliert
Magnesium die Polymeraseaktivitat. Im allgemeinen verringert eine ungenlgende
Magnesium-Konzentration die Bildung der Amplifikate. Nicht ausreichend entfernte EDTA-
Anteile in den Urinproben stéren daher die Tag-Polymerase. Die DNA-Extraktion mit der
Chelex-Methode fuhrt jedoch zu einer deutlichen Verdinnung des EDTA-enthaltenden
Urinsediments. Die Typisierungsergebnisse zeigen, dal in der Regel die DNA aus
Urinproben, die mit EDTA gelagert worden waren, haufiger amplifiziert werden konnten als
DNA aus Urinproben ohne EDTA.

Die Ergebnisse in dieser Untersuchung verdeutlichen, daf3 die Typisierungsquote fir das
STR-System HUMTHO1 héher war als fur D1S80. Dies lie3 sich bei allen untersuchten
Parametern beobachten. Die Amplifikation kurzer DNA-Abschnitte ist vor allem bei
hochgradig verfaultem und altem Spurenmaterial mit HUMTHO1 noch erfolgreich. Dies zeigte
sich auch bei der Identifizierung eines Schadels nach etwa 10jahriger Liegezeit in einem
Erdgrab. Nach der Extraktion der DNA aus dem Wourzelbereich (Pulpakanal und
umgebendes Dentin) eines Backenzahnes konnten ausschlie8lich kurze Zielsequenzen
erfolgreich vervielfaltigt werden.

Bei dem AmpFLP D1S80 fiel das Phanomen auf, dal3 bei heterozygoter Allelkonstellation
das groRRere Allel nicht immer zuverlassig mitamplifiziert wurde, das sogenannte "Allel-drop-
out". Die Ursache hierfir ist nicht vollstandig bekannt, jedoch wurde es ausschlie3lich bei
gelagerten Urinproben beobachtet und ist moglicherweise auf zunehmende Degradierung

der DNA zuriuckzufiihren. Dieses Ereignis kann zu Fehlinterpretationen fiihren.

Auch konnte das Auftreten von Extrabanden beobachtet werden (s. Punkt 3.3.3). Neben dem
Einsatz einer nicht optimalen Template-Konzentration im Reaktionsansatz kénnen diese
Extrabanden auch auf eine zu hohen Anzahl von PCR-Zyklen zuriickzufiihren sein
(Kloosterman et al., 1993; Cosso et al., 1995).

Die in der Literatur beschriebenen Zwischenallele, die aufgrund von Variationen innerhalb

der Sequenzen entstehen und eine anodale oder kathodale Verschiebung der Allele

verursachen, konnten in dieser Arbeit nicht detektiert werden (Duncan et al., 1997).
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4.4 Statistische Datenauswertung

4.4.1 STR-System HUMTHO1

Der jeweilige Anteil verschiedener Allele in einer Populationsstichprobe wird als relative
Haufigkeit (Genfrequenz) angegeben. Die Frequenzangabe eines Allels bildet die Grundlage
der biostatistischen Berechnung der Wabhrscheinlichkeit fiir die Taterschaft eines
Beschuldigten. Als Richtlinie wird fir jedes rechtsmedizinische Institut ein
Stichprobenumfang von 200 nicht-verwandten Personen als Populationsstudien empfohlen.
Im Vergleich mit umfangreicheren Populationsstichproben in Deutschland wurde bei den
Untersuchungen dieser Arbeit eine nahezu Ubereinstimmende Anordnung der Allele nach
Haufigkeit festgestellt.

Am haufigsten wurde jeweils das Allel 9.3 nachgewiesen. Die relative Haufigkeit betrug 27 %
bei 183 nicht-verwandten Personen in Suddeutschland (Gunther et al, 1996) und 36 % bei
232 nicht-verwandten Personen in Norddeutschland (Minnasch et al., 1998). Im Rahmen der
verhaltnismafiig kleinen Stichprobe dieser Arbeit wurde das Allel 9.3 mit 33 %
nachgewiesen.

