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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der elallargenetischen Bearbeitung von stark
degradierter DNA sowohl aus historischem als awshfarensischem Probenmaterial.

Fur die historischen Proben stand Leichenbrandfuohverschiedenen Urnengréberfeldern
aus der vorrémischen Eisenzeit und der romischeisekzeit in Schleswig Holstein zur
Verfigung. Leichenbrand ist definiert als Gesanttaker nichtverbrannten Riickstande eines
menschlichen Korpers [Gruppe et al. 2005]. Meistdamdelt es sich dabei um die
mineralischen Bestandteile der Knochen. Abhangig der Verbrennungstemperatur und
-dauer kdnnen auch organische Bestandteile erhgdieireben sein [Herrmann 1992].

Die Leichenverbrennung war in Mittel- und Nordewappon der beginnenden Bronzezeit bis
zum Ende der romischen Kaiserzeit, fur 1.500 Jdiwedominierende Bestattungsform. Die
Grinde, die zur Verbrennung der Toten fuhrten, smdht bekannt. Erst mit der
Christianisierung in Europa wurde die Urnenbeisaizudurch die Korperbestattung
verdrangt.

Fur die molekulargenetische Analyse der forensiséhr®ben wurden Knochenfragmente von
Brandleichen in unterschiedlichen Verbrennungsstafesgewahlt.

Des Weiteren konnten Organ- und Rippenproben vamiveranderten Leichen untersucht
werden.

Aufgrund der hohen Temperaturen wahrend der Verueg eines Menschen sowie den
Faulnisprozessen ist bei dem ausgewahlten Probenalatavon auszugehen, dass die DNA,
wenn noch vorhanden, stark degradiert vorliegt. Milfe der molekulargenetischen
Methoden soll Gberprift werden, welche Analyse d$ichdas entsprechende Probenmaterial
am besten eignet, um maximale Informationen fiue dotentifizierung zu erhalten. Dazu
wurde eine Methode zum Nachweis von mitochondri&@eliPs etabliert, die es ermdglicht,
die haufigsten westeuropaischen Haplogruppen zlysieeen. Zusatzlich kénnen bei einer
erfolgreichen DNA-Analyse in historischen Probernchawarchédologische Fragestellungen

beantwortet werden.
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1.1 Knochen

1.1.1 Aufbau von Knochen

Das menschliche Skelett besteht aus ca. 200 Emaeltien, die Uber Gelenke in Verbindung
stehen. Eine etablierte Systematisierung ist diéettgilung nach ihrer Geometrie: lange,
kurze, flache und unregelméRige Knochen.

Lange Knochen sind die sogenannten Ro6hrenknochenExgemitaten, die zentral die
Diaphyse und peripher die Epiphysen aufweisen. &uldirzen Knochen gehdren die Hand-
und FuRwurzelknochen. Als flache Knochen werden Rippen, das Brustbein, die
Schulterblatter und die Knochen des Schéadels bmzeic Unregelmallige Knochen sind
Wirbel und die Knochen der Schadelbasis. Einigedden im Schadel enthalten luftgefillte
Hohlraume wie das Stirnbein, das Siebbein und derkdefer [Faller & Schinke 2004].

Das Knochengewebe kann makroskopisch in zwei Tynegeteilt werden: in die Spongiosa
und in die Kompakta. Beide Knochenformen sind higfisch betrachtet Lamellenknochen.
In den spongidsen Anteilen sind die Lamellen giézartig zu diinnen Platten und Trabekeln
angeordnet. Die FreirAume dazwischen sind mit Keootark ausgefullt. In der Kompakta,
die die Rindenschicht des Knochens darstellt, sliedLamellen konzentrisch zu Havers-
Systemen angeordnet [LUllmann-Rauch 2006].

Mikroskopisch ist das Knochengewebe aus versched&rlltypen und der mineralisierten
Extrazellularmatrix aufgebaut. Letzteres wird Ubegend aus Kollagenfibrillen und
Hydroxylapatit-Kristallen gebildet, sowie aus ggem Mengen an Proteoglykanen und
verschiedenen Glykoproteinen. Des Weiteren findeoh sanorganische lonen wie
Magnesium, Fluorid und Carbonat in der Extrazetigitrix [LUllmann-Rauch 2006].

Das Hydroxylapatit besteht Uberwiegend aus CalgiuRhtosphat- und Hydroxyl-lonen,
welches sich longitudinal an die Fibrillen anlages® dass der Knochen biegefest ist. Die
Kollagenfibrillen sind im reifen Knochen in Schient angeordnet und werden als Lamellen
bezeichnet. In einer Lamelle sind die Fibrillen ighsinnig ausgerichtet. Zwischen den
Lamellen wechselt die Verlaufsrichtung der Fibnll¢Lillmann-Rauch 2006]. Zehn bis
zwanzig ineinandergeschachtelte Lamellen bilden @steon, dass im Zentrum ein
ernahrendes Blutgefal? im sogenannten Havers-Katizéle Die Osteone sind untereinander
durch Volkmann-Kanale verbunden. Zwischen den O&tedefinden sich Schaltlamellen als
Reste von alten Osteonen [Faller & Schinke 2004].

Die spezifischen Zellen des Knochens sind zum eir@steoblasten, welche die

Knochenmatrix bilden und zu Osteozyten werden kiinmed zum anderen Osteoklasten,
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welche die Knochenmatrix wieder abbauen. DurchZzlsmammenspiel von Osteoblasten und
Osteoklasten ist der Knochen standig im Umbau. @séeozyten sind vollstdndig von der
mineralisierten Knochenmatrix umschlossen und hegaischen den Lamellen. Dabei
durchziehen die Ausléaufer der Zellen die Kanalcherschen den Lamellen und stehen tber
»gap junctions” mit der Nachbarzelle in Verbindungd dienen somit der Erhaltung des
Knochens [Lullmann-Rauch 2006]. Eine Ubersicht sieisematischen Knochenaufbaus ist in
Abbildung 1 dargestellt.

Osteon

Kitt-Lime
(aulere Osteon
Begrenzung)

aulere
Generallamelle

Havers-CefaR
im Havers-Kanal
schraubentormig

verlaufende
Kollagenfasern

Foramen ~
nutncium

Volkmann
Kanal

Au W

nutrncia

Schaltlamelle

|

Compacta

e
|
|

Sponguosa

avers-Kanal

Osteon
(konzentrisch angelegtes
Lamellensystem)

innere
Generallamelle

Lamellen

Osteozyten

mit GefdR

mit Fortsatzen

Osteon

a Periost

Abb. 1: AusschnittsvergroRerung der Kompakta (a).

Dargestellt sind die ca. 1 cm langen gefalfihrer@dsteone als Baueinheit des kompakten Knochengewebe
Die Havers-Kandle stehen durch die Volkmann-Kanélereinander und mit den GefaRen des Periostesowi
mit den Gefallen des Markraums in Verbindung.

b Detailansicht aus a: Feinbau des Osteons.Um den Havers-Kanal
Extrazellularmatrix als Lamellensysteme angeorfbgs: Schiinke et al. 2005].

sind die Osteozyten und

1.1.2 Verhalten von Knochen bei der Verbrennung

Der Grad der Verbrennung am menschlichen Knocheselsr variabel und hangt zum einen
von der Dicke der umgebenen Gewebe und zum andereder Position des Leichnams ab.
Daher verbrennen zuerst die Knochen mit dem gdaeng$Schutz und der geringsten
Gewebetiefe. Meist sind das die Extremitaten, ddgav entfernt vom Torso liegen und somit
den Flammen starker ausgesetzt sind [Symes €d@8].2

Wahrend der Verbrennung durchlauft der Knochen cheeslene Verdnderungen. Da die
Hitze von aufRen auf den Knochen einwirkt, verbrefisser immer von auf3en nach innen,
wobei sich der kalzinierte Bereich auf der KnocHemdiache befindet und die schwarz
Der visuellichsbare Farbwechsel bei

verkohlten Anteile im Knocheninneren.
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hitzeveranderten Knochen verlauft von gelblich @nbvannt) Gber dunkelbraun bis schwarz
(karbonisiert) sowie blau und grau bis zu weil3eshsbenen (kalziniert) Farbtonen.

Laut einer Studie von Bonucci und Graziani von 13vé&lche von Devlin zitiert wurde, ist es
madglich, anhand der Farbe des verbrannten Knoclaemsdie wahrscheinlich erreichte
Temperatur zu schlieBen. So korreliert ein ocker Imiaunlich verfarbter Knochen mit
Temperaturen von 200-300 °C und schwarze mit 3@-85 Bei grauverfarbten Knochen
werden Temperaturen von 550-600 °C und bei weiRscKen lber 650 °C erreicht [Devlin
& Herrmann 2008].

Wahrend der Verbrennung durchlauft der Knochen &irebn chemischen Wandel, der in der
Literatur gut dokumentiert ist (siehe Abbildung 2p etwa 250 °C bis etwa 600 °C beginnt
das organische Material zu degradieren, weil estmieehr vom Knochenmineral geschutzt
wird. Auch das ungebundene Wasser verdampft, daserim Mineral gebunden war, und
es kommt zu einer geringen Schrumpfung. Wenn eemapkratur zwischen 500 °C und 800
°C erreicht wird, verbrennt der organische Kohlefistollstandig. Oberhalb von 800 °C wird
das Knochenapatit mit Hilfe von Diphosphaten zwcdlgiumphosphat umgewandelt und der
Knochen verfestigt sich. Es kommt zu einer Schrumg@fder Skelettelemente, die 10 % in
jede Raumrichtung betragen kann. Durch die entstaamd Calciumphosphate, die eine relativ
geringe LOslichkeit aufweisen, sind die Erhaltungsichten fur Leichenbrand besser als bei
Korperbestattungen. Ab einer Temperatur von 160é&ginnt der Knochen zu schmelzen
[Gruppe et al. 2005, Devlin & Herrmann 2008, Hemmat al. 1990].

Durch die chemischen Veranderungen wandeln sich die physikalischen Eigenschaften.
Mit dem Anstieg der Temperatur bis 800 °C werden Kinochen kreidig und erreichen ihr
Festigkeitsminimum. Besonders schwarz bis grauraariie Knochen sind sehr fragil. Ist der
kritische Punkt von 800 °C Uberschritten, nimmt Bestigkeit wieder zu [Herrmann 1992,
Herrmann et al. 1990, Devlin & Herrmann 2008].

ungeordne -

\ tem Gefiige /
nimmt ab " kreidig " steigt an

Abb. 2: Anderung der Materialeigenschaften von expémentell gebrannten Knochen bei steigender
Temperatur [aus: Herrmann 1990, S. 259].
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Auch das Strukturgefiige im Knochen ist bei der Yeambung Veranderungen unterworfen.

Es kommt zu einer Homogenisierung der Binnenstrukiedoch bleiben die relevanten
Unterschiede zwischen den Osteonen in der Minataieng erhalten und eine
Altersbestimmung an histologischen Schnitten isiteviein moglich [Herrmann et al. 1990,
Herrmann 1992].

Bei der Verbrennung von Knochen sind teilweise auditzerisse oder Frakturen zu
beobachten. Diese entstehen, &hnlich wie bei desk®&n, durch Eiweildgerinnung und
Knochenschrumpfung in Abhangigkeit vom Mineralgéltids Knochens. Dabei andert sich
die oben erwahnte Struktur des Knochens und edebsts z.B. longitudinale Frakturen
parallel zu den Kanalen der Osteone sowie transvensl gekrimmt transverse Frakturen.
Am Schédel sind dann haufig Abplatzungen der aul3&mochenschicht zu beobachten
[Symes et al. 2008].

1.2 Verbrennungspraktiken bei historischen Brant@iesgen

Brandbestattungen sind archaologisch bis ins Blgst zurtickzuverfolgen. Der Aalteste
bekannte Leichenbrand stammt vom Lake Mungo (Alistraund ist 40.000 Jahre alt. In
Mitteleuropa sind erste Funde aus dem Neolithik8rdQ0-2.200 Jahre vor Chr.) bekannt und
in der Bronzezeit (2.200-800 Jahre vor Chr.) galaks vorherrschende Bestattungssitte. Die
Wende zur Korperbestattung begann im dritten Jaidoiéwd in Mitteldeutschland und wurde
durch die fortschreitende Christianisierung in ganwzopa verbreitet. Auch in Nordamerika
(bei den Hohokam und Mogollon Kulturen) waren dieidhenverbrennungen ein tblicher
Bestattungsbrauch. Im 18. Jahrhundert wurden Brstdtiungen in Deutschland nicht nur
aus religiésen, sondern auch aus rationellen Gnjngdie Platzmangel und Hygiene, wieder
eingefuhrt. Hier wurde auch der Begriff der Feusta#ung erstmals verwendet sowie
Krematorien eroffnet. Heute wird in Mitteldeutsamdefast ausschliel3lich die Feuerbestattung
gewahlt [Schurr et al. 2008, Becker et al. 2005].

Bei einer Verbrennung in einem modernen Krematonirken sehr hohe Temperatur (bis zu
1.000 °C) fur etwa zwei Stunden auf den Leichnam Bias reicht aus, um einen Menschen
vollstandig zu verbrennen. Die verbrannten Knoclhaben meist eine graue bis weil3e
Farbung und samtliche organische Bestandteilewa@ridren [Schultz et al. 2008].

Bei historischen Verbrennungen wurde der Leichnafremen Scheiterhaufen gelegt und im
Freien verbrannt. Solch ein Brand wurde von veestdmen Faktoren beeinflusst: Witterung,

Feuchtigkeitsgehalt und Brenneigenschaft des eatgien Holzes, Konstruktion und
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Brandverhalten des Scheiterhaufens sowie Korpeemndss Leichnams. Generell musste der
Scheiterhaufen so konstruiert sein, dass eine Behmmd gleichmaRige Entzindung
stattfinden konnte und hohe Temperaturen Uber t&ngeit gewéhrleistet waren, damit ein
Leichnam vollstandig kremierte.

In einem Experiment einer archaologischen Arbeifsge konnte bei der Verbrennung von
Schweinekadavern auf einem Scheiterhaufen nachgewiaverden, dass schnell hohe
Temperaturen erreicht wurden und diese auch figrel@nZeit bestanden. Allerdings ist neben
der Temperaturhohe auch die Einwirkdauer entschdidéabei hangt der Grad der
Verbrennung von der tatséchlich erreichten Temperah Gewebe ab. Im Experiment
brannten die Scheiterhaufen fast sieben Stunderewmelten Temperaturen von etwa 1.000
°C. Trotzdem verbrannten die Kadaver teilweise oowvollstandig. Einige Gewebereste
waren lediglich hitzefixiert, so dass die Tempemtuim Inneren der Korper 100 °C nicht
Uberschritten. Des Weiteren konnte im Experimerghgawiesen werden, dass langsames
Erhitzen die Knochen stark fragmentiert, wohingemgerKrematorium vergleichsweise grolie
Fragmente erhalten bleiben [Becker et al. 2005].

Das sich die Technik der Leichenverbrennung wedetwickelt haben muss, zeigt der
Vergleich von Leichenbrédnden aus der vorromischaerizeit (500-0 vor Chr.) und der
romischen Kaiserzeit (0-375 nach Chr.). Die Knockste der vorrémischen Eisenzeit
weisen gelegentlich dunklere grau-braune Verfarbarayf, die den Eindruck erwecken, dass
in dieser Zeitspanne tendenziell schlecht oder mdest ungleichméRig verbrannt worden ist.
In der romischen Kaiserzeit, speziell in der jurgeKaiserzeit (200—-400 nach Chr.) und dort
mit steigender Tendenz, wurde der Leichenbrandhdieteend kalkweild und — so scheint es —
harter. Zudem wurden die Fragmente kleiner. Diéstfiiu der Schlussfolgerung, dass in der
romischen Kaiserzeit langer und besser verbranntrdevu [Gebuhr, personliche
Korrespondenz].

Solche Veranderungen sind auch von Wahl [1988]dés Urnengraberfeld Siderbrarup
beschrieben worden. Dieses Graberfeld wurde in menischen Kaiserzeit und der
Volkerwanderungszeit belegt. Beide Epochen wurdem wen Archaologen in neun
Zeitstufen eingeteilt. Wahl schreibt: ,Im sddlicheBereich war die nachweisbare
Expositionstemperatur in den frihesten Zeitstufgrctischnittlich geringer, in den Zeitstufen
vier und funf allerdings etwas hoher als in Zefistmeun. Das ndrdliche Teilgraberfeld
enthalt in den mit vier und funf teilweise parallditstufen sechs und sieben ebenfalls leicht
Uber dem spateren Mittelwert anzusetzende Verbregsgrade” [Wahl 1988, S. 48]. Das
bedeutet, dass in den Zeitstufen eins bis dreiq0+#&ch Chr.) die Verbrennungstemperatur
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zu den Stufen vier/funf bzw. sechs/sieben (ca. 8300-nach Chr.) deutlich ansteigt, bis sie in
der Stufe neun (400-525 nach Chr.) wieder leichgind. Stufe neun ist die Epoche
unmittelbar vor dem Abbruch des Gréaberfeldes undhnkeichnet den vélligen

Zusammenbruch der Besiedlung der Landschaft Angeindem das Urnengraberfeld

Suderbrarup gefunden wurde.

1.3 Dekompositionserscheinungen am Menschen

Dekomposition besteht aus zwei Prozessen: Autalgse=aulnis.

Als Autolyse wird die ,postmortale Veranderung d&ewebe eines Makroorganismus durch
korpereigene Enzyme ohne die Beteiligung von Mikganismen®* bezeichnet [Krause &
Jachau 2003, S. 47]. Da die Autolyse ein chemiséheress ist, wird er durch Wéarme
beschleunigt und durch Kalte verlangsamt. Bei ef@efrierung wird der Autolyseprozess
gestoppt. AuRerdem werden bei der Autolyse Orgameriglen Enzymen schneller zersetzt
als Organe mit weniger Enzymen [Krause & JachaiB2DiMaio & DiMaio 1993].

Faulnis dagegen ist definiert als ,fortschreiteadaerob-bakterielle Leichenzersetzung durch
Uberwiegend reduktive Prozesse mit Entwicklungifatiechender Gase* [Krause & Jachau
2003, S. 48]. Nach dem Tod gelangen die Bakteriem@hrmflora ins Gefal3system und
verteilen sich Uber den ganzen Korper.

Wahrend des Faulnisprozesses gelangt zunehmerghuafstoff in die tieferen Gewebe und
die Lebensbedingungen fir die anaeroben Bakteriendem schlechter. Durch den
Luftsauerstoff kommt es zur Besiedlung von aeroBekterien und unter Umstanden auch
von niederen Pilzen. Die Verflissigung der Gewelrelu die Faulnis geht in einen trockenen
Gewebszerfall Uber [Krause & Jachau 2003].

Die weiteren Abbauprozesse werden daher als Verngebazeichnet und sind definiert als
Lfortschreitende aerob-mikrobielle Leichenzersetzdirch Gberwiegend oxidative Prozesse
mit Entwicklung stechend-muffig riechender Gasefdéfse & Jachau 2003, S. 49].

Unter bestimmten Bedingungen kénnen auch konsener Leichenerscheinungen auftreten.
Ein Beispiel dafir ist die Mumifizierung. Diese stetht, wenn warme, trockene, bewegte Luft
an die Leiche gelangt und somit Wasser entzoged. Wiaher ist eine Teilmumifizierung an
den aul3ersten, vorstehenden Korperteilen schoneiaeh Woche mdglich. Eine naturliche,
vollstandige Mumifizierung entsteht Gber Monaten Rieiteres Beispiel flr konservierende
Leichenerscheinungen ist die Fettwachsbildung. edistent bei kihlen Temperaturen und

hoher Feuchtigkeit. Dabei wird das Korperfett durBhkterienenzyme in ungesattigte
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Fettsduren hydriert und gehartet. Diese Fettwalthgiy betrifft meist nur einzelne
Kdrperregionen, wahrend der Rest weiter der Faansgesetzt ist. Auch kann es tber einen
langeren Zeitraum zur Entstehung ganzer Fettleidkemmen [Krause & Jachau 2003,
DiMaio & DiMaio 1993].

1.4 Humane DNA — Aufbau und Struktur

Die Grundeinheit des Lebens ist die Zelle. Ein Mirisesteht aus fast f@Zellen [Robertson
et al. 1990], die alle urspringlich aus einer dig#a Zelle entstanden sind. Damit besitzt jede
Zelle die gleichen genetischen Informationen. Diebd#ormationen sind auf der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) als komplexes Molekiii Zellkern (Nukleus) und als
weniger komplexes Genom in den Mitochondrien jefdle verschlisselt.

Die DNA ist ein Polymer aus Nukleotiden, die dur&tyrophosphat-Abspaltung aus
Nukleosidtriphosphaten polymerisiert wird. Eine Mgdktid-Einheit setzt sich aus drei Teilen
zusammen: einer spezifischen stickstoffhaltigeneBé&sner Purin- oder Pyrimidinbase),
einem Zucker (Desoxyribose) und einer Phosphorséinsgesamt kdnnen vier verschiedene
Basen in einem DNA-Strang eingebaut sein. Diesd siie Purinbasen Adenin (A) und
Guanin (G) und die Pyrimidinbasen Cytosin (C) umgrhin (T) [Murken et al. 2006].

Die Nukleotidabfolge in der DNA wird als genetiscl@de bezeichnet. Zudem ist die DNA
doppelstrangig aus zwei antiparallelen Nukleotdtsgen, die in Form einer-Doppelhelix
vorliegen, aufgebaut. An den Enden des Strangesdatfsich entweder eine 3 -OH-Gruppe
des Zuckermolekils oder eine 5 -Phosphorsauregrupglehe nicht verestert ist. Damit hat
die DNA eine Richtung [Murken et al. 2006].

Die DNA erfullt zwei wichtige Funktionen: (1) siegiert sich selbst, damit die Zellen sich
teilen konnen und die neuen Zellen die gleicheretiechen Informationen tragen; (2) und sie
tragt die Anleitung fur die Proteinbiosynthese. Metschaften, die direkt in der DNA-
Struktur festgelegt sind, werden von GenerationGaneration vererbt, indem jeweils die
Halfe der DNA-Information von der Mutter und vom téaan das Kind weitergegeben wird
[Butler 2005].
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1.4.1 Nuklare DNA

Der Mensch hat einen artspezifischen diploiden @lmsomensatz in fast allen Zellen. Das
bedeutet, dass die Zellen Uber einen maternal wnath @aternal vererbten Chromosomensatz,
bestehend aus jeweils 22 Autosomen und einen Gaonogerfiigen, die homologe Paare
bilden. Bei den Gonosomen erfolgt eine Unterschegdawischen X- und Y-Chromosom.
Einige Gewebe besitzen polyploide Zellen wie z.Biraploide Leberzellen, die 92
Chromosomen besitzen und Muskelzellen mit vielelik@men. Erythrozyten dagegen sind
kernlos. Die Geschlechtszellen eines Menschen weisaur einen haploiden
Chromosomensatz mit 23 Chromosomen auf [Brinkmai&gand 1997].

Eine einzelne Kopie des menschlichen Genoms (t#jplbesteht aus etwa 3 x 10
Basenpaaren [Brinkmann & Wiegand 1997].

Nukle&dre DNA setzt sich aus kodierenden und nicliidrenden Bereichen zusammen. Die
kodierende Region, auch Gen genannt, enthalt deniation zur Proteinbiosynthese. Der
Anteil nicht kodierender DNA zwischen den Transkdpseinheiten der Gene wird auf 75 %
geschatzt. Werden Introns ebenfalls beriicksich&gthalten ca. 99 % des Genoms keine
kodierenden Nukleotidsequenzen [Murken et al. 2006]

In der Forensik werden fur die Identifizierungenr Mdarker eingesetzt, die in den nicht-
kodierenden Regionen, entweder zwischen den Gedenionerhalb der Gene, liegen und
damit keine genetischen Informationen kodieren [EBW005].

Uber 99,7 % der DNA-Molekiile sind identisch zwisclteen Menschen. Nur ein kleiner Teil
von 0,3 % oder ca. zehn Millionen Nukleotiden ustéeidet sich zwischen den Individuen.

Dadurch ist eine Identifizierung jedes einzelnembtden moglich.

1.4.1.1 Short Tandem Repeats (STRS)

Short Tandem Repeats oder auch Mikrosatelliten 8#6cbp lange Wiederholungseinheiten.
Die Anzahl der Wiederholungen innerhalb eines ST&Kdrs kann zwischen den einzelnen
Individuen sehr variabel sein. Somit handelt ek sim einen Langenpolymorphismus. STRs
sind meist kleiner als 0,3 kb und auf allen Chroomosn zu finden [Weispfenning 2004].
Daher eignen sich STRs besonders gut fir die méadseHhdentifizierung.

Eingefuhrt wurden diese Systeme unter der Termgielshort tandem repeats von Edwards
und Mitarbeitern 1991, wobei Systeme beschrieberd@n deren Fragmentlangen unter 400
bp lagen und deren Repeatmotive drei bzw. vier datide betrugen. Insgesamt wird die
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Anzahl an tri- und tetrameren Repeatpolymorphisinginca. 200.000 geschéatzt [Brinkmann
& Wiegand 1997].

Einige Dutzend dieser STRs wurden speziell fur @ehaffung des ,genetischen
Fingerabdrucks" erforscht, wobei die meisten di€gteme Tetranukleotide sind, da sie sich
als weniger anfallig gegenuber Artefaktbildungen hredd der PCR auszeichnen
[Weispfenning 2004].

STR-Systeme, durch ihre geringe GréfRe relativ algiransunempfindlich, kénnen eine
Nachweisgrenze von bis zu 100 pg aufweisen [Brimkm& Wiegand 1997].

Die Benennung der STR-Marker erfolgt in Abhangigkain der Position, an welcher sich
der Marker befindet. Marker, innerhalb eines Gemesgden nach dem Gen bezeichnet. STR-
Systeme, die im nicht-kodierenden Bereich zwisctien Genen liegen, werden durch ihre
Position im Chromosom benannt [Butler 2005].

Ein weiteres Typisierungssystem, welches kein Sy&e®n ist, dient der
Geschlechtsbestimmung. Es handelt sich hier um Bigletionsvariante im Intron 1 des
Amelogeningens. Auf dem Y-Chromosom ist das Fragnmd®2 bp lang und auf dem X-
Chromosom wird die 106 bp lange Deletionsvariand@egiert [Brinkmann & Wiegand
1997].

1.4.1.2 Artefaktbildung bei STRs wahrend der PCR

. Allel drop out und Allel drop in

Artefakte entstehen, abhangig vom DegradationsgeadNA, wahrend des PCR-Prozesses.
Diese aul3ern sich in der Produktion unvollstandi§@iR-Profile durch Allel drop out
besonders bei grol3eren STR-Loci [Arismendi et @D42.

Allel drop out bildet sich durch bevorzugte Amplifikation einedlefs bei heterozygoten
Paaren wahrend der ersten PCR-Zyklen. Das andékigtl dadurch unterreprasentiert und
kann nicht mehr detektiert werden. Es handelt siahei um einen stochastischen Effekt.
Auch die generell beobachtete Unausgeglichenheit @&gnalhdohenintensitat bei
heterozygoten Loci lasst sich auf das Prinzip derozugten Amplifikation eines Allels
zuruckfuhren [Kloosterman & Kersbergen 2003]. Adiegs kann Allel drop out auch
auftreten, wenn im einem Allel der zu amplifiziederBereich, die Primerbindungsstelle oder
der flankierende Bereich, nicht mehr vollstandiglegt. Dadurch kann dieses Allel nicht
amplifiziert werden und wird auch nicht mehr deieitt{Butler 2005].

10
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Um Allel drop out von homozygoten Loci unterscheidai kdnnen, sollte die Flache unter
dem Signal mehr als 10.000 relative Fluoreszene#ih (rfu) betragen [Kloosterman &
Kersbergen 2003].

Alld drop in dagegen sind zusatzliche Allele, die durch spsedi Kontaminationen des
DNA-Extraktes oder der PCR-Reagenzien auftretenl¢B@005].

. Locus drop out

Wenn beide Allele in einem STR-System ausfallerydwdies als Locus drop out oder
Nullallel bezeichnet. Dieses Phé&nomen wird meistrcldu einen Fehler in der
Primerbindungsstelle verursacht [Butler 2005].

Nullallele entstehen ebenfalls, wenn zu wenig DMAdie PCR eingesetzt wird oder diese
sehr degradiert vorliegt. Ein kompletter AusfallealSysteme kann auftreten, wenn die
Polymerase durch Inhibitoren blockiert wird. Nukdé¢ sind im Gegensatz zu Locus drop out
kein stochastisches Problem. Allerdings sind messtée gré3eren Fragment von Nullallelen
betroffen [Kloosterman & Kersbergen 2003].

. Stotterpeaks

Stotterpeaks sind zusétzliche Signale, die ,falsbhblweise* neben dem Hauptallel auftreten.
Diese sind oft eine Wiederholung kirzer als das ptidlel und entstehen durch eine
Polymerase-Fehlreaktion wahrend der PCR. Es wivdrdausgegangen, dass die Polymerase
wahrend der Synthese im repetitiven Bereich vom E®rang abbricht. Zwar setzt sie die
Synthese fort, kann aber die genaue Abbruchstétlet inden, begriindet durch die sich
gleichende Repeatstruktur. Unter den Tetranukleatidind besonders D21S11, D3S1358,
FGA und VWA flr Stotterbanden anfallig. Pentanulitlwie Penta D und Penta E dagegen
haben nur ein sehr geringes Stottervorkommen umdl geshalb besonders bei der Analyse
von Mischspuren vorteilhaft [Weispfenning 2004].

11
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1.4.2 Mitochondrien

Mitochondrien sind Zellorganellen, die in fast all&ukaryotenzellen vorkommen. Die
meisten Zellen besitzen je nach ihrer Stoffwechdsiwigét hunderte bis tausende dieser
Organellen. In ihrer Gréf3e sind sie mit Bakteriengleichbar. Es wird angenommen, dass sie
aus Archaebakterien hervorgegangen sind, die mitven Wirtszellen symbiotisch lebten.
Jedes Mitochondrium ist von einer Doppelmembranelmeg. Die dul3ere Membran ist glatt
und die innere ist durch starke Einfaltungen gekerinet. Die Matrix (der von der inneren
Membran umschlossene Raum) enthalt Ribosomen, natalriale DNA und Enzyme des
Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels. Trotz derexign DNA werden die meisten Proteine
im Cytosol der Zelle durch die Anweisung der Megg#fDNA aus dem Zellkern
synthetisiert. Damit sind Mitochondrien halbautomor®rganellen, die im Zellinneren

wachsen und sich vermehren [Campbell 1997].

1.4.2.1 Mitochondriales Genom

Das Mitochondrium besitzt ein eigenes zirkularea@e, das 16569 Basenpaare umfasst und
vollstdndig sequenziert ist [Anderson et al. 198#% befindet sich in der Matrix des
Mitochondriums und liegt in mehreren Kopien vor.

Auf dem mtGenom sind 13 Proteine der Atmungsk@®eGene der transfer RNA und zwei
Gene der ribosomalen RNA kodiert. Alle anderen ofitmdrialen Produkte werden von
nuklearen Genen verschlisselt. Im Vergleich zumle@érkn Genom, dass nur einmal im
Zellkern vorkommt, sind im Mitochondrium bis zu reKopien des mtGenoms enthalten.
Die zirkulare DNA besteht aus zwei komplexen Steimgdem guaninreichen auf3eren H-
(heavy)Strang und dem inneren cytosinreichen Lh{)igtrang. Des Weiteren besitzt die
MtDNA keine Introns und nur drei nicht-kodierendeginen. Auch Histone und effiziente
Reparaturmechanismen sind bei der mtDNA nicht emistund durch die asexuelle
Vermehrung erfolgt keine Rekombination. Allerdingsgt die Mutationsrate zehn- bis 20-
fach hoher als bei der nukledren DNA [Murken et28l06]. Am variabelsten ist dabei die
Kontrollregion im sogenannten D-Loop, einem niclidiknenden Bereich. In diesem Bereich
befindet sich der Replikationsursprung des H-Ssangl die Transkriptionssignale fur beide
Strange (siehe Abbildung 3). Die gro3te Sequenalditit ist in zwei je ca. 400 bp langen
Bereichen des D-Loops vorhanden [Brinkmann & Wiebga897].

12
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Abb. 3: Das humane mitochondriale Genom.

Mit einem Pfeil markiert sind die Bereiche, die figuMutationen aufweisen und im Zusammenhang mit
bestimmten Erkrankungen stehen. Die durchgezogémie huf der rechten Seite zeigt die 4977 bp common
deletion [aus: www.mitomap.org, Stand 15.06.09].

1.4.2.2 Single Nucleotide Polymorphismen (SNPs)

Single Nucleotide Polymorphismen sind Sequenzpoipimemen, die sich als eine Position
auf der DNA definieren, bei der zwei oder mehr ralidive Basen mit einer geschatzten
H&aufigkeit von tber 1 % in der menschlichen Popoilavorkommen [Brookes 1999].

Die Untersuchung von SNPs kann in vielen Bereictlen Forschung genutzt werden. So
konnen einige SNPs im kodierenden Bereich Krankheiterursachen oder beglnstigen.
Durch deren Nachweis ist eine exakte Diagnose adee frihzeitige Einordnung in
Risikogruppen maoglich [Marsh et al. 2003]. Aber lau nichtkodierenden Bereich gibt es
SNPs, die fur die Phylogenetik und somit fur diéiihg der menschlichen Evolution und der
Migration herangezogen werden kénnen [Zerjal e129.7].

Auch in der Forensik werden SNPs im nichtkodieren8ereich immer haufiger bei der
Identifikation von Leichen und Leichenteilen [Budewvet al. 2005], bei der Zuordnung von
biologischen Spuren zu den Spurenverursachern, esowur Erstellung von
Abstammungsgutachten eingesetzt [Bgrsting et ab8R0Meist beschrénken sich diese
Analysen jedoch noch auf die mitochondriale sowiehYyomosomale DNA.

SNPs entstehen durch Mutationen, die der Selektioterliegen. Im nichtkodierenden
Bereich sind Mutationen fiir das Uberleben nichevaht. Sie bleiben haufig erhalten und
werden weitervererbt. Im kodierenden Bereich komadeer nur Mutationen bestehen bleiben,

13
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die das Uberleben eines Organismus verbessermmi¢beeintrachtigt haben [Murken et al.
2006].

Zwei nichtverwandte menschliche Genome unterschegieh durchschnittlich einmal pro
1.000 Basenpaaren [Armstrong et al. 2000]. Mehrzatzn Millionen haufige SNPs wurden
bisher kartiert, davon liegen etwa 60.000 in degide@nden Bereichen [Murken et al. 2006].
Diese Punktmutationen kdnnen Substitutionen sowaetivpnen und Insertionen einzelner
Nukleotide umfassen. Bei der Substitution wird hen Transition und Transversion
unterschieden. Bei einer Transition (63 %) wirdeeiRyrimidinbase gegen eine andere
Pyrimidinbase ausgetauscht bzw. eine Purinbasengege andere Purinbase. Bei einer
Transversion (27 %) dagegen wird eine Pyrimidinbdsech eine Purinbase bzw. eine
Purinbase durch eine Pyrimidinbase ersetzt. Untereridksichtigung aller
Mutationsmechanismen nehmen die Substitutionen 68it % den gréf3ten Anteil im

menschlichen Genom ein [Murken et al. 2006].

1.5 Entstehung der mitochondrialen Haplogruppen

Haplogruppen sind definiert als Gruppe einer Adreth Individuen gemeinsame genetische
Merkmale besitzen.

Anhand der mtDNA-Sequenzen von Menschen verscheedéopulationen und deren
Einordnung in Haplogruppen wurde ein phylogenegsclBtammbaum erstellt. Dieser
Stammbaum basiert auf einem monogenetischen Urgpnuth stiitzt somit die Out-of-Africa-
Hypothese (auch bekannt als Arche-Noah-Modell, &sphent-Hypothese, Eva-Hypothese
oder Lucky-Mother-Hypothese), die mittels anatomisworphologischer Merkmale
postuliert wurde [Buselmaier & Tariverdian 2006].