Es folgten mit abnehmender Haufigkeit die Allele 6 und 9. Diese wurden in der stiddeutschen
Populationsstichprobe zu 23 % bzw. 9 % beobachtet und in der norddeutschen zu 20 % bzw.
15 %. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Allelfrequenz von 27 % bzw. 15 % ermittelt. Es
folgten in der Rangfolge die Allele 7 und 8. Die Allele 10 und 5 wurden nur in der
siiddeutschen Untersuchung detektiert, jedoch nicht in der norddeutschen oder im Rahmen
dieser Arbeit. Die Haufigkeitsverteilung macht deutlich, daf3 hinsichtlich des Auftretens

bestimmter Allele ein Nord-Sudgefélle zu beobachten ist.

Die populationsgenetischen Untersuchungen im auf3ereuropdischen Raum zeigen, dafd
teilweise groRe Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens einzelner Allele zwischen
Europiden, Negriden und Mongoliden bestehen (Van Oorschot, 1994; Budowle et al., 1997).
Dies konnte auch bei der Aufklarung einer Todesermittlungssache an diesem Institut
beobachtet werden. Die DNA-Analyse des Spurenmaterials offenbarte ein Allel, das typisch
ist fir die Gruppe der Bantus in Afrika. In den deutschen Populationsuntersuchungen wird es
aufgrund des aulerst seltenen Auftretens jedoch nicht berlcksichtigt. In diesem Falle konnte

eine statistische Auswertung aufgrund fehlenden Datenmaterials nicht durchgefiihrt werden.
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Wie die obigen Ausfihrungen zeigen, koénnen durch den Einsatz Uberregionaler
Datenbanken Fehler in der Abschatzung der Aussagekraft auftreten. Im Gerichtsverfahren
wird dadurch moglicherweise eine Person zu Unrecht entlastet oder belastet.

Anhand der fur diese Stichprobe ermittelten Daten wurden verschiedene Kriterien hinsichtlich
der Einsetzbarkeit des HUMTHO1-Systems fiir die Routine diskutiert.

Eine hohe Heterozygotenrate bedeutet eine intensive Durchmischung unterschiedlicher
Allele. Die Aussagekraft eines PCR-Systems wird dadurch erhoht, dal? mehrere Variationen
zur Differenzierung von Individuen zur Verfigung stehen. In dem HUMTHO1-System konnte
in dieser Arbeit eine Heterozygotenrate von 72 % beobachtet werden. Dieser Wert deckt sich
mit der norddeutschen Untersuchung, die 232 Personen umfafdte. Die in Stddeutschland
durchgefuihrte Populationsuntersuchung mit 183 Probanden ergab eine wesentlich hdhere
Heterozygotenrate (83 %).

Die Unterscheidungsmdglichkeit von Personen wird durch den Diskriminationsindex
angegeben. Je hoher der DI-Wert, desto besser sind zwei Personen voneinander
unterscheidbar. Der in dieser Arbeit berechnete Index betrug 0,92 und deckte sich mit
vergleichbaren  Populationsstudien (Haas et al, 1996). In umfangreicheren
Populationsstudien wurden niedrigere (norddeutsche Stichprobe) oder gleiche (stiddeutsche

Stichprobe) Werte ermittelt.

Zusammenfassend kann die Schluf3folgerung gezogen werden, dal3 reprasentative und fur
die Praxis einsetzbare Ergebnisse fir dieses System auch mit wesentlich kleineren

Stichproben erzielt werden kbénnen.

4.4.2 AmpFLP D1S80

Fur dieses PCR-System wurde im Vergleich der ermittelten Ergebnisse dieser Studie mit
anderen Populationsuntersuchungen eine abweichende Allelanordnung und -verteilung
beobachtet.

Das Allel 24 wurde in der vorliegenden Untersuchung sowie bei den anderen Statistiken am
haufigsten ermittelt. Bei der Auswertung von 218 nicht-verwandten Personen in Nordrhein-
Westfalen wurde es zu 37 % (Skowatsch et al., 1992) und in Norddeutschland unter 232
nicht-verwandten Personen zu 36 % (Minnasch et al., 1998) nachgewiesen. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine relative Haufigkeit von 44 % ermittelt.