Als Grundlage fiir den Stammbaum dient die Uberlggaiass Matrilinien bei Geschwistern
den geringsten Abstand aufweisen, da fir Neumutatianur eine Generation Zeit gegeben
ist. Desto mehr die Verwandtschaft abnimmt, um gi3@r ist der genetische Unterschied.
Dabei wird der Kreis, der Uber Matrilinien verwagatMenschen, immer gréf3er, je langer die
Zeit zurickverfolgt wird, bis eine gemeinsame Vbrfa der mtDNA gefunden ist
[Buselmaier & Tariverdian 2006].

Verschiedene Untersuchungen [Cann et al. 1987, dangenh al. 2000, Yu et al. 2002] ergaben,
dass sich die mtDNA-Sequenzen unter Afrikanerrksetaunterscheiden als in allen anderen
ethnischen Gruppen. Somit stand die Wiege der Mévgscin Afrika und die gemeinsame
Urmutter lebte dort vor ca. 150.000 bis 200.000&kalfCoble et al. 2004].
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Im Vergleich der genetischen Variabilitdt mit areteiArten zeigen sich innerhalb der heute
lebenden Bevolkerung nur geringe Unterschiede. Dginge Differenziertheit deutet auf
einen ,Flaschenhalseffekt* im Laufe der humanenl&ien hin. Daraus folgt, dass kleine
Griunderpopulationen die Besiedlung vollzogen [Bursaér & Tariverdian 2006].

Altere Arbeiten aus den siebziger Jahren gingenomlaaus, dass Europa wéahrend der
Neolithischen Revolution von einer grél3eren Bewiilkgsbewegung besiedelt wurde, die fur
die beobachtete Variabilitdt verantwortlich seinllteo Neuere Untersuchungen der
mitochondrialen Haplogruppen weisen dagegen eiaéivie Homogenitat auf. Somit missen
die Frequenzvariationen durch friihere Besiedluntiswentstanden sein [Grupe et al. 2005].
Ein Modell nach Richards et al. [2000] geht davorus,a dass vier grol3e
Migrationswanderungen erfolgten, die anhand vorh&slogischen und paldoklimatischen
Fakten rekonstruiert wurden. So soll die erste REmerungswelle im frihen
Jungpalaolithikum (vor 45.000 J.), die zweite inttlaren Jungpaldolithikum (vor 26.000 J.)
und die dritte im spéaten Jungpaldolithikum (vor500. J.) stattgefunden haben. Etwa 20 %
der genetischen mitochondrialen Variabilitat enkelte sich durch die vierte

Einwanderungswelle vor ca. 9.000 Jahren.

Abb. 4: Geographische Verteilung der mitochondriale Haplogruppen.
[aus: www.igenea.com, Stand: 6.6.09]

In Abbildung 4 ist die geographische Verteilung detochondrialen Haplogruppen weltweit
dargestellt. In Afrika, stdlich der Sahara, domihielie Haplogruppe L mit ihren
Subhaplogruppen. Diese finden sich auch in Nork&ffb0 %) und vereinzelt in Europa und
Westasien wieder. Der Rest der Welt ist den Haplggen M und N zuzuordnen. Die
Subhaplogruppe M1 findet sich auch in 20 % der Berding in Athiopien. Somit liegt der
Ursprung der Haplogruppe M ebenfalls in Afrika. DHaplogruppe M verbreitete sich im

asiatischen Raum sowie in Amerika und AustralieaziDgehéren die Haplogruppen D und
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CZ, wobei unter CZ die Haplogruppen E, Q, C und usammengefasst sind. Zur

Haplogruppe N, die vorwiegend in Europa und Vordera anzutreffen ist, gehéren die
Haplogruppen W, X, I, A und R. Die Haplogruppe Rdwveiter unterteilt in B, F, JT, HV
und UK, wobei sich die Gruppen JT zu J und T spalége auch HV in H und V, sowie UK
in U und K (siehe Abbildung 5).

Abb. 5: Schematische Auftrennung der weltweit verbeiteten mitochondrialen Haplogruppen.
[aus: www.biologiezentrum.at/mpdh/mypersonaldnainisphp, Stand: 6.6.09]

Anhand der genetischen Polymorphismen, die geoggeplinterschiedlich verteilt sind, lasst
sich auch die Besiedlungsgeschichte der einzelrartikente rekonstruieren. Besonders gut
sind diese fur Europa und Amerika untersucht woi@aiselmaier & Tariverdian 2006].
Cavalli-Sforza, Menozzi und Piazza teilten in ihfublikation [1994] 26 européische
Populationen in sieben Gruppen ein. Die untersuclgenetischen Polymorphismen dienen
als Beweis fur mehrere Migrationsbewegungen zurscgedlichen Zeiten. Zudem stimmen
diese Ergebnisse auch gut mit den sprachlichend&limgen Europas uberein. Eine
Sonderstellung unter den genetischen Polymorphisneéymen die Basken, die Saami, die
Sarden und die Roma ein. Wie auch durch archaalogisind linguistische Studien belegt,
sonderten sich die Basken vor 18.000 Jahren atbiltheken eine eigenstandige Population.
Die Roma kamen im 14. Jahrhundert aus dem nordelesti Indien und blieben, durch ihre
eigene Kultur und damit auch genetisch, von Euiepkert. Die genetische Eigenstandigkeit
der Saami und Sarden ergibt sich aus ihrem Insetstazw. durch das Leben an der
nordlichen Grenze Europas und der damit verbundeskativen Isolation dieser beiden
Bevolkerungsgruppen [Grupe et al. 2005].

Trotz der genetischen Polymorphismen kann davongemasgen werden, dass alle
Wanderungsbewegungen nach Europa vom Mittleren nOsteisgingen und auch
Ruckwanderungen erfolgten [Richards et al. 200(ilAet al. 2004].
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1.6 Molekulargenetische Untersuchungen an aDNA

Der Begriff aDNA stammt aus dem englischen “anciBNA” (alte DNA) und ist die
Bezeichnung fir Reste von Erbgutmolekilen in tadrganismen. Dabei zerfallt die DNA
zufallig in kleine Stlicke durch die Anwesenheit \Wwkleasen [Butler 2005].

Der Erkenntnisgewinn der aDNA Forschung ist in sedischiedenen Bereichen, z.B. fur die
Anthropologie, die Palaozoologie und —botanik a@ech fir die Archaologie, von grol3er
Bedeutung. So konnten Higuchi et al. [1984] erfeign DNA von dem ausgestorbenen
Quagga extrahieren. Johnson et al. [1985] gelangdd®\ aus Mammuts zu gewinnen;
wahrend Rogers und Bendich [1985] DNA aus Pflanaes einem Herbarium nachweisen
konnten. Grol3e Fortschritte in der aDNA-Analyse deur mit Hilfe der PCR-Technik erzielt,
1987 von Mullis und Faloona veroffentlicht. Auch der Phylogenese hat die aDNA-
Forschung wichtige Beitrage geliefert. So konntarclinnikov et al. [2000] die Evolution
des Homo sapiens genetisch darlegen und Kringb Et997] sowie Gutierrez et al. [2002]
die Erforschung des Neanderthaler-Genoms veréiteeth [Hummel 2003].

Analysen an aDNA und degradierter DNA werden haafigMiniSTR- und SNP-Methoden
durchgeflihrt, da sie eine hohe Variabilitdt zwisclden Individuen aufweisen und auch in
stark degradierter DNA aufgrund ihrer geringen @rédch nachweisbar sind [Alonso et al.
2005]. Fur eine matrilineare Abstammungslinie witi@ Analyse der mtDNA eingesetzt
[Giles et al. 1980]. In den meisten aDNA-Proben ds Untersuchung der mtDNA oft
erfolgreicher, da sie in der Zelle in wesentlichhéer Kopienzahl vorliegt und deshalb die
Erhaltung wahrscheinlicher ist [Bar et al. 2000n&er et al. 2000, Budowle (Pub.-Nr. 99-
12)].

Bei gunstigen Erhaltungsbedingungen ist auch eescldechtsdiagnose mit Hilfe von aDNA
maoglich. Allerdings kann eine sichere Differenziegamaoglichkeit beim Menschen
eingeschrankt sein. Mit dem Nachweis von DNA-Fragiae aus dem Y-Chromosom ist das
Geschlecht eindeutig bestimmbar. Gelingt nur dechMeeis von Fragmenten aus dem X-
Chromosom, kann nicht sicher auf ein weiblichesividdum geschlossen werden, da
aufgrund der Erhaltung auch Fragmente aus dem %+@dgsom nicht mehr nachweisbar sein
kénnen [Kloostermann & Kersbergen 2003, Hummel 2003

Aufgrund von aDNA-Analysen liegen mittlerweile zehithe Verotffentlichungen zur
Identifizierung bedeutender historischer Persoram Aus Uberresten von Knochen, Haaren
oder Kleidungsresten wird aDNA extrahiert. Ansdiéad erfolgt ein Abgleich mit Daten
von noch lebenden putativen Verwandten. Bei einegreinstimmung gelten die Individuen
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als identifiziert. Einige berihmte Beispiele sing dussische Zarenfamilie [Gill et al. 1994,
Stoneking et al. 1995], Martin Bormann [Anslingéraé 2001] und Jesse James [Stone et al.
2001]. Bei anderen Fallen wie z.B. Friedrich Sehill
[www.gerichtsmedizin.at/friedrichschillercode.htnfitand: Juli 2009] und Kasper Hauser
[Weichhold et al. 1998] konnten DNA-Untersuchungeermutete Identifizierungen
widerlegen. So ist sowohl der Schadel aus der &tgstft als auch der ,Froriep-Schadel”
nicht von Friedrich Schiller und Kasper Hauser nagtht der Sohn von der Grof3herzogin

Stephanie von Baden.

1.6.1 Haltbarkeit von DNA

Das Alter einer Probe kann kein Indiz dafir lieferne hoch der DNA-Gehalt dieser Probe
ist [Burger et al. 1999, Binladen et al. 2006]. dachat das Liegemilieu einen sehr starken
Einfluss auf den Erhalt von DNA in historischen IB¥n. Generell kann gesagt werden, dass
konstante, kilhle Temperaturen, wie z.B. in Hohlderd®?ermafrost, gut fur den Erhalt der
DNA sind. Daher konnte bis jetzt die alteste DNA adammutknochen (50.000 Jahre alt)
und Bisonknochen (65.000 Jahre alt) nachgewiesaeng die im Permafrost gefunden
wurden. Schéatzungen zufolge ist es moglich, aum&eostknochen (wie aus dem Holozén
und Pleistozan) noch 900-1.000 bp grofe DNA-Fragenezn isolieren [Willerslev & Cooper
2005]. Dagegen bewirken heil3e Temperaturen oderkestdemperaturschwankungen,
beispielsweise in Wisten, einen DNA-Verlust. Auduéhtigkeit fordert DNA-Abbau, indem
sie Knochen und Zahnen ermoglicht, organische &ubta (wie zum Beispiel Harnstoff)
aufzunehmen. Auch eine erhtéhte Anzahl an Mikroasgaan im Liegemilieu hat eine
zerstorende Wirkung auf die DNA [Burger et al. 1998 mmel 2003].

Positiv fir den DNA-Gehalt sind neutrale oder I¢ittasische pH-Werte der Umgebung,
Trockenheit und mineralische Oberflachen. Dies&iesein hoher Salzgehalt, stabilisieren
die DNA-Molekiile und sorgen fiur eine schnelle Aasknung [Burger et al. 1999, Hummel
2003, Willerslev & Cooper 2005].

Durch diese vielen Einflussfaktoren ist eine zefiéi Eingrenzung fir das Uberdauern von
aDNA schwierig. Trotzdem werden in der Literatursahiedene Angaben dazu gemacht. So
geben Willerslev und Cooper [2005] an, dass 100-#®0ange Fragmente in temperierten
Zonen bei etwa 10 °C ungefahr 10.000 Jahre nacharegein sollten. Fir Proben aus dem
Permafrost schatzen sie die Grenze fir eine maglimplifikation von DNA auf 100.000

Jahre ab.
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1.6.2 Abbau von Nukleinsauren

Das Makromolekil DNA ist, wie viele andere chemesgtterbindungen auch, nicht fur immer
existent. Der Zerfall der DNA wird durch Hydrolysemsgeltst, die an unterschiedlichen
Stellen mit unterschiedlicher Haufigkeit wirken. edikommt es zu einer Spaltung der
Phosphodiesterbindungen oder zu einer Deaminierung.

Dennoch ist DNA wesentlich langer haltbar als RMA,durch das Fehlen der 2°-OH-Gruppe
im Zuckermolekil, die Hydrolyse schlechter die Rituxliesterbindung spalten kann. Jedoch
wird durch das Fehlen der 2 -OH-Gruppe die N-glyttisshe Bindung zur jeweiligen Base
gelockert und die hydrolytische Deaminierungsrategs an. Es wird die jeweilige Base
abgetrennt und das Phosphat-Desoxyribose-Geriist bldalten [Murken et al. 2006].

Dieses Phanomen kann auch zu falsch-positiven Brggdn fuhren, da die Deaminierung
direkt auf die Sequenz wirkt [HOss et al. 1996]utLBinladen et al. [2006] ist eine Transition
von Cytosin zu Thymin 30-50 mal wahrscheinliches aine Transition von Adenin zu
Guanin. Auch konnte die Arbeitsgruppe keinen wdsdm@n Unterschied in der
Transitionsrate zwischen nuklearer und mitochotelri@NA finden.

Weitere Degradationserscheinungen sind Alkylierumgl die Maillard-Reaktion, die zu
starken Verknupfungen innerhalb und zwischen desctheedenen DNA-Strangen fihren und
somit eine Amplifikation verhindern [Willerslev &d@dper 2005, Paébo et al. 2004, Hummel
2003].

Eine relativ stabile Einheit in der nuklearen DNAIdbn die 190 bp langen Helix
Untereinheiten. Deshalb sind besonders Fragmerter @00 bp in aDNA-Extrakten noch
nachweisbar, wohingegen langere Fragmente sehensamplifiziert werden konnen
[Hummel 2003]. Eine Ubersicht der biochemischerzBsse beim DNA-Abbau ist in Tabelle

1 aufgelistet.

Tab. 1: Ubersicht der haufig vorkommenden biochemishen DNA-Modifikationen.
[aus: Capelli et al. 2003, S. 60 mod.]

Biochemische Reaktion DNA-Modifikation Effekt auf de DNA-Analyse
Einbau falscher Basen

Oxidation verschiedene Basenmodifikationgmicht mehr verlangerbarer DNA-
Strang

Spaltung der

Phospodiesterbindungen DNA-Fragmentierung

Hydrolyse Spaltung der N-glykosidischen Einbau falscher Basen
Bindungen
Deaminierung Einbau falscher Basen
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die EtablierungduWerbesserung molekulargenetischer
Methoden fir Proben mit alter und stark degradiddteA.
Als Ausgangsmaterial flr historische Proben dieeichenbrand aus der vorrémischen
Eisenzeit und der romischen Kaiserzeit in Schlegwoistein. Da in der vorangegangen
Diplomarbeit bereits aus den Graberfeldern Huslophwissel und Gremersdorf in einigen
Fallen DNA erfolgreich detektiert werden konntell sbe vorliegende Arbeit mit anderen
Graberfeldern die Ergebnisse reproduzieren. Barenfolgreichen Amplifikation von DNA
aus den Leichenbrdnden sollen archéologische Redlgegen an den Graberfeldern
genetisch beantwortet werden kénnen. Diese betrefigist die Verwandtschaftsverhaltnisse,
da diese nicht durch klassische, anthropologiscathdtien nachzuweisen sind.
(1) Sind die einzelnen Knochenfunde von Elitebéstagen in einem Graberfeld
einer oder mehreren Familien zugehorig?
(2) Gehoren benachbarte Graberfelder mit unterdtbieen Geschlechtern
derselben Siedlungsgemeinschaft an?
(3) Wie erfolgt die Verteilung der Familien auf em Graberfeld?
(4) Sind die morphologisch fir weiblich gehalter@réber eines archaologischen
.Mannerfriedhofs" nach einer DNA-Analyse weiblicder mannlich?
Um diese Fragen beantworten zu konnen, werden dibeR aus den Graberfeldern
Gremersdorf, Scharbeutz, Suderbrarup, Norderbrang Soérup Il auf das Vorhandensein
von amplifizierbarer DNA getestet.
Fur eine bessere Ausbeute an alter und stark degexdDNA aus den Proben werden
folgende Ziele verfolgt.
(1) Etablierung einer SNP-Analyse zur Bestimmung toohiondrialer
Haplogruppen
(2) Effektive Entfernung / Vermeidung von Kontantinaen
(3) Modifikation der Extraktionsmethode speziell Kinochenproben mit wenig
DNA.
Des Weiteren werden nicht nur Leichenbrandprobentersncht, sondern auch
Knochenproben von Brandleichen und stark faulnéaveéerten Leichen. Die Knochenproben

der Brandleichen dienen als Vergleich fur die Lembrandproben. Damit kbénnen Fragen
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beantwortet werden, ob es (1) mdglich ist, DNA ewmnen und wenn ja (2) bis zu welchem

Verbrennungsgrad authentische DNA aus hitzeverés&mochen amplifizierbar ist.

Die stark faulnisveréanderten Rippen als auch Orgdrgn dienen einer Vergleichsanalyse.
Dabei soll herausgefunden werden, welche Gewebepden grof3ten Amplifikationserfolg
liefert. Da die Extraktion von DNA aus Knochen s@ufwendig im Vergleich zur DNA-
Extraktion aus Geweben ist, soll Uberprift werdeim,die Qualitat der DNA aus Rippen
besser sei, um diesen Aufwand zu rechtfertigen.

Damit geht diese Arbeit auch einer forensischergéstellung nach: Welche Gewebe und
Methoden sind bei Leichen mit starken postmortAleranderungen oder Brandeinwirkung

fur eine schnelle Identifizierung am besten gedfgne
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3 Probenmaterial

3.1 Material fur die Etablierung der SNP-PCRs

Fur die Uberpriifung der Funktionsfahigkeit der Rainwvurden von Frau PD Dr. M. Poetsch
(Institut fur Rechtsmedizin Essen) 35 Proben und Foau PD Dr. J. Edelmann (Institut far
Rechtsmedizin Leipzig) zw6lf Proben zur Verfugurestgllt. Von allen 47 Proben waren die
Haplogruppen bekannt, sodass die neu entwickelBsRlamit Uberprift werden konnten.
Des Weiteren wurden 145 Proben von 36 DNA-Fallezit(Zum 2006-2008) ausgewahlt, die
schlechte Ergebnisse in der STR-Analyse zeigtea. Hall war auch immer eine weitere
Probe mit guten STR-Ergebnissen existent, um digil@rmiteinander vergleichen zu
konnen. Diese Falle stammen alle aus dem DNA-Relatiior des Instituts fir Rechtsmedizin
Kiel und waren zum Zeitpunkt der SNP-Analyse bsraligeschlossen. In allen Féllen stand
noch gentgend DNA zur Verfigung, um die SNP-Analgssvie eine Screening-PCR
durchfihren zu konnen. Die DNA-Proben wurden im ri@egchrank bei —20 °C und im

Kihlschrank bei +4 °C gelagert, bis sie Anfang 2866hmals analysiert wurden.

Tab. 2: Ubersicht der Proben mit schlechten STR-Pridlen.

Spurenmaterial Anzahl der Proben
Hand 4
Rasierer 6
Zahnbdrste 19
Kamm 10
Tempotaschentuch 2
Gewebe im Paraffinblock 7
Tupfer mit Blut 6
Knochen / Zahn 19
Postkarte 2
Zigarettenkippen 2
Haare 12
Placenta / Abortgewebe 6
Hundekot 6
Hemd 4
Gehirn in Formalin eingelegt 2
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In die Analyse gingen 49 Proben aus 13 DNA-Falles déem Jahr 2008, 53 Proben aus 14
DNA-Fallen aus dem Jahr 2007 und 43 Proben aus b Fallen aus dem Jahr 2006 ein.

Untersucht wurden neun Organe, 13 Blutkarten undlds$riche, die als Vergleichsmaterial

dienten und gute STR-Profile lieferten. Als Spuratenial kamen die in Tabelle 2 genannten
Proben zum Einsatz.

Alle diese Vergleichsproben wiesen eine geringe d¢emn DNA auf und bereiteten
Schwierigkeiten bei der STR-Analyse mit kommerzelKits. Alle STR-Profile stammten

aus den Routineféallen und wurden nicht nochmalsliése Arbeit analysiert.

3.2 Material fir Dekontaminationsversuche

Als Ausgangsmaterial fir die Dekontaminationsvelngudienten Leichenbrandknochen aus

den Urnengraberfeldern Husby, Schwissel und GretoneisHusby wurde vom Ende der

vorromischen Eisenzeit bis zur romischen Kaiserzgit375 n. Chr.) belegt. Die

archaologischen Befunde sprechen fur eine Beleduagptsachlich mit Mannern. Das

Graberfeld Schwissel stammt aus der vorromischexerizeit (500-0 v. Chr) und wurde

Uberwiegend fur Frauen genutzt. Die Urnen von bei@edberfeldern, ausgegraben in den

funfziger Jahren, lagerten nach der archaologisahehanthropologischen Bearbeitung im

Schloss Gottorf. Das Urnengraberfeld Gremersdorfl winter 3.4.1 beschrieben. Zusatzlich

kamen Rippenknochen von einem Seehund zur Anwendung

In Vorversuchen wurde von jedem Knochen ein Stick das Vorhandensein von

authentischer DNA und mitextrahierten PCR-Inhimtor hin getestet. In die

Kontaminationsversuche kamen nur Knochen zum Einsdie weder Inhibitoren noch

authentische DNA aufwiesen.

Die Austestung erfolgte mittels drei verschieddf@ntaminationsarten:

. Gruppe |: Zwei Personen reiben die Knochen zwischesn bloRen Handen flr funf
Minuten. Zuséatzlich husten die Personen auf diedkea.

. Gruppe II: Auf die Knochen werden 20 ul Speichdbatragen.

. Gruppe llI: Die Knochen werden mit 20 ul einer 2@0DNA-LAsung betraufelt.

Die Knochen wurden getrocknet; etwa die Hélfte saemneten sich als Kontrolle fur eine

erfolgreiche Kontamination und wurden nicht vor 8atraktion gereinigt. Die andere Halfte

durchlief eine mechanische Reinigungsprozedur lmigahnburste unter flieRendem Wasser.

Anschlie3end wurden die Knochen mit vergalltem Bthgvergallt mit 1 % Petrolather) und
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doppelt destillierten Wasser gespuilt, dann kurdBeiC getrocknet. Zum Schluss durchliefen
die Knochen von jeder Seite eine zehnminutige Udht-Bestrahlung.

Insgesamt gingen 64 Knochenproben in die Versuittesign. Zur Gruppe | (Handkontakt)
gehdrten 23 Knochen, wovon zwolf gereinigt wurden Gruppe 1l (Speichel) wurden 17
Proben kontaminiert und davon elf gereinigt. Fi@ @Gruppe 11l (DNA) wurden 24 Knochen
kontaminiert und 15 gereinigt.

Da sich die Dekontaminationstechnik wahrend dere#rtinderte, ist auch diese vorher
getestet worden. Als Spurentrager kamen Gehorkidiodi® zum Einsatz. Diese sind
gekennzeichnet durch eine relativ raue Oberflaché wviele kleine Ecken, an der sich
kontaminierende DNA gut festsetzen kann. Von dea @ehorknochelchen wurde der
Amboss ausgewahlt. Insgesamt wurden sechs Ambossérei verschiedenen Frauenleichen
untersucht. Es wurde darauf geachtet, dass digdrbemen keine Anzeichen einer Faulnis
aufwiesen. Ein rechter Amboss war nicht mehr vaiidig existent. Zusétzlich wurde die
DNA der Frauen aus den routinemallig verwendetetk&tien extrahiert und in einer STR-
Analyse amplifiziert. Als kontaminierende Substakam das Blut eines mannlichen
Mitarbeiters zum Einsatz, dass sich in seinen STékihalen am starksten von den drei
Frauen unterschied. Somit konnte tber den Nachderisutosomalen STRs und besonders
der Y-STRs, eine Kontamination nachgewiesen werden.

Die Kontamination erfolgte folgendermaf3en: Alle Khen wurden einzeln in 1,5 ml
ReaktionsgefalRe gegeben und mit 200 ul Blut bedécidgchlieRend wurden die Proben tber
Nacht bei Raumtemperatur unter Schuitteln inkubi®nm. ndchsten Tag wurden jeweils die
linken Ambosse aus dem Blut enthommen und soferzétin Minuten in Bleiche tberfuhrt.
Dann wurden sie dreimal mit doppelt destilliertem3d&er gespult und im Brutschrank bei 37
°C getrocknet. Dagegen wurden die rechten Amboissktchach der Entnahme aus dem Blut
im Brutschrank (Uber Nacht) getrocknet. Am nachskag wurden sie ebenfalls fur zehn
Minuten in Bleiche geschwenkt und danach dreimalduoppelt destillierten Wasser gespuilt
und getrocknet.
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3.3 Kriterien fur die Auswahl der Urnengraberfelder

Fur die molekulargenetischen Analysen der Leichémie standen funf Graberfelder zur

Verfugung — Gremersdorf, Scharbeutz, Stderbraruprd&brarup und Soérup 1l (siehe

Abbildung 6). Es handelt sich dabei um Urnenfriddhdlie in der vorrémischen Eisenzeit

und in der romischen Kaiserzeit belegt wurden. Biswahl der Gréberfelder begrindete

sich folgendermal3en:

o

Gremersdorf, um die positiven Ergebnisse aus deangegangenen Diplomarbeit zu
reproduzieren. AuRerdem fand die Offnung der mejsda@sgewahlten Urnen speziell
fur die Probenentnahme zur Diplomarbeit statt. Soweekannt, wurden die

Leichenbréande anschlie3end im Archiv gelagert, assdeine Kontamination mit
moderner DNA gering sein durfte.

Scharbeutz, weil die Urnen zum Teil noch nicht @eéif waren und so eine
Kontaminationsquelle ausgeschlossen werden koZiutgdem gab es in Scharbeutz
Mehrfachbestattungen, woraus sich die Frage naahliEazusammengehorigkeiten
stellen liel3.

Suderbrarup, weil einige Gréaber anthropologisctsilser weiblich bestimmt worden
waren, obwohl es sich um einen Mannerfriedhof hiinde

Norderbrarup hat nur eine geringe Anzahl an Urnétenn sich die Proben fir
molekulargenetische Untersuchungen eignen, kanar@hkiner flachendeckenden
Untersuchung herausgefunden werden, wie sich asieth Graberfeld die Familien
verteilen.

Sorup Il ist ein beigabenreicher Frauenfriedhof miitigen - ausnehmend reich -
ausgestatteten Grabern. Dieses Graberfeld soll zNMachweis eventueller

Familienzusammengehdrigkeiten bei den Elitebestgén dienen.

Abb. 6: Karte von Schleswig-Holstein mit der Lage dr bearbeiteten Urnengréberfelder.
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3.4 Beschreibung der Graberfelder

3.4.1 Gremersdorf

Das Urnengraberfeld Gremersdorf wurde bei Kiesahtimiten 2000/01 entdeckt. Es handelt
sich dabei etwa um 200 Urnen, die aus dem grobassevundurchlassigen Boden geborgen
wurden. Sie befanden sich in einem guten Erhaltzugiand. Die archaologische Bearbeitung
ist noch nicht so weit fortgeschritten, um an die3telle Genaueres Uber das Urnengraberfeld
aussagen zu koénnen. Allerdings fand eine Datiestaty, die darauf schlieRen lasst, dass der
Friedhof von 200 vor Chr. bis zu Christi Geburt éggl worden war und somit der

vorromischen Eisenzeit zugerechnet werden kann.

3.4.2 Scharbeutz

Das Urnengraberfeld Scharbeutz wurde bei Erschiigiarbeiten eines Gewerbegebiets im
September 2003 entdeckt. Wegen fortschreitenderaaiten wurde deshalb eine
Notgrabung eingeleitet. Dabei konnten 75 Fundstebef einer 200 fmgroRBen Flache
festgestellt werden, wobei nicht in allen Fallemé&h vorhanden waren. Durch die folgenden
Bauarbeiten wurden weitere Urnen in Steinpackunggfunden. Deshalb kam es zu einer
zusatzlichen Grabung von Juli bis September 2004l@m erschlossenen Gewerbegebiet. In
der erkundeten Flache konnten ca. 150 archaolagis@®efunde, Uberwiegend
Urnenbestattungen sowie vereinzelte Brandgrubdigrgen werden [Krause-Kyora 2007].

In den meisten Fallen umgaben SteinummantelungenUdinen. Trotzdem wurden viele
Urnen im Laufe der Jahrhunderte zerdrickt oder \Rilng beschéadigt. Soweit es dem
ausgrabenden Personal mdglich war, wurden die Ugeerbloc” geborgen [Krause-Kyora
2007].

Aufgrund der GefaRformen der Urnen kann das Gréalieifi den Ubergang von der alteren
in die jungere, vorromische Eisenzeit datiert wardeine zeitliche Einordnung anhand von
Beigaben war durch die geringe Fundmenge nicht ictdfKrause-Kyora 2007].

In diesem Urnengraberfeld sind Mehrfachbestattun¢g@efunde 154, 156, 171, 172),
Nachbestattungen (Befunde 173, 150) und ExhumiemuiiBefund 245) nachweisbar. Diese
Befunde sprechen dafur, dass die Graber einstbsichivaren. Auch wird von den
Archaologen angenommen, dass die Mehr- und Nadkthesgen auf bestimmte Intentionen,

wie z.B. Familiengréber, hindeuten [Krause-Kyor@7Z)0
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3.4.3 Suderbrarup

Erste Hinweise auf ein Urnengraberfeld am Markiplabn Suderbrarup wurden 1913
bekannt, nachdem schon Anfang des 20. Jh. kleir&r@bungen auf benachbarten
Grundsticken durchgefiihrt wurden. In den Jahrer®-1981 und 1962 erfolgte dann eine
planmalige Ausgrabung, die offensichtlich das kettel Urnenfeld erfasste. Datiert ist
dieses Graberfeld vom ersten bis in das flinfteggegenfalls sogar sechste) Jahrhundert und
gehort somit in die romische Kaiserzeit und Volkemderungszeit in Angeln. Der
Erhaltungszustand der Urnen ist sehr schlecht,ielang eine geringe Deponierungstiefe
aufwiesen und der Platz traditionsgemal’ schonlaefge als Markt fungierte [Wahl 1988,
Bantelmann 1988].

Insgesamt kamen dabei 1.234 -meistens beigabend@pwstattungen zum Vorschein. 763
Leichenbrénde, die 780 Individuen reprasentiereh Pbppelbestattungen), gelangten zur
anthropologischen Untersuchung. Da es sich bei demthenbrand vorwiegend um
Brandreste aus zerstorten Urnen handelte, wurdea UDeichenbrédnde bei der
anthropologischen Bearbeitung mit Wasser gewascimeh an der Luft getrocknet. Eine
Auflistung der anthropologischen Befunde der Leidirénde, die in dieser Arbeit untersucht
wurden, sind in Tabelle A2 im Anhang zu finden [W2888].

Die Farbung der Knochenfragmente aus Suderbraruprvwagurchweg weildlich bis hellbeige-
farbend, bisweilen noch grau oder braunlich. SeflstBruchflaichen der Kompaktknochen
waren meistens weil3, seltener grau und nur geliegeschwarz. Da in Suderbrarup kaum
schwarze Knochen zu finden waren, ist davon ausmrgelass die Verbrennungstechnik gut
beherrscht wurde und gentigend Brennmaterial zuiigleng stand. Durch die Beigaben aus
Eisen und Bronze waren auf den Knochen teilweis¢bfdon- und Granverfarbungen
sichtbar. Anhand der Beurteilung der Farbung deodken sowie der Beschaffenheit der
Beifunde lies sich eine Verbrennungstemperatur c@n850 °C rekonstruieren. Damit sind
die einzelnen Verbrennungserscheinungen mit heutigachenbranden aus Krematorien
vergleichbar [Wahl 1988].

Die anthropologische Untersuchung zeigte zusamrmesefa folgende Ergebnisse: Die
Fragmentierung des Leichenbrandes konnte im gesadr@enfeld als klein bis kleinst, mit
einer durchschnittlichen Gréf3e von 23 mm, zusamefasgt werden. Der Anteil an Kindern
und Jugendlichen betrug ca. 25 %. Das Durchschhétserwachsener Manner lag bei 41,8
Jahren, das der Frauen bei 37,9 Jahren, wobeieritliagher Aufwartstrend im Laufe der
Jahrhunderte festzustellen war. Von den insgesad®t Brwachsenen wurden 305 als

mannlich bestimmt und 63 als weiblich. Der Restrikemicht eindeutig zugeordnet werden.
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Daher wurde dieses Graberfeld, zumindest von delagen her, als Mannerfriedhof
bezeichnet. Die Kdrperhthe lag bei den Mannernaweis 165,4 cm und 182,0 cm und bei
den Frauen zwischen 152,6 cm und 169,0 cm. In 18llé6 Leichenbdnde konnten auch

Tierknochen gefunden werden [Wahl 1988].

3.4.4 Norderbrarup

Das Urnengraberfeld Norderbrarup wurde Anfang desJahrhunderts ausgegraben und ist
weder arché&ologisch noch anthropologisch bearbdiigie erste Datierung geht von einer
Belegung im ersten Jahrhundert vor Christus alsgelsamt wurden ca. 48 Urnen geborgen
[Gebuhr, personliche Korrespondenz]. Die flunf, iesér Arbeit untersuchten, Urnen wurden
bereits Ende 2005 in der Werkstatt des Schloss o@sttgedffnet. Damit kann eine

Kontamination nicht ausgeschlossen werden.

3.4.5 Sorup I

Sorup 1l ist ein, wahrend der spéaten vorromischéserizeit und der &lteren Kaiserzeit
genutzter, Urnenfriedhof. Erste Urnen wurden 19éimbAusschachten einer Kellergrube in
einem bereits erschlossenen Neubaugebiet entd@ekGrundstiickseigentiimer zerstérte die
Urnen aus Angst vor einem Baustop und entsorgtensier Aushubschuttung. Der Vorgang
wurde dem Landesamt fur Vor- und Frihgeschichte ejg@et und es erfolgte eine
Sondierungsgrabung. Diese erbrachte 14 Urnen sowalerere Gruben und Brandstellen.
Weitere Grabungen fanden im November 1967 und imr8er 1968 statt. Insgesamt konnten
dabei 181 Grabstatten erfasst werden [Lagler 1989].

Auf diesem Friedhof lie3en sich nur Brandbestattwng Urnengrdbern nachweisen. Die
meisten Urnen hatten keinen Steinschutz und staadEeiner Lehmschicht oder waren in
diese eingesenkt. Die Leichenbréande waren zu zwigied mit Beigaben versehen [Lagler
1989].

Anthropologisch bearbeitet wurden (stichprobenad® ausgewahlte Leichenbrande. Davon
waren elf als mdgliche Kinderbestattungen einzuendrBei 18 Leichenbranden war eine
Geschlechtsdiagnose maoglich, die 15 Leichenbranslevaiblich einstufte. Somit ist von
einem Frauenfriedhof auszugehen, der aber aucimémegeringen Teil mit Mannern belegt

worden war [Lagler 1989].
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3.5 Knochenmaterial von historischen Leichenbranden

Von den funf untersuchten Graberfeldern wurden 4fned ausgewéhlt und 516
Knochenproben (darunter vier Zéahne) molekulargsoktianalysiert. Aus Tabelle 3 geht
hervor, wie sich die Anzahl der Proben auf die elinen Gréberfelder verteilt. In Tabelle Al
im Anhang erfolgt eine Auflistung aller untersuahtdrnen.

Tab. 3: Ubersicht iiber die Anzahl der analysierterProben.

Gréberfeld Anzahl der Urnen Anzahl der Proben davonzahne
Gremersdorf 7 108
Siderbrarup 9 127
Sérup 11 5 71
Norderbrarup 5 47
Scharbeutz 14 163 6
insgesamt 40 516 6

Alle Urnen sind zum Zeitpunkt der Entnahme im Lasrdaseum Schleswig Holstein, Schloss
Gottorf, aufbewahrt. Die Urnen aus Suderbrarup &adip Il waren alle bereits ge6ffnet und
der Leichenbrand gewaschen und anthropologischrautet. Da die Bearbeitung dieser
Leichenbréande schon viele Jahre zurtickliegt, kaoht mehr rekonstruiert werden, welcher
Personenkreis mit den Proben Kontakt hatte. Daherdiese Proben -sehr wahrscheinlich-
mit moderner DNA kontaminiert. Auch die Leichentdt@nvon Norderbrarup wurden bereits
2005 aus den Urnen geborgen und gewaschen. Diesk vgahrscheinlich ebenfalls

kontaminiert. Trotz der kurzen Zeit von der Offnuhgy Urne bis zur Probenentnahme kann
nicht mehr rekonstruiert werden, wer mit den ProKentakt hatte, da auch Praktikanten an
diesen Urnen mitgearbeitet hatten. Die Urnen ausm@rsdorf wurden wahrend der

vorangegangenen Diplomarbeit gedffnet und danngelagert, so dass in diesen Féllen die
Gefahr einer Kontamination als gering einzustugnDie Urnen aus Scharbeutz waren noch
in den meisten Fallen ,en bloc* und wurden erstRahmen der Doktorarbeit gedffnet (siehe
Abbildung 7). In den anderen Féllen sind sie im Rah einer Praktikumsarbeit gedffnet

worden. Allerdings bestand die Hauptaufgabe inRigkonstruktion der Urnen. Es ist davon
auszugehen, dass der Leichenbrand nur entnommersgaen und nicht weiter bearbeitet
worden ist. Mit grol3er Wahrscheinlichkeit sind @é&oben deshalb ebenfalls kontaminiert.
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Abb. 7: Zustand der Urnen und des Leichenbrandes arBeispiel der Urne 248 aus Scharbeutz.
1: Urne mit Gipsbinden umwickel2: Urne mit sichtbarer Keramik und Leichenbrardl, geborgener
Leichenbrand.

Bei der Offnung der noch verschlossenen Urnen,irdider Werkstatt im Schloss Gottorf
erfolgte, war das Tragen von Handschuhen Pflichies® wurden nach jeder
Urnenbearbeitung gewechselt, um eine direkte Udgutig von moderner DNA auf den
Leichenbrand auszuschlie3en. Weitere Vorkehrungenten vor Ort nicht getroffen werden.
Die Entfernung der Gipsbinden erfolgte mit einen&e; die lose aufliegende Keramik wurde
abgenommen und separat aufbewahrt. Anschlielendewder Leichenbrand in ein Sieb
verbracht und so von der Erde getrennt. Es wurdéfiege Fragmente herausgesammelt,
damit eine weitere Fragmentierung verhindert werkie@mte. Direkt im Anschluss erfolgte
die Probenentnahme.

Generell wurde bei der Probenentnahme darauf getasiorrangig kompakte Knochenstiicke
auszuwahlen, die graue oder schwarze Stellen asdwie

Insgesamt erfolgte eine dreimalige ProbenentnaimeSommer 2006 wurden Urnen aus
Gremersdorf, Studerbrarup und Sérup Il beprobt. obm®er 2007 erfolgte eine nochmalige
Beprobung der gleichen Urnen aus den drei Gralenelsowie erstmalig Norderbrarup. Im

Sommer 2008 folgte dann eine Beprobung der UrnsrSabarbeutz.
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3.6 Knochenmaterial von Brandleichen

Von ausgesuchten Obduktionen der Jahre 2006 bi8 @@0Institut fir Rechtsmedizin Kiel
wurden 13 Brandleichen ausgewahlt, die untersdeieell Stadien der Verbrennung
aufwiesen. All diese Personen starben unmittelbaichd das Feuer. Die Bezeichnung
Brandleiche wird genutzt, wenn die Personen entwadfgrund ihrer thermisch induzierten
Verletzungen, wie z.B. Verbrennung der Haut, odechkl die sogenannte Rauch-Inhalation,
also durch eine Kohlenstoffmonoxidvergiftung, serifDiMaio & DiMaio 1993]. Andere
Autoren nutzen den Begriff Brandleiche fur Verstmb, die Zeichen einer Hitzeeinwirkung
zeigen, unabhangig davon, ob diese zu Lebzeiten pakmortal entstanden sind [Janssen
1977] oder sie definieren Brandleichen als Leichmainpostmortaler Brandzehrung [Hunger
et al. 1993].

Die untersuchten 13 Brandleichen wiesen alle vdtkobder verbrannte Knochen, grol3e
Hitzeschadigungen der Organe oder andere Anzeietlmam viergradigen Verbrennung auf.
Teilweise lag nur noch ein Brandtorso vor. Weitkr®rmationen tber die einzelnen Falle

sind der Tabelle 4 zu entnehmen.

Tab. 4: Auflistung der untersuchten Brandleichen, @ in dieser Studie berticksichtigt wurden.
Gezeigt sind wichtige Befunde aus dem Sektionsgodtam Bezug auf den Verbrennungsgrad, Brandod un
Alter der Leichen?: Frau,&: Mann

Alter
Fall Sex (in Grad der Verbrennung Brandort
Jahren
Hautverkohlung und Hautaufplatzung, lederartigefé&igung Hausbrand,
1 Q 77 verbleibender Hautareale, einige Knochen und Sdhiggden frei, | vermutlich
verkochte Muskulatur in der Tiefe, Explosion
Kdrperoberflache verkohlt, linksseitiger Verlustvdaut, Muskeln
2 3 56 und Rippen, Kopfbereich stark verkohlt, Schadeldathufgeplatzt, Hausbrand

Vorderarmknochen sind freigelegt und verkohlt

Hautrotungen, Vertrocknungen, Oberhautablosungréetige
3 3 64 Verfestigung und Hautaufplatzungen, an SchadelAmaen Hausbrand
freigelegte Muskulatur und Knochen, Verlust deriG@sweichteile

Fechterstellung, hochgradige Verkohlung der Kérperfiéche,
4 3 19 Hautaufplatzungen, Schadelknochen liegen teilwiegaind sind | Autounfall
verkohlt, Verlust der Gesichtsweichteile und Teiég Hande

Stark hitzezerstorter Brandtorso bestehend ausdstHaumpf,

Becken und stummelartigen Resten der Extremit&tparate

5 Q 44 Anteile der FlRe sowie kleinerer Knochenreste, &ehgeborsten | Autobrand

mit karbonisierten Knochen, Torso durch Brand gegifimit
verkohlten Eingeweiden

Fast vollstandiger Verlust der Oberhaut, Muskuliagt teilweise
6 3 81 offen, Kopfschwarte grof3flachig verbrannt, Schadethen liegen| Hausbrand
offen

Hochgradige Verkohlung nahezu der gesamten Korpeefléohe,
grofR¥flachiger Verlust der Haut, verkohlte Muskutdtegt frei,
Schadeldeckensprengung, separate Anteile von viéekokinochen,
Hitzefrakturen

Autobrand
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Fechterstellung, aufgeplatzte Hautabschnitte, Gheadtlosung,

FuRknochen sind verkohlt, Verkohlung der Schadeaikea Hausbrand

Hochgradige Verkohlung der Vorderseite, Verkohldeg
9 3 54 Weichgewebe, Verlust der Gesichtsweichteile, geriddzeschaden Autobrand
der unteren Extremitaten und des Rickens,

Lederartige Verfestigung der Haut im Kopf- und (déeperbereich,
10 Q 46 teilweise freigelegte Knochen, Oberhautablésungeigpng des
linken Kniegelenks

Brand in
Gartenlaube

Brandtorso bestehend aus verkohlter Wirbelsaule mit
11 d 50 Rippenfragmenten, Becken, Oberschenkel in TeilbmKaochen | Hausbrand
verkohlt oder verbrannt

Fechterstellung, Kopfhaut verkohlt, Schadelknodiegen teilweise
12 3 42 | frei, Oberhautablésung, Verkohlung und Vertrockremgn Rickent Hausbrand
und Gesalibereich, Totenflecken noch sichtbar,

Brandtorso: Verlust von Knochen, Haut und Orgat@rchen sind
13 3 63 verkohlt oder verbrannt bzw. zu Asche zerfallerh&ie!l und Autobrand
Gesichtskelett grofRtenteils zu Verlust gegangen

Insgesamt wurden von den 13 Brandleichen 71 Kndchgmente untersucht. Dabei wurde
kompaktes Knochenmaterial gegenlber spongiosenrhgyto da die DNA-Qualitat und —
Quantitat in diesen besser nachweisbar ist [Alcgtsal. 2001]. Anschlie3end erfolgte eine
Einteilung der Proben in funf Gruppen, abhéngig vaem Verbrennungsgrad: | — kaum
verbrannt, Il — halbverbrannt, Ill — schwarz verbrg IV — blau-grau verbrannt, V — blau-
grau-weil3 verbrannt. In Abbildung 8 sind typischeidpiele fur die Morphologie der
einzelnen Gruppen dargestellt und in Tabelle 5 diedausgewahlten Knochen der einzelnen

Falle mit ihrem Verbrennungsgrad ersichtlich.

lhn/n

Abb. 8: Typische Morphologie der einzelnen Gruppen.
1: kaum verbrann®: halb verbrannt3: schwarz verbrann#t: blau-grau verbranng: blau-grau-weif3 verbrannt.
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Tab. 5: Ubersicht der untersuchten Knochenfragmente und ihre Einteilung in die fiinf
Verbrennungsstufen.
In der letzten Zeile ist die Gesamtanzahl der aiatten Knochen pro Gruppe angegeben.
Fall | kaum verbrannt | halb verbrannt schwarz blau-grau blau-grau-weifs
verbrannt verbrannt verbrannt
1 Humerus Zahn Schéadel - -
Tibia
2 Femur Schadel Tibia : .
Rippe
3 Vorderarm links | Vorderarm links | 2x Vorderarm links i )
Vorderarm rechts| Vorderarm rechts| Vorderarm rechts
4 ) Vorderarm links Schadel i )
Vorderarm rechts Vorderarm
5 | 2x Wirbelscheiber . .. . P Femur Becken
Wirbelkorper Fibula
Vorderarm Schulter
Zahnwurzel
6 ) Schadel Tibia links Femur Condvle i
Femur Diaphyse| Femur Condyle y
Vorderarm rechts
Femur Condyle li.
7 - - Tibia rechts Vorderarm links -
Tibia links
Schéadel
- Tibia
8 ) 2x Tibia 3x FulRzehe ) )
Schadel
9 - - - - -
Finger
10 Femur - 2x Femur - -
Becken
11 Femur Tibia - - -
12 i ) Zeigefinger i )
Mittelfinger
Wirbelkdrper
Becken
13 - Humerus - Femur ax Lgngkno_chen
; Kniescheibe
Rippe
Schadel
total 9 18 26 10 8
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3.7 Knochenmaterial von stark faulnisveranderteichen

In den Jahren 2005 bis 2007 wurden 32 Leichen miterachiedlich starken
Faulnisveranderungen, welche im Institut fir Retledizin Kiel obduziert wurden, fir diese
Studie ausgewahlt. Da routinemafig wahrend einktid@eimmer verschiedene Organe und
ein Stick Rippe asserviert werden, konnten auchdeietifizierungen aus dem Jahr 2005 mit
bertcksichtigt werden. Alle 32 Personen wurden afsittDNA-Analyse der Gewebe
identifiziert, so dass die STR-Profile aus der Rwutiibernommen werden konnten. Alle
Rippensticke wurden im Rahmen der Dissertation begat. Sie sollen als
Vergleichsmaterial in dieser Studie eingesetzt @erd

Die Einteilung der Faulnisgrade erfolgt in hochatlig, hochgradig, fortgeschritten und
beginnend. Unter beginnender Faulnis werden Leicineih einer Grinfarbung des
Bauchraums, teilweise auch des Kopf- und Schultertiges sowie mit Erweichung der
Augépfel zusammengefasst. Leichen mit fortgesem@t Faulnis zeigen ein
durchschlagendes Venennetz, eine dunkelgrine \Werigr des gesamten Bauchraumes,
Austreten von Faulnisflissigkeit und Gasblahungewie teilweise Madenbefall. Bei
hochgradig faulnisveréanderten Leichen ist die gesafdrperoberflache grin oder rotbraun
verfarbt. Des Weiteren ist der gesamte Korper daddbeund die Faulnisblasen sind teilweise
aufgeplatzt. Auch erste Mumifizierungserscheinunged Maden treten haufig auf. Bei den
hdchstgradig faulnisveranderten Leichen finden $fehwesungserscheinungen sowie haufig
Teilskelettierungen und Madenbefall. Als Kontrollgpe dienten zwei nicht
faulnisveranderte Leichen. Weitere Einzelheiten siar Tabelle 6 zu entnehmen.

Von den insgesamt 32 Leichen konnten 121 Probéieirnalyse einbezogen werden. Diese
setzen sich aus 20 Rippensticke, 30 AortaprobelNi@@&nproben, 17 Leberproben und 25
Muskelproben zusammen. Unter den Rippenstiickeauish ein Knochen eines Fulgliedes

aus Fall 24 mit bertcksichtigt worden, da nur aif® Forlag.
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Tab. 6: Ubersicht der untersuchten Leichen mit ihren zugeordneten Faulnisgrad.
pmi: postmortales Intervall bis zum Auffinden degithe, n.b. nicht bekanri,; Frau,d: Mann

Alter . .
Fall | Sex |. pmi Faulnisgrad Fundort
in Jahren
1 Q 83 Stunden keine Faulnis Klinik
2 Q 97 Stunden keine Faulnis Klinik
5 34 57 1,5 Wochen fortgeschrittene Faulnis Wohnun
6 3 57 3 Tage fortgeschrittene Faulnis Wohnun
7 Q 59 3 Wochen fortgeschrittene Faulnis Wohnun
8 Q neonatall 3 Wochen fortgeschrittene Faulnis thnung, "
Folie gewickelt
9 34 58 n.b. fortgeschrittene Faulnis Wohnung
10 3 61 1 Woche fortgeschrittene Faulnis Wohnun
11 34 44 1 Woche fortgeschrittene Faulnis mit Madenlbefal
12 34 34 2 Wochen fortgeschrittene Faulnis mit Madenbefa Wohnung
13 3 41 3 Monate fortgeschrittene Fettwachsbildung \Biass
14 ) 36 1 Woche hochgradige Faulnis mit Madenbefall Woty
15 ) 40 4-5 Wochen hochgradige Faulnis mit Madenbefall Wohnung
16 38 54 2 Wochen hochgradige Faulnis, teilmumifiziert olWdung
17 ) 44 3 Wochen hochgradige Faulnis, komplette Muneifimg
18 ) 62 2 Wochen | hochgradige Faulnis mit Madenbefalln¥fizierung|  Wohnung
19 38 47 4,5 Monate| hochgradige Faulnis mit Madenbefllmifizierung| Wohnung
hochgradige Faulnis mit Madenbefall,
20 d n.b. 4 Wochen Fettwachsbildung, teilskelettiert, Wasser
hochgradige Faulnis mit Madenbefall,
21 ? 62 6.5 Monate Fettwachsbildung, teilskelettiert, Wasser
hochgradige Faulnis mit Madenbefall,
22 d n.b. 7 Monate Fettwachsbildung, teilskelettiert, Wasser
23 0 57 6 Monate hochgradige Faulnis mit Schlmmelbefall, teilweise Waldsaum
mumifiziert
24 ) n.b. n.b. nur ein Ful3, Fettwachsbildung, Wassel
25 3 66 1 Woche hochstgradige Faulnis mit Madenbefall
26 a 50 3-4 Wochen hochstgradlge_FauInls mit Maden- und Wohnung
Schimmelbefall
27 0 72 4 Wochen héchstgradige Faulnls_ mit Madenbefall, teilweisg Wohnung
mumifiziert
o8 a nb. > Wochen hdchstgradige Faulnis mit Madenbefall, teilweisg Gartenlaube
skelettiert
29 a 58 2 Wochen hdchstgradige Faulnis mit Madenbefall, teilweisg Wohnung
skelettiert
30 a 73 4.5 Monate hdchstgradige Faulnis mit Madenbefall, teilweisg Im Ereien
skelettiert
31 a 76 2 Wochen hdchstgradige Faulnis mit Madenbefall, teilweisg Wohnung
skelettiert
32 a 58 4 Wochen hdchstgradige Faulnis mit Madenbefall, teilweisg Wohnung
skelettiert
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4 Methoden

4.1 Aufarbeitung der Proben

4.1.1 Aufarbeitung der Knochen aus dem Dekontamaingtersuch

Die Knochenproben der Leichenbrdnde und die Sedimactien wurden mit einer
Kugelschwingmihle (Retsch) pulverisiert und zu @ Bortionen abgewogen. Die Extraktion
erfolgte nach Herstellerangaben mit dem Invi€dfbrensic Kit | (Invitek).

Die Ambosse wurden nach der Trocknung mit einem tdamn UV-bestrahlten Plastiktiiten
zerkleinert, wobei sie durch ihre geringe Grof3e inuca. vier bis funf Teile zerfielen. Eine
Zerkleinerung in einer Kugelschwingmuhle war niambglich, da zu wenig Knochenpulver
entsteht, um dieses wieder aus der Mihle zu eetfieiDie Extraktion erfolgte ebenfalls nach
Herstellerangaben mit dem InvisSrBorensic Kit. Allerdings wurden aufgrund des ggein
Gewichts der Knochen (20-30 mg) nur 500 pl Lysifguéind 100 pl Bone Lysis Enhancer
eingesetzt.

4.1.2 Aufarbeitung der Knochen aus den Leichentaénd

Da fur die DNA-Analyse die Knochenproben zerstéeraden mussten, wurden sie vorher mit
einer Digitalkamera (u Digital 600 von Olympus) vder Vor- und Ruckseite fotografiert.
Die Proben wurden einer Nummer zugeordnet, um digerscheidung nach der
Pulverisierung zu ermdglichen.

Fur die auf3ere Grobreinigung (von diversen Erddahgén) wurden die Knochen unter
flieRendem Wasser mit einer Zahnburste vorsichégagbert. AnschlieRend erfolgte eine
subjektive Beschreibung der Knochen, besonderdchitish der entstandenen Verfarbung
durch die Verbrennung.

Die Leichenbrande aus der ersten Entnahme (uvaeisg aus der zweiten) wurden nach dem
Waschen mit vergalltem Ethanol gewaschen und nppdl destilliertem Wasser abgespdlt.
Anschlie3end erfolgte eine Trocknung fur ca. 30 imén 37 °C in einem Brutschrank. Um
eventuelle Kontaminationen zu entfernen, die bei Bergung der Urnen bzw. durch das
Offnen der Urnen entstanden, wurden alle Knochen beiden Seiten einer UV-Licht-
Bestrahlung (254 nm, 30 W, 20 min) in einer Workiferausgesetzt. UV-Licht dieser

Wellenlange induziert in der eventuell anhaftendEremd-DNA die Bildung von
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Pyrimidindimeren. Derartig geschadigte DNA kann hhianehr als Template fur eine

Amplifikation dienen. Zur vollstandigen Trocknungisden die Knochen wieder bei 37 °C in
den Brutschrank verbracht und dort Gber Nacht gktret.

Wahrend der Analyse der Leichenbrandproben aus zeggiten Entnahme wurde die

Aufarbeitung veréandert, begriindet durch Studieg, llegen, dass die Einwirkzeit von 20
min fur eine Dekontamination zu kurz ist [Hall & lBantyne 2004]. Daraufhin wurden die

restlichen Knochenproben von der Entnahme im SomB@fl7 (drei Probensatze aus
Gremersdorf, vier aus Suderbrarup, drei aus Song einer aus Norderbrarup) und die
Proben aus Scharbeutz nicht mit Hilfe von UV-Lickdndern mit Bleiche dekontaminiert.

Diese Knochen wurden, nach der groben ReinigundelmitZahnbirste, in ein 50 ml

Plastikréhrchen gegeben und mit DanKlorix (handaistie Bleiche) Gbergossen und fur 7-
10 min leicht geschwenkt. AnschlieBend wurde dieidble abgegossen und die Knochen
dreimal mit doppelt destilliertem Wasser gespity @ventuelle Reste der Bleiche zu
entfernen. Zur Trocknung wurden auch diese Knochlker Nacht bei 37 °C in einen

Brutschrank verbracht.

Am nachsten Tag wurden alle Proben einzeln in sauBtastiktiten gelegt, die vorher mit
UV-Licht bestrahlt wurden und mit einem handelstiiin Gummihammer zerkleinert, bis
das Knochenfragment pulverisiert war. Das entsta@denochenpulver wurde zu je 0,5 g
Portionen abgewogen und sofort mit dem Invi§dForensic Kit weiterverarbeitet. Eventuell

restliches Knochenpulver wurde in 2,0 ml Reakti@i&8e Uberfihrt und fir mdgliche

spatere Untersuchungen bei —21 °C eingefroren.

4.1.3 Dekalzifizierung der Leichenbrande

Wahrend der Umstellung der Dekontaminationsmethedede auch eine Dekalzifizierung

der Leichenbrandproben mit Hilfe von EDTA eingetiildie restlichen Knochenproben aus
der zweiten Entnahme, die schon mit Bleiche gegeiwaren, wurden mit 1 ml EDTA (pH 8,

0,5 M) versetzt, gut gevortext und Uber Nacht b@i °®& unter schuitteln inkubiert. Am

nachsten Tag wurde die Probe bei 3.000 upm zegigifiu und das EDTA verworfen.

Anschlie3end erfolgte die Zugabe der ReagenzieddiirLysis Schritt.

Da das EDTA nach einer Nacht meist noch eine g#ildis braunliche Farbung aufwies und
in der Literatur [Adachi et al. 2004, Andelinovi¢ al. 2005] haufig langer mit EDTA

dekalzifiziert wird, wurden die Knochenproben auh&@beutz drei Tage lang dekalzifiziert.

Dabei wurde, nach der Zentrifugation der Probe, EBTA-haltige Uberstand jeden Tag
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gewechselt. AnschlieRend wurde die Probe grindligichmischt und erneut Gber Nacht im
Schiittler inkubiert. Die Extraktion erfolgte mitrddnvisorty® Spin Forensic Kit.

4.1.4 Aufarbeitung der Knochen der Brandleichen

Wenn die Stabilitdt der Knochen es zuliel3, wurdenkhochen unter flieRendem Wasser
gewaschen und eventuelle Anhaftungen von Knocheénb@er Russ mit einer Zahnburste
oder Skalpell entfernt. Anschlie3end erfolgte éinecknung der Knochen bei 37 °C in einem
Brutschrank tber Nacht. Bei zu fragilen Knochen kaum eine Trocknung zur Anwendung.
Um eventuelle Kontaminationen durch Mitarbeiter bder Bergung und Sektion
auszuschliel3en, wurden alle Knochen fir 10 minSaite mit UV-Licht (254 nm) bestrahilt.
Jeder Knochen wurde einzeln in saubere Plastikigédegt und mit einem Gummihammer
zerkleinert. Das Knochenpulver wurde in 0,4-0,5 ortiBnen abgewogen und
weiterverarbeitet. Das restliche Knochenpulver weurd2,0 ml ReaktionsgefalRe eingefroren.

Die Extraktion erfolgte mit dem InvisofbForensic Kit I.

4.1.5 Aufarbeitung der Proben aus den Faulnisleiche

Auch diese Knochenproben wurden, soweit moglich, emem Skalpell von Geweberesten
befreit und grob mit einem Hammer zerkleinert. Ddagen die Knochen ebenfalls zwischen
zwei Plastiktiten. Anschlie3end erfolgte eine Paigrung zu je ca. 0,5 g Knochengewebe.
Die Extraktion wurde mit dem InvisotForensic Kit | getétigt. Die Organproben wurden in
0,5 g Portionen abgewogen und mit dem Invisorb Spssue Mini Kit von der Routine

extrahiert.

4.2 DNA-Extraktion und Aufreinigung

4.2.1 DNA-Extraktion mit dem Invisorb® Forensic Kit

Fur die Extraktion der Gesamt-DNA aus Knochenmakdw@m der InvisorB Forensic Kit |
(Invitek) zum Einsatz.

Die Extraktion der Knochenproben erfolgte nach Hdlexrprotokoll (Protocol 5: DNA
Isolation from bone or ancient bone material).

Zur Zelllyse wurden je 0,5 g Knochen- oder Zahnpulmit 1 ml Lysis Puffer D und 200 pl
Bone Lysis Enhancer versehen, fir 5 min bei Maxg@sthwindigkeit in den Gyrator gestellt
und danach im Thermomixer bei 56 °C unter leicht8ohtteln Gber Nacht inkubiert.
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Abweichend vom Herstellerprotokoll, dass extra Rugteinase K verzichtete, wurde bei den
Knochenproben 25 pl Proteinase K (20 mg/ml) hinfiugfe

Bei Proben, von denen keine 0,5 g Material vorhandearen, besonders bei den
Leichenbrandproben, wurde in diesem Schritt nurHtifite der in der Extraktions-Anleitung
angegebenen Menge der jeweiligen Reagenzien etagese

Nach der Inkubation erfolgte am nachsten Tag emeute funfminttige Behandlung im
Gyrator mit anschlieRender Zentrifugation fur 1 ro@ 13.000 upm. Der Uberstand wurde in
ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt.

Zum Binden der DNA wurden 15 pl Carrier-Suspengiorzugegeben, die Proben gevortext
und anschlieRend fur 5 min bei Raumtemperatur ilgktiiNach Zentrifugation fir 1 min bei
10.000 upm bildete sich ein Pellet und der Ubetdstanrde verworfen.

Das Pellet wurde mit 1 ml Waschpuffer versetzt sothnge gevortext, bis es resuspendiert
war. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation fiirsgfk bei 10.000 upm. Der Uberstand wurde
verworfen. Dieser Waschvorgang, beginnend mit degabe des Waschpuffers, wurde
zweimal wiederholt.

Das Pellet wurde bei 56 °C im Thermomixer mit offien Reaktionsgefal3 unter leichtem
Schitteln getrocknet. Dabei musste ein Durchtrockder Pellets zwingend vermieden
werden. Um die extrahierte DNA aus dem Pellet zwiigeen, wurde dieses in 55 pl
Elutionspuffer geldst und gevortext. AnschlieRenarde die Probe fir 5 min bei 60 °C im
Thermomixer unter leichtem Schitteln inkubiert @hohin bei 13.000 upm zentrifugiert. Der
auf diese Weise gewonnene Uberstand enthielt diatégrte DNA und wurde vorsichtig in
ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald tberfuhrt, ohnaeZsmbstanz mitzutragen.

4.2.2 Aufreinigung der DNA mit dem MinElute® PCRriRigation Kit

Dieses Kit von Qiagen dient (laut Manual) der lsnling von doppelstrangigen DNA-
Fragmenten nach PCR-Reaktionen. In dieser Arbeiitdies zur Entfernung von Inhibitoren,
die bei der Extraktion mit dem InvisGtbForensic Kit | meist mit isoliert werden. Die
Aufreinigung erfolgte nach Herstellerprotokoll (Milute PCR Purification Kit Protocol

using a microcentrifuge).

Auf 10 ul DNA-Extrakt wurden 50 pl Puffer PBI pipiert und gemischt. Dabei sollte sich
die Mischung gelb farben, um einen optimalen pH-Mi&r die DNA-Bindung an der Silica-

Membran zu gewahrleisten. Nachdem ein MinElute @&l in ein 2,0 ml Reaktionsgefaf}
eingesetzt wurde, erfolgte die Zugabe der ProbectDdie einminitige Zentrifugation bei
13.000 upm kam es zur Bindung der DNA im FiltersOrltrat wurde verworfen und der
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Filter ins gleiche Reaktionsgefald zuriickgesetzt.dain Waschschritt wurden 750 pl Puffer
PE auf den Filter pipettiert und fir 1 min zentgikert. Das Filtrat wurde verworfen und eine
zusatzliche Zentrifugation (bei maximaler Geschugkdit fir eine Minute) sorgte fur die
Entfernung des restlichen Waschpuffers. Der Filterde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald
dberfihrt und mit 10 pl Puffer EB versehen. Durcie @inminitige Inkubation bei
Raumtemperatur l6ste sich die DNA vom Filter unthbd sich nach der Zentrifugation fur 1

min bei 13.000 upm im Filtrat.

4.2.3 Aufreinigung der DNA mit dem QIAquick® Nucliee Removal Kit

Auch dieses Kit ist ursprtinglich fur die Aufreinigy doppelstrangiger DNA-Fragmente nach
einer PCR-Reaktion entwickelt worden. Nach Rickdpea mit Vertretern der Firma
QIAGEN eignet sich dieses Kit noch besser fir dfétnung von PCR-Inhibitoren, die bei
der Extraktion mit isoliert werden. Aul3erdem ist iesem Kit das Elutionsvolumen grol3er,
so dass mehr PCR-Analysen aus einem Ansatz errhtglerden.

Fur die Aufreinigung wurden 10 pl DNA-Extrakt m®Q pl Puffer PN vermischt und auf die
QIAquick Spin Saulchen aufgetragen, die zuvor in passendes 2,0 ml Reaktionsgefald
gesetzt wurden. Um die DNA im Filter zu binden, deirdieser 1 min bei 6.000 upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen undr délter in das Reaktionsgefal
zurtckgesetzt. Durch die Zugabe von 750 ul Pufterdhd die anschlieRende Zentrifugation
bei 6.000 upm fir 1 min, wurde die Probe gewascbas.Filtrat wurde verworfen und durch
eine weitere Zentrifugation (bei 13.000 upm fiur h)wer Rest des Waschpuffers entfernt.
Der Filter wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgeéifia&fihrt. Die Losung der DNA aus dem
Filter erfolgte bei Zugabe von 30 ul Puffer EB uddr einminitigen Inkubation bei
Raumtemperatur sowie der Zentrifugation bei 13.000 fir 1 min. Die aufgereinigte DNA
befand sich im Filtrat und der Filter konnte entteverden.

4.2.4 DNA-Extraktion mit dem Invisorb® Spin Forenslit

Im Laufe der Arbeit zeigte sich, dass bei der Etiom von historischen Knochen- und
Zahnproben mit dem InvisoftForensic Kit haufig auch Hemmstoffe mit isolieminaen, die
eine zusatzliche Aufreinigung erforderten. Daraufviurde, nach Rucksprache mit Invitek-
Vertretern, das InvisofbSpin Forensic Kit benutzt.

Durch das verwendete Filtersystem werden die Hepffashicht mit isoliert. Ein weiterer

Vorteil dieses Kits ist die schnellere und einfaehdandhabung, wobei durch die minimalen
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Aktionen des Benutzers auch Kreuzkontaminationerisadven den einzelnen Proben

vermieden werden kénnen.

Die Extraktion wurde mit kleinen Anderungen nachrstialerprotokoll (Protocol 10: DNA
isolation from bones) durchgefihrt.

Nach einer erfolgreichen Dekalzifizierung, sichtlzar der feinen Pulverschicht auf dem
restlichen Knochenpulver, erfolgte die Zugabe voml1Bone Lysis Enhancer. Die Proben
wurden gevortext und mindestens 2 h bei Raumteryerankubiert. Nach der
Inkubationszeit erfolgte eine Zentrifugation des sgangsmaterials und 300 pl des
Uberstandes wurden in ein neues 1,5 ml ReaktioaBgaberfiihrt. Durch die Zugabe von 100
pl Lysis Puffer M, 20 pl Carrier RNA und 10 pl Reotase K wurde die Lyse der Zellen Gber
Nacht bei 56 °C unter kontinuierlichem SchiittelnTiermoschiittler fortgesetzt.

Um die Bindung der DNA am Filter zu optimieren, wen 200 pl Binding Puffer B6
zugegeben und die Probe vorsichtig mit der Pigggtaischt. Nachdem der Spin Filter in das
2,0 ml Auffanggefal? gesetzt wurde, erfolgte die ffileung des Lysats auf den Filter. Nach
der einmindtigen Zentrifugation bei 13.000 upm w& DNA im Filter gebunden. Fir den
Waschschritt wurden zunachst 300 pl Waschpufferf dan Filter pipettiert und dieser fur 30
sek bei 13.000 upm zentrifugiert. Der Filter wundein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt, mit
600 pl Waschpuffer 1l versetzt und 30 sek bei 13.Gfpm zentrifugiert. Um letzte
Ruckstande des Waschpuffers (Ethanol basierend)ergternen, erfolgte eine weitere
Zentrifugation fur 2 min bei 13.000 upm. Fir diesudg der DNA aus dem Filter wurde
dieser in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald gesetztnit 60 pl vorgewarmten Elution Puffer
D versehen. Die Inkubation erfolgte bei Rautemperéir eine Minute. Durch eine weitere
Zentrifugation bei 13.000 upm fir 1 min befand gid DNA im Filtrat und der Filter konnte
verworfen werden.
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4.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

4.3.1 Allgemein

Im Jahre 1985 entwickelte Kary Mullis die PCR-Meatboflr die er 1993 den Nobelpreis fir
Chemie erhielt. Die PCR bietet die Moglichkeit, idefrte DNA-Bereiche gezielt zu
vermehren. Es sind dafur nur geringste Mengen aA Biorderlich und deshalb wird diese
Methode besonders haufig u.a. in der Forensik mnder DNA-Analyse von historischen
Proben eingesetzt. Der entscheidende Vorteil diddethode besteht darin, dass die
Nachweisgrenze bei nur einem DNA-Ausgangsmolekii (mch vorhandener Ziel-Region)
liegen kann [Brinkmann & Wiegand 1997].

Um die gewilnschten DNA-Bereiche amplifizieren zunik&n, werden Oligonukleotidprimer
angewendet. Dabei handelt es sich um kurze (c&802bp lang), einzelstrangige DNA-
Molekule. Unter den richtigen Reaktionsbedingunged bei der Anwesenheit von gentigend
freien Nukleotiden (dNTPs) kann eine DNA-Polymerasiee Primer entlang der
einzelstrangigen denaturierten DNA-Matrize verldngand so einen neuen DNA-Strang

komplementar zur Matrize synthetisieren [Newton gaam 1994].

4.3.2 Uberprufung von DNA—Qualitat und —Quantitttes Screening-PCRs

Um einen ersten Uberblick tiber die Qualitat und ritét der extrahierten DNA zu erhalten
und um das weitere Vorgehen zu bestimmen, werden P@Rs eingesetzt. Zum einen die
sehr sensitive Duplex-PCR, die anzeigt, ob gen®BIA vorhanden ist. Zum anderen die
Screening-PCR, die Auskunft dartiber gibt, ob di&kRiDrch Inhibitoren gestért wird, ob ein
Mischprofil vorliegt oder ob STR-Analysen und Seagierungen der mtDNA mdglich sind.

Beide PCRs sind sehr kostenglinstig gegentber kometieerhaltlichen PCR-Kits und

brauchen weder zusatzliche Laborausristung nodinisahes Know-How. Somit sind sie
besonders geeignet, schnell sichere Ergebnisséefaun, welche Analysemethode fiur die

Identifizierung (STR-Systeme oder Sequenzierung®NA) am besten geeignet ist.

4.3.2.1 Duplex-PCR

Die Duplex-PCR wurde in der Arbeitsgruppe von Ww8dhwark et al. am Institut fur
Rechtsmedizin entwickelt und 2004 verdffentlicht.

Gerade bei altem und stark degradiertem Material siur noch kleinere DNA-Fragmente
vorhanden. Daher weist die Duplex-PCR ein 164 lo@gs nukledres DNA-Fragment und ein
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260 bp grofles mitochondriales DNA-Fragment naclshBké wird sie in dieser Arbeit,

genauso wie die Screening-PCR, als Vortest vor enegeren Analyse eingesetzt.