In der Reihenfolge der Frequenzen folgte das Allel 18 zu 25 % (Skowatsch), zu 23 %
(Norddeutschland) und 16 % im Rahmen dieser Untersuchung. Allel 28 wurde zu 7 %
(Norddeutschland) und zu 8 % in dieser Arbeit beobachtet. In der nordrhein-westfélischen

Untersuchung schlof3 sich Allel 31 zu 5 % an.
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Ein Kriterium fur den Einsatz eines PCR-Systems in der forensischen Spurenanalyse ist eine
mdglichst gleichmaRige Verteilung der bei einer populationsgenetischen Untersuchung
beobachteten DNA-Fragmente auf alle bekannten Allele dieses Systems. Die Aussagekraft
dieses System wird dadurch erhéht.

In der vorliegenden Arbeit konnten von 29 mdglichen Allelen neben den 3 erwahnten noch
12 weitere mit einer geringen Haufigkeit nachgewiesen werden. Trotz des ausgepragten
Polymorphismus wurden am haufigsten die Allelkonstellationen 24/24 (11 Personen) und
18/24 (9 Proben) detektiert. Diese Beobachtung stimmt mit den anderen Statistiken Uberein.
Entsprechend niedrig fiel die Heterozygotenrate mit 0.7 aus (0,84 und 0,81 bei den anderen
Untersuchungen). Der Diskriminationsindex wurde mit 0,93 ermittelt und ist identisch mit der
norddeutschen Studie. Die Ubereinstimmungswahrscheinlichkeit bei beiden Untersuchungen
betrug 0,07.

Bei der DNA-Analyse unter Einsatz dieses Systems ist daher die Wahrscheinlichkeit héher,
daR zuféllig identische Allelkonstellationen nachgewiesen werden. Fir eine
gerichtsverwertbare Bestimmung miuissen in solchen Fallen weitere Untersuchungen
durchgefuhrt werden. Liegt Untersuchungsmaterial mit geringem DNA-Gehalt und begrenzter
Ausgangsmenge (z. B. Urinanhaftungen an Kleidungssticken des Opfers) vor, ist der

Einsatz anderer PCR-Systeme diesem in jedem Fall vorzuziehen.

Die Ergebnisse, die fir den Genort D1S80 ermittelt wurden, lassen die Schlul3folgerung zu,

daR dieses PCR-System fur die DNA-Analyse von Spurenmaterial nur bedingt einsetzbar ist.

4.5 DNA-Typisierung der Blutchiméaren

Die DNA-Analyse der Blutproben der Drillinge mit Blutchimarismus ergab mit beiden
eingesetzten PCR-Systeme (HUMVWFA31 und HUMAMELX/Y) ein "Pseudo-Mischbild".

Die typisch mannlichen X-Y-Merkmale im Geschlechtsbestimmungssystem wurden auch bei
dem weiblichen Drilling nachgewiesen. Die beiden Banden lagen in etwa der gleichen
Intensitéat vor. Schluf3folgernd wére ein weiblicher Straftater bei der Aufklarung eines
Straftatbestandes irrtimlicherweise ausgeschlossen worden.

Nach ihrer Entstehungsform koénnen zwei Gruppen von Blutchimarismus unterschieden
werden. Die hier vorgestellte Form gehdrt zu dem spontanen, der durch GefaRanastomosen

der Plazenten und anschlieBender Transfusion von Blutstammzellen entsteht. Die variablen
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Blutzellanteile fuhren bei einer DNA-Analyse zu einer unterschiedlich intensiven
Vervielfaltigung der Allele. Dies zeigt sich besonders in dem HUMVWFA31-System. Hier
ergab sich fir die Drillinge ein Muster aus drei unterschiedlich intensiv vervielfaltigten Allel-
Abschnitten (Abb. 25). Anhand der Bandenkonstellationen der Blutuntersuchung zeigte sich
im Vergleich mit der Urin-/Speichelanalyse, dafl3 das Merkmal, das der weibliche Drilling von
den beiden Zwillingsbridern empfangen hatte, haufiger (starker) amplifiziert wurde. Im
Unterschied dazu lieRR sich das Allel, das die Brider von der Schwester erhalten hatten nur
sehr schwach darstellen. Vermutlich beeinfluRt nicht nur die Lange der Transfusionszeit,
sondern auch die Zahl der Spender (Zwillings-Geschwister) die Menge der Stammzellen, die
auf den Empfanger Ubertragen werden (Hosoi, 1977; Hansen et al., 1978; 1984 und 1993).
Der spontane Blutchimarismus bleibt lebenslang in einem Individuum etabliert. Im Gegensatz
dazu sind der kuinstliche, der nach einer Bluttransfusion sowie der Blutchimérismus, der nach
einer allogenen (griech. = fremd) Knochenmarktransplantation entsteht, nur voribergehend
nachzuweisen (Tippet, 1983; Farber et al., 1989; Gill, 1977).