Das 260 bp grofe mitochondriale Fragment ist eith dess ND1 Gens, welches mit dem
Primerpaar L15/H16 amplifiziert wird. Das 164 bmpf@e nukledre Fragment ist Teil des
Betaglobin-Gens. Die verwendeten Primersequenzehdgr Tabelle 7 zu entnehmen.

Tab. 7: Verwendete Primersequenzen fur die Duplex-BR.
Beide Primer wurden von der Firma Biomers syntietis

Primer Sequenz Markierung | Quelle
. |F:5 ACACAACTG TGT TCACTAGC 3 von Wurmb-
B-Globin . . JOE Schwark
R:5 GTC TCC TTAAAC CTG TCT TG 3
[2004]
L15/H16 L15: 5" AAC ATA CCC ATG GCC AACCTCCTAC 3’ EAM ‘é%?w‘\’,‘gr’{(mb
H16: 5 CAT AGT AG AGA GCG ATG GTG AGAG 3 [2004]

Anders als 2004 veréffentlicht, ist das Gesamtvanmder PCR-Reagenzien auf die Halfte
reduziert (12,5 pl). Der Mastermix setzt sich aalgdnden Reagenzien zusammen und ergibt
ein Endvolumen ohne DNA-Template von 11,5 pl. Diegegebenen Konzentrationen
beziehen sich auf das Gesamtvolumen von 12,5 pl.

1,25 pl Immobuffer 10x, 10 %

1,0 pl dNTPs, 200 pM

0,5 ul DMSO, 4%

0,375 pl MgC4, 1,5 mM

0,25 plp-Globin Primer, 0,1 uM

0,125 pl L15/H16 Primer, 0,05 uM

0,1 pl Immolase (Polymerase), 0,5 units
7,9 pl HPLC-HO

Nach der sorgfaltigen Durchmischung des Mastermiess dieser in 0,2 ml Reaktionsgefalie

verteilt. Von der extrahierten DNA wird routinem@ldi pl als Template hinzugegeben. Als
Positivkontrolle dient 1 pl DNA eines Mitarbeitedes Institutes, die bereits zuvor auf das
Vorhandensein von gentigend DNA getestet wurde N&igativkontrolle fungiert 1ul HPLC-
H.O. Anschlie3end durchlauft die PCR in einem Thewuler -unter den in Tabelle 8

angegebenen Bedingungen- 40 Zyklen.
Tab. 8: Temperaturprofil fir die Duplex-PCR

40 Zyklen
Initial Inkubation| Denaturierung Annealing Extension Final Extension inaFStep
94° C 94° C 55°C 72°C 72°C 20° C
5 min 1 min 1 min 2 min 0,01 min o0
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Die Nachweisgrenze der Duplex-PCR betragt 12,5 ipgntikledare DNA und 100 fg fir
mitochondriale DNA bei 40 Zyklen.

Bevor die Screening-PCR entwickelt wurde, sindbitbrische Substanzen durch die Zugabe
von 1 pl Kontroll-DNA (1 ng/ul, Zelllinie von Prongea) detektiert worden. Die Kontroll-
DNA wurde zusatzlich zur Template-DNA in den PCRsAtz pipettiert. Bei einem Ausfall
der Signale in der anschlieRenden Kapillarelektoopbe kann davon ausgegangen werden,

dass die Probe hemmende Substanzen enthélt.

4.3.2.2 Screening-PCR

Die Screening-PCR, die in der Arbeitsgruppe von mhsSchwark et al. im Rahmen einer
Diplomarbeit entwickelt und 2009 veroffentlicht wiey, liefert einen ersten Uberblick tber
die Qualitat und Quantitat der untersuchten Proben.

Diese PCR umfasst eine doppelte Geschlechtsbestigpimittels Amelogenin und zwei Y-
STR-Systemen (DYS390 und DYS391) und den Nachweis zwei autosomalen STR-
Merkmalen (VWA und THO1). Des Weiteren liefert siehaltspunkte fir das Vorhandensein
von mtDNA und damit fir die Effektivitat einer Seapzierung. Die geschieht tber die
Amplifikation von zwei unterschiedlich grolien mtDNA&agmenten (280 bp und 439 bp), die
in der HVI-Region der Mitochondrien-DNA liegen.

Da diese PCR speziell fur forensische und histbeseroben entwickelt wurde, die meist
stark degradierte DNA beinhalten, wurden die Prgequenzen so gewahlt, dass die
entstehenden Amplifikate fur nukleare DNA nicht [@ed als 200 bp sind. Zudem handelt es
sich bei den verwendeten STR-Loci um Datenbanksystedie eine Zuordnung und
Vergleichbarkeit der Werte erméglichen.

Als Besonderheit dieser PCR ist der Qualitdtssemsonennen. Damit kann nachgewiesen
werden, ob die PCR-Reaktion durch Hemmstoffe bedrtngird oder ob in der Probe keine
amplifizierbare DNA mehr enthalten ist. Bei dies&ansor handelt es sich um ein DNA-
Fragment des Stuflwasserpolypen Hydra (zoologisamardtiung siehe Anhang 10.2). Dafir
wird in den PCR-Ansatz Hydra-DNA eingesetzt und entem speziellen Primerpaar erfolgt
die Amplifikation eines 271 bp grofRen Fragmenteas Dedeutet, dass das Signal fir das
Hydra-DNA-Fragment auch nachgewiesen werden kammnwkeine humane DNA in der
untersuchten Probe vorhanden ist und die PCR fomiktit hat. Fallt das Signal dagegen aus,
kann die PCR von PCR-Inhibitoren gestért wordem.séer SuRwasserpolyp wurde
ausgewahlt, weil er nicht ubiquitar im LebensrauomvMenschen vorkommt und somit

keine Kontaminationsgefahr besteht. Des Weitererd slie Primersequenzen nicht im
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humanen Genom nachweisbar, so dass das Hydra-Fragmebhangig von humaner DNA
amplifiziert werden kann. Die Primersequenzen alEmwendeten Systeme sind in Tabelle 9
aufgefihrt.

Tab. 9: Verwendete Primersequenzen und Konzentratizen in der Screening-PCR.
RM: Reaktionsmix, Farbm:; Farbmarkierung

. Konzent.
Primer Sequenz , Farbm. | Hersteller
im RM
F:5 CTGCATTTTGGT ACCCCATAZ
DYS390 . . 0,24uM JOE Biomers
R: 5" GCAATG TGT ATACTC AGA AAC AAGG3
F: 5 TTC AAT CAT ACACCC ATATCT GTC 3° .
DYS391 . . 0,2 uM JOE Biomers
R: 5" GAT AGA GGG ATA GGT AGG CAG GC 3
F: 5" AGA ATAATC AGT ATGTGACTT GGATTG 3° .
VWA R . 10,2uM FAM Biomers
R: 5" CAG ATG ATA AAT ACATAG GAT GGATG 3
F: 5" GTC ACA GGG AACACAGACTC 3 i
THO1 \ : 02uM |NED fipplied
R: 5" ATTCCCATTGGCCTGTTCCT 3 Biosystem
. |F: 5 CCTTTG AAG TGG TAC CAG AGC A3 .
Amelogenin R N 0,08 uM FAM Biomers
R: 5 GCATGC CTAATATTT TCA GGG AA 3
F:5 TTAACT CCACCATTAGCACC I .
mt 280 . R 0,05 uM | FAM Biomers
R: 5" GGAGTT GCAGTTGATGTG T3
F: 5 TTAACT CCACCATTAGCACC 3 .
mt 439 . . 0,05 uM FAM Biomers
R: 5" GAG GAT GGT GGT CAAGGG AC 3
F:5 GAG CGTTTCCGATGCCCAG 3 Applied
Hydra R R 0,16 uM | NED !
R:5 CTC CGATCC AGACTG AATA3 Biosystems

Fur die erfolgreiche Amplifikation werden die folggen Reagenzien zusammenpipettiert und
sorgfaltig gemischt. Die angegebenen Konzentratidreziehen sich auf das Gesamtvolumen
von 12,5 pl.

= 1,25 pl Immobuffer 10x, 10 %

= 1,0 ul dNTPs, 200 pM

= 1,0 ul Hydra-DNA

= 0,5ulDMSO, 4 %

= 0,5ulTMAC, 4%

= 0,375 pul MgC4, 1,5 mM

= 0,1 pl Immolase (Polymerase), 0,5 units
= 3,825 ul HPLC-HO

=  Primer (siehe Tabelle 9)

Anschlie3end wird der Mastermix in 0,2 ml Reaktigeféi3e mit einem Volumen von je 11,5
ul verteilt. Nach der Zugabe von 1 pl Proben-DNAvigodem Ansatz von zwei Positiv- (ein
mannliches und ein weibliches Profil) und mindestemer Negativkontrolle werden die
Reaktionsgefal3e verschlossen und in einer Minidege kurz zentrifugiert. Die PCR

durchlauft 30 Zyklen mit folgendem Temperaturprofifab.10). Die Auswertung der
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Screening-PCR nach der Kapillarelektrophorese girfolit Hilfe einer eigens entwickelten

Allel-Leiter, die die STR-Systeme und Amelogeninfagst.
Tab. 10: Temperaturprofil fir die Screening-PCR.

30 Zyklen
Initial Inkubation| Denaturierung Annealing Extension Final Extension inaFStep
94° C 94° C 58° C 72°C 72°C 20
5 min 30 sek 1 min 2 min 10 min 0

4.3.2.3 Multiplex-PCR

In einer Multiplex-PCR kénnen mehrere unabhangigR-Systeme in einer PCR amplifiziert
werden. Zur Unterscheidung der einzelnen STR-Lo@rden an das 5-Ende des
Vorwartsprimers fluoreszenzmarkierte Marker gebundgies ermdglicht auch, Fragmente
unterschiedlicher STRs gleicher Gro3e zu unterdeinei

Die fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte werden aatsch in einer einzigen
kapillarelektrophoretischen Auftrennung analysiBdbei erfolgt die Zuordnung der Allele in
den Kurvendarstellungen anhand einer gleichzertaysierten und dargestellten Allel-Leiter,
die alle haufigen, in der Bevolkerung vorkommendédarkmale darstellt.

Dabei ist eine Multiplex-PCR immer ein Kompromisgischen idealen Bedingungen und der
Effektivitat der Amplifikation. Jedoch ermdglichtedMultiplex-PCR die Beschleunigung des
Arbeitsprozesses [Sparkes et al. 1996].

Da in dieser Arbeit (bis auf die Screening-PCR) kammerzielle STR-Multiplex-PCRs
benutzt wurden, ist davon auszugehen, dass died®erng auf Annealingtemperatur und

Primerauswahl ideal austariert sind.

. Identifiler

In dieser Arbeit kam der Am@BSTR® Identifiler ™ (Applied Biosystems) zum Einsatz, mit
dem in einer PCR 15 autosomale STR-Systeme und gsthlechtsbestimmende
Amelogenin-System amplifiziert werden. Damit isesks Kit speziell fir die amerikanische
Datenbank mit 13 STR-Systemen etabliert worden,agstfaber auch die STR-Loci, die in
anderen Datenbanken weltweit analysiert werden.

Um die 16 Systeme gut voneinander unterscheidekdnnen, werden beim Identifiler—Kit
funf verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwenB&T(™, LIZ™, 6-FAM™, vIC™ und
NED™). LIZ wird fiir den GeneScal-500 GréRenstandard benétigt.

Fur den Mastermix werden Puffer, Primer und ATG igso¥kqua bidest in den folgenden

Mengen angesetzt und grindlich gemischt.
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2,625 ul Puffer
1,375 pl Primer
0,125 pl ATG
1,5 ul HPLC-HO

Anschlie3end wird der Mastermix mit einem Volumam\b,25 pl in 0,2 ml Reaktionsgefal3e

verteilt und 1 pl DNA-L6sung hinzugefligt. Bei jed®CR werden eine Positivkontrolle (1 pl
DNA eines Mitarbeiters mit bekannten STR-Profildunehrere Negativkontrollen (1ul Aqua
Bidest) mitgeflhrt. Insgesamt durchlauft der Idi@eti 28 - 35 Zyklen mit dem

Temperaturprofil aus Tabelle 11.
Tab. 11: Temperaturprofil fur den Identifiler.

28 — 35 Zyklen
Initial Inkubation| Denaturierung Annealing Extension Final Extension inaFStep
95°C 94° C 59° C 72°C 72°C 10° C
11 min 1min 1 min 1 min 60 min o0

Laut Angaben des Herstellers arbeitet das Kit atm@isten, wenn eine Konzentration von
0,05 — 0,125 ng/ul DNA eingesetzt wird. Bei degeaidir DNA sei es aber sinnvoll, mehr

DNA einzusetzen. Die Nachweisgrenze soll bei 20qmen.

. Powerplex

Mit dem Powerplex ES Multiplex Kit werden acht SHBysteme und das

geschlechtsbestimmende Amelogenin-System nachgawieBavon sind sieben STR-
Bereiche auch im Identifiler enthalten. Weiterhimdvder STR-Locus SE33, welcher einen
aul3erordentlich hohen Polymorphiegrad aufweist, amplifiziert [Patzelt, 2003]. Fir das
Powerplex Kit werden nur vier Fluoreszenzfarbstdiénotigt (FL, TMR, JOE, CXR), die

vierte Farbe wird (CXR) vom Langenstandard ILS 6@@nsprucht.

Fur den Mastermix werden folgende Reagenzien zussnpipettiert.

0,625 ul Puffer
0,625 ul Primer
0,1375 pl ATG
3,86 pl HPLC-HO

Die Reagenzien werden sorgféltig gemischt und dief#nd in 0,2 ml Reaktionsgefal3e mit

einem Volumen von 5,25 ul verteilt. Nach der Zugabe 1 ul Proben-DNA, sowie dem
Ansatz einer Positiv- und mindestens einer Negatitolle, durchlauft die Powerplex-PCR

insgesamt 31-35 Zyklen mit dem Temperaturprofil dabelle 12.
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Tab. 12: Temperaturprofil fur die Powerplex ES.

10 Zyklen 21 — 25 Zyklen

Initial Initial | Denatu- Denatu- Final Final
. Anneal. Extens.| . Anneal. Extens.
Inkubat | Inkubat | rierung rierung Extens. Step

95° C 96° C 94° C 55°C 72° C 90° C 60° C 70° C 60° C 15° C
11 min 1 min 30sek | 30 sek 30 sek 1 min 1 min | 1,30 min| 30 min o0

4.4 Fragmentanalyse mittels Kapillarelektrophorese

Die gewonnenen PCR-Produkte werden in einem ABInPM 310 Genetic Analyser mittels
Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe GeneScah Analysis Software (Version
3.1.2.) der Firma Applied Biosystems analysiert.

Dies ist mdglich, da die eingesetzten Vorwartsprinee ihrem 5-Ende mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Zuséatzlich weid LAngenstandard eingesetzt, der DNA-
Fragmente mit definierten Grol3en beinhaltet.

Die Eletrophorese wird mit 15.000 Volt gestartett mém Ziel, ein elektrisches Feld zu
erzeugen. Hier wandern die DNA-Fragmente durchgeiartiges Polymer (Polymer POP 4)
in der Kapillare von der Kathode zur Anode. So werdie der Lange nach aufgetrennt. Auf
ihrem Weg durch das Gel werden die Fragmente nifi¢ ldines Lasers detektiert, der an einer
festen Position am Fenster der Kapillare angebriathber Laserstrahl regt die Farbmolekile
zur Fluoreszenz an. Hier wird mit einem optischgst&n die Fluoreszenz auf einen Detektor
mit CCD-Kamera geleitet und dort nach Wellenlangd &ignalstarke in digitale Messwerte
umgewandelt. AnschlieRend werden die Werte mitthids Software mit den bekannten
Fragmentlangen aus den Standards abgeglichen ugeorinet. Deshalb sind die
mitgefuhrten Standards fur die jeweiligen PCRs nset@edlich:

Duplex-PCR und Screening-PCR 0,2 ul Rox 500
Powerplex ES 0,3 ul ILS 600
Identifiler 0,2 ul Liz 500
Diese Standards werden mit Formamid auf ein Reaswi@umen von 12 pl aufgefullt und in

spezielle 0,5 ml Reaktionsgefalde verteilt.
Daraufhin wird in jedes Gefald 1 pl PCR-Produkt fiipg und dieses mit einem Gummisepta

verschlossen. Die Fragmentanalyse wird entsprectienterstellerangaben durchgefihrt.
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4.5 Quantifizierung mittels Realtime-PCR

Mit Hilfe einer Realtime-PCR kdnnen die entstanaerenplifikate direkt wahrend ihrer

Bildung erfasst werden. Es binden wahrend der Alimmg#&hase nicht nur die Primer,

sondern auch spezifische Sonden. Diese sind ammde-Eit einem fluoreszenzmarkierten
Reporter und am 3-Ende mit einem nichtfluoreszearkiarten Quencher sowie einem
»-minor groove binder”, der die Schmelztemperatunodit, markiert. Deshalb kdnnen auch
kurze Fragmente amplifiziert werden. Erreicht di@gdPolymerase die Sonde, wird diese
durch die 5°-3 -Exonukleaseaktivitat der Polymemgsgpalten. Es kommt zu einer Trennung
des Reporters vom Quencher und eine Fluoreszernd mvassbar. Die Sonde ldst sich

anschlieBend ebenfalls vom Strang. Dieser Vorgasigschematisch in Abbildung 9

dargestellt.
Vorwirts TagMan
Primer Vorwirts Te
’ orwir M.

2’ *@, 3 5' 5 Primer @ MGagprZr;)e

- 3 5
3 5

0@—— i .l
Riickwiirts «{ : e — 5
1 Primer 2 E‘:;,‘:;ms

Vorwiirts ®-‘ TaaM:
5 Primer ” 1@ M;gp::;e

3

@_Tm

3 Primer

Abb. 9: Prinzip der Realtime-PCR (schematisch).

(1) Primer und Sonden lagern sich an die spezifiselipiénz(2) die Polymerase erreicht die Sonde und spaltet
den Reporter von der Sonde &), durch Trennung des Reporters von Quencher isrétaenz messbar.

P — Tag-Polymerase, R — Reporter, NFQ — nicht @smierender Quencher, MGB — minor groove binder

[aus: User’s Manual Quantifiler Kits, Applied Bissgms, 2006, modifiziert]

Fir die Quantifizierung der nuklearen DNA wird dgmantifiler-Kit von Applied Biosystems
genutzt. Hierbei wird ein 62 bp Fragment aus detorerase-Gen amplifiziert und mit Hilfe
einer FAM markierten Sonde detektiert.

Zusétzlich zu den Proben werden mehrere Stand@y@ g, 0,2 ng, 2 ng, 20 ng und 200 ng)
quantifiziert, aus deren Standardkurve die Softvda@eunbekannten nuklearen DNA-Mengen
ermittelt.

Bei der Anwendung des Kits werden jeweils gbpro Ansatz, bestehend aus 1Qb
Quantifiler Primer Mix und 12,5 Reaktionsmix sowi@l DNA-LAsung, in spezielle Thermo-
Fasf 96 Detection Plates pipettiert und mit einer Ogitisdhesive Cover Folie verschlossen.
Im Anschluss wird die Platte fir 2-3 min bei 2.0@@m zentrifugiert. Die PCR-Bedingungen
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sind in Tabelle 13 aufgelistet. Die genaue Sengitides Kits wird vom Hersteller nicht
angegeben. Im Rahmen einer Diplomarbeit, am IndiituRechtsmedizin Kiel, konnte eine
Nachweisgrenze von ca. 12,5 pg (~ 2 Zellen) festgelerden.

Da die Proben als auch die Standards in Doppefbesing pipettiert werden, kann die
Software aus den beiden gemessenen Werten eingéglviitt bestimmen. Zusatzlich wird
pro Realtime-PCR eine Negativkontrolle in Doppelimesiung quantifiziert, so kann eine
Kontamination ausgeschlossen werden. Des Weitstetia Kurve der Negativkontrolle fur
das Festlegen der Ct-Linie erforderlich, da die W&re immer (ber denen der
Negativkontrolle liegen missen.

Tab. 13: PCR-Profil fur die Realtime-PCR.

40 Zyklen
Erhitzen Denaturierung Denaturierung Annealing erightion
50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
10 sek 4 min 30 sek 1 min

4.6 Sequenzierung der mitochondrialen DNA

Durch die Sequenzierung der mitochondrialen DNAestmoglich, die Abfolge der DNA-
Basen zu bestimmen und somit Sequenzvariationdrzoaeisen.

Die Grundlagen dieser Methode haben Walter Giloed Fred Sanger geschaffen, die dafur
1980 mit dem Nobelpreis geehrt wurden.

Vergleichbar mit einer PCR erfolgt auch bei der ##gierung eine DNA-Synthese, bei der
Primer an Zielsequenzen binden und der Strang wyethetisiert wird. Jedoch werden
zusatzlich zu den vier Nukleotiden (Adenin, ThynfByanin und Cytosin) auch ein geringer
Anteil an Nukleotiden ohne 3-OH-Gruppe in den Rmmisansatz eingesetzt. Diese
Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) konnen keine Estelbng zum nachsten Nukleotid
eingehen. Weil diese ddNTPs statistisch an allesitiBoen eingebaut werden, wird die
DNA-Synthese statistisch an allen Positionen almgian. Weiterhin sind die ddNTPs mit
einem Fluoreszenzfarbstoff unterschiedlicher Fanaekiert. Anhand der Markierung kann
ein Laser wahrend der Kapillarelektrophorese di&léhtid-Abfolge analysieren [Murken et
al. 2006].
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4.6.1 Amplifikation mitochondrialer DNA

Die Amplifikation der mitochondrialen DNA in diesérbeit erfolgt im Bereich der HVI-
Region im D-Loop. Diese Region ist ca. 400 bp land sehr variabel. So unterscheiden sich
zwei zufallig ausgewahlte, nicht verwandte Persomnenler D-Loop-Region in drei von 100
Nukleotidpositionen [Hummel 2003].

In dieser Arbeit kamen drei verschiedene Primepaar Anwendung. Daraufhin konnten
drei verschieden groRe Sequenzbereiche amplifizierden. Die Primersequenzen sind in

Tabelle 14 dargestellt.

Tab. 14: Primersequenzen fir die Amplifikation dermtDNA.
Die Sequenzen sind aus der Veroffentlichung voiffefest al. [2001] enthommen.

Fragmentlange| Primersequenz Bereich Hersteller
F:5 TTAACT CCACCATTAGCACC3 15971 bp — .

439 bp N R Biomers
R: 5 GAG GAT GGT GGT CAA GGG AC 3 16410 bp
F:5 TTAACT CCACCATTAGCACC 3 15971 bp — .

280 bp . R Biomers
R:5 GGAGTT GCAGTT GATGTG T 3 16251 bp

220 b F: 5 CCC CAT GCT TAC AAG CAAGT 3 16190 bp — Biomers

P R: 5" GAG GAT GGT GGT CAA GGG AC 3° 16410 bp

Fur die Herstellung des Amplifikats wird ein Mastex aus folgenden Reagenzien
zusammenpipettiert:

= 2 pl Primermix, 0,4 uM
= 2,5 ul Puffer 10x, 10 %
= 2 uldNTPs, je 200 uM
= 0,75 ul MgC}, 1,5 mM
* 1ulDMSO, 4 %

= 0,2 ul Immolase, 5 u/ul
= 11,5-15,5 pl HPLC-BD

Das Reaktionsvolumen des Mastermixes schwankt datiechen 20 pl und 24 pl, abhangig
von der DNA-Qualitat der zu untersuchenden Prole.sBhlechter DNA-Qualitat werden 5
Qualitat 1 pl. Sergibt sich

Gesamtreaktionsvolumen von 25 pl pro Probe. Dertéiasx wird gut gemischt und auf 0,2

pul DNA hinzugefugt und bei guter immer ein

ml Reaktionsgefal3e aufgeteilt. Ergdnzend kommer @dgr 5ul Ziel-DNA hinzu, sowie
Positiv- und Negativkontrollen. Insgesamt durchi&ié Amplifikation, mit dem in Tabelle

15 gezeigten Temperaturprofil, 36 Zyklen.
Tab. 15: Temperaturprofil der Amplifikations-PCR fii r die Sequenzierung der mtDNA.

36 Zyklen
Inkubation Denaturierung Annealing Extension Exiens Step
95 °C 95 °C 56 °C 72 °C 72 °C 15°C
5 min 1 min 1 min 2 min 30 min 0
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4.6.2 Kontrolle der Amplifikate auf einem Agaroskge

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine MethodelférAuftrennung von DNA-Fragmenten
hinsichtlich ihrer GroéRe. Dies resultiert aus demgativ geladenen Molekilen der
Nukleinséduren. Durch das Anlegen eines elektrisdfedldes wandern die negativ geladenen
Molekule durch die Gelmatrix zur positiven ElekteodDie kleineren DNA-Molekile
kommen schneller voran, da sie seltener mit derikkollidieren [Martin 1996].

Zur Herstellung eines einprozentigen bzw. zweipntigen Gels werden 1 g bzw. 2 ¢
Agarose mit 1 x TBE-Puffer auf 100 ml aufgefilltduteicht geschwenkt, so dass sich die
Agarose gleichméafig verteilt. Das Gemisch wird imee Mikrowelle fir 2 min bei 800 W
aufgekocht. AnschlielRend werden 5 ul Ethidiumbrodedviskésen Losung zugegeben.
Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, der stark fluarest, sobald er in DNA interkaliert. Dabei
schiebt er sich zwischen benachbarte Basen eings&ihinges. Im interkalierten Zustand
kann das Molekil UV-Licht absorbieren und diese rBigeim sichtbaren Bereich wieder
abstrahlen [Martin 1996].

Mit den verwendeten Gelen kann eine Mindestmengeetoa 5 ng nachgewiesen werden.
Das Gel wird in eine horizontale Minigelkammer auschsichtigem Plexiglas gegossen. Um
spater Aussparungen, sogenannte ,Slots”, zu erhadterden ,Kamme* in das noch flissige
Gel gesteckt. Nach ca. 45 min ist das Gel auspaigedg und die ,Kamme* kbénnen entfernt
werden. Das Gel wird daraufhin mit 1x TBE-Puffellst&indig bedeckt. Vor der Auftragung
der Proben auf das Gel werden 5 pul der DNA-Proliesmil Ladepuffer, der als Farbmarker
niedermolekulares Bromphenolblau enthalt, vermenDie verwendete DNA-Leiter
(Hyperladdel™ | bzw. IV von Bioline) beinhaltet bereits einenrBmarker. Spater werden
die Leitern und die vorbereiteten Proben submanmindie Aussparungen pipettiert. Die
Elektrophorese wird mit 50 V gestartet. Basierenfider Unsichtbarkeit der DNA wéahrend
des Laufes wird der Fortschritt an der Farbfrongeddsen, die sich schneller —als selbst
kleinste DNA-Fragmente— durch das Gel bewegt.

Zur Auswertung der Banden unter UV-Licht sowie Eatodokumentation des Gels kommt

der Gel-Doc (Bio-Rad) zum Einsatz.
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4.6.3 Aufreinigung mittels Invisorb Spin PCrapid Ki

Alle PCR-Produkte, die auf dem Agarosegel gut emkane Signale zeigten, werden mit dem
Invisorb Spin PCrapid Kit von der Firma Invitek gafeinigt. Mit Hilfe dieses Kits werden
freie Nukleotide und Primer aus den PCR-Produké&deksv ausgelesen.

Dafur werden zum verbleibenden PCR-Produkt (20130 pl Puffer P hinzupipettiert und
gemischt. Nachfolgend wird diese Mischung mittigf @en bereitgestellten Spin Filter
gegeben und dieser bei 10.000 upm fur 30 sek hegigit. Somit sind die PCR-Produkte an
der Membran gebunden. Nach der Zugabe von 700 dckiaffer folgt eine weitere
Zentrifugation fur 30 sek bei 10.000 upm. Das &iliwird verworfen und der Filter nochmals
fuar 3 min bei 13.000 upm zentrifugiert, um letztesie des Waschpuffers zu eliminieren.
Damit ist das PCR-Produkt von kleinen Primerfragrmaerund ungebundenen Nukleotiden
befreit. Fur das Ziel, die amplifizierten DNA-Prdde wieder aus der Membran zu l6sen,
wird der Filter in ein neues 1,5 ml Reaktionsgef#setzt und mit 30 pl Elutionspuffer
versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 3 min Raumtemperatur) wird das Gefald fur 1
min bei 10.000 upm zentrifugiert und das aufgegtePCR-Produkt befindet sich im Filtrat.

4.6.4 Sequenzier-PCR

Fur die Sequenzier-PCR kommt das ABI BigDye Ternun&3.1 Cycle Sequencing Kit von
Applied Biosystems zur Anwendung. In diesem Kitih@ét sich der sogenannte Premix, in
dem alle PCR-Reagenzien (wie Puffer, PolymeraseTR#Nsowie die farbmarkierten
ddNTPs) enthalten sind.

Fur den Mastermix werden folgende Reagenzien imf) Reaktionsgefalie verteilt:

= 4 pl Premix
= 2 ul Einzelprimer, 1 uM
= 6-10 pl HPLC-HO

AnschlieBend werden 4-8 ul aufgereinigtes Amplifikdnzugegeben. Die Menge des
Amplifikats richtet sich nach der Qualitat der Barauf dem Agarosegel. Hieraus ergibt sich
ein Reaktionsvolumen von 20 pl. Insgesamt durchldigdse PCR 25 Zyklen mit dem

Temperaturprofil aus Tabelle 16.

Tab. 16: Temperaturprofil fur die Cycle-SequencingPCR.

25 Zyklen
Denaturierung Annealing und Extension Extension
95 °C 60 °C 60 °C 18 °C
30 sek 4 min 1 sek o
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4.6.5 Aufreinigung mittels Dye Ex Kit

Nach der Sequenzierungs-PCR mussen alle ungebund@tenarkierten ddNTPs aus dem
PCR-Produkt entfernt werden. Dafur wird in diesebdit das Dye Ex Kit von QIAGEN
genutzt.

In diesem Kit befinden sich Saulchen, die einedysiige Substanz enthalten. Die Saulchen
werden vor der Benutzung kurz gevortext. Damit Her Zentrifugation kein Vakuum
entsteht, wird der Deckel um % aufgedreht und ddsre Ende des Saulchen abgeknickt.
Danach werden die bendétigten Saulchen in ein Raadgefal? gesetzt und 3 min bei 3.000
upm zentrifugiert. Es entsteht eine schrage Flachdem Saulchen. Nach dem Uberfiihren
des Saulchens in ein neues Reaktionsgefal3 wirdgdsamte Sequenzierprodukt auf die
schrage Oberflache mittig pipettiert. Dabei istaddirzu achten, dass die Schrage bei der
erneuten Zentrifugation fir 3 min bei 3.000 upmhtilg eingesetzt wird. Das aufgereinigte

PCR-Produkt befindet sich im Filtrat und der Filgrd verworfen.

4.6.6 Sequenzierung mittels Kapillarelektrophorese

Da die gebundenen ddNTPs farbmarkiert sind, ise eMuftrennung der entstandenen
Fragmente durch eine Kapillarelektrophorese mdglich

Fur die Sequenzierung werden 16 pl Formamid untd RQR-Produkt zusammen in die 0,5
ml Genetic Analyzer Sample Tubes verteilt. Die Gefaverden mit einem Gummisepta
verschlossen. Die Sequenzierung wird gemald dertélerangaben mit POP 4 Polymer
vollzogen.

Die Daten werden mit der Sequencing Analysis 3Sbftware ausgewertet und manuell mit
der Cambridge-Sequenz [Anderson et al. 1981] wdrgh.

4.7 SNP Analyse

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden zwei SNP-P&Rwickelt, die fir den Nachweis der
haufigsten mitochondrialen Haplogruppen in Westearegon Nutzen sind. Die erste SNP-
PCR fungiert zum Nachweis der Unterhaplogruppen demHaplogruppe H, welcher ca. 40
% aller Westeuropaer zuzurechnen sind. Die zwe@® Blient der Einteilung in die neun
haufigsten europaisch mitochondrialen Haplogruppen.

Alle ausgewahlten SNPs liegen im kodierenden Bbréas mitochondrialen Genoms.
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4.7.1 SNP Auswahl fur die Untergruppen der HaplpgauH

Insgesamt kdnnen mit dieser neu etablierten SNRy8ed5 Untergruppen der Haplogruppe
H identifiziert werden. Alle Primersequenzen fie dimplifikations-PCR, als auch fur die

SNaPshot-PCR, wurden aus verschiedenen Verdoffeatigen entnommen, da diese bereits
gut etabliert waren. In Abbildung 10 sind die vemdeten SNPs mit den damit detektierbaren

Haplogruppe H Untergruppen dargestellt.

H
7028C
|
H1 H3 H5 H7 H9 H11 H13 H1
3010A 6776C 456T a& 3591A 8448C 1368(0T6253C
H2 H4 H6a H8 H10 H12 4
4769G 3992T 3915A 13101C14470A 3936T 764
Hb5a
4336A

Abb. 10: Darstellung der mitochondrialen Haplogruppe H mit den untersuchten Unterhaplogruppen und
deren charakteristischen SNPs.

Die Primersequenzen fur die SNPs 7028, 3010, 33435, 3992, 4336, 4769, 4793 und 6776
wurden aus der Verdffentlichung von Quintans e{2004] entnommen. Dabei werden die
SNPs 3936, 3992 und 3915 sowie die SNPs 4769 uB8 gémeinsam in jeweils einem
Fragment in der Amplifikations-PCR amplifiziert. d3i ist mdglich, weil die SNPs sehr eng
auf dem mitochondrialen Genom zusammenliegen undlisoamplifizierten Fragmente
immer noch recht klein sind.

Die Primersequenzen fir die SNPs 456, 3591, 62685,78448, 13680 und 14470 wurden
von Frau PD Dr. Micaela Poetsch (Institut fur Reamedizin, Essen) zur Verfigung gestellt
und bisher nicht verdffentlicht.

Die Primersequenzen fur SNP 13101 wurden aus deifféatlichung von Brandstatter et al.
[2006] entnommen. Da in der SNP-Analyse in dieseagfment noch weitere Primer liegen,
ist das Fragment fur diesen SNP relativ gro3. Edlsnéus dieser Veroffentlichung wurde die
Extensionsprimersequenz fur 3915 genutzt, jedocl20rbp geklrzt, so dass diese besser in
die Multiplex passt. Alle verwendeten Primerseq@engowie ihre Konzentrationen sind in
Tabelle 17 und 18 aufgefihrt.
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Tab. 17: Primersequenzen und entgtiltige Konzentratinen fir die Amplifikations-PCR zum Nachweis der
Haplogruppe H Untergruppen.

. Fragment-
SNP Primersequenz . Konzentr.
groiRe

F: 5" CACCGT AGG TGG CCTGACTGG C 3

7028* . R 168 bp 0,4 uM
R: 5 GTG TAG CCT GAG AAT AGG GG 3
F: 5 CAATAACTT GAC CAACGG AACA 3

3010* . . 180 bp 0,1 uM
R:5 CGG TCT GAACTC AGATCACGTA3

4793 + F: 5" CCG GAC AAT GAACCATAACC I

. . . 118 bp 0,1 uM

4769 R:5 TGG GTAACC TCT GGG ACTCA3
F:5 GCT TCC TAGGGTTTATCGTGT G 3

6776* . . 140 bp 0,01 uM
R: 5 GAG TGT GGC GAG TCA GCT AAA 3
F: 5 GGAGCT TAAACCCCCTTATIT 3

4336* 80b 0,5 uM
R: 5" GAT AGG TGG CAC GGAGAATTT 3° P H

gggg N F: 5 TAG CAG AGA CCA ACC GAA CC 3° 58 h 03 um

3915* R: 5" GAA GAT TGT AGT GGT GAG GGT GT 3 P = H

3936 + F: 5 TAG CAG AGACCAACCGAACCZ

. . . 158 bp 0,3 uM

3992 R: 5 GAA GAT TGT AGT GGT GAG GGT GT 3
F: 55CCAAA CATTA ATCAG TTCTT CAAAT ATCTA CTATCTT 3°

13101 . . 589 bp 0,1 uM
R: 5 CTTGA AGTGG AGAAG GCTAC GATTT TTTT 3

456° F: 5 CCAGCCTAACCAGATTTCAAATZ 122 b 05 uM
R: 5 CGG GGG TTG TAT TGA TGA GAT 3° P s
F:5 TTAGCT CTC ACCATCGCTCTT 3

3591° . . 125 bp 0,2 uM
R: 5 TCA GAG GAT TGA GTAAAC GGC 3
F: 5° ACA CTC ACC AAG ACC TCA ACC 3

14470° . : 149 bp 0,6 uM
R:5 TCT GAATTT TGG GGG AGG TT 3
F: 5" TAC CGT ATG GCC CAC CAT AAT 3

8448° . . 112 bp 0,4 uM
R:5 TTTTTATGG GCTTTG GTG AG 3
F: 5 TAA CAG GTC AACCTC GCTTCC 3°

13680° . : 107 bp 0,2 uM
R: 5 GAAATCCTG CGAATAGGCTT 3
F: 5" ATC TTAATG GCA CAT GCAGC 3’

7645° . . 138 bp 0,5 uM
R: 5 TTA GGA AAA GGG CAT ACAGGA3
F: 5 GTT TCC CCG CAT AAACAACA 3

6253° . . 157 bp 0,15 uM
R:5 TTAGGT CTACGG AGGCTCCA3

* Quintans et al. [2004], ° Poetsch [pers. Mittaiyl, * Brandstétter et al. [2006]
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Tab. 18: Primersequenzen und entglltige Konzentraginen fur die Extension-PCR zum Nachweis der
Haplogruppe H Untergruppen.

SNP Primersequenz Basen- Konzentr.
wechsel

7028* 5° TAC ACG ACA CGT ACTACG TTG TAG C 3’ C-T| 05uM
3010* 5" CAC GAC GTT GGA TCA GGA CAT CCC 3 G-A ,1BuM
4769+ g GACTG ACTGA CTGGG CTATT CCTAG TTTTATTGCT ATAGC A—G 0.2 uM
6776* 5 [ACTGECGT GTG TCT ACG TCT ATT CCT ACT GTAAATAT3] T-C 0,15 pM
3992* 5 [TGACETCC CTATTC TTC ATAGCC GAATACAZ C-T 0,5uM
456° 5°GAC TGA CTG ACC CAA CTAACA CAT TATTTT 3° GT 0,5uM
4336* 5" [CTGA} CTG CTT AAA CCC CCT TAT TTC TAG GAC 3’ T-C 0,5Mu
3915 5 TTTGT ATTCG ATGTT GAAGC CTGAG ACTAG TTCGG ACTC3 G-A 0,3 uM
4793* 5" [GACT} GAA CTC AGA AGT GAA AGG GGG C 3° A-G 0,5 uM
13107 | 5'[T]2dGTG GAA GCG GAT GAG TAA GAA GAT TCC3’ A-C 0,15 uM
3591° 5°"GAC TGA CTG ACT CCC CAT ACC CAACCC CCT 3 G-A 0,3 uM
14470° | 5 [GACT} GGG AAT GAT GGT TGT CTT TGG 3° T-A 0,6 uM
8448° 5" [GACT} CCT CAT CAC CCA ACT AAAAA T T-C 0,5uM
3936° 5" [GACT} GAG TCC GAACTAGTC TCA GG 3° C-T 0,5uM
13680° | 5[GACT}GAC TTT AAT GGG GTT TAG TAG GGT 3° C-T 0,3 uM
7645° 5" [GACT} GCG TGA TCA TGA AAG GTG AT 3° T-C 0,5uM
6253° 5°GAC TGATAC TCC TGC TCG CAT CTG CTA 3 TG- | 0,15 puM

* Quintans et al. [2004], ° Poetsch [pers. Mittaiy, * Brandstatter et al. [2006]

Generell wurde bei der Auswahl der Primer versudatauf zu achten, dass die Fragmente
fur die Amplifikations-PCR unter 200 bp liegen, daauch stark degradierte mitochondriale
DNA bzw. sehr geringe Mengen an DNA noch analysiettden kbnnen.

Alle Primer fur die Untergruppen der H-Haplogrupperden zunéchst bei der Firma Roth
und spater bei der Firma Biomers bestellt und Iylgidart geliefert. Nach der Zugabe einer
definierten Menge an HPLC-Wasser lagen alle Primeriner Konzentration von 100
pmol/ul vor.

4.7.2 SNP Auswahl fir die Einteilung der westeursgiéen Haplogruppen

Fur die Etablierung dieser PCR wurde die Verd6fiehting von Brandstatter et al. [2003] als
Grundlage genutzt. Mit der dort vorgestellten Ausixan SNPs kdnnen die Haplogruppen H
sowie deren Untergruppen H1 und H3 und die Haplggea V, |, X, K, U, J, T und W

bestimmt werden (siehe Abbildung 11 und Tabelle kBYlieser Arbeit wurden einige dieser
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Primer nicht benutzt, weil beispielsweise die Geugp3 in der ersten entwickelten PCR

schon nachgewiesen wurde.

Abb. 11: Aufzweigung der SNPs fir die mitochondria¢ Haplogruppenbestimmung.
[aus: Brandstatter et al. 2003]

Tab. 19: Sequenzpolymorphismen der unterschiedliclremitochondrialen Haplogruppen.

In der ersten Spalte sind die Varianten der CargkriSequenz angegeben. Nukleotidunterschiede zu8 sl
fett gedruckt in den anderen Spalten mit den Rrofder jeweiligen mtDNA Haplogruppe [aus: Brandstagt
al. 2003 und Quintans et al. 2004, mod.].

H H1 I J K T U Vv W X Pre-V
1719G G G A G G G G G G A G
3010G G A G A G G G G G G G
7028C C C T T T T T T T T T
8251G G G A G G G G G A G G
8697G G G G G G A G G G G G
12372G | G G G G A G A G G G G
13708G | G G G A G G G G G G G
14766C | C C T T T T T C T T C
14798T | T T T C C T T T T T T
15904C | C C C C C C C T C C C

Die Primersequenzen der Amplifikations-PCR fur @8Ps 1719, 8251, 8697, 12372, 13708,
14766, 14798 und 15904 wurden aus der Veroffenttighvon Brandstatter et al. [2003]
entnommen. Die Sequenzen fur die SNPs 7028 und §0#l0von Quintans et al. [2004], die
schon in der ersten PCR zur Anwendung kamen.

Die Extensionsprimer stammen ebenfalls von Bratstat al. [2003]; aul3er die Sequenzen
fur die SNPs 7028 und 3010, die aus der Literaellguvon Quintans et al. [2004]
entnommen wurden. Allerdings erfolgte in den meistéllen eine Kirzung der Primer, da in
dieser Arbeit die SNPs in einer Multiplex-PCR arhiplert werden und bei Brandstatter et al.
[2003] zwei Multiplex-PCRs zur Anwendung kamen. lletztendlich verwendeten
Sequenzen der Primer und die eingesetzten Konzienga sind in Tabelle 20 und 21

wiedergegeben.
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Tab. 20: Primersequenzen und endgultige Konzentradinen fir die Amplifikations-PCR zum Nachweis
der westeuropéischen Haplogruppen.

SNP | Primersequenz Fragment-| Konzen-
groie tration

F:5° CTAAA CCTAG CCCCA AACCC ACTCC AC 3°

1719 . . 96 bp 0,02 uM
R: 5 CAGGT TTCAA TTTCT ATCGC CTATACTTTATTTGG GB
F: 5 CAA TAA CTT GAC CAA CGG AACA 3

3010* . . 180 bp 0,1 uM
R:5 CGG TCT GAA CTC AGATCACGT A3
F: 5 CAC CGT AGG TGG CCT GACTGG C 3"

7028* . . 168 bp 0,4 uM
R: 5 GTG TAG CCT GAG AAT AGG GG 3
F: 5 CCACA GTTTC ATGCC CATCG TCCTAG 3

8251 . . 99 bp 0,4 pM
R: 5°CTCTA GAGGG GGTAG AGGGG GTGCT ATAGG 3
F: 5°’AACAA CCGAC TAATC ACCAC CCAAC AATG 3

8697 . . 94 bp 0,2uM
R: 5° GAGAT CAGGT TCGTC CTTTA GTGTT GTGTA TGG 3
F: 5° TGCAA CTCCA AATAA AAGTA ATAAC CATGC ACA 3

12372 . . 97 bp 0,02 uM
R: 5 GGGTT AACGA GGGTG GTAAG GATGG G 3
F: 5 ACCCT TACTA ACATT AACGA AAATA ACCCC ACCCT 3

13708 . . 84 bp 0,02 pM
R: 5° AAATC CTGCG AATAG GCTTC CGGCT 3

14766+ | F: 5° ATCGT TGTAT TTCAA CTACA AGAAC ACCAA TGACC 3 129 0.024 UM

14798 |R:5° CGAAG TTTCA TCATG CGGAG ATGTT GG 3° P PetH
F: 5 CCCTA ATTGA AAACA AAATA CTCAA ATGGG CC 3

15904 . . 86 bp 0,1uM
R: 5°AGGTT TTCAT CTCCG GTTTA CAAGA CTGGT G3

# Brandstatter et al. [2003], * Quintans et al.J2p

Tab. 21: Primersequenzen und die endgultige Konzerationen fir die Extension-PCR zum Nachweis der
westeuropaischen Haplogruppen

SNP Primersequenz Basenwechsel Konzentr.

1719 5°GACGA CTCCA CCTTACTACC AGACAACCTTAZ G-A ,03 uM

3010* 5[ACTG]s CTCGA TGTTG GATCA GGACATCCC 3 0,3 uM

7028* 5 TACTGE TACAC GACAC GTACT ACGTT GTAGC 3° 0,5 uM

8251 5" [GACT]s GGGTG CTATA GGGTA AATAC GGG 3 0,05 uM

8697 5" GAC[GACTLECGTCC TTTAG TGTTG TGTAT GGTTAT 3 0,05 uM

13708 |5 TAA ACC CCATTAAAC GCC TG 3 0,02 uM

14766 |5 GAA ATG ACC CCA ATACGC AAAAZ 0,0714 pMm

14798 |5 CCC CTA ATAAAATTAATT AAC CAC TCA 3 0,014 uM

G-A

C-T

G-A

G-A

12377 |5’ [GACT],CACAC TACTA TAACC ACCCT AACCC T 3 G-A 0,02 uM

G-A

C-T
T-C

C-T

15904 |5 G[GACT]; CCGGT TTACA AGACT GGTGT ATTA 3 0,02 uM

# Branstatter et al. [2003], * Quintans et al. [2D0
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Bei der Auswahl der Primer wurde von Brandstatterak [2003] beachtet, dass die
ausgewahlten SNPs keinen direkten Bezug zu Kratédthéiatten. AulRer bei SNP G13708A,
der laut einer Studie einen leichten Schutzeffedjemn Parkinson aufweist, sind bis zum
Zeitpunkt der Veroffentlichung keine weiteren Kraeken bekannt, die durch die
verwendeten SNPs detektiert werden.

Die ausgewahlten kurzen Fragmente liegen alle ineiBle zwischen 84 und 180 bp und sind
damit fur eine Analyse degradierter Proben odeh@&momit wenig DNA besonders gut

geeignet.

4.7.3 Amplifikation der Fragmente in einer Multipl®eCR

Fur die Etablierung der Multiplex-PCR flr die SNRalyse wurde die Polymerase Immolase
und der mitgelieferte Puffer sowie das Magnesiumuga. Diese Polymerase ist im Labor
gut etabliert und fir den Einsatz von Multiplex-PCgeeignet.

Wahrend der Etablierung werden die Primerkonzedotrah angepasst. Sie liegen alle
zwischen 0,01 und 0,6 puM. Die genauen endgultigemt®\sind den Tabellen 17 und 20 zu
entnehmen. Die Primer in dieser PCR sind nichtnfekiert. Diese dienen der kinstlichen
Vermehrung des DNA-Stlickes um den zu untersucheBbiéh

Fur den Mastermix werden folgende Reagenzien zusapipettiert und mit einem Volumen
von 11,5 ul auf 0,2 ml ReaktionsgefalRe aufgeteilt.

1,25 pl Immobuffer 10x, 10 %
1,0 ul dNTPs, 200 uM

0,5 ul MgCh 2 mM

0,1 pl Immolase, 0,5 units
Primer (siehe Tab. 17 und 20)
HPLC-H,0

Je 1 pl DNA-L6sung wird zum Mastermix hinzugegebAbhangig von der Qualitat der
DNA durchlauft die PCR das (in Tabelle 22) angegeb&emperaturprofil mit 35 bzw. 40

Zyklen. Dieses Grundrezept ist fir alle drei PCRsc. Sie unterscheiden sich nur durch die
eingesetzten Primer. Der Nachweis der Untergrupp@am Haplogruppe H ist auf zwei

Multiplex-PCRs aufgeteilt. In der ersten PCR werdigm Primer fir die SNPs 7028, 3010,
4769, 4336, 3915, 13101, 14470, 8448 und 6253 gerdamit kann festgestellt werden, ob
die untersuchte Probe Uberhaupt der Haplogruppegdehert. In der zweiten PCR sind die
Primer fur die SNPs 4793, 6776, 3936, 3992, 4561333680 und 7645 zu finden. Diese
PCR kommt nur zum Einsatz, wenn die Probe lautedsten PCR in die Haplogruppe H

eingeordnet aber dort noch keiner Untergruppe eilgeterden konnte.
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Tab. 22: Temperaturprofil fur die Amplifikation des Fragments mit eingeschlossenem SNP.

35-40 Zyklen
Initial Inkubation| Denaturierung Annealing Extension Final Extension inaFStep
95°C 95°C 58° C 72°C 72°C 4°C
5 min 1 min 1 min 2 min 30 min o0

Das Temperaturprofil fur die Amplifikations-PCR wiarebenso von Frau PD Dr. M. Poetsch
zur Verfugung gestellt. Dieses konnte fast ohneékadg iibernommen werden, da auch sie
bereits mit den Primern von Quintans et al. [20@&jrbeitet hat. Jedoch wurde die
Anfangszeit fur die Inkubation auf 5 min reduziert.

4.7.4 Kontrolle der Amplifikate auf einem Polyaagiid-Gel (PAGE)

Zur Kontrolle der PCR-Produkte aus der AmplifikagePCR werden alle Proben auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen und durch eine Sidlvbring sichtbar. Ein Polyacrylamidgel ist
besonders geeignet, doppelstrdngige Molekile zwiscHl5 und 300 bp Lénge
elektrophoretisch aufzutrennen. Deshalb ist esrimbss fur kleine PCR-Fragmente aus der
Amplifizierung geeignet.

Es werden zunachst zwei gleichgrol3e Glasplattereimaf gerade Oberflache platziert. Eine
der Glasplatten weist einen gummierten Rand auf,das Gel spater zu umgrenzen und
gleichzeitig die Dicke festzulegen. Auf die and&hasplatte wird mit Hilfe von ein paar
Tropfen Wasser eine Gelbondfolie befestigt, diee digdrophile Seite aufweist, welche zum
Gel zeigt.

Zur Fertigung des Gels wird eine Losung aus 5 muagidest und 11 ml Tris-Formiat-
Lésung hergestellt. Diese Mischung wird mit eineragvetstéabchen auf einen Magnetrihrer
positioniert. Wahrend des RuUhrvorganges werden 1B)7 40 %ige Acrylamidlosung
hinzugegeben, welche schon Bisacrylamid im Verigill®:1 enthalt. Damit spater im Gel
eine Lauffront erkennbar ist, werden 80 pl Brommilelau hinzugefigt. Um eine
Polymerisierung des Gels zu ermdglichen, werdengd2Z8mmoniumpersulfat (10 %) und 22
pul TEMED dazupipettiert. Nachdem alle Reagenziendguchmischt sind, wird das Gel auf
die Glasplatte mit dem gummierten Rand gegossen miitd der anderen Glasplatte
einschliel3lich der Folie nach unten abgedeckt ptdahnik”, Haas et al. 1994]. So kann kein
Sauerstoff mehr an das Gel gelangen und eine Pdbisreng wird verhindert. Jetzt kbnnen
adepdigen
freierRadikalen, die

die kurzen monomeren Acrylamidmolekule mit den

Bisacrylamidquervernetzern unter  Bildung von vom

Ammoniumpersulfat zur Verfiigung gestellt und von MED katalysiert werden,
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polymerisieren. Dabei bilden sich Ketten von Acngldmonomeren, die gelegentlich durch
die Bisacrylquervernetzer quervernetzt sind [Mat®96].

Nachdem das Gel auspolymerisiert ist, wird es aums @lasplatten gelést und die Folie mit
dem Gel auf die gekihlte Keramikplatte (15 °C) Bé&ktrophoresestation gelegt. Um die
PCR-Produkte auf das Gel pipettieren zu kdnnen,deverkleine Probenauftragspapiere
zurechtgeschnitten (1:6 fir Proben und Leiter) ommdder Faserung in Laufrichtung parallel
(ca. 2 cm unter den oberen Rand) auf das Gel pogtt. Im Anschluss werden je 2 ul PCR-
Produkt und 2 pl einer kommerziellen Leiter (Hypeder V von BIOLINE) auf die
Probenauftragspapiere pipettiert. Die Elektrodeifetn (Blottingpads) werden in TB-
Ladepuffer getrankt, kurz mit Papierhandtiichernetdopft und auf die Rander des Gels
gelegt. Auf den Streifen werden die Elektroden &ijé und die Elektrophorese wird
gestartet, mit 100 V und 45 mA. Wenn die Lauffréedt die untere Elektrode erreicht hat,
kann die Elektrophorese beendet werden.

Zur Sichtbarmachung der Banden im Gel erfolgt intiNmng eine Silberfarbung. Das Gel
wird hierzu in eine Schale auf einen Schiittler ipostUm die DNA-Fragmente auf dem Gel
zu fixieren, wird 1 %ige Salpetersaure fur 7 mimzuigefiigt und die blaue Linie der
Lauffront wird Uber braun-griin zu gelb verfarbt.ddaler Fixierung erfolgt ein Waschschritt
mit Wasser zur Entfernung der Reste der Salpetexs®@wurch Zugabe von 3 %iger, frisch
angesetzter, Silbernitratiosung wird das Gel 20 mefarbt. Anschlielend erfolgt ein
mindestens dreiminttiger Waschschritt mit Wasser Reste des Silbernitrats zu eliminieren.
Zur Darstellung der Banden wird eine Entwickleridgu bestehend aus 0,28 M
Natriumcarbonatlosung und 0,04 % Formaldehyd, hgefiigt. Die Farbung ist beendet,
wenn die gewlnschte Intensitat der Banden erzeltMerfarbt sich die Losung gelblich,
sollte sie sofort durch frische Entwicklerlosungsgetauscht werden. Eine Beendigung der
Farbung wird erreicht, indem wieder mit Wasser gésgnd dann 10 %ige Essigsaure (fur 5
min) zugefugt wird. Anschlieend wird mit Wasser fl0 min die restliche Essigsaure
entfernt und das Gel Uber Nacht in 10 % Glycerilaggrt. Hierdurch wird das Gel haltbar
und kann aufbewahrt werden. Am néchsten Tag wikl@el im Geldoc auf einer weil3en
Platte fotografiert und mit Hilfe von Klebeband agiihe Kopierfolie fixiert. Mit dieser

Methode ist das Gel fur lange Zeit haltbar.
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4.7.5 Aufreinigung mit EXoSAP-IT®

Mit dem Produkt ExoSAP-fTvon USB, bestehend aus Exonuklease | und Shrikglisthe
Phosphatase, ist es moglich, nichtgebundene Nuttéeohd Primer aus dem PCR-Produkt zu
entfernen. Ohne Verlust an Probe kdnnen Fragmeote unter 100 bp bis tber 20 kb
aufgereinigt werden.

Dafir kommen 5 pl vom PCR-Produkt, mit einem guBgnal auf dem PAGE, und 2 pl
Exosap-it in neue 0,2 ml ReaktionsgefalRe. Im Ansshiverden die Reaktionsgefal3e mit der
Mischung in einem Thermocykler fir 15 min bei 37 Rtkubiert. Wahrend dieser Zeit
werden die freien Nukleotide durch die SAP zersténd Primer durch die Exonuklease
verdaut, die nachfolgende PCRs storen. Durch egitere Inkubation von 15 min bei 80 °C
wird das Exosap-it inaktiviert und die PCR-Produkéenen in die SNP-Analyse eingesetzt

werden.

4.7.6 Minisequencing mittels SNaPstibMultiplex-Kit

Fur das Minisequenzieren bzw. fiir die sogenann&PShot-PCR kommt das SNaP<sNot
Multiplex-Kit von Applied Biosystems zum Einsatz.ieDMethode beruht dabei auf einer
Primerverlangerung mit nur einem Nukleotid, wieisidbbildung 12 schematisch dargestellt
ist.

Fur diese Methode wird eine Mischung aus den viégliohen ddNTPs bendtigt, die eine
unterschiedliche Farbmarkierung aufweisen. Bei desnwendeten Kit ist Adenin grin
markiert mit dR6G, Cytosin ist schwarz mit dTAMRA Guanin ist blau mit dR110 und
Thymin ist rot mit dROX" markiert. Durch die unterschiedlichen Markierungénnen die
einzelnen SNPs spater im Elektropherogramm untieden werden. Zusatzlich zu den
farbmarkierten ddNTPs enthélt das Kit einen Pufiied eine Polymerase. Da so die eigenen
Primer frei gewahlt werden kdnnen, ist dieses Kiwarsell fir die SNP-Analyse einsetzbar.
[Butler 2005]

Der Extensionsprimer ist so konstruiert, das er saihem 3'-Ende unmittelbar vor dem zu
untersuchenden Nukleotid liegt. An den Primer bindas passende ddNTP und die
Verlangerung bricht durch das Fehlen der OH-Grugppe3 -Ende des Nukleotids ab.
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ddATP
ddTTP

ddGTP

Primer o, ddCTP

GGGCGGCATGAACC ¥
3’ _-NNNNNGACGTACCCGCCGTACTTGGGCTCCGNNNNN-5’

Putativ SNP

Abb. 12: Schematische Darstellung der Primerverlangrung mit ddNTPs.
Modifiziert nach Bernat et al. [2002] S. 77.

Auch bei der Minisequenzierung ist es moglich, reetifrSNPs gleichzeitig zu analysieren.
Der Extensionsprimer kann an seinem 5-Ende um e@m@ble Anzahl von Nukleotiden
verlangert werden, so dass jeder Primer sich inesdidange von den anderen Primern um
einige Nukleotide unterscheidet. Normalerweise weid Poly-T-Schwanz an die Primer
angehangt, der in der GroRenordnung von 3-5 Basem&n anderen abweicht. Somit ist eine
adaquate Auftrennung jedes einzelnen SNPs in dektiBphorese mdglich. Daher ist die
Farbe des analysierten Signals entscheidend undt ndie GrolRenposition im
Elektropherogramm, welches die Lange des Primettenapiegelt [Butler 2005].

FUir den Mastermix werden 2 pl vom SNaPshot-Rea&tiox mit den entsprechenden
Extensionsprimern vermischt. Die verwendeten Kotragionen sind den Tabellen 18 und 21
zu entnehmen. Folgend wird der Mastermix auf 6 jiIHRPLC-H,O aufgeftllt und in 0,2 ml
ReaktionsgefalRe verteilt. Vom gereinigten PCR-Pkbduird 1 pl eingesetzt, so dass ein
Endvolumen von 7 pl entsteht.

Die PCR durchlauft nach Herstellerangaben 25 Zykigndem Temperaturprofil aus Tabelle
23.

Tab. 23: Temperaturprofil fir die SNaPshot-PCR nachHerstellerangaben.

25 Zyklen
Denaturierung Annealing Extension Abschlu® Extemgio  Final Step
96° C 50° C 60° C 60° C 20° C
10 sek 5 sek 30 sek 5 sek 0

4.7.7 Aufreinigung mittels Shrimp Alkaline Phospdsd (SAP)

Bei der Aufreinigung der PCR-Produkte aus der SHaPBCR kommt die Shrimp alkalische
Phosphatase von Promega zur Anwendung. Diese reditd ungebundenen ddNTPs im
PCR-Produkt. Es werden 0,7 pl SAP direkt auf daRP@dukt pipettiert und fir 60 min bei
37 °C im Thermocycler inkubiert. Spater wird derefinocycler fir 15 min auf 75 °C
hochgeheizt und die SAP wird inaktiviert.
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4.7.8 SNP-Analyse mittels Kapillarelektrophorese

Fur das Sichtbarmachen der fluoreszenzmarkierteburgkenen Nukleotide wird die
Kapillarelektrophorese auf dem ABI 310 genutztwesden 1 pl aufgereinigtes PCR-Produkt
mit 10 pl Formamid und 0,2 ul LIZ120 GroRRenstandardin Reaktionsgefald tberfuhrt und
mit einem Gummisepta verschlossen. AnschlieRendd wdie Elektrophorese nach
Herstellerangaben gestartet, wobei die LaufzeitRtebe auf 15 min reduziert wird, weil die
Lange der Extensionsprimer kleiner 80 bp betrage Buswertung erfolgt mit Hilfe der

GeneScafi Analysis Software Version 3.1.2.

4.8 Kontaminationsvermeidung und Qualitatssicherung

4.8.1 Allgemeine Bemerkungen

Generell werden alle verwendeten Reaktionsgefalsedeo Benutzung autoklaviert. Alle

Arbeitsplatze werden in regelmafiiigen AbstandenDiNA-Exitus gereinigt. Vor und nach

der Benutzung der Arbeitsflachen werden diese eBerandlung mit vergalltem Ethanol
unterzogen und wenn mdoglich mit UV-Licht (254 nrbetieine Stunde) bestrahlt. Sowohl fur
die Extraktion als auch fir die PCRs werden gestdpipettenspitzen verwendet.

Die Extraktion wurde getrennt von den PCR-Methodeneinem separaten Laborraum
durchgefuhrt.

Wahrend der einzelnen Arbeitsschritte werden Kitield Einmalhandschuhe getragen.
Zusatzlich wird ein Mundschutz bei der Knochenaug#ung und Extraktion verwendet.

Die Vermeidung von Kontaminationen erfolgt in Anheimg an die Richtlinien der DNA-

Kommission der internationalen Gesellschaft furefmische Genetik [Bar et al. 2000,
Carracedo et al. 2000].

4.8.2 Qualitatssicherung durch Negativkontrollen

Fur die Uberprifung der eingesetzten Reagenzien (Rehktionsgefale werden
Negativkontrollen, sowohl wahrend der Extraktios alich wéhrend der PCR, mitgefuhrt.
Bei der Extraktion mit dem Invisorb Forensic Kitufan die Negativkontrollen ab dem
Lysisschritt mit. Die Negativkontrollen bei der Eation mit dem Invisorb Spin Forensic Kit
werden bereits wahrend des EDTA-Schrittes eingesdier wird in die Gefal3e nur EDTA

zugegeben und nach der Inkubation das EDTA verwoi& noch Reste im Gefald waren,
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hatten eventuelle Kontaminationen trotzdem aufgadeeverden konnen. PCR-
Negativkontrollen bestehen aus den gleichen Reagemae die anderen Proben. Allerdings
wird statt Proben-DNA die entsprechende Menge abG4R,0 hinzupipettiert.

Wenn die Negativkontrollen in den PCRs Signale eeigverden die Proben nicht mit in die
Analyse einbezogen und die gesamte PCR wird wietterhBei positiven
Extraktionsnegativkontrollen werden die positiverolfen, wenn noch gentigend Material
vorhanden ist, erneut extrahiert. Proben, die nicheut extrahiert werden konnten, werden
als negativ gewertet und gehen nicht in weiterelyssa ein.

Auf Positivkontrollen wird wahrend der Extraktioerzichtet, da es fiir Arbeiten mit aDNA
nicht empfohlen wird [Poinar 2003, Willerslev & Guer 2005]. In der PCR wird verdiinnte
DNA-LOsung von Mitarbeitern mit bekannten Profil@ngesetzt und immer als letztes

pipettiert, wenn alle anderen Gefal3e schon verssatosind.

4.8.3 Mitarbeiter

Um eine Kontamination durch das Personal zu erkenmigd von allen Mitarbeitern aus dem
DNA-Labor und aus dem Sektionsbereich im Institut Rechtsmedizin Kiel eine Blutprobe
entnommen und ein DNA-Profil erstellt. Auch alleakrkanten, Famulanten usw. missen
eine Blutprobe fur einen genetischen Fingerabdrabgeben, bevor sie im DNA-Labor
arbeiten kénnen. Die Mitarbeiter, die die Urnenf{yegi hatten, konnten leider nicht beprobt
werden, da nicht mehr zu rekonstruieren war, welétersonenkreis an den Leichenbrénden
tatig war.

Im Labor werden durchgéngig Laborkittel und Einnaaitischuhe getragen. Zwischen den
einzelnen Laborrdumen werden die Kittel gewechsstt, dass kein Kittel aus dem
Extraktionsbereich in den PCR-Bereich gelangen k&an der Zerkleinerung der Knochen
werden die Handschuhe nach jedem Durchgang gewtdhasait keine DNA von Knochen
zu Knochen Ubertragen wird. Bei der Extraktion veerddie Handschuhe regelmalig
ausgetauscht, insbesondere beim Abnehmen von ghégsin aus den Gefal3en. So soll eine
Kreuzkontamination vermieden werden, die unter W@mden nicht in der

Extraktionsnegativkontrolle sichtbar wére.
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5 Ergebnisse

5.1 Etablierung der SNP-Analyse

5.1.1 Etablierung der Rahmenbedingungen der SNRys@ma

Bei der Etablierung der SNP-Analyse erfolgte zusi@mne Austestung des SNaPshot-Kits.
Dafuir wurden die mitgelieferten Kontrollprimer undlie Kontroll-DNA nach
Herstellerangaben eingesetzt und amplifiziert. €bieeitig konnten mit diesen Proben auch
die neu installierte Matrix und der Standard im ABIO uUberpruft werden. Mit den neuen
Einstellungen gelang erfolgreich die Analyse desigeschten Profils und der Nachweis tber
die Funktionsfahigkeit des Kits wurde somit erbtach

Da im Handbuch des SNaPshot-Kits mehrere Anleitnnigiger die Zusammensetzung des
Mastermixes fur die Fragmentanalyse aufgelistetl,siwurden sie alle ausgetestet. Die
einzelnen Austestungen sind der Tabelle 24 zu bnaa.

Tab. 24: Ubersicht der ausgetesteten Ansatze fiir@liFragmentanalyse zum Nachweis der SNPs.

Ansatz Formamid Liz 120 DNA- Auswertung
Menge
1 9 ul 0,5 ul 0,5 ul Standard tellwelseklzu_ grof3, einige Signale Zu
ein
2 6 ul 2 ul 2 ul Standard und Signale zu grof3
3 10 pl 0,2 pl 1l Standard und Signale in Ordnung

Alle drei Anséatze haben gut funktioniert. Der dritinsatz zeigte die besten Ergebnisse und
verbrauchte am wenigsten Standard. Daraufhin wiindalle weiteren Analysen immer diese
Zusammensetzung des Mastermixes gewahlt.

Zusatzlich erfolgte eine Gegenuberstellung der éinfgung der SNaPshot-PCR-Produkte
mit SAP und mit dem Dye Ex Kit. Dabei zeigte siobirk gravierender Unterschied (siehe
Abb.13) und deshalb wurde SAP zur weiteren Anwegdgewahlt. Die SAP-Aufreinigung
ist leichter in der Handhabung, verbraucht wenigémwegmaterial und ist wesentlich

kostenginstiger als das Dye Ex Kit.
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Abb. 13: Darstellung zweier Elektropherogramme der Kontroll-DNA des SNaPshot-Kits nach
unterschiedlicher Aufreinigung.

Elektropherogramme nach automatischer Fragmentsadly Kontroll-DNA aufgereinigt mit Dye Ex Kit2:
Kontroll-DNA aufgereinigt mit SAP.

5.1.2 SNP-Analyse flr die Haplogruppe H Untergruppe

5.1.2.1 Entwicklung der SNP-PCR fur die HaplogruppeH Untergruppen

Zur Uberprufung der Funktionsfahigkeit der einzelfi&rimer wurden alle zunachst separat
getestet. Dadurch gelang auch eine Feststellunggdaauen Basenpaargrof3e nach der
Elektrophorese. Durch die unterschiedlichen Farkieeungen der gebundenen ddNTPs
koénnen sich leichte Abweichungen von der Primergréf§eben.

Als Ausgangskonzentrationen der Primer dienteradgegebenen Werte von Frau PD Dr. M.
Poetsch (siehe Tab. A3 im Anhang). Die DNA von sreMitarbeitern des Institutes, welche
sich in ihrer Sequenzierung der HVI und HVII Regiamterschieden, wurde als Proben-DNA
eingesetzt. Damit sollte sichergestellt werden, Inbgt beide Varianten eines SNPs zu
amplifizieren.

Mit allen Primern gelang es Signale zu detektiedsdoch lieferten viele Signale ein sehr
unruhiges Bild im Elektropherogramm (siehe Tab.id3Anhang). Daraufhin wurden einige
Extensionsprimer mit der gleichen Sequenz, aberGiBereinigt, von der Firma Biomers
bezogen. Diese zeigten meist ein deutlicheres Bigrthfanden deswegen in den Multiplex-
PCRs Anwendung. Besonders deutlich wurde dies W& &/76. Beim ersten Durchlauf des
SNPs mit den Primern der Firma Roth zeigte diesersehr groRes Signal mit vielen
Farbartefakten. Mit einer 1:10 Verdinnung des Pmuaares in der Amplifikations-PCR

gelang die Amplifikation eines kleineren Signalst fRarbartefakten. Bei der Verdinnung
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(1:20) der Primer in beiden PCRs konnte nur einlesth auswertbares Signal mit

vorhandenen Farbartefakten detektiert werden. bt deuen Extensionsprimer von Biomers
und den urspringlichen Ausgangskonzentrationemgeefder Nachweis eines grof3en Signals
(Uber 5.000 rfu) mit sehr schwachen Farbartefakdés Ergebnisse dieser Austestung sind in
Abbildung 14 dargestellt.

20 i 40 50 &0
i

720¢ ]
s400]
awoe
1800

2004 ]

1000 )

2000

1000

7zor
s40c |
asoe |
180¢ ]

4

Abb. 14: Darstellung des Signals fir SNP 6776 in Al&ngigkeit von der Primerkonzentration.
Elektropherogramme nach der KapillarelektrophoreseABl 310. 1: Signal mit dem Extensionsprimer von
Roth, 2: Amplifikationsprimer 1:10 verdinnt3: beide Primer 1:10 verdinnt®: Signal mit neuem
Extensionsprimer von Biomers.

Nachdem der Nachweis der Funktionsfahigkeit allermer erbracht war, folgte die
Austestung der ersten Multiplex-PCR. Die SNPs warntezwei Multiplex-PCRs (A und B)
entsprechend der Anordnung von Frau PD Dr. M. lRbedsifgeteilt. Die Konzentrationen fur
die Primer wurden von den Einzellaufen Gbernomnierder Multiplex A liefen folgende
SNPs zusammen: 7028, 3010, 4769, 4793, 6776, 33936, 3992 und 4336. Nach
erfolgreicher Analyse der PCR-Produkte stellterhseer neun SNPs grof3e und eindeutige
Signale dar. Der rote Farbbereich lief sehr unruimd die SNPs 4336, 3936 und 3992 fielen
komplett aus. In der Multiplex B liefen die ander®NPs zusammen: 3591, 6253, 13680,
7645, 456, 8448 und 14470. Nach der Analyse dif€&R-Produkte konnten alle sieben
Signale fur die SNPs analysiert werden. Allerdimgs der Lauf sehr unruhig, besonders im

roten und schwarzen Farbbereich (siehe Abb. 15).
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Um die Farbartefakte im Elektropherogramm der Ndldtx B zu verringern, wurde die
eingesetzte Magnesiummenge in der Amplifikation&R@n 2 mM auf 1,5 mM reduziert.
Durch die Senkung konnten die Artefakte verringeerden und die Konzentration wurde

zunachst fir beide Multiplex-PCRs beibehalten.
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Abb. 15: Multiplex A und B fur die 1. Zusammenstellung der Rimer.