Bei der Beurteilung einer "Pseudo-Mischspur" wére deshalb irrtiimlich von der Beteiligung
mehrerer Personen als Spurenverursacher ausgegangen worden. Um diese Fehlerquelle bei
der Interpretation von Mischspuren zu vermeiden, sollte zum einen das Auftreten dieser
genetischen Besonderheit bei der DNA-Analyse beriicksichtigt werden und zum anderen

bevorzugt Urin- bzw. Speichelproben untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Die Korperflissigkeiten Urin und Blut sind haufig Grundlage DNA-analytischer Methoden in
der Rechtsmedizin. Der aus Urin naturgemafR nur geringe extrahierbare DNA-Gehalt kann
langfristig durch nicht optimale Lagerungs- und Extraktionsbedingungen so stark abnehmen,
daR eine eindeutige Zuordnung der Probe zu einer Person nicht mehr maglich ist. Ziel dieser
Arbeit war es deshalb, Asservierungsbedingungen fur Urinproben zu ermitteln, die die DNA
langfristig stabilisieren und gleichzeitig eine Analyse nicht stoéren.

Werden in der Urinprobe eines weiblichen Spenders Spermien gefunden, so liegen
kernhaltige Zellen von zwei verschiedenen Personen vor - eine sogenannte Mischspur. Bei
Vorliegen unterschiedlicher Zelltypen ist eine getrennte DNA-Analyse durch differenzierende
Zellyse moglich. Erschwert wird eine Zuordnung durch Vorliegen von Probenmaterial, das
sich aus kernhaltigen Zellen eines Typs - z. B. Blut - verschiedener Individuen
zusammensetzt. Problematisch wird die Interpretation, wenn das Blut einer Person aufgrund
einer genetischen Besonderheit irrttimlich als Mischspur interpretiert werden kdnnte.

In dieser Arbeit wurden deshalb die rechtsmedizinischen Konsequenzen eines sogenannten

Blutchimarismus diskutiert.

Fur die Bestimmung der extrahierbaren DNA-Gesamtmenge wurde die DNA aus frischen
Urinproben von 50 nicht-verwandten Probanden aus Schleswig-Holstein (je 25 ménnliche
und 25 weibliche) mit zwei unterschiedlichen Extraktionsmethoden (Chelex- und Phenol-
Chloroform-Methode) isoliert. Es zeigte sich, daf3 in der Regel eine hohere DNA-Menge aus
dem Urin weiblicher Probanden extrahiert werden konnte. In Parallelversuchen mit beiden

Extraktionsmethoden wurde eine hohere DNA-Ausbeute mit der Chelex-Methode erzielt.

Fur die Ermittlung der optimalen Lagerungsbedingungen wurden Urinproben entweder ohne
Zusatz oder unter Zugabe der Chelatbildner Natriumcitrat oder EDTA fir 14 Tage bei
unterschiedlichen Temperaturen (Raumtemperatur, +4 °C und -20 °C) inkubiert.

Es zeigte sich, dal3 die extrahierten DNA-Gesamtmengen unabhangig von der Temperatur
am niedrigsten in Urinproben ohne Zusatz waren und am hdchsten in den Proben, die mit
EDTA versetzt worden waren. Der Vergleich der Lagerungstemperaturen ergab, daf bei -20
°C und Zusatz von EDTA in der Regel die hdchste DNA-Gesamtmenge extrahiert werden
konnte.

Die Amplifizierbarkeit der nach der Chelex-Methode isolierten DNA wurde mit Primern zweier
verschiedener PCR-Systeme (HUMTHO1 und AmpFLP D1S80) Uberprift. Generell konnte

die DNA aus den Urinproben, die mit EDTA versetzt worden waren, am erfolgreichsten
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amplifiziert werden. Der Vergleich der beiden PCR-Systeme zeigte, daf3 sich HUMTHO1
aufgrund der kirzeren Amplifikate leichter vervielfaltigen liel3 als D1S80.

Die ermittelten Allelfrequenzen der PCR-Systeme wurden auf Einsetzbarkeit fir die
biostatistische Wahrscheinlichkeitsberechnung tberprift. Diese Berechnung driickt aus, mit
welcher Wahrscheinlichkeit ein im Rahmen eines Straftatbestandes gesichertes Beweisstlick
einem Beschuldigten zuzuordnen ist. Dazu wurden verschiedene Kriterien (Hardy-Weinberg-
Gesetz) Uberpruft und die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse mit anderen,
umfangreicheren Stichproben verglichen. Es konnte gezeigt werden, daf} sich die
Populationsstichprobe fir die untersuchten Merkmale in einem populationsgenetischen

Gleichgewicht befindet und fur die biostatistischen Berechnungen eingesetzt werden darf.

Am Beispiel der DNA-Analyse von Blutchimaren wird auf eine "Fallgrube" bei der
forensischen Interpretation von Spuren hingewiesen. Die Analyse von Blutproben von
Drillingen mit Blutchimarismus (zwei Brider, eine Schwester) fihrte zu irrefihrenden
Ergebnissen. Aufgrund von zwei genetisch unterschiedlichen Blutzellpopulationen, die in
einem Individuum nachweisbar waren, ergaben die DNA-Typisierungen eine "Pseudo-
Mischspur". Als Konsequenz muf3te der weibliche Drilling als mannlich interpretiert werden,
da im Geschlechtsbestimmungssystem méannliche Erbmerkmale detektiert wurden. Die DNA-
Analyse von Speichel- bzw. Urinproben dagegen ergab eindeutige individuelle Ergebnisse
der Drillinge, so daf} diesen Untersuchungsmaterialien fir eine eindeutige Typisierung der

Vorzug zu geben ist.
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7. Anhang

Tabelle 7.1: Tagesverlauf der DNA-Gesamtmenge aus 1 ml frischen Urin, isoliert mit 2
verschiedenen DNA-Extraktionsmethoden (Chelex. = E.1, Phenol. = E.2).

Klassen-  [Morgens, |Morgens, |Mittags, Mittags, Abends, E.1 [Abends, E.2
intervall E.l E.2 E.l E.2 ay ay
[ng/ml] ax ay ay ay
n.n.-30 17 (24) 18 (24) 13 (22) 16 (25) 15 (22) 21 (21)
31-60 6 (1) 7(Q) 5(2) 5() 5 (1) 4 (3)
61-90 - () - () 1(1) 1() - () - ()
91 - 120 2() -(9) 3() 1() 3(2 - ()
121 - 150 - () - () - () 1() - () - ()
151 - 180 - () - () - () - () - () - ()
181 - 210 - () - () 3() - () 2() - ()
>210 - () - () - () 1() - () - ()

() = mannliche Probanden, ausserhalb der Klammer = weibliche Probanden
n. n. =nicht nachweisbar, a,= Anzahl der Probanden, deren DNA-Gesamtmenge in dem
Klassenintervall liegen

Tabelle 7.2: Detektierte DNA-Menge [ng/ml] aus Urin, 14 Tage bei Raumtemperatur
gelagert, mit und ohne Zusatz von Natriumcitrat (40 mmol Endkonzentration) bzw. EDTA (40
mmol Endkonzentration). DNA wurde mit 2 Extraktionsmethoden isoliert (Chelex. = E.1,
Phenol. = E.2).

Klassen- 0. Zusatz, 0. Zusatz, Citrat, Citrat, EDTA, EDTA,
Intervall E.1 E.2 E.1 E.2 E.1 E.2
[ng/ml] a Ak Ak Ak Ak Ak
n.n.-30 25 (25) 25 (25) 25 (25) 25 (24) 19 (23) 19 (24)
31-60 - () -() - () -(1) 6(1) 5(1)
61 -90 - () -() -() - () - () 1()
91-120 - () -() -() - () - () -()
121 - 150 - () - () -() - () - (1) -()
151 - 180 - () - () -() - () -() -()
181 - 210 - () - () -() - () -() -()
> 211 - () - () -() -() -() -()