Elektropherogramme nach Kapillarelektrophorese toh 810. 1: Ergebnisse fur Multiplex A: a: 3010, b: 7028,
c: 3915, d: 4769, e: 4793, f: 6778. Ergebnisse fur Multiplex B: g: 3591, h: 625381448, k: 456 (schwarz,
nicht unterlegt), I: 7645, m: 13680, n: 14470. Bi®be gehort zur Haplogruppe H1.

Bei der Auswertung der beiden Multiplexe stelltehsiheraus, dass einige SNPs sich
Uberlagerten. Dies geschieht, wenn die Extensiangpreine dhnliche Lange aufweisen und
die SNPs die gleichen Nukleotidvariationen und s$adre gleiche Farbmarkierung besitzen.
Das Resultat ist in Abbildung 15 in der Multiplex i2i den SNPs 6253 (h) und 456 (k)
dargestellt. Teilweise lagen die Signale auch sg baieinander, dass eine eindeutige
Zuordnung nur schwer méglich war. Auch die Signb#dvariierten stark. Deshalb erfolgte
eine zweite Zusammenstellung der Primer. Zudem &murthterschiedliche Konzentrationen
der Primer ausprobiert (siehe Tabelle A4 im Anhang)

In der zweiten zusammengestellten Multiplex-PCR ankes in einigen Proben erneut zu
zwei Komplettausfallen der SNPs 3936 und 4336. Aa@roben detektierten ein sehr kleines
und damit nicht auswertbares Signal fur SNP 393 Bignal fir den SNP 3992 war im
Verhdltnis zu den anderen Signalen ebenfalls skdin.kAndere SNPs zeigten sehr grol3e
Signale (Uber 2.000 rfu) und waren eindeutig autheer Deshalb wurden die

Konzentrationen im zweiten Versuch bei den sehfgnoSignalen gesenkt und bei den
fehlenden Signalen erhdht. Auch in diesem Ansatetfii die Signale fur die SNPs 3936 und
4336 komplett aus. Die grol3en Signale fur die SNB$0, 3915 und 6776 waren nicht
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wesentlich kleiner als im ersten Versuch. Jedocplifimerten beide Versuche fur Multiplex

A relativ wenig Farbartefakte.

In der Multiplex B konnten alle Signale im ersterrSuch eindeutig abgelesen werden. Die
Signale erreichten fast alle die gleiche Hb6he. Zd¢r neuen Zusammenstellung der SNPs
gab es noch immer Farbartefakte im roten Bereiscbsderschweren die Auswertung, wenn
die Primer ein ddTTP binden. Daraufhin wurden inzeeiten Zusammenstellung der Primer
auch in der Multiplex B nochmals einige Konzentraén geéndert (siehe Tab. A4 im
Anhang). Obwohl die Primerkonzentrationen fur SN®®B und 13680 keine Anderung
erfuhren, detektierten sie deutlich kleinere Signélie Signale fur die SNPs 7645 und 4793
konnten erfolgreich vergrofRert werden. Das Sigialden SNP 4769 reagierte jedoch nicht
auf den Konzentrationsunterschied. Die Elektroppenmme sind in Abbildung 16

dargestellt.

Lo
f
1

Abb. 16: Multiplex-PCR mit der zweiten Zusammenstdling der SNPs und den Primerkonzentrationen
aus dem zweiten Versuch.

Elektropherogramme nach automatischer FragmentssmdtyMultiplex A: a: 3010, b: 7028, h: 6253, i: 8448,
3915, o: 3992 (schwarz nicht unterlegt), f: 67Z6Multiplex B: g: 3591, k: 456, I: 7645, m: 13680l4u), d:
4769, n: 14470, e: 4793. Die Probe gehdrt zur Haplope H1.

Bei der Auswertung fiel auf, dass besonders die @&®Ps 3915, 3936 und 3992
Schwierigkeiten bereiteten, die mit einem Primerpaaler Amplifikations-PCR amplifiziert
wurden. Daraufhin erfolgte eine dritte Umstellurey @rimer, so dass in der SNaPshot-PCR
nicht mehrere Extensionsprimer an einem Fragmemiidra Auch die SNPs 4769 und 4793
wurden getrennt voneinander amplifiziert, obwohieilsignale gut auswertbar waren. Die

Konzentrationen der Primer sind unverandert gebheldn der Multiplex A erfolgte die
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Amplifikation der SNPs 7028, 3010, 3915, 4336, 625848 und 4769. In der Multiplex B
waren es die SNPs 3591, 13680, 14470, 6776, 39&5, 356, 7645 und 4793.

In der Multiplex A konnte erstmals ein Signal fUKS 4336 generiert werden. Alle Signale

waren vorhanden und eindeutig auswertbar bis al 3028. Dieser war im Vergleich mit
den anderen Signalen relativ klein. Zudem ist esmeleutige Auswertung nicht maoglich,
wenn ein ddTTP gebunden wurde. In der MultiplexdBagg der Nachweis eines Signals fir
den SNP 3936. Dagegen fiel das Signal fur SNP 14d &llen Proben komplett aus. Auch
der unruhige Lauf im roten Bereich war noch vorteamdAlle anderen Signale zeigten

auswertbare Signale (siehe Abbildung 17).
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Abb 17: Multiplex-PCR nach der dritten Zusammenstelung der SNPs.

Elektropherogramme nach automatischer FragmentsmatyMultiplex A: a: 3010, b: 7028, h: 6253, i: 8448,
3915, d: 4769, q: 433& Multiplex B: g: 3915, k: 456, I: 7645, p: 393&wvarz nicht unterlegt), m: 13680, o:
3992, e: 4793, f: 6776. Diese Probe gehort nickienHaplogruppe H.

Da das Signal fur den SNP 14470 in der Multiplexiéht funktionierte, wurden die Primer
ein viertes Mal umgestellt, so dass der SNP 1447Multiplex A nachgewiesen werden
konnte. Wie in Tabelle A5 im Anhang zu sehen, wardmschlielend nochmals die
Konzentrationen der Primer geandert. In der Mutph konnte nach der vierten Umstellung
ein kleines Signal fir den SNP 14470 generiert werdvorauf die Konzentration nochmals
erhoht wurde. Im Anschluss war das Signal gut nacsvar. Auch die
Konzentrationserhéhungen der Primer fur die SNFZ87AMhd 4336 flhrten zu eindeutigen
Signalen. Insbesondere das Signal fiir den SNP %@#8 nach der Anderung, im roten
Farbbereich gut abgrenzbar. Die Senkung der Prionedntration von SNP 3915 zeigte
keinen Erfolg.
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In der Multiplex B konnte ebenfalls von allen SN#s eindeutiges Signal detektiert werden.
Besonders die Konzentrationserhdhungen der Prifnerdie SNPs 456, 3992 und 3936

fuhrten zu starkeren Signalen, die eindeutig -vem égonst unruhigen Verlauf- im roten und

schwarzen Farbbereich zu unterscheiden waren (8iebikdung 18).
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Abb. 18: Multiplex-PCR nach der vierten Zusammenstung der SNPs mit dem funften Versuch der
Konzentrationsanderung der Primer.

Elektropherogramme nach automatischer FragmenandlyMultiplex A: a: 3010, b: 7028, h: 6253, i: 8448,
3915, d: 4769, n: 14470, q: 4336.Multiplex B: g: 3591, k: 456, |: 7645, m: 13680,3936, 0: 3992, e: 4793, f.
6776.

Da bei den ausgewdahlten SNPs der Nachweis der giappe H8 fehlte, wurde die
entsprechenden Primer fir SNP 13101 aus einer #éatbthung von Brandstatter et al.
[2006] enthommen. Auch diese Primer liefen zunéaehsteln, um die Funktionalitat und die
genaue Lage des Signals zu uberprifen. SowohlrirAoglifikations-PCR als auch in der
SNaPshot-PCR wurden die Primer mit einer Konzeotraton 0,25 uM eingesetzt. Aufgrund
der amplifizierten Signalhéhe wurden die Primedia Multiplex A, mit einer verringerten
Primerkonzentration, in die Amplifikations-PCR (QM) und in die SNaPshot-PCR (0,15
M) eingesetzt. Eine weitere Anpassung der Konagatren war nicht nétig (siehe Abb. 19).
Mit Hilfe der Entwicklung dieser zwei Multiplex-PGRgelang es, aus Probenmaterial die

Haplogruppe H mit 15 ihrer Untergruppen nachzuweise

5.1.2.2 Etablierung der SNP-PCR fur die Untergruppa der Haplogruppe H

Zur Uberprifung der Primer wurden 35 Proben mitaneiten Haplogruppen, aus dem Institut
fur Rechtsmedizin Essen durch Frau PD Dr. M. Pbetaar Verfigung gestellt. Unter diesen
Proben waren 18 der Haplogruppe H zuzuordnen, wedah Untergruppen H1, H2, H3, H4,
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H5a, H6a, H7 und H1l abdeckten. Auch die Untersaghdlieser Proben mit der
neuentwickelten PCR konnte diese Ergebnisse bgstatNur der SNP 3915, der bei der

Entwicklung der PCRs immer ein sehr grof3es Signadblauen Farbbereich zeigte und kaum

auf Konzentrationsanderungen reagierte, detektieitefalsches Signal beim Einsatz der
Kontrollproben. Normalerweise sollte der Extensmimmer ein ddGTP binden, wenn die
DNA der Andersonsequenz entsprach. Wenn die DNA®an der Stelle eine Abweichung
zur Vergleichsequenz aufwies und damit zur Grupfa gkhort, sollte der Primer ein ddATP
binden. Bei den beiden Kontrollproben aus der Geugpa geschah dies nicht, so dass davon
ausgegangen werden musste, dass dieser Primeonichingsgemalf? funktionierte.

Aufgrund dieser Ergebnisse kam der Einsatz eineemd=xtensionsprimers zum Einsatz,
dessen Sequenz ebenfalls aus der VeroffentlichangBvandstétter et al. [2006] entnommen
wurde. Im Gegensatz zur Originalsequenz wurde diesener um elf Basenpaare gekuirzt.
Somit war er etwas langer als der alte Primer watlbam H-Strang. Um die Funktionalitat
dieses Primers zu uberprufen, lief er erst einzelh den Kontrollproben und einer
Konzentration von 0,2 uM. Das Ergebnis zeigte, ddssser Primer ein eindeutig
auswertbares Signal amplifizierte. AnschlieBenddswer in die Multiplex A eingesetzt, mit
einer Konzentration von 0,3 uM. Da der neue Primer H-Strang des Fragments band,
generierte er statt A-G, wie der alte Primer, eiii.Mamit war er mit seiner Lange sehr eng
am SNP 4769, der sich nur um eine Base in der Lamgerschied. Trotzdem war eine
Zuordnung maoglich, weil nur einer der beiden SNBs der Andersonsequenz abweichen
konnte. Wenn beide SNPs mit der Andersonsequentisga waren, generierten beide ein
schwarzes Signal. Dieses Problem konnte auch niolgangen werden, wenn der neue
Primer fur 3915 in die Multiplex B eingebaut wurdka, sich hier der SNP 3936 nur um eine
Base unterschieden hatte.

Nachdem der Extensionsprimer fir den SNP 3915 sasgeht wurde, konnte der Nachweis
erbracht werden, dass der Primer und die neue Methaf die beschriebene Art und Weise
erfolgreich funktionierten. Das Elektropherogramm Abbildung 19 zeigt die endgultige

Version der Multiplex A.
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Abb. 19: Multiplex A mit dem SNP 13101 und dem neueExtensionsprimer von 3915.

Elektropherogramm nach automatischer Fragmentamadys3010, b: 7028, h: 6253, i: 8448, c: 3913189, n:
14470, g: 4336, r: 13101. Diese Probe entsprichtHiplogruppe H 11, da 7028C und 8448C amplifiziert
wurden.

Bei der Testung der neuen SNP-PCR an DNA-ProbemAloMitarbeitern des Instituts fir
Rechtsmedizin, gelang der Nachweis, dass 20 PerstereHaplogruppe H angehorten. Von
diesen 20 Personen waren elf Personen der Haplogrtdl zugehorig, und jeweils eine
Person der Haplogruppe H4, H6a, H7, H10 und H14r Wersonen konnten nicht in die
Untergruppen eingeteilt werden. Dieser Test waltnieprasentativ, zeigte aber die Tendenz,

dass etwa 40 % der Kaukasier der Haplogruppe Hhéimge [Allard et al. 2002].

5.1.3 SNP-Analyse flr die haufigsten westeurop&isdtiaplogruppen

5.1.3.1 Entwicklung der SNP-PCR fir die haufigstenvesteuropaischen Haplogruppen

Da etwa 60 % der europaischen Bevolkerung nichH#galogruppe H angehoren und somit
nicht deren Untergruppe bestimmt werden kann, weaide weitere PCR etabliert, die die
neun wichtigsten Haplogruppen nachweist. Als Gragdl fur diese PCR diente die
Veréffentlichung von Brandstatter et al. [2003].tMieser neuen PCR ist es mdglich, die
Haplogruppen H, V, |, X, K, U, J, T und W sowie diatergruppe H1 nachzuweisen.

Da ca. 40 % der westeuropaischen Bevilkerung (g¢teairden Proben aus Tirol) der H-
Haplogruppe und von diesen 25 % der Haplogruppamtfehdren [Brandstatter et al. 2006],
ist es sinnvoll, diese Untergruppe mit in die Amsa&yeinzubeziehen. So kann unter
Umstanden auf die Analyse der Untergruppen vereialierden.

Zunéchst wurden auch hier alle Primer einzeln ¢ettesm die korrekte Lage der Signale zu
Uberprufen. Die Primer fur SNP 7028 und 3010 fandabei keine Bertcksichtigung. Sie
wurden aus der ersten PCR Ubernommen und somiithmargenaue Lange bekannt. Alle
SNPs zeigten klare, gro3e Signale mit den Konzeotren, die von Brandstéatter et al. [2003]

vorgegeben worden waren. Allerdings mussten dierisionsprimer von SNP 7028 und 3010
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ebenfalls neu bestellt werden, sonst hatte es nmeit dorher verwendeten Lange
Uberschneidungen zu anderen SNPs gegeben. Auclwbide die DNA von verschiedenen
Mitarbeitern eingesetzt, die sich in der HVI und IHRegion der mitochondrialen DNA
unterschieden.

Daraufhin wurde die erste Multiplex-PCR mit allennfern, auf3er fir SNP 7028 und 3010,
mit den Konzentrationen aus den Einzellaufen aestett In Abbildung 20 sind die
Ergebnisse aller Versuche dargestellt. Die TabeA@&énund A7 im Anhang zeigen die
verwendeten Konzentrationen bei der Etablierung.ehsten Versuch konnten alle Signale
amplifiziert werden. Die Signale waren sehr grod dre SNPs 15904 und 12372 lagen so
eng zusammen, dass sie zu einem Signal verschmelean beide ein Guanin detektierten.
Daraus resultierend wurden alle Primer mit 0,005 ipnMer Amplifikations-PCR eingesetzt.
In der SNaPshot-PCR lagen die Primerkonzentratitwee0,02 uM. Nach der Elektrophorese
stellten sich einige Signale sehr klein dar.

Es zeigte sich, dass besonders die SNPs, welclusi@ytetektierten, sehr klein im Verhéaltnis
zu den anderen waren. Anhand dieser Ergebnisségterfder Konzentrationseinsatz der
Primer in beiden PCRs fur SNP 8251, 8697 und 1476898 erneut pur und die anderen
weiterhin 1:10 verdinnt. Jedoch wurden aus dendpratiederum zu grof3e Signale (Uber
5.000 rfu) wahrend der Elektrophorese amplifiziert.

Im vierten Versuch konnten die neu generierten isitasprimer fir SNP 7028 und 3010 zur
Anwendung kommen. Auf3erdem wurden einige Konzeatrah erneut gedndert. Nach der
Elektrophorese im vierten Versuch waren die SigfisleSNP 12372 und SNP 1719 in allen
Proben ausgefallen und die anderen Signale vamiart inrer Grol3e stark. Besonders klein
war das Signal fir SNP 8697.

Deshalb wurden die Konzentrationen in einem flinffensuch nochmals leicht geandert. Mit
diesen Veranderungen gelang es, alle Signale dtaglbe in etwa der gleichen Hohe

darzustellen, woraufhin die Konzentrationen aus flarften Versuch beibehalten wurden.
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Abb. 20: Entwicklungsschritte der PCR zur Bestimmungder westeuropaischen Haplogruppen.
Elektropherogramme nach Kapillarelektrophorese darh ABI 310.1: erster Versuch der Multiplex-PCR; zweiter
Versuch (alle Primer 1:10 verdiinnt eingesetat),dritter Versuch (einige Primerkonzentrationen rgksit), 4: vierter
Versuch,5: endglltige Anpassung der Primerkonzentrationerl3@08, b: 14766, c: 14798, d: 1719, e (blau):0854:
12372, g: 8251, h: 8697, i (rot): 7028, k: 3010e$a Proben entsprechen der Haplogruppe K.

5.1.3.2 Etablierung der Haplogruppen-PCR

Zur Uberpriifung der Funktionalitat der verwendeterimer wurden DNA-Proben mit
bekanntem Haplotypen analysiert. Es standen elemfi@ Kontrollproben aus Essen sowie
neue Kontrollproben aus dem Institut flr Rechtsmiedieipzig zur Verfigung.

Insgesamt gingen 29 Proben in diese Austestung die, ausnahmslos zu korrekten,
auswertbaren Ergebnissen fuhrten. Durch diese Rrobarden alle in dieser PCR
analysierbaren Haplogruppen abgedeckt. Somit welresjestellt, dass samtliche Primer
fehlerfrei funktionierten. Die typischen Elektropbgramme fur einige ausgewahlte

Haplogruppen sind aus Abbildung 21 ersichtlich.
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Abb. 21: Darstellung der Multiplex-PCR von vier unterschiedlichen Proben, die verschiedenen
Haplogruppen zugeordnet werden kdnnen.

Elektropherogramm nach automatischer Fragmentamalys Haplogruppe H1,2: Haplogruppe T,3:
Haplogruppe X4: Haplogruppe |. a: 13708, b: 14766, c:14798, d:9l & (blau): 15904, i (schwarz oder rot):
7028, f: 12372, g: 8251, k: 3010, h: 8697.

5.1.4 Nachweisgrenzen der neu etablierten SNP-PCRs

Fur beide SNP-PCRs wurden Nachweisgrenzen detekfisr Standard-DNA fungierte die
Zelllinie von Promega (Female 232,2 pg/ml). Zunaemlgte eine Verdinnung, beginnend
mit 1ng bis 10 fg, in Zehnerpotenzen. Im erstensMeln konnten bei 10 pg noch alle Signale
der SNPs der westeuropaischen Haplogruppen anigitifizerden. Bei 1 pg kam es zu ersten
Ausfallen. AulRerdem entstand -ab einer Konzentatmn 100 pg- ein Artefakt, welches mit
der Abnahme der Konzentration immer grof3er wurdes Brtefakt lag im roten Farbbereich
in der gleichen Position wie der SNP 8697, wennriinygebunden hat. Jedoch unterdriickte
er nicht das Signal bei der Anbindung von CytoBiann waren beide Signale vorhanden, so
dass eine sichere Auswertung moglich war.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Magnesiumkamaton, auch bei den H-
Unterhaplogruppen-PCRs, wieder auf die Ursprungsioimation von 2 mM erhoht.

Aufgrund der weiteren Umstellung der Primer in d®&CR fir die Bestimmung der H-
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Untergruppen nach der Senkung der Magnesiumkoratemty sind die Farbartefakte nicht

wieder aufgetreten. Zuséatzlich wurden in die Verdiimgsreihe Zwischenschritte eingebaut,
um die genauen Grenzen besser abschatzen zu kdnn&bbildung 22 ist der Unterschied

zwischen den beiden eingesetzten Magnesiumkonzienia dargestellt. Bei der geringeren
Konzentration von 1,5 mM zeigen sich die Signaletlizh kleiner und einige sind gar nicht

vorhanden. Deutlich sichtbar ist das rote Farbaktdbei der Haplogruppen-PCR.

20 30 40 50 60

Abb.  22: Multiplex-PCR  der westeuropdischen Haplogappen mit  unterschiedlichen
Magnesiumkonzentrationen bei einer Zugabe von 3,1259 DNA.

Elektropherogramm nach automatischer Fragmentamalys Magnesiumkonzentration betragt 1,5 mit.
Magnesiumkonzentration erhéht auf 2,0 mM. a: 1310&chwarz): 14766, c:14798, d: 1719, e: 15904028,
g: 8251, k: 3010, h (schwarz): 8697.

Mit der Magnesiumkonzentrationserhbhung und den sZmenschritten konnte eine

Nachweisgrenze von 500 fg in allen drei PCRs drzuglrden. Teilweise gelang auch der
Nachweis von 100 fg. Diese Ergebnisse waren almfit neproduzierbar, so dass bei dieser
Menge eher ein Teilprofil zu prognostizieren watleAVerdinnungsreihen wurden bei 40

Zyklen in der Amplifikations-PCR durchgefuhrt. Bgislhaft ist die Verdiinnungsreihe der

Multiplex A zum Nachweis der H-Untergruppen in Aloloing 23 zu erkennen.
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Abb. 23: Multiplex-PCR A zum Nachweis der H-Untertaplogruppen in einer Verdinnungsreihe mit 40
Zyklen.

Elektropherogramm nach automatischer Fragmentamdly$,26 pg,2: 3,125 pg3: 1pg,4: 500 fg,5:100 fg,6:
negative Kontrolle. a: 3010, b: 7028, h: 6253,448, c:3915, d:4769, n: 14470, g: 4336, r: 1310&s® Probe
entspricht der Haplogruppe H 11, da 7028C und 84&8@lifiziert wurden.

5.1.5 Vergleich der Effizienz der SNP-Analyse nmtaren Methoden an

forensischen Proben

5.1.5.1 Vergleich der SNP-Analyse mit der ScreeniAgCR

Bei allen untersuchten 145 Proben wurde mittele&tng-PCR festgestellt, ob und wie viel
mitochondriale DNA noch in den Proben existent vizies war erforderlich, weil das Alter

der Proben zum Zeitpunkt der Analyse teilweisezbisirei Jahre betrug. Bei der Auswertung
wurde nur das kleine 280 bp mitochondriale DNA-Fnagt berticksichtigt. Dazu erfolgte die
Messung der relativen Fluoreszenzeinheiten (rfighnder Kapillarelektrophorese und die
Einteilung der Proben in funf Gruppen: Gruppe 0 B38ben) = kein detektierbares Signal,
Gruppe | (44 Proben) = bis 10.000 rfu, Gruppe 1 E2oben) = 10.000 — 50.000 rfu, Gruppe
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[l (32 Proben) = 50.000 — 100.000 rfu und Grupygg11 Proben) = tber 100.000 rfu. Zum
Vergleich mit den SNP-Ergebnissen wurde die Anziddn erfolgreich analysierten SNPs

ausgezahlt und den Gruppen der Screening-PCR amgggorDie Abbildung 24 zeigt die

Anzahl der SNPs prozentual in den jeweiligen Gruppe
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Anzahl der erfolgreich amplifizierten SNPs in

0 | n n v

Gruppeneinteilung des 280 bp mtDNA-Fragments

Abb. 24: Ergebnisse der SNP-Analyse im Vergleich mden Ergebnissen der Screening-PCR.
Schematische Darstellung der erfolgreich ampéifiein SNPs in Abhangigkeit der Fluoreszenzeinhditedas
280 bp mtDNA Fragment aus der Screening-PCR nafdigtar Kapillarelektrophorese. Die Zahlen in der
Legende geben die Anzahl der erfolgreich detektieBNPs wieder.

Die Ergebnisse verdeutlichten, dass eine SNP-Aaadys50.000 rfu in der Screening-PCR,
wie in den Gruppen lll und IV, ohne Schwierigkeitemdglich war. Auch eine korrekte
Zuordnung der Haplogruppe zu den SNP-Profilen nmeum und acht Signalen war
durchfuhrbar. Die nétige Anzahl der SNPs flir eirspldgruppeneinteilung ist abhéngig von
der entsprechenden Haplogruppe. So reicht der SI8B allein aus, um die Haplogruppe H
festzulegen. Fir die Haplogruppe J dagegen sinfdStiPs nétig. Auch in den Gruppen | und
Il konnte noch in Uber 80 % der Falle ein fast stdlhdiges SNP-Profil erzielt werden. Die
Zuordnung einer Haplogruppe bei den Proben aus gérdp gelang in sieben von neun
Proben. Selbst wenn kein Signal in der ScreeninB-B€i 280 bp sichtbar war, gelang bei
Uber 50 % der Proben der Nachweis eines fast &obiggen SNP-Profils. Acht von zehn
SNPs konnten sogar in Gber 70 % der Proben nachgewiwerden. Auch bei diesen Proben,
ohne vollstandiges SNP-Profil, gelang in zwdolf v@i Fallen die Zuordnung der
Haplogruppe. Nur 12,5 % der Proben zeigten ebenéaien Komplettausfall der Signale in
der SNP-PCR.
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5.1.5.2 Vergleich der SNP-Analyse mit STR-Analysean forensischen Proben

In der Routinearbeit werden bei der Bearbeitung S8purenmaterial fur die STR-Analyse
kommerzielle Kits von zwei verschiedenen Firmengesetzt. Daher standen, flr den
Vergleich mit der SNP-Analyse, die STR-Ergebnisse @dem AmpESTR® Identifiler ™ Kit
und aus dem PowerPf&&S Kit zur Verfiigung. Dabei wurden nicht alle Probmmer von
beiden Kits analysiert. Teilweise wurde auch aukeebTR-Analyse vollstandig verzichtet,
wenn die Screening-PCR nur Signale fur mitochotelZANA anzeigte.

Insgesamt gelang der Vergleich von 116 Proben it Brgebnissen der AmpSTR®
Identifiler ™ Analyse und 104 Proben mit den Ergebnissen deeFRI&CES Analyse. Auch
hier erfolgte eine Einteilung der STR-Ergebnissenvidentifiler in Gruppen: Gruppe 0 (49
Proben) = keine Signale, Gruppe | (24 Proben) =S3ighale, Gruppe Il (16 Proben) = 6-10
Signale, Gruppe Il (keine Proben) = 11-14 Sign@leyppe 1V (27 Proben) = 15 Signale. Da
der Geschlechtsnachweis kein STR-System ist, weirdéer nicht berticksichtigt. Allerdings
konnte in fast allen Proben, bis auf funf, der (peap I-IV das Geschlecht nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 25 zusangetasst.

100 - |
N = ] |

80

= ]0]
o3
60 - W6
av
as
40 B9

70

50 1

20

10 A

Anzahl der erfolgreich amplifizierten SNPs in %

0 | U} mn [\
Gruppeneinteilung der STR-Systeme

Abb. 25: Ergebnisse der SNP-Analyse im Vergleich miden STR-Ergebnissen aus dem AmpiSTR®
Identifiler ™.

Schematische Darstellung der erfolgreich amplifieie SNPs in Abhéngigkeit zur Anzahl der erfolgheic
typisierten STRs aus dem Am{BTR® Identifiler ™ nach der Kapillarelektrophorese. Die Zahlen in der
Legende geben die Anzahl der erfolgreich amplifieie SNPs wieder.

Ahnlich wie die Ergebnisse aus der Anaplex zeidteoben aus Gruppe IV fast immer ein
vollstandiges SNP-Profil. Trotz des Ausfalls eirfdPs konnte die Haplogruppe in allen

Proben sicher zugeordnet werden. In der Gruppgalbl es keine Proben. Gruppe Il war in
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den Ergebnissen &hnlich zu Gruppe IV. Auch hiernterallen Proben die Haplogruppe
zugefugt werden. Gruppe | amplifizierte in mehr &% ein fast vollstandiges Profil. Nur
eine Probe war durch einen kompletten Ausfall dign&e gekennzeichnet, obwohl noch
einzelne STRs nachweisbar waren. Eine ZuordnundgHdetogruppe gelang bei sieben von
13 Proben ohne vollstandiges SNP-Profil. In Gruppelie einen kompletten Ausfall aller
STR-Systeme aufwies, konnte in fast 50 % der Probech der Nachweis aller zehn
untersuchten SNPs realisiert werden. Bei Beruckgichg der Proben mit dem Ausfall von
ein bis zwei SNPs wurden fast 90 % der Proben mofdigreich analysiert. Die Zuordnung
einer Haplogruppe gelang jedoch nur noch in sieleen26 Proben. Fur die restlichen Proben
konnten hingegen Haplogruppen ausgeschlossen wehlenzwei Proben zeigten einen
kompletten Signalausfall, sowohl bei den STRs athdei den SNPs.

Bei der Betrachtung der 104 Proben, die in der Polee analysiert wurden, entstand ein
ahnliches Bild. Auch hier erfolgte die EinteilungrdSTR-Ergebnisse in Gruppen. Da mit
dem PowerPIe3€ES Kit nur acht STR-Systeme nachgewiesen wurdendies Zahl der
Gruppen um eine reduziert: Gruppe 0 (41 ProbergirekSignale, Gruppe | (24 Proben) = 1-
4 Signale, Gruppe Il (6Proben) = 5-7 Signale undp@e IIl (33 Proben) = 8 Signale. Des
Weiteren blieb der Geschlechtsnachweis unberUdigichweil er bis auf sieben Proben
immer erfolgreich typisiert werden konnte. Die Eygesse sind aus Abbildung 26 ersichtlich.
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Abb. 26: Ergebnisse der SNP-Analyse im Vergleich mit den STHRrgebnissen aus der PowerPlex ES.
Schematische Darstellung der erfolgreich ampéfien SNPs in Abhéngigkeit zur Anzahl der erfolghei
typisierten STRs aus der PowerPlex nach der Kapi#ktrophorese. Die Zahlen in der Legende geben di
Anzahl der erfolgreich amplifizierten SNPs wider.
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Auch hier gab es keine Schwierigkeiten SNPs nackmem, wenn die STRs mehr als funf
Signale zeigten, wie in Gruppe Il und Ill. Beideu@pen wiesen in mehr als 80 % ein
vollstandiges SNP-Profil auf. Bei allen Proben mitr neun oder acht analysierten SNPs
gelang die sichere Zuordnung einer Haplogruppe. viBaiiger als vier STR-Systemen in
Gruppe | war ein vollstandiger SNP-Nachweis in 50d&6 Falle moglich. Uber 80 % der
Proben wiesen nur einen oder zwei SNP-Ausfalle &i¢. Zuordnung der Haplogruppe
erfolgte nur in drei von zwo6lf Proben. Auch in GpepO, mit einem kompletten Ausfall der
STR-Systeme, konnten Uber 50 % der Proben eint&otges SNP-Profil aufweisen. Bei
den Proben mit einigen SNP-Ausféllen gelang dielgréiche Zuordnung einer Haplogruppe
nur in acht von 20 Proben. Lediglich zwei Probeigtea, sowohl in den STRs als auch in
den SNPs, einen Komplettausfall der Signale auf.

Die relative schlechte Quote bei der ZuordnungHtlgslogruppen, besonders bei den Proben
mit schlechten STR-Ergebnissen, beruht zum Teil Misichprofilen in der SNP-Analyse.
Dies war erkennbar, wenn ein oder mehrere SNP< buighlichen Signale detektierten. Da
die Mischprofile nur in den Gruppen 0 und I, selterGruppe Il, auftraten, konnte in den
STR-Profilen kein Mischprofil nachgewiesen werd&ei der Zuordnung der Mischprofile
auf die unterschiedlichen untersuchten Objektedii#] dass nur Spurenmaterial kontaminiert
war. Bei Organen, Speichelproben und Blutkartennkem keine Mischprofile analysiert
werden. Die stark kontaminierten Knochen und Zabben stammten alle von einem Skelett,
dass von Spaziergangern entdeckt wurde. Da auchplgeren Ermittlungen nicht auf eine
kontaminationsfreie Umgebung geachtet wurde, siededMischspuren erklarbar. Bei dem
Tempo-Taschentuch handelt es sich um einen 30 e Fall. Da damals noch keine
DNA-Analysen mittels PCR-Methoden durchgefiihrt, undaher auch keine
SchutzmalRnahmen getroffen wurden, war das Mischpr&farbar. Allerdings fanden sich in
allen Mischprofilen auch die authentischen Haplpgen, die durch einen Vergleich mit den
Organen oder Abstrichen bekannt waren. In der Aoibd 27 sind die Anteile von Proben
mit Mischprofilen prozentual zu den Proben mit Heapuppenzuordnung und ohne
Zuordnung aufgezeigt.

Bei den Proben, die nicht mehr einer Haplogrupmeeatdnet werden konnten, war die DNA-
Menge zu gering oder die Qualitat derart schlegit,alle SNPs analysieren zu kénnen. Bei
vielen Proben gelang nur noch der Ausschluss eittigg@logruppen. Besonders anschaulich
zeigte das ein DNA-Fall, bei dem ein Gehirn mehdatere in Formalin lag. Der Versuch, aus

diesen Proben erfolgreich SNPs zu amplifizierehegerte.
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Knochen/zahn |
Hundekot |
Hemd |
Rasierer |
Placenta/Abortgewebe |
Tupfer mit Blut 1
Zahnbiirste |
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Haare |
Paraffinblock |
Zigaretten |
Postkarte |
Hand |
Organe |
Abstriche |
Blutkarte |
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Anzahl der Proben in %

‘I:I Haplogruppe zuordenbar B keine Haplogruppe zuordenbar O Mischprofil ‘

Abb. 27: Ubersicht der Verteilung von Mischspuren,Proben mit zuordenbarer Haplogruppe und Proben
ohne zuordenbare Haplogruppe.
Schematische Darstellung der Proben prozentuabhléAgigkeit zum Erfolg der Haplogruppenzuordnung.
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5.1.6 Haplogruppenverteilung in den forensischexbén

AnschlieBend wurde die Verteilung der einzelnen lbigquppen in der untersuchten
Stichprobe untersucht. Die Proben wurden zu derekien Personen zusammengefasst. Zum
Beispiel gingen das Vergleichsmaterial und die dehdrigen Spuren als ein Wert in die
Verteilung ein, begrindet durch die GesamtheitRteben von

einer Person. Wenn in einem DNA-Fall mehrere Pensanvolviert waren, wurden diese

getrennt betrachtet. Die prozentuale Verteilungl&tAbbildung 28 zu entnehmen.

Abb. 28: Schematische Darstellung der prozentualeWerteilung der mitochondrialen Haplogruppen in
der Stichprobe der forensischen Proben.
?: Proben, die keiner Haplogruppe zuzuordnen waren.

Insgesamt konnten 45 Personen in die Stichprodeeragen werden. Die meisten Personen
gehdren der Haplogruppe H (42,2 %) an. Davon sihélodder Haplogruppe H1 zuzurechnen.
Im Ganzen nahm die Haplogruppe H1 17,7 % der ftatke ein. Mit einigem Abstand
folgten die Haplogruppen K und U (8,8 %). SechsbBrokonnten keiner Haplogruppe
zugeordnet werden. Anhand des Schemas (Abb. 1Hrtgehvier Proben zur Haplogruppe
W, aber sie wiesen den SNP 8251T nicht auf, soéia&sZuordnung nicht méglich war. In
einer weiteren Probe fiel das Signal fir SNP 128#2 und in der sechsten Probe (Gehirn in

Formalin) fuhrte der Nachweis der SNPs nicht zufolgr
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5.2 Auswertung der Dekontaminationsversuche

5.2.1 Uberpriufung des Dekontaminationserfolgesaisitbuplex-PCR

Zunachst erfolgte die Auswertung der Dekontamimatiottels UV-Licht-Bestrahlung.