() = mannliche Probanden, ausserhalb der Klammer = weibliche Probanden
n. n. =nicht nachweisbar, a,= Anzahl der Probanden, deren DNA-Gesamtmenge in dem
Klassenintervall liegen
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Tabelle 7.3: Detektierte DNA-Menge [ng/ml] aus 1 ml Urin, 14 Tage bei +4 °C gelagert, mit
und ohne Zusatz von Natriumcitrat (40 mmol Endkonzentration) bzw. EDTA (40 mmol
Endkonzentration). DNA wurde mit 2 Extraktionsmethoden isoliert (Chelex. = E.1, Phenol. =

E.2)

Klassenein-
teilung
[ng/ml]

0. Zusatz,
E.1
Ak

0. Zusatz,
E.2
Ak

Citrat,
E.1
Ak

Citrat,
E.2
Ay

EDTA,
E.1
Ak

EDTA,
E.2
Ak

n.n.-30

24 (24)

25 (24)

20 (22)

22 (23)

19 (22)

19 (23)

31-60

10

-()

3 (1)

2 (1)

5 (1)

3(1)

61 - 90

-()

-()

2(1)

1(0)

1(1)

2(1)

91-120

- (1)

1(0)

121 - 150

151 - 180

181 - 210

> 211

() = mannliche Probanden, ausserhalb der Klammer = weibliche Probanden

n. n. = nicht nachweisbar, a,= Anzahl der Probanden, deren DNA-Gesamtmenge in dem
Klassenintervall liegen

Tabelle 7.4: Detektierte DNA-Mengen [ng/ml] aus 1 ml Urin, 14 Tage bei -20 °C gelagert, mit
und ohne Zusatz von Natriumcitrat (40 mmol Endkonzentration) bzw EDTA (40 mmol

Endkonzentration). DNA mit 2 Extraktionsmethoden isoliert (Chelex. = E.1, Phenol. = E.2)

Klassen-
Intervall
[ng/ml]

0. Zusatz,
E.1
Ak

0. Zusatz,
E.2
Ak

Citrat,
E.1
Ak

Citrat,
E.2
Ak

EDTA,
E.1
Ak

EDTA,
E.2
Ak

n.n.-30

25 (24)

25 (25)

20 (23)

23 (23)

17 (22)

20 (23)

31-60

-()

-()

4 (1)

1(1)

5 (1)

4 (1)

61 - 90

-()

- ()

3(1)

-()

91-120

- (1)

1(1)

1(1)

121 - 150

151 - 180

181 - 210

> 211

() = ménnliche Probanden, ausserhalb der Klammer = weibliche Probanden

n. n. = nicht nachweisbar, a,= Anzahl der Probanden, deren DNA-Gesamtmenge in dem
Klassenintervall liegen
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Tabelle 7.5: Informationen zu den untersuchten Genloci

Genort Chromosomen- | Repeatsequenz | Gréfienbereich
lokalisation (bp)
D1S80 1 (GAGGACCACC |430-814
AGGAG*)14-41**
HUMTHO1 11 (TCAT)5-11** 179-202
HUMVWA 12 (ATCT)2** 135-167

(GTCT)3-4%*
(ATCT)9-13*

HUMAMELY Y -- 112

HUMAMELX X -- 106

*haufiges Wiederholungsmotiv

** = Ziffern geben die Anzahl der Wiederholungen innerhalb eine Allels an

Tabelle 7.6: Allelverteilung des Locus HUMTHOL1. Die Spalte "Anzahl" gibt an, wie haufig
dieses Allel bei den 50 untersuchten Personen auftrat. Die Frequenz ergibt sich aus der
Anzahl dividiert durch 100 (50 Personen x 2 Allele)

Allele Anzahl Frequenz
5 1 0.01

6 27 0.27

7 12 0.12

8 12 0.12

9 15 0.15

9.3 33 0.33

10 0 0

11 0 0

Summe 100 (50 x 2) 1
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Tabelle 7.7: Allelverteilung des Locus D1S80 Locus. Die Spalte "Anzahl" gibt an wie haufig
dieses Allel bei den 50 untersuchten Personen auftrat. Die Frequenz ergibt sich aus der
Anzahl dividiert durch 100 (50 Personen x 2 Allele).