Alle Proben wurden erst in die Duplex-Inhibitor-P@Rgesetzt, da die Screening-PCR zum
Zeitpunkt der Analyse noch nicht im Labor etabliesr. Inhibitorische Substanzen liel3en
sich in keiner Probe feststellen. Im Anschluss tiolgine Duplex-PCR. Zur Auswertung

wurden die Proben gezéhlt, die entweder ein odeleb®ignale aufwiesen. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 29 graphisch dargestellt.
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Abb. 29: Amplifikationserfolg der nuklearen und mitochondrialen DNA der unterschiedlich
kontaminierten Knochenproben. Schematische Darstellung der Anzahl der ProbeRrarent, die positive
Signale in der Duplex-PCR aufwiesen. Dabei erfolgtee Unterscheidung zwischen den Proben, die rsiade
ein Signal amplifizierten (nukledre oder mtDNA) umtoben, die beide Signale (nDNA und mtDNA)
detektierten.

Bei den gereinigten Proben aus Gruppe | (Handkongakplifizierten fast 42 % der Proben
ein mitochondriales Signal. Jedoch waren die Segmalativ klein. Von den finf mtDNA-
Signalen waren drei unter 5.000 rfu und die andevesi unter 27.000 rfu. Bei allen anderen
gereinigten Proben mit Handkontakt liel3 sich kdddA amplifizieren. Die Knochen ohne
Reinigung dagegen wiesen in 100 % der Proben miege®in Signal auf. Auch bei diesen
Proben wurde meistens das mitochondriale Fragmmeptifeziert. In zwei Proben zeigte sich
nur das nukledre Fragment. Beide Signale trateretvea 33 % der Proben auf. Insgesamt
waren die Signale deutlich hoher als bei den geytein Proben. Trotzdem konnte nicht bei

allen Knochen eine gleichméRige Kontamination festigjlt werden.
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In der Gruppe Il (Speichel) wurde nach der Reinggum 91 % der Falle noch eines der
beiden Signale nachgewiesen. Lediglich in eineb@gelang keine Amplifikation von DNA.

Bei 54,5 % der Proben waren beide Signale nachRedémigung erkennbar und auch die
Signalstarken beliefen sich bei fast allen Prohédriiaer 20.000 rfu. Bei den nicht gereinigten
Proben amplifizierte nur eine Probe ausschlie@itBNA. Die restlichen fuinf Proben waren
durch das Vorhandensein beider Signale gekennzgicl8omit konnte mit Speichel ein
Knochen sehr gut kontaminiert werden und die dusflifyte Reinigung brachte wenig
Erfolg.

Bei der dritten Gruppe (DNA) zeigten die gereinigiénochenproben in allen Féallen ein
Signal fur mtDNA. Auch nDNA konnte in fast allendPen, bis auf zwei, nachgewiesen
werden. Ebenso sind die Ergebnisse der nicht ggtem Proben zu werten. Auch hier
amplifizierten zwei Proben nur ein Signal. Jedaatlte einer Probe ein Signal fir nDNA und
der anderen eins fur mtDNA. Somit konnte insgesdiat Kontamination mittels DNA-

Losung mit der angewendeten Reinigungsprozedut eréblgreich entfernt werden.

5.2.2 Uberpriifung des Dekontaminationserfolgesaisit TR-Analyse

Es wurden alle Proben fir eine STR-Analyse in dempASTR® Identifiler ™ eingesetzt.
Bei der Auswertung wurden nur Proben mit mehr als dmplifizierten STR-Systemen

gezahlt und prozentual berechnet. Die Ergebnisseder Abbildung 30 zu entnehmen.
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Abb. 30: Amplifikationserfolg der STR-Systeme bei én unterschiedlich kontaminierten Knochen.
Schematische Darstellung der prozentualen Anzahl Rfroben mi mehr als drei reproduzierbaren STR-
Systemen nach der Kapillarelektrophorese.
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In Gruppe | (Handkontakt) konnte bei den gereimgd&oben kein STR-Profil mit mehr als
drei Systemen amplifiziert werden. Vereinzelt tmat&ignale auf, die aber nicht
reproduzierbar waren. Aul3erdem konnte festgestatden, dass einige Signale nicht mit
denen der kontaminierenden Personen Ubereinstimmtesh diese fremden Signale waren
nicht reproduzierbar. Somit entsprachen diese Eigeé denen der Duplex-PCR, da auch
dort sich die Amplifikation von nukledrer DNA alsfa@greich darstellte. Bei den nicht
gereinigten Knochenproben zeigten nur zwei Probeniger als drei Signale. Alle anderen
wiesen die Profile der kontaminierenden Persondnvaobei oft nur ein Allel pro Person
detektiert werden konnte, auch wenn das Allel unsglich heterozygot war. Zusatzlich
fanden sich wieder einige Signale, die nicht derséteen oder dem Bearbeiter zuzuordnen
und auch nicht reproduzierbar waren.

In der Gruppe Il (Speichel) konnten bei vier deregg@gten Proben nicht mehr als drei STR-
Systeme nachgewiesen werden. Bei den anderen Pmwwbeden einige Systeme falsch
homozygot amplifiziert. Die nicht gereinigten Prabeeigten von den vier eingesetzten
Proben in den Identifiler nur zwei mehr als dregrigile. Diese schlechten Ergebnisse sind
gegebenenfalls auf die geringe GruppengroRe zuudidgheen.

In der Gruppe Il (DNA) gelang in fast 90 %, sowaldr gereinigten als auch der nicht
gereinigten Proben, die Amplifikation von mehr al®i von den untersuchten 16 STR-
Systemen. Diese Ergebnisse stimmten auch gut rmt Ekgebnissen der Duplex-PCR
Uberein. Wenn in der Duplex-PCR keine oder nur gerdNA amplifiziert werden konnte,

war auch die Anzahl der erfolgreich typisierten S3¥teme gering.

5.2.3 Uberprifung der Dekontamination nach Reinigonit Bleiche

Da im Laufe der Arbeit die Dekontaminationsmethdde die Knochenproben umgestellt
wurde, erfolgte zundchst eine Testung dieser Methadh Hinblick auf den
Dekontaminationserfolg.

Alle sechs Gehoérknéchelchen wurden in die ScreeRi@R eingesetzt. Die Auswertung der
untersuchten Systeme ergab in keinem Fall ein Ndisdh. Alle amplifizierten Signale sind
identisch mit den Signalen, die aus den Blutkaameplifiziert wurden. Es zeigte sich somit
kein Unterschied zwischen den drei Proben mit g&tretem bzw. frischem Blut. Die
genauen Ergebnisse sind der Tabelle 25 zu entnelfusétzlich zu den Ergebnissen sind in
der Tabelle ebenfalls die Ergebnisse der Blutkaaies der Powerplex ES sowie das Profil
des kontaminierenden Blutes aufgelistet. Weitenvgrden die Ergebnisse einer Y-STR-
Analyse aus dem kontaminierenden Blut mit angegeben
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Trotz der Ubereinstimmung einiger, einzelner Allel@ischen dem Profil der Frauen und
dem des Mannes kann eine Kontamination ausgesenlagsrden, weil in den STRs einzig
die Allele der Frauen amplifiziert wurden und wedbei den Y-STRs noch im

Amelogeninsystem ein mannliches Signal detektiartde. Somit reichte eine chemische
Dekontamination aus, um die kontaminierende DNAenifernen, ohne die authentische
DNA zu zerstoren. Die schlechten Ergebnisse bebd (@K 3re* sind moglicherweise darauf
zuruckzufiihren, dass dieser Amboss bei der Praparatis der Leiche beschadigt wurde und

nicht mehr vollstandig vorlag.

Tab. 25: Vergleich der Ergebnisse aus dem Dekontamationsversuch, den Blutkarten und dem Blut des

mannlichen Mitarbeiters.
BK: Blutkarte, GK: Gehdrkndchelchen, li: links (Blwar nicht getrocknet), re: rechts (Blut war gekmet),
n.d.: nicht durchgefuhrt, *; dieser Amboss war hiebllstandig erhalten.

Probe Amelogenin VWA THO1 DYS390 DYS391 mt280 mt439
BK 1 X 17/18 6/8 - - n.d. n.d.
GK 1li X 17/18 6/8 - - 6830 -
GK 1re X 17/18 6/8 - - 1406 -
BK 2 X 15 7/9,3 - - n.d. n.d.
GK 2li X 15 7/9,3 - - 15955 -
GK 2re X 15 7/9,3 - - 12636 -
BK 3 X 14/16 9 - - n.d. n.d.
GK 3li X 14/16 9 - - 10495 -
GK 3re* X - - - - - -
Blut & XY 16/17 6/9,3 25 10 n.d. n.d.

5.3 Molekulargenetische Analysen an Leichenbrand

5.3.1 Modifikation der Extraktionsmethode

Am Anfang erfolgte an acht Proben je Graberfeld dan ersten Entnahme (Suderbrarup,
Gremersdorf und Sorup Il) die Austestung, ob eingabe von Proteinase K in den Lysis-
Schritt eine Auswirkung auf die Ergebnisse hat.lDafurden je 0,5 g Knochenpulver pro
Probe, einmal mit und einmal ohne Proteinase Kabigrt. Anschliel3end wurden die Proben
mit einem der beschriebenen Kits aufgereinigt undela Duplex-PCR und Inhibitor-PCR
getestet. Es stellte sich heraus, dass die ProbefPnoteinase K nach der Aufreinigung
weniger stark inhibiert wurden. Die einzelnen Wested der Tabelle 26 zu entnehmen.
Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgte die Extrak@dier weiteren Knochen mit Proteinase K
im Lysis-Schritt.

Tab. 26: Ergebnisse der Proteinase K Austestung iter Extraktion .

Sorup I Siderbrarup Gremersdorf
Proben ohne Proteinase|K 8 8 8
davon hemmen 8 (100 %) 7 (87,5 %) 6 (75 %)
Proben mit Proteinase K 8 8 8
davon hemmen 5 (62,5 %) 5 (62,5 %) 2 (25 %)
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5.3.2 Urnengraberfeld Gremersdorf

5.3.2.1 DNA-Ausbeute und Inhibition

Aus dem Graberfeld Gremersdorf wurden insgesanth zaveimaliger Beprobung, sieben
Urnen mit 108 Proben bearbeitet.

Mit der ersten Extraktionsmethode (Forensic Kit misatzlicher Proteinase K) wurden 77
Knochenproben analysiert. Dabei wurden 26 Prob8yY (%) in der PCR-Analyse, trotz einer
Aufreinigung mit einem der oben genannten Kits,ageimt. Aus fiinf Proben konnten Signale
fur mtDNA in der Duplex-PCR amplifiziert werden. &taeiner erneuten Extraktion (3 Tage
EDTA und Spin Forensic Kit) waren die Signale irrwon flnf Proben reproduzierbar.

Mit der zweiten, veranderten Extraktionsmethoden (ag EDTA-Behandlung und Spin
Forensic Kit) erfolgte die Isolierung der restlioh8l Proben. Lediglich sechs Proben (19,4
%) wurden in der PCR-Analyse ohne zusatzliche Anigang gehemmt. Dabei entstammten
funf der sechs Proben aus einer Urne. In acht r&bente hier der Nachweis von mtDNA
in der Duplex-PCR erbracht werden. Eine erneuteakiibn gelang nur an drei Proben, da
von den restlichen funf Proben kein Knochenpulveshmvorrétig war. In zwei Proben

funktionierte es erneut, mtDNA zu amplifizieren.

5.3.2.2 Nachweis der Haplogruppe

Aufgrund der Ergebnisse der Duplex-PCR wurden séwdib Proben, die im ersten
Durchgang Signale zeigten, als auch die Probenyrepeoduziert werden konnten, in die
SNP-Analyse der Haplogruppen eingesetzt. Die emnerelProfile sind in der Tabelle 27

dargestellt.

Tab. 27: Ergebnisse der SNP-PCR zum Haplogruppennhweis bei den Leichenbrandproben.
Angegeben ist jeweils das beste Profil pro Prole Hboben, bei denen in 8697 kein C steht, amjsifien
Thymin. Da dieses aber mit dem Artefakt deckungdsiglist, kann nicht unterschieden werden, ob dagrient
(um den SNP herum) degradiert ist und deshalb ®gtosin nachgewiesen werden kann, oder ob dasISigna
Thymin echt ist. n: neu isolierte Proben.

Urne Kﬂ 7028 | 3010| 1719] 8251 869 1232 13708 14[766 147980415

Bearbeiter T G G C C G G C T G

202 | 43/6n - - - C C - G - - -

203 | 44/2n T - G C C - G T T G

% . 45/1 T - G C C A G T C G
58S 208 | 45/6 T - G C C A G T C -
:-8 g 45/6n - - G CIT C - G CIT CIT G
2E | 406 66/4 C - G C C - G - - -

()

g & 66/10 T - G C C - G T T G
-) 410 67/1 T G G C C - G C T -
411 68/7 T - G C C - G T T G

68/8 T - G C C - G - - G

(o]
=
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Von den insgesamt 13 Proben mit einem positivem&igm der Duplex-PCR konnten zehn
Proben erfolgreich in der SNP-PCR amplifiziert weerdDie zwei Proben aus der Urne 208
lassen sich der Haplogruppe K zuordnen. Allerdikgyante in der neuisolierten Probe nur ein
Mischprofil amplifiziert werden. Aus der Probe 6H4&nnten die SNPs 7028T und 14766C
nachgewiesen werden. Dies konnte auf die Uberhagipg Pre-V hindeuten. Bei den
anderen Proben gelang die Zuordnung nicht. Zwanteddie Probe 66/4 (Urne 406) der
Haplogruppe H zugeordnet werden, jedoch eine Wiexdeng der Probe brachte an dieser
Position (7028) keine Bestatigung. Zusatzlich wdesProbe 66/10 aus der gleichen Urne an
der Position 7028 ein Thymin auf, welches auchaepziert werden konnte. Somit ist die
Haplogruppe H fur diese Proben eher unwahrschbinAcis der Urne 411 waren die SNP-
Profile aus den Proben identisch. Leider gelang\dehweis der Position 12372 kaum in den

Proben, der fur die Einteilung einiger Haplogruppetscheidend ist.

5.3.2.3 Verbrennungsgrad der Proben

Da sich der Verbrennungsgrad in der Knochenfarb@emspiegelt, wurden die Knochen
diesbeztiglich ausgewertet. Den gré3ten Anteil etiesn die weil3-grau verfarbten Knochen
(32,4 %), gefolgt von weild (23,1 %), schwarz (1%§ grau (12,1 %), weil3-schwarz (11,1
%) und weil3-grau-schwarz (5,7 %) verfarbten Knocl&mit wies dieses Graberfeld einen
relativ schlechten Verbrennungsgrad auf, da dereihrdn Knochen mit grauen oder
schwarzen Bestandteilen sich verhaltnismaiig hacstellte.

Die 13 Proben, welche im ersten Durchgang DNA in Qaplex-PCR enthielten, hatten
folgende Verfarbungen: je vier Proben waren schvealer weil3-grau, je zwei waren weil3-
schwarz oder weil3 und ein Knochen war weil3-grawach Schlussfolgernd waren die
meisten DNA-haltigen Proben unter den unvollstamgidrrannten Knochen zu finden.

Eine Besonderheit bei der Extraktion beider Metmodées die Farbe des Uberstandes auf,
welche durch den Lysis-Schritt entstand. Bei 76,8 Proben war dieser gelb, bei 14,8 %
braun und bei 7,4 % rotbraun, in einer Probe sagarDie sechs Proben, die nach der
zweiten veranderten Extraktionsmethode gehemmtewjrzeigten alle einen rotbraunen oder
braunen Uberstand. Allerdings gab es auch Probdneimem rotbraunen oder braunen

Uberstand, die nicht inhibiert wurden.
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5.3.3 Urnengraberfeld Suderbrarup

5.3.3.1 DNA-Ausbeute und Inhibition

Das Graberfeld Suderbrarup erfuhr ebenfalls eineirmalige Beprobung. Insgesamt erfolgte
hier die Analyse von neun Urnen mit 127 Proben. F3@ben wurden mit der ersten
Extraktionsmethode analysiert. Dabei konnte eilativehohe Belastung mit Hemmstoffen
festgestellt werden. So wurden 42 Proben (46,76t erfolgter Aufreinigung inhibiert.

DNA konnte in zehn Proben mittels Duplex-PCR analysverden. Von diesen zehn Proben
enthielten funf nur Signale fur mtDNA, von denemidreproduzierbar waren. Zwei Proben
zeigten nur Signale fir nDNA, wovon eine Probe naoter erneuten Extraktion mtDNA
aufwies. Die nDNA war nicht reproduzierbar. In dwen den zehn Proben konnten beide
Signale detektiert werden. Nach einer erneutenaksitn gelang lediglich der Nachweis von
MtDNA in einer Probe. Die zehn Proben entstammtmsnvaer verschiedenen Urnen.

Von den 37 Proben, die mit der zweiten Extraktioefrade analysiert wurden, konnte keine
Inhibition festgestellt werden. Allerdings zeigtanch die Proben aus denselben Urnen, die
mit der ersten Extraktionsmethode analysiert wurd@oum Belastungen mit Hemmstoffen.
Auch aus diesen Proben gelang in acht Knochen derhieis von mtDNA. Leider
funktionierte die Reproduktion nur in einer Prolaim einer erneuten Extraktion. Allerdings
konnten vier der acht Proben nicht nochmals exrahwverden, da kein Material mehr

vorhanden war.

5.3.3.2 Nachweis der Haplogruppe

Aufgrund der Ergebnisse der Duplex-PCR wurden séowdib Proben, die im ersten
Durchgang Signale zeigten, als auch die Probenrapeoduziert werden konnten, in die
SNP-Analyse der Haplogruppen eingesetzt. Die einerelProfile sind der Tabelle 28 zu

entnehmen.
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Tab. 28: Ergebnisse der SNP-PCR zum Haplogruppennhweis bei den Leichenbrandproben.
Angegeben ist jeweils das beste Profil pro Prole Hdoben, bei denen in 8697 kein C steht, amjsifien
Thymin. Da dieses aber mit dem Artefakt deckungslglest, kann nicht unterschieden werden, ob dagiRent
(um den SNP herum) degradiert ist und deshalb ®gtosin nachgewiesen werden kann, oder ob das|Signa
Thymin echt ist.

n: neu isolierte Proben, n2: nochmals neu isoliértéhe, kleine Buchstaben: Signale waren sehr .klein

Urne llIldr 7028 | 3010| 1719 8251 869y 1232 13708 14[766 147980415

Bearbeiter T G

52/1 - -
671 52/1n
725 53/3n
54/2n
54/4n
54/4n2
729 | 75/2
75/2n
75/4
7517
56/2 - -
56/7
7717
77/9
69/2
156a | 69/2
69/3
70/10 -
70/10 C

k] =
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Insgesamt erbrachten 17 Proben ein Teilprofil in®M&P-Analyse. Die Proben der Urne 671
konnten keiner Haplogruppe zugeordnet werden, daviele Positionen keine Signale
detektierten.

Die Haplogruppe der Probe aus Urne 725 konnte méirPae-V, K oder U eingegrenzt
werden, weil die Signale fur Position 14766 und98iiehlten.

Von der Urne 729 gelang der Nachweis eines Teilgratis sieben Proben. Dabei stammten
die Proben mit der Nummer 54 aus der ersten Bepgphuad die Proben mit der Nummer 75
aus der zweiten. Sofern ein Vergleich durchgefidetden konnte, zeigten sechs der Proben
identische Profile. Nur die Probe 75/4 detektigradz mehrfacher Wiederholungen an der
Position 14766 widerspruchliche Ergebnisse. Dagta8te amplifizierte Signal ein C war,
ging dieses in die Bewertung ein. Bei anderen Afikplien war ein sehr kleines Signal fur T
sichtbar. Damit unterschied sich die Probe von @etleren Proben an dieser Position. Eine
Zuordnung zur Haplogruppe U wére bei Annahme voyniih an Position 14766 maoglich.

Von der Urne 809 konnten vier Proben erfolgreiclpliimiert werden. Dabei stammten auch
hier die Proben 56/2 und 56/7 aus der ersten Bepghnd die Proben 77/7 und 77/9 aus der
zweiten. Alle vier Proben zeigten, sofern ampléitj die gleichen Signale. Die Probe 77/9

wurde insgesamt sieben mal in die PCR eingesetdt alie Elektropherogramme waren
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identisch. Es konnten bis zu neun Signale aus eldamahgang amplifiziert werden. In der

Tabelle 28 sind die Proben zusammengefasst uretgaben ein vollstandiges Profil, so dass
die Proben der Urne 809 ebenfalls der Haplogrupgad¢ordnet werden konnten.

Aus der Urne 156a wurden zwei Proben in die SNPh&Seaeingesetzt. Hier lieferte die

Probe 69/2 zwei verschiedene Signale an der Posii®372. Beim ersten Durchgang

allerdings war auch das Signal fir 15904 sehr klsodass eine eindeutige Auswertung
schwer madglich war. Im zweiten Durchgang wies diebe ein eindeutiges Signal flr

15904G und ein kleines Signal fur 12372A auf. Dudases widersprichliche Ergebnis war
eine Zuordnung der Haplogruppe nicht eindeutig gege

Aus der Urne 291 konnte nur eine Probe getestedemerDiese wurde zweimal amplifiziert

und zeigte u.a. SNPs an Position 7028T, 3010A witb@C. Somit war diese Probe der

Haplogruppe H1 zuzuteilen.

5.3.3.3 Verbrennungsgrad der Proben

Die Auswertung der Knochenfarbe erbrachte 46,5 &a-gveil3, 36,2 % weil3, 7,9 % grau, 3,9
% weil3-schwarz, 3,1 % weil3-grau-schwarz und 2,4cBtvarz kolorierte Knochen. Daraus
resultierend gehdrten diese Proben zu den selvegoitannten Leichenbranden.

Erfolgte die Einteilung der 18 Proben, die in desten Duplex-PCR Signale zeigten, nach
ihrem Verbrennungsgrad, entsteht folgendes Bild%bQvaren weil3-grau verfarbt, 33,3 %
waren weil3 und 16,7 % waren weil3-schwarz.

Der Uberstand der Proben bei der Extraktion ersctileerwiegend gelb (81,9 %). Unter 7 %
lagen die Farben braun, rotbraun, rot und griin.réésten Proben mit braunen Uberstanden
wurden spater in den PCRs gehemmt. Die Probenateih tUberstanden hatten auch auf den
Knochen sichtbare rétliche Antragungen. Bei derbBromit griinlichem Uberstanden waren

keine Auffalligkeiten sichtbar.

95



ERGEBNISSE

5.3.4 Urnengraberfeld Sorup Il

5.3.4.1 DNA-Ausbeute und Inhibition

Bei der Beprobung des Graberfeldes Soérup Il, elisnfaveimal ausgefuhrt, wurden funf
Urnen mit 71 Proben getestet. Mit der ersten Extvakmethode fand die Analyse an 50
Proben statt. Dabei trat eine Hemmung in 18 Pr@Béio) trotz Aufreinigung auf. Unter den
50 Proben fanden sich zwei Proben, bei denen nekl€3NA in der Duplex-PCR
nachgewiesen werden konnte. Nach einer erneuterakfixin konnte in einer der beiden
Proben ein Signal fur mtDNA amplifiziert werden, lalees in einer erneuten Duplex-PCR
auch bestatigt wurde. In der zweiten Probe gelam@dstatigung des DNA-Signals nicht.

Mit der zweiten Extraktionsmethode wurden 21 Probenahiert. Bei sechs Proben (28,6 %)
konnten Hemmestoffe nhachgewiesen werden. Der Nachvagi mtDNA funktionierte in einer

Probe. Eine erneute Extraktion dieser Probe edotgtht, da kein Knochenpulver mehr

vorhanden war.

5.3.4.2 Nachweis der Haplogruppe
In die SNP-Analyse wurde die Probe aus der erstgnaime mit mtDNA und die Probe aus

dem zweiten Durchgang eingesetzt. Die Werte simd dbelle 29 zu entnehmen.

Tab. 29: Ergebnisse der SNP-PCR zum Haplogruppennhweis bei den Leichenbrandproben.

Die Proben, bei denen in 8697 kein C steht, arzpifien Thymin. Da dieses aber mit dem Artefakt
deckungsgleich ist, kann nicht unterschieden werdbrdas Fragment (um den SNP herum) degradieunibt
deshalb kein Cytosin nachgewiesen werden kann,auadas Signal fir Thymin echt ist. n: neu isoiéProben.

Ifd.
Nr.
Bearbeiter
81 58/1n
80/4
80/4
160 | 80/4
80/4
80/4

7028 | 3010| 1719 8251 869y 123y2 1370BA766| 14798 15904

G G C G
CIT G

Urne

G

C
C
C -
C
C
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Die SNP-Analyse zur Bestimmung der Haplogruppelgidoan der Probe aus Urne 160
mehrmals. Es konnten flinfmal unabhangig voneinanagrere Signale amplifiziert werden,

die die Probe in die H-Haplogruppe einordneten.aflgh traten bei dieser Probe keine

Unstimmigkeiten auf.
Bei der Probe aus Urne 81 trat an Position 8251wedersprichliches Ergebnis auf. Es

wurden beide Signal gut erkennbar amplifiziert. Ziordnen wéare diese Probe in die

Haplogruppe U.
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5.3.4.3 Verbrennungsgrad der Proben

Bei der Auswertung der Knochenfarbe konnten 30 &ncadds weil? und 33 Proben als weil3-
grau bestimmt werden. Vier Knochenfragmente waran,giner grau-schwarz und drei weil3
mit schwarzen Resten. Folglich ergab sich, dass8@<%%6 der Proben sehr stark verbrannt
waren. Die drei Proben, bei denen DNA detektiertdea konnte, stellten sich farblich als
weil3-grau dar.

Der Uberstand der Proben bei der Extraktion warrilegend gelb (71,8 %). Ferner
existierten braune (11,3 %), orange (5,6 %) unch-giiikise (11,3 %) Uberstande. Beim
Vergleich der Uberstandsfarben mit einer anschtidBe Hemmung fiel auf, dass besonders
Proben, die keinen gelben Uberstand hatten, hdaufigeemmt wurden. Von den 20 nicht
gelben Uberstanden wurden spater acht DNA-Prob@rg# inhibiert. Von den 51 Proben
mit gelben Uberstand konnte in 31,4 % der Probae eiemmung festgestellt werden. Eine

Voraussage einer Inhibition war daher, rein antdardUberstandsfarbe, nicht moglich.

5.3.5 Urnengraberfeld Norderbrarup

5.3.5.1 DNA-Ausbeute und Inhibition

Von den funf Urnen aus Norderbrarup mit 47 Probemden zunachst 40 Proben aus vier
Urnen mit dem Forensic Kit und zusatzlicher Praisen K isoliert und anschlie3end mit
einem der oben genannten Kits aufgereinigt. AusetieProben gelang kein Nachweis von
DNA in der nachfolgenden Duplex-PCR. Auch mit deregning-PCR waren keine Signale
erkennbar. Der Inhibitor-Test detektierte in 15H&m (37,5 %) eine Hemmung in der PCR-
Reaktion.

Die sieben restlichen Proben aus Urne 30 wurdereE@D®A dekalzifiziert und mit dem Spin
Forensic Kit isoliert. Bei diesen Proben konntenkelnhibition festgestellt werden. Ferner
amplifizierte die Duplex-PCR in drei Proben DNA. mvei der drei Proben gelang die
Detektion eines mitochondrialen Signals. Die driftebe wies ein nukledres Signal auf. Alle
drei Proben wurden nochmals extrahiert, um die lErgse zu reproduzieren. Dabei zeigte
nur die Probe, die zunachst ein nukledres Signtdkderte, ein mitochondriales Signal,

welches in einer erneuten Duplex-PCR nicht mehoeywierbar war.
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5.3.5.2 Nachweis der Haplogruppe

AnschlieRend wurde eine SNP-Analyse zur BestimnmdergHaplogruppen durchgefuhrt. Die
einzelnen Profile sind der Tabelle 30 zu entnehmen.

Tab. 30: Ergebnisse der SNP-PCR zum Haplogruppennhweis bei den Leichenbrandproben.

Die Proben, bei denen in 8697 kein C steht, amapdifien Thymin. Da dieses aber mit dem Artefakt
deckungsgleich ist, kann nicht unterschieden werdbrdas Fragment (um den SNP herum) degradiertincr
deshalb kein Cytosin nachgewiesen werden konntet od das Signal fir Thymin echt ist. n: neu istdie
Proben

Urne If\fl? 7028 | 3010 1719 8251 8697 123(723708| 14766| 14798| 15904
Bearbeiter T G G C C G G C T G
84/1 - G - - - - G - - -
% a 84/1 - - G - - - G - - -
5 % 84/1 - - G - - - G - - -
’-‘3 5 30 84/1n - - G - C - G - - G
o0 84/1n C - G C - - G C T -
Q5 84/3 - - G - - - G - - -
5<Z 84/3 - G - - - - G - T -
84/4 - G G - - - G - - -

Nur in einer Probe aus der Urne 30 gelang der Nahder Haplogruppe H. Diese Probe
zeigte in der Duplex ein mtDNA-Fragment, welcheshhreproduziert werden konnte. Ferner
gelang der Nachweis einiger SNPs aus der Wiedaprolee. Trotz mehrfacher
Wiederholung der Analyse dieser Probe funktionieite Amplifikation von Signalen kaum.
Jedoch widersprechen sich die Signale, die detekierden konnten, nicht.

5.3.5.3 Verbrennungsgrad der Proben

Wurde der Verbrennungsgrad anhand der Knochenfadstimmt, fiel auf, das 18 der
entnommenen Proben weil3 aussahen und 23 ProbergraeiRFinf Proben waren grau und
nur eine Probe schwarz verbrannt. Dies lies diduSsfolgerung zu, dass hier eine sehr gute
Verbrennung stattgefunden hatte. Die drei ProberDNIA-Signalen zeigten alle eine weil3-
graue Verfarbung.

Der Uberstand, der bei der Extraktion in den Ly&iswitt eingesetzt wurde, hatte bei 45
Proben eine gelbe Farbe und in zwei Proben warraunb Beide Proben mit braunen

Uberstanden wurden auch in den anschlieBenden Bétesnmt.
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5.3.6 Urnengraberfeld Scharbeutz

5.3.6.1 DNA-Ausbeute und Inhibition

Aus dem Graberfeld Scharbeutz wurden 14 Urnen bépvwon denen sechs Urnen bei der
Entnahme noch verschlossen waren. Insgesamt exfdigt Untersuchung von 163 Proben,
unter denen sechs Zahnfragmente zu finden warda.Pxbben durchliefen eine dreitagige
EDTA-Behandlung und die Extraktion mit dem Spindtaic Kit.

Mit der Screening-PCR fand die Testung aller Probah Hemmstoffe statt. Dabei wies
dieses Graberfeld die geringste Belastung von itdrén auf. Nur 11,6 % der Proben wurden
in der DNA-Analyse gehemmt.

Mitochondriale DNA konnte mittels Duplex-PCR in P8oben nachgewiesen werden. Drei
Proben zeigten zusatzlich Signale fir nDNA an. UenEtgebnisse zu reproduzieren, erfolgte
eine Wiederholung der Duplex-PCR mit den posititRoben. Daraufhin amplifizierten nur
noch 13 Proben ein Signal fir mtDNA. Der Nachweagdbr Signale funktionierte in keiner
Probe mehr. Wenn noch genigend Knochenmaterialatgrwar, wurde eine erneute
Extraktion durchgefihrt. Bevorzugt wurden dabei #irochenproben, die auch in der
zweiten Duplex-PCR Signale detektierten. Insgesauomten 13 Proben nochmals extrahiert,
wovon drei Proben erneut mtDNA enthielten. Die secHahnfragmente, alles
Wurzelbereiche, enthielten keine DNA. Zu den nasths verschlossenen Urnen gehérten 19
der 28 Proben, die im ersten Durchlauf mtDNA Sigreigten. Davon reproduziert in einer
zweiten Duplex-PCR wurden acht Signale. Die dreobEn, die nach einer erneuten

Extraktion wieder Signale detektierten, kamen arsgeschlossenen Urnen.

5.3.6.2 Nachweis der Haplogruppe mittels SNP-PCR

Auch hier wurden die Proben mit positiven DNA-Beden in die SNP-Analyse eingesetzt.
Die einzelnen Profile sind der Tabelle 31 zu entme.

In der Tabelle sind die besten Ergebnisse je Pda#vgestellt. Proben, bei denen nur die
Amplifikation von weniger als vier Signalen gelamgyrden nicht mit aufgefuhrt, wenn diese
Signale mit den anderen Proben der Urnen identiseckn.

Die Proben aus den Urnen 248, 38, 173 und 156ezeigientische Profile innerhalb ihrer

Beprobung. Eine Zuordnung der Haplogruppe gelamgauden Proben aus Urne 173. In der
Probe 95/6 konnte mehrfach der SNP 12372A detéktierden, sowie auch in den anderen
Proben der Urne die SNPs 7028T und 14766T. Diesgelbisse ermoglichten die

Einordnung in die Haplogruppe U. In den anderenedrkonnte die Haplogruppe -trotz der
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vielen amplifizierten Signale- nicht zugeordnet dear, weil das Signal fur 12372 ausfiel.

Dieses ist notig, um zwischen funf Haplogrupperuaterscheiden. Ausgeschlossen werden
konnte die Haplogruppe H, da in den Proben der 3T detektiert wurde.

Tab. 31: Ergebnisse der SNP-PCR zum Haplogruppennhweis bei den Leichenbrandproben.

Angegeben ist jeweils das beste Profil je Probe Bioben, bei denen in 8697 kein C steht, ammifien
Thymin. Da dieses aber mit dem Artefakt deckungdshylist, kann nicht unterschieden werden, ob dagrient
(um den SNP herum) degradiert ist und deshalb €giosin nachgewiesen werden konnte, oder ob dawmig
fur Thymin echt ist.

*. Urnen waren noch nicht geoffnet, E: Extraktioegtivkontrolle, n: neu isolierte Proben, kleine Bsiaben:
deutlich kleinere Signale.

Urnen- | Ifd.
Nr. Nr.
Bearbeiter T

7028 | 3010| 1719} 8251 869F 12372 13708 14766 147980415
C T

[ 89710
162" 8912
92/1
92/2
248* [ 92/3
E 92
92/2 n
93/3
38 | 93/4
93/5
94/9
94/11
95/1
95/1n
95/6
95/8
96/3
96/8
96/10
96/11
9712
9715
269* [ 97/6
97/12
97/13
99/11
231 | 99/12
99/13
171 | 10072
185 | 101/6
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Bei den Proben aus den Urnen 162, 133, 269 undtraBdn widerspriichliche Ergebnisse
zwischen den Proben auf; dies besonders gravidreinden Proben aus Urne 269, die sich in
zwei Position (7028, 14766) unterschieden. In damf Proben konnten drei verschiedene
Haplotypen detektiert werden. Zudem traten in deb® 97/12 bei der Position 3010 beide
maoglichen Signale auf, so dass die Wahrscheinlitdmeer Kontamination grof3 war. In der
Probe 94/9 aus Urne 133 war an Position 8251 dativestarkes Signal fir Thymin und ein

schwaches fur Cytosin vorhanden. In der anderebePeus dieser Urne wurde an dieser
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Stelle Cytosin gebunden. Auch hier konnte das Thydurch Kontamination eingetragen

worden sein.

Bei den Proben aus den Urnen 171 und 185 schieh eime Kontamination an den

Positionen 14766 und 8251 vorzuliegen, da jeweilse €robe dort beide mdglichen Signale
amplifizierte.

Insgesamt waren sich alle Proben relativ ahnlich.diz Detektion des Signals fir den SNP
12372 kaum bei den untersuchten Proben gelangemwarZuordnung der Haplogruppen -bis

auf Urne 173- nicht mdglich.

5.3.6.3 Verbrennungsgrad der Proben

Bei der Auswertung der Knochenfarbe zeigte der wgrifhteil der Fragmente eine grau-
weil3e (35 %) Verfarbung, gefolgt von den Farber3sssihwarz (18,4 %), weil3-grau-schwarz
16,6 %), schwarz (16,5 %), grau (8 %) und weilR3%g,550mit wiesen viele Knochensticke,
durch den hohen Anteil an dunkel kolorierten Stelleuf eine unvollstandige Verbrennung
hin.

Beim Vergleich der 31 positiven DNA-Proben in Abbagkeit zum Verbrennungsgrad stellte
sich folgendes Bild dar: 41,9 % der Knochen sindwgrau-schwarz verbrannt, je 16,2 %
weil3-schwarz und schwarz, sowie je 12,9 % graugiad-weil3. Damit waren besonders die
Knochen DNA-haltig, die sich durch Merkmale einenvallstandigen Verbrennung
auszeichneten.

Die Farbe des Uberstandes wahrend des Lysis-Sshiigti der Extraktion war in 82,2 %
farblos und klar und in 17,8 % gelb.

5.3.7 Vergleich der Graberfelder

5.3.7.1 Vergleich der Anzahl an gehemmten Proben

Alle 516 untersuchte Proben unterlagen der Tesaufiglas Vorhandensein von Inhibitoren.
Am Beginn der Arbeit wurde dafur die Inhibitor-PCihd spater die Screening-PCR
eingesetzt. Es stellte sich eine Abhéngigkeit dehibition von der verwendeten
Extraktionsmethode heraus. Bei den Proben, deré&mral&on mit dem Forensic Kit und der
zusatzlichen Proteinase K sowie einer anschlieleAdéreinigung durchgefuhrt wurde, trat
der Anteil an gehemmten Proben am starksten heAlsrbesonders schwer mit Inhibitoren
belastet, erschien das Urnengraberfeld Siderbrafdp. anderen drei untersuchten

Gréaberfelder wiesen in etwa den gleichen Grad anrhigtoffen auf.
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Ein deutlicher Unterschied, bezlglich der Anwesénkien Inhibitoren, konnte mit der
zweiten Extraktionsmethode erzielt werden. Zunaehsigte eine eintagige Dekalzifizierung
mit EDTA und anschlieRend die Extraktion mit demnSporensic Kit. Da dieses Kit bereits
Uber ein Filtersystem verfugte, wurde auf eine hies8ende Aufreinigung der Proben
verzichtet. In allen vier untersuchten Gréberfeldgelang die Senkung der Anzahl an
inhibierten Proben. Teilweise trat gar keine Hemgwaier Proben mehr auf. Da die -mit
dieser Methode- untersuchte Probenmenge relatin Wlar, lies sich nur feststellen, dass eine
deutliche Besserung auftrat.

Eine dritte Methode wurde beim Gréaberfeld Scharbegeihgesetzt. Hier erfolgte eine
dreitagige Dekalzifizierung der Proben. Bei dieséndberfeld wurden nur 11,6 % der 163
analysierten Proben gehemmt. Somit war diese Metlamd besten fur die Entfernung von
Inhibitoren geeignet. Da die anderen Graberfeldentrdieser Methode unterzogen wurden,
war ein direkter Vergleich nicht durchfihrbar. Esnkte nicht ausgeschlossen werden, dass
dieses Graberfeld generell weniger von inhibitdrest Substanzen befallen war. Eine genaue
Auflistung der Werte erfolgt in Tabelle 32.

Tab. 32: Prozentuale Angabe der hemmenden Proben @r Gréberfeld in Abhangigkeit zur
Extraktionsmethode.
n.d.: nicht durchgefthrt.

Gremersdorf Siderbrarup Sorup I Norderbrarup Schar beutz

Hemmung
(Forensic Kit
und
Aufreinigung)

33,7% 46,7 % 36 % 37,5% n.d

Hemmung (ein
Tag EDTA, Spin 19,4 % 0% 28,6 % 0 % n.d.
Forensic Kit)

Hemmung (drei
Tage EDTA,
Spin Forensic

Kit)

n.d. n.d. n.d. n.d. 11,6 %

5.3.7.2 Vergleich der DNA-Ausbeute

Der Nachweis von nuklearer und mitochondrialer DNAIrde mit der Duplex-PCR
durchgefuhrt. Dabei konnte mit einer kommerziel@NA-Linie (Female 232,2 pg/ml von
Promega) eine Nachweisgrenze von 10 pg fur nDNA1O@ifg fir mtDNA erzielt werden.
Bei einem Vergleich der DNA-Ausbeute mit der erstéxtraktionsmethode gelang der
Nachweis von DNA in 17 von 217 Proben bei DNA-freldegativkontrollen. Das entsprach
einer Ausbeute von etwa 7,8 % fur alle drei Gré#ddr. Sofern noch ausreichend
Knochenmaterial flr eine erneute Extraktion vorteandar, erfolgte eine erneute Isolierung
der Proben mit der dritten Extraktionsmethode. Hi@mnten nur die mitochondrialen DNA-
Fragmente reproduziert werden. Insgesamt gelargyinli@0 Proben. Auffallend war, dass in
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den Proben von Norderbrarup mit der ersten Exwakthethode gar keine DNA

nachzuweisen war.

Mit der zweiten Extraktionsmethode gelang der DNAeNweis in 20 von 96 Proben, was
etwa 20,8 % der Proben entsprach. Eine ReproduklesnDNA-Gehaltes fand nur in vier
Proben statt. Dieser geringe Wert basierte zum daiduf, dass bei einigen Proben nicht
mehr genigend Knochenmaterial fir eine erneuteaktxdm zur Verfigung stand.

Das Knochenmaterial aus Scharbeutz, welches mitlaien Extraktionsmethode bearbeitet
wurde, zeigte in 31 Proben Signale. Drei der Pratetektierten sogar beide Signale in der
Duplex-PCR. Somit amplifizierten insgesamt 19 % dopben Signale fir DNA. Die
Die
wiederholte Extraktion der Proben -mit gentigend ¢tremmaterial- reproduzierte nur in drei
Proben die Werte fiir DNA. Eine Ubersicht Gber diezElwerte gibt die Tabelle 33 an.

Reproduktion durch eine erneute Duplex-PCR funktide nur in 13 Proben.

Im Ganzen war die DNA-Ausbeute in allen Graberfeddsehr gering. Nur wenige Ergebnisse
lieRen sich reproduzieren. Beim Vergleich der Weréeh der jeweiligen Erst-Extraktion
(ohne Reproduktion) wiesen die Graberfelder Sotumd Norderbrarup mit etwa 4 % und
6,4 % die schlechtesten Werte auf. In Gremersdudlf Stiderbarup lagen die Werte etwa bei
12 % und 14 %. Scharbeutz erreichte einen Wertl@%. Bei allen Graberfeldern war meist
nur mitochondriale DNA vorhanden und reproduzierbae nukleare DNA konnte in keinem

Fall erneut nachgewiesen werden. Anhand dieseréAsantd Sorup 1l und Norderbrarup fir

weitere molekulargenetische Untersuchungen alsaigget einzustufen.

Tab. 33: DNA-Ausbeute der einzelnen Graberfelder irAbhéngigkeit zur Extraktionsmethode.
EM: Extraktionsmethode.

Gremersdorf Siderbrarup Sorup I Norderbrarup Schar beutz
_Proben 108 127 71 47 163
insgesamt
Probenin 1. EM 77 90 50 40
5x mtDNA
DNA-Ausbeute 5x MDNA 2x nDNA 2% NDNA ) nicht
mit 1. EM 3x keine DNA durchgefthrt
NDNA+mtDNA nachweisbar
repro:;jLIJEzl\Llert mitt 4 MDNA 5x MDNA 1x mtDNA
Probenin 2. EM 31 37 21 7
DNA-Ausbeute| g, mipnA 8x MDNA 1xmtDNA | 2XMIDNA nicht
mit 2. EM 1x NDNA durchgefiihrt
reproglézl\'/le” M 5% mDNA 1x MDNA 1x MDNA
DNA-Ausbeute 28x r;;DNA
mit 3. EM
Juzieriin 3 nicht nicht nicht nicht NDNA+mIDNA
repr%lﬁg N2t durchgefiihrt | durchgefiihrt | durchgefiihrt | durchgefihrt |  13x mtDNA
reproduziert mit
3 EM 3x mtDNA
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5.3.7.3 Vergleich der SNP-Analysen

Insgesamt wurden Proben aus 25 Urnen erfolgreitdstpt. Es konnte den Proben aus neun
Urnen eine Haplogruppe zugewiesen werden. Drevidden gehérten der Haplogruppe H
und eine davon der Haplogruppe H1 an. Vier weitedividuen waren zur Haplogruppe U
und jeweils einer zur Haplogruppe K bzw. zur Haplpgpe Pre-V zuzuordnen. Die
Bearbeiterin im Labor war ebenfalls zur Haplogrupfre-V zuzurechnen. Somit war eine
direkte Kontamination nur bei den Proben einer Utaekbar. Die Haplogruppe U war bei
den Mitarbeitern aus dem DNA-Labor nicht vertreted kam in der Belegschaft nur bei
etwa 8 % der Mitarbeiter vor, die aber keine Ztgherechtigung zum DNA-Bereich hatten.
Generell zeigte sich bei der Analyse der SNPs, d@sSignale an den Positionen 12372 und
3010 sehr oft ausfielen. Des Weiteren wurde aufAgigabe des SNPs 8697 in den Tabellen
verzichtet, wenn das Signal nicht eindeutig Cytasimplifizierte. Durch die Artefaktbildung
war bei stark degradierten Proben die Unterscheidumischen Ausfall des Signals fir
Cytosin und der Echtheit des Signals fur Thymirhhmdglich.

Bei einigen Proben konnten Mischprofile festgesigéirden. Diese Abweichungen traten bei
funf Proben innerhalb einer Amplifikation wie z.lBei Probe 100/2 (Scharbeutz) auf. Bei funf
Urnen gab es Unterschiede zwischen den Proben vide Wrne 406 (Gremersdorf).
Uberwiegend stark betroffen waren die Urnen ausa®eutz. Insbesondere die Urne 269
wies einige Unstimmigkeiten auf. Keine Unterschiea@gyten die Proben aus Norderbrarup
und Soérup I, was auch auf die geringe Anzahl vadAEhaltigen Proben zurtickgefuhrt
werden konnte.

Abschliel3end ist einzuschatzen, dass eine direktgafination nur durch einen Bearbeiter,
aufgrund der unterschiedlichen Haplogruppenzuordrder einzelnen Urnen, ausgeschlossen
werden kann. Am erfolgreichsten gelang die Eintgjlder Haplogruppen bei den Proben aus
Suderbrarup (siehe Tabelle 34). Die schlechtestgeldnisse dagegen lieferte Scharbeutz.
Obwohl dort am haufigsten der Nachweis von DNA iendProben gelang, war die
Einordnung in eine Haplogruppe nur bei den Prohesnegner Urne gegeben.

Tab. 34: Ubersicht der Urnen, denen eine Haplogrupp zugeordnet werden konnte.

Gréaberfeld Urne Haplogruppe
208 K
Gremersdorf 210 Pre-v
729 U
Siderbrarup 809 U
291 H1
. 81 U
Sorup Il 160 w
Norderbrarup 30 H
Scharbeutz 173 U
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5.3.7.4 Vergleich des Verbrennungsgrades

Beim Vergleich der funf Graberfelder bezlglich d&sbrennungsgrades, stellte sich heraus,
dass die Proben aus Suderbrarup, Sorup Il und Kweatep einen sehr hohen Anteil (82 % -
89 %) an weil3 und grau-weil3 verbrannten Knocherzedgten. Bei den Proben aus
Gremersdorf waren 55 % der Knochen weil3 bzw. grail®&werbrannt. Dagegen wiesen nur
40 % der Knochenfragmente aus Scharbeutz dieseu@rauf. Eine Weil3farbung der
Knochen lies auf eine Verbrennungstemperatur voer (800 °C schliel3en. Bei der
Betrachtung der Anteile an grau und schwarz vetkahlKnochen ergab sich, das
Gremersdorf und Scharbeutz mit 27,7 % bzw. 24,51Bteihd im Vergleich mit den anderen
drei Graberfeldern (zwischen 7 % und 13 %) waremi§konnte gesagt werden, dass die
Leichenbréande aus Gremersdorf und Scharbeutz sechgleichmallig und gut verbrannt
worden sind, wie die Leichenbréande aus Stderbra®dpyup 1l und Norderbrarup. Auch
lieRen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass deevieaungstemperatur meist unter 800 °C
gelegen hatte. Die Tabelle 35 zeigt die einzelneozéhtwerte der unterschiedlichen

Farbnuancen der einzelnen Graberfelder.

Tab. 35: Vergleich der Farbung der Knochen der einglnen Graberfelder.

Farbe Gremersdorf Siderbrarup Sorup I Norderbrarup Scharbeutz
weild 23,1 % 36,2 % 42,2 % 38,3 % 55 %
weil3-grau 32,4 % 46,5 % 46,6 % 48,9 % 35 %
weil3-grau-schwarz 5,7 % 3,1% - - 16,6 %
weil3-schwarz 11,1 % 3,9 % 4,2 % - 18,4 %
grau 12,1 % 7,9 % 5,6 % 10,6 % 8 %
schwarz 15,6 % 2,4% 1,4% 22 % 16,5 %

5.3.7.5 Einfluss des Verbrennungsgrades auf die DNAusbeute

Bei der Auswertung der Proben mit erfolgreich afigérter DNA in der Duplex-PCR fiel

auf, dass besonders Leichenbrande, die weil3-gtamase verbrannt waren, den grof3ten
Anteil an DNA-haltigen Knochen enthielten. Meist rera diese Knochen auf der aul3eren
Oberflache weil3, auf der inneren Oberflache gradi am den Bruchkanten und damit im
Inneren schwarz verbrannt. Als zweite Gruppe wadk@ weil3-schwarz verbrannten
Knochenproben zu nennen. Diese Ergebnisse zeidess Knochen mit Anzeichen einer
unvollstandigen Verbrennung eher DNA enthielten wlsille oder graue, die bereits

vollstandig verbrannt waren. Die einzelnen Wentel sler Tabelle 36 zu entnehmen.
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Tab. 36: Proben mit positivem DNA-Befund in Abhéanggkeit zu ihrer Verbrennung.

Gremers- Suder- . Norder- qlle .
Farbe d Sorup 1l Scharbeutz| Graber- insgesamt
orf brarup brarup f
elder
weiR 2 6 ) ) i 8 128
(1,6 %) (4,7 %) (6,3 %) (100 %)
wei-grau 4 9 3 3 4 23 207
(1,9 %) (4,3 %) (1,5 %) (1,5 %) (1,9 %) (11,1 %) (100 %)
weil3-grau- 1 13 14 37
schwarz (2,7 %) ) ) i (35,1%) | (37,8 %) (100 %)
weil3- 2 3 5 10 50
schwarz (4 %) (6 %) ) ) (10 %) (20 %) (100 %)
4 4 45
grau - - - - (8,9 %) (8,9%) | (100 %)
schwarz 4 - - - 5 9 49
(8,2 %) (10,2 %) (18,4 %) (100 %)
insgesamt 13 18 3 3 31 68 516
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5.4 Molekulargenetische Analysen an Brandleichen

5.4.1 Quantitat und Qualitat der DNA abhangig voetbrennungsgrad

5.4.1.1 Quantitatsbestimmung mittels Duplex-PCR

Alle 71 Knochenproben der Brandleichen wurden varabder beschriebenen Duplex-PCR
analysiert. Die typischen PCR-Ergebnisse fir jede®rsuchte Verbrennungsstadium sind
exemplarisch in Abbildung 31 dargestellt. Die FEamter den Signalen wurde in relativen
Fluoreszenzeinheiten (rfu) mit Hilfe der Softwareen® Scan 3.1.2 gemessen. Die
Durchschnittswerte fir alle Amplifikationen wurdbaerechnet und sind der Abbildung 32 zu

entnehmen.
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Abb. 31: Ergebnisse der Duplex-PCR.

Elektropherogramme nach der automatischen Fragmelyte auf einem ABI 310. Dargestellt sind die
typischen Ergebnisse der nukledren (griin) und tnitodrialen (blau) DNA-Signale der einzelnen Grupgden
kaum verbrannt2: halb verbrannt3: schwarz verbrannl: blau-grau verbranng: blau-grau-weif3 verbrannt.

In der Gruppe | (kaum verbrannt) gab es keine Sehgkeiten, spezifische DNA-Signale fur
ein nukledres und mitochondriales Signal zu erhalten Durchschnitt wurden in dieser
Gruppe 122.322 rfu fur das nukleare Signal und 1Z&.rfu fir das mitochondriale Signal
erreicht. In der Gruppe I, der halbverbrannten &ren, lagen die Werte etwas niedriger. So
konnten im Durchschnitt fir das nukleare FragmehO®&3 rfu und 87.413 rfu fir das

MtDNA-Fragment erzielt werden. Die 26 schwarzvanhtan Knochenproben aus Gruppe Il
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detektierten im Durchschnitt 27.490 rfu fir das leéke Signal und 35.544 rfu fir das
mitochondriale Signal. Die Gruppe IV, bestehend zefsn blau-grau verbrannten Knochen,

wies noch Durchschnittswerte von 17.340 rfu fur dakledre Fragment und 21.029 rfu far
das mitochondriale Fragment auf. Jedoch zeigteges@mmt von den zehn Proben der Gruppe
nur vier Proben Signale. Von diesen vier Probenlidimprten nur zwei Proben Signale fur
beide Fragmente. Die anderen sechs Proben detektikeomplettausfélle in beiden Signalen,
so dass in dieser Gruppe die DNA-Menge als stalkziert angesehen werden konnte. In
Gruppe V, der blau-grau-weild verbrannten Knochsindie DNA-Menge erwartungsgemald
noch geringer ausgefallen. Nur in zwei der achtdtm@mproben gelang es, Uberhaupt DNA zu
amplifizieren. Der Durchschnittswert in dieser GQuagag fir nDNA bei 7.481 rfu und 7.161
rfu fir mtDNA.

Insgesamt waren die Ergebnisse der Duplex-PCR deioken erwarteten Abfall der

Signalintensitat gekennzeichnet.

1,80E+05
1,60E+05 -
1,40E+05 -
1,20E+05 -
1,00E+05 -
8,00E+04 -
6,00E+04 -
4,00E+04 -
2,00E+04 -
0,00E+00 -

Werte in rfu

kaum halb schwarz  blau-grau blau-grau-
verbrannt verbrannt verbrannt verbrannt weild

verbrannt

EnDNA EmtDNA

Abb. 32: Mittelwerte der Duplex-PCR der einzelnen \érbrennungsgrade mit ihrer Standardabweichung

5.4.1.2 Qualitatsbestimmung mittels Screening-PCR

Auch diese PCR wurde fur alle 71 Knochenproben wegdet. In Abbildung 33 sind die

typischen Elektropherogramme nach der DetektionR€&RR-Produkte auf einem ABI Prism
310 dargestellt. In Abbildung 34 ist die scheméuesbarstellung der Ergebnisse ersichtlich.

Aus allen Proben der Gruppe | (kaum verbrannt) ludldalb verbrannt) gelang der Nachweis
eines vollstandigen Profils. In einzelnen Fallezl flas Signal fir die mitochondriale DNA
aus. Nachdem die PCR mit einer geringeren DNA-Mengelerholt wurde, konnte ebenso
bei diesen Proben ein vollstdndiges Profil anatysieerden. Auch die Ergebnisse der
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Duplex-PCR und der Sequenzierung bestatigten dige&anheit von mitochondrialer DNA
in diesen Proben.

Die Ergebnisse aus Gruppe Ill (schwarz verbranngsen ein sehr heterogenes Bild auf.
Einige Proben detektierten ein volles Profil, waitteandere einen Komplettausfall der
Systeme verzeichneten. Wie erwartet, fielen diem&@egyfir die DNA-Proben aus Gruppe IV
und V haufig nach der Amplifikation komplett ausumMin wenigen Proben gelang der
Nachweis einzelner Systeme. Diese Teilprofile kenmur bei 38,9 % der Proben aus beiden
Gruppen zusammen amplifiziert werden. Jedoch war 25 % der Proben noch mdglich, das

Geschlecht mittels Amelogeninnachweis zu bestimmen.
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Abb. 33: Elektropherogramme der Screening-PCR naclder Elektrophorese auf einem ABI Prism 310.
Typische Ergebnisse der einzelnen Grupfiekaum verbrann: halb verbrannt3: schwarz verbrannd: blau-
grau verbrannt,5: blau-grau-weil3 verbrannt. Die Buchstaben steh@én die untersuchten Marker: (a)
Amelogenin, (b) THO1, (c) DYS391, (d) VWA, (e) DYS3R (f) PCR-Inhibitor-Tester, Hydra, (g) mtDNA 280
bp, (h) MtDNA 439 bp.

In allen Proben konnte das Hydra-Fragment ampdifizverden, wodurch eine Inhibition der
Proben ausgeschlossen werden konnte. Somit walemedativen Ergebnisse auf einen
Verlust an amplifizierbarer DNA zurtckzufihren.

Auch bei den Ergebnissen dieser PCR kam es zu deamnteten Ausfall einzelner Signale bis
hin zum Komplettausfall bei zunehmender VerbrenndegKnochen. Die unerwartet guten
Werte fur die Gruppen IV und V stammten alle vameeiPerson. Die anderen Proben wiesen

Uberwiegend Komplettausfalle auf. Auch zeigte sitdss das 280 bp grol3e mitochondriale
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Fragment noch bei sehr stark verbrannten Knochefigait amplifiziert werden konnte als
das langere mitochondriale Fragment. Dieses Biltyjssch fur degradierte DNA.
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verbrannt verbrannt verbrannt verbrannt

/@ Amelogenin VWA OTHO1 ODys 390 MDys 391 @mt280 Mmt439 |

Abb. 34: Ergebnisse der Screening-PCR fur die finfintersuchten Gruppen (schematisch).

5.4.2 Identifizierung Uber STR-Typisierung abhéanggn Verbrennungsgrad

In die STR-Analyse wurden nur Proben eingesetet pdsitive Signale fir nukledre DNA in
der Duplex-PCR und / oder Screening-PCR aufwiegeygesamt traf das auf 59 von 71
Knochenproben zu. Fir die Auswertung wurden nutedys gezahlt, deren Allele kein drop
out detektierten und deren Signalhbhe mindesten@ #Q umfasste. Die deutsche
Spurenkommission empfiehlt eine reproduzierbaren®@igphe von 50 rfu, wenn das
Rauschen der Grundlinie gering ist und die Zyklé&hzacht erhdht wird [Schneider et al.

2009]. In dieser Studie wurde dennoch eine relathe Signalhdhe festgelegt, weil die
Identifiler-PCR mit sechs Zyklen mehr, als vom Helter angegeben, durchgefiihrt wurde.
AnschlieRend wurden die analysierten Profile miinete aus Blut oder Organen der
verschiedenen Brandleichen abgeglichen. Falls-digfgrund der starken Verbrennung- nicht
mehr moglich war, geschah die Uberprifung der Rrofmit denen aus dem

Vergleichsmaterial. Das ermoglichte einen einfacNashweis von Allel drop ins oder Allel

drop outs. Nach der Auswertung wurden die Probefiimi Gruppen eingeteilt, A bis E,

abhangig von ihrer Anzahl an korrekten Allelen. Diachweis von Amelogenin wurde dabei
als STR-System gewertet, obwohl es laut Definitibein STR-System ist. Die

Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Abbildunda3gestellt.

Wie die Vortests schon andeuteten, bereitete esek&chwierigkeiten, authentische

Vollprofile aus den Proben der Gruppe | (kaum vanbt) zu erhalten. Nur eine Probe zeigte
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weniger als 14 STRs und gehérte somit zu GruppeNBcliweis von 13-10 STRS).

Moglicherweise lag das nicht an der Hitze und damid induzierten DNA-Degradation,

sondern vielmehr an der zu grol3en Menge DNA inedi®sobe. Ohne Bertcksichtigung der
Signalh6éhe konnte auch in dieser Probe ein volisgg@s Profil generiert werden.

Ahnliche Ergebnisse wiesen auch die Proben ausp@rlighalb verbrannt) auf. Viele Proben
(83.3 %) amplifizierten Profile mit 16-14 STR-Systen (einschliel3lich Amelogenin) und
13-10 STRs, wahrend von 3 Proben (16,7 %) nur 9FR-Systeme detektiert werden

konnten.

Anzahl der untersuchten Proben
S
|

i | | | [

kaum verbrannt halb verbrannt schwarz verbrannt blau-grau verbrannt  blau-grau-weifd
verbrannt

OGruppe A (15-14 STRs) B Gruppe B (13-10 STRs) O Gruppe C (9-6 STRs)
B Gruppe D (5-3 STRs) OGruppe E (2-0 STRs)

Abb. 35: Schematische Darstellung der Ergebnisse deSTR-Analyse mittels Identifiler der funf
Verbrennungsstadien.

Die Ergebnisse von Gruppe Il (schwarz verbrannt)Gruppe |l dagegen zeigten einen
beachtlichen Sprung. Auch bei dieser Analysemetlerdees sich Gruppe Il als eine sehr
variable Gruppe: Vom vollstandigen Profil bei 8,7dr Proben bis hin zum vollstéandigen
Allel drop out bei 34,8 % war jede STR-Gruppe varhen. In einigen Proben gelang noch
der Nachweis von 5-3 bzw. 2-0 korrekten STR-Systeme

In den Gruppen IV (blau-grau verbrannt) und V (bdgau-weild verbrannt) konnten nur noch
Profile mit 5-3 oder 2-0 vollstandigen STR-Systendetektiert werden. Nur in einer Probe
aus Gruppe V gelang es, ein relativ gutes Protil9y6 STRs zu amplifizieren.

Die Knochenproben, die durch relativ gute Signaldan Verbrennungsstadien blau-grau und
blau-grau-weild gekennzeichnet waren, stammternvatleder gleichen Brandleiche, die auch
in der Screening-PCR gute Signale amplifizierte hMEinzelheiten zum Verbrennungsgrad

sind den Tabellen 4 und 5 unter Fallnummer finéatnehmen.
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5.4.3 Identifizierung Uber Sequenzierung der mtDivh&ngig vom

Verbrennungsgrad

Speziell in diese Analysemethode wurden nur Prabegesetzt, die Signale fir mtDNA in
den Vortests aufwiesen. Die spezifischen Fragmeuate Nachweis eines 220 bp und eines
439 bp groRen Fragments der HVI-Region wurden dimglit und auf einem
ethidiumbromidhaltigem 2 %igen Agarosegel elektamgtisch aufgetrennt. Bei der
Auswertung wurden alle Proben gezéhlt, die ein eacisend starkes Signal fur eine
nachfolgende Sequenzierung aufzeigten. Die Eimtgilder Signalstarken in starke oder
schwache Banden erfolgte subjektiv nach ErfahruargBearbeiterin. Schwache Banden, die
nicht mehr fir eine Sequenzierung ausgereichtmastarden nicht mit gewertet. Beispielhaft
ist in Abbildung 36 ein Agarosegel zu erkennen, derih die PCR-Produkte fir das 220 bp

lange Fragment einer Brandleiche aufgetragen wurden

Abb. 36: 2 % Agarose-Gel mit den Sequenzierungspradkten eines 220 bp langen Fragments der HVI-
Region von Fall funf.

1: Hyperladder I, 2: 200 ng Standard DNA, 3: 100Stgndard DNA, 13-14: kaum verbrannte Knochenprpben
5 und 10: halb verbrannte Knochenproben, 6, 8, Z1s¢hwarz verbrannte Knochenproben, 4 und 7: ptau-
verbrannte Knochenproben, 9: blau-grau-weif3 veriiemKnochenproben, 15: Hyperladder V.

Insgesamt erfolgte die Auswertung der PCR-Prodwkie 64 Proben mit einem 220 bp
langen Fragment und 56 Proben mit einem 439 bpelafgagment. Eine Ubersicht tGiber den
Amplifikationserfolg beider Fragmente in den untetgen Proben gibt Tabelle 37.
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Tab. 37: Ergebnisse der Sequenzierungs-PCR.
Gezeigt sind die Prozentwerte mit positiven Sigmaleuf dem Agarosegel von jedem untersuchten

Verbrennungsstadium

kaum verbrannt | halb verbrannt schwarz blau-grau blau-grau-weifs

verbrannt verbrannt verbrannt
erfolgreich

amplifiziertes 220 100 % 100 % 80 % 40 % 28 %
bp Signal
erfolgreich

amplifiziertes 439 100 % 77,8 % 57,1 % 0% 0%
bp Signal

In der Gruppe | und Il waren starke Signale furdbeimitochondrialen Fragmente
kennzeichnend. Im Vergleich zur STR-Analyse zeggjtéh in der Gruppe | keine bessere
Ausbeute, jedoch in der Gruppe Il. Hier wurden b&ei Proben nur neun und zehn STR-
Systeme amplifiziert aber starke Signale in deruBagierung eines 220 bp mMmtDNA-
Fragments festgestellt.

Die schwarz verbrannten Knochenproben reprasesietich bei der Sequenzierung wieder
ein sehr heterogenes Bild. Nach der Zugabe von BNA-LOsung in die Amplifikations-
PCR zeigten finf Proben in der Sequenzierung besSegebnisse im Vergleich zu den
entsprechenden STR-Ergebnissen. In sechs Probesnvehe Ergebnisse kongruent, bei
weiteren sechs Proben waren die STR-Systeme exfoltgr als die Sequenzierung. Wenn
nur 1 ul DNA-L6sung in die Amplifikations-PCR eirggdzt wurde, dann zeigten 16 Proben
in der Sequenzierung bessere Ergebnisse als iBTRfAnalyse und sechs Proben lieferten
kongruente Ergebnisse. Dabei wurde die Probe aleduer gewertet, wenn sie ein starkes
Signal auf dem Agarosegel nach der Amplifikatio®®_RPund weniger als 10 STR-Systeme
aufwies. Die unterschiedlichen Gesamtzahlen ergaeim aus der Tatsache, dass mehr
Proben mit 1 pl DNA-L6sung sequenziert wurden atsonpl.

Bei den beiden stark-verbrannten Gruppen (IV undwdyen die Ergebnisse besser oder
identisch im Vergleich zu den STR-Profilen. Von dersammen zwo6lf untersuchten Proben
aus beiden Gruppen gelang bei vier Proben der Naisheines 220 bp Fragments. Von
diesen vier erfolgreich amplifizierten Proben gé&drdrei zu der bereits oben erwdhnten
Brandleiche. Das 439 bp gro3e Fragment konnte inekeder beiden stark verbrannten

Gruppen nachgewiesen werden.
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5.4.4 Identifizierung durch Bestimmung der mtHgplgppe abhangig vom
Verbrennungsgrad

In die SNP-Analyse wurden alle Proben eingesetat, denen noch gentigend Material zur
Verfigung stand und die in der Duplex-PCR Signale mtDNA aufwiesen. Zusatzlich
wurden noch acht Proben aus Gruppe IV und V aralysiie keine mtDNA in den Vortests
amplifizierten. Diese dienten als Kontrolle, weik SNP-Analyse sensibler als die Vortests
war. Insgesamt konnten 59 Proben in die Auswereingezogen werden. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 37 graphisch dargestelit.
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Abb. 37: Schematische Darstellung der Ergebnisse ola der SNP-Analyse.

Die Legende gibt die Anzahl der erfolgreich typité@ SNPs wieder. Auf der X-Achse sind die
Verbrennungsgrade aufgetragen und auf der Y-Ache die Werte der erfolgreich amplifizierten SNRPs i
Prozent angegeben.

Die Zuordnung einer Haplogruppe gelang in den Geapp(kaum verbrannt) und 1l (halb
verbrannt) fast immer. Nur eine Probe mit acht gaghesenen SNPs in Gruppe Il konnte
keiner Haplogruppe zugeordnet werden, weil die &8mgritir 7028 und 3010 ausfielen. Im
Vergleich mit den weiteren Proben von dieser Braictle waren die anderen amplifizierten
Signale identisch.

Von den 23 Proben aus der Gruppe lll (schwarz aart) gelang es bei 19 Proben (82,6 %)
die Haplogruppe zu bestimmen. Nicht moglich warsdeuRer bei den beiden Proben ohne
Signale, bei der Probe mit vier und bei einer debBn mit acht Signalen.

In den Gruppen IV und V gelang die Zuordnung deplbigruppe noch in funf Fallen (41,7
%). Bei weniger als sieben SNPs war dies nicht nmedglich. Von den Kontrollen (ohne

MtDNA in den Vortests) wurde in einer Probe ebdsfdler Nachweis der Haplogruppe
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erfolgreich durchgefuhrt. In zwei Proben gelangMachweis von sechs und sieben Signalen.
In finf Proben kam es weiterhin zu einem Komplettall aller Signale.

Im Vergleich der Proben zu den Féllen traten kedmstimmigkeiten auf. Alle ermittelten
Signale aus den Proben, die zu einer Brandleicié@rgan, sind identisch. Es ergab sich
folgende Verteilung der Haplogruppen bei den 13ersuichten Brandleichen: Acht
Brandleichen konnten der Haplogruppe H zugeordregtian, wovon zwei der Untergruppe
H1 angehorten; jeweils eine Person gehorte zurdgapppe K bzw. U und zwei waren der
Uberhaplogruppe preV zuzurechnen. Bei einer Braclibegelang die Zuordnung in eine
Haplogruppe nicht. Diese Knochenproben waren daink serbrannt (Gruppe IV und V); es
konnten nur wenige Signale amplifiziert werden, ldéene Einteilung zuliel3en.

Im Vergleich mit der Sequenzierung des 220 bp graReDNA-Fragments detektierten die
SNPs bessere Ergebnisse. So hatten nur 33,3 %amerPaus Gruppe IV und V erfolgreich
sequenziert werden kdnnen. Jedoch gelang die Einéein eine Haplogruppe noch bei 41,7
% der Proben. Bei den anderen Gruppen sind diebBigge im Vergleich fast identisch.
Somit zeigten die SNPs -besonders bei stark deggtadi Proben- eine hohere Erfolgsquote

als eine Sequenzierung eines 220 bp mtDNA-Fragraente

5.5 Molekulargenetische Analysen an faulnisveraedelteichen

5.5.1 Relative Quantifizierung des DNA-Gehaltes@stDuplex-PCR

Nach der Extraktion erfolgte der Einsatz aller Ripproben sowie einiger Gewebeproben in
die Screening-PCR, um zu uberprtfen, ob Hemmsiaffger Probe vorhanden waren. Bei
allen Proben konnte dies ausgeschlossen werden. eBegen Proben gelang die
Amplifikation des Hydra-Signals nicht, aufgrund dgo3en Menge an DNA, da die humanen
Signale in diesen Proben alle detektiert wurdenchAlbei den zufallig ausgewahlten
Gewebeproben war keine Inhibition feststellbar.

Anschlie3end wurden die Proben in die Duplex-PGResetzt. Die Falle acht und neun aus
Tabelle 6 konnten nicht mehr in der Duplex-PCR wsiatt werden, da die Proben-DNA auch
in der Routine verwendet wurde und anschlieendhtninehr gentigend Material zu
Verfigung stand. Deshalb erfolgte die Analyse nsitieuplex-PCR nur an Proben von 30
Leichen.

In den Abbildungen 38 und 39 sind die Ergebnissedan Duplex-PCR graphisch dargestellt.

Bei den beiden Individuen der Kontrollgruppe komweder bei den Signalen fir die nukleare
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DNA noch fur die mitochondriale DNA Unterschiede igehen den Geweben festgestellt
werden. Allerdings war diese Kontrollgruppe aufgtuder geringen Anzahl an Proben nicht
reprasentativ. Rippen standen aus diesen Fallém nic Verfigung.

Auch in der Gruppe beginnende Faulnis gelang es,zmei Falle in die Untersuchung
einzubeziehen. Lediglich das Muskelgewebe lag \v@ddm Personen zur Untersuchung vor.
Alle anderen drei Gewebe waren jeweils nur vonreRerson vorhanden. Trotzdem wurden
diese Werte mit in die Untersuchung einbezogen. Désten Ergebnisse lieferte die
Rippenprobe fiir beide Signale in der Duplex-PCRte