Allele Anzahl Frequenz
14 0 0

15 0 0

16 0 0

17 0 0

18 16 0.16
19 0 0

20 2 0.02
21 3 0.03
22 4 0.04
23 4 0.04
24 44 0.44
25 1 0.01
26 1 0.01
27 2 0.02
28 8 0.08
29 5 0.05
31 7 0.07
32 1 0.01
36 1 0.01
37 1 0.01
38 0 0

39 0 0

40 0 0

41 0 0
Summe 100 1
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7.8 Formeln der Datenanalyse

Beobachtete Genotyp- und Allelfrequenzen
Die Allelfrequenzen (pi) werden nach folgender Formel berechnet :

Pi = 2_XgEjljﬁgEi_,j )
2 XN

oPii = Anzahl der beobachteten Homozygoten
oPi,j = Anzahl der beobachteten heterozygoten Genotypen

N = Probenanzahl

Die erwarteten Genotypen werden wie folgt ermittelt:

ePisj =N X pi2 bzw. ePisj =N X 2pipj

eP;; = erwartete homozygote Genotypen
eP i;= erwartete heterzygote Genotypen

N = Probenanzahl

Berechnung des 2-Wertes :

Die Absicherung des Ergebnisses erfolgt tiber Signifikanzgrenzen, die fur Populationsstudien
nach Weir (1992) zu 5% gewahlt wurden. Diese geben das Ausmafld an, mit dem das

Ergebnis als statistisch signifikant gelten kann und somit interpretierbar ist.

Hetero- und Homozygotenrate (Hi; bzw H;)

/
W - i S
st

=}
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Homozygotenrate

Hi;i=1-Hi

Die erwartete Heterozygotenrate wird nach der Formel von Edwards et al. (1992) berechnet:

n = die beobachteten Allelhaufigkeiten von K-Allelen eines Locus

Diskriminationsindex (DI) und Ubereinstimmungswahrscheinlichkeit (P,)

K
DI=1-Y%,P
k=1

oPk = beobachtete Frequenz eines jeden Genotyps

i
Pm =5 ...‘“;_'J

k=1

P« = Frequenz von jedem bestimmten Phanotyp

m = Anzahl der bestimmten Phanotypen
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Tabelle 7.9: Ubersicht der statistischen Datenauswertung der beiden Genorte

Beurteilungskriterium HUMTHO1 D1S80
Beobachtete Genotypen 15 25
(oPi,i,0Pi,j)

Beobachtete Allele (,pi) 6 15
Mdogliche Genotypen 36 351
Maogliche Genotypen (%) 41.67 % 712 %
2 6.66 60.88
Beob. Heterozygositat (,Hi,j,) |0.72 0.7
Beob.Homozygositat 0.28 0.3
Erw. Heterozygositat (cHi,j) 0.78 0.77
Diskriminationsindex (DI) 0.92 0.93
Ubereinstimmungswahr- 0.08 0.07
scheinlichkeit (Pr)

Test HWG 0.8633 0.3366
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Abklrzungen

Abklrzungen

AmpFLP
AP

BIS

bp

BPB
BSA
CHES
%CPDA
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
DNA
dNTP
DTT
EDTA
GEDNAP
h

kb

min
mol

ng
PAGE
PCR
PDA
RFLP
R.T.

SDS
STR
%T

TE
TEMED

Tris

Amplifizierbarer Fragmentlangenpolymorphismus
Alkalische Phosphatase
N,N’-Methylen-Bis-Acrylamid

Basenpaar

Bromphenolblau

Rinderserumalbumin (engl.:bovine serum albumin)
2-(Cyclohexylamino-)-ethansulfonsaure
Konzentration des Quervernetzers PDA, (w/v)
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

German DNA Profiling Group

Stunde (engl.: hour)

Kilobasen

Minuten

Molekulargewicht in Gramm in 1 Liter Lésung
Nanogramm

Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion

Piperazindiacrylamid
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
Raumtemperatur

Sekunden

Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate)
Kurze Wiederholungseinheiten (engl.: short tandem repeats)
Totale Monomerkonzentration, (w/v)
Tris-EDTA-Puffer

N,N,N’,N -Tetramethyl-Ethyldiamin

Trishydroxymethylaminomethan
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Abklrzungen

VNTR Variable Zahl von Wiederholungseinheiten (engl.: variable

number of tandem repeats)

VWA STR-System, auch VWFA31 genannt
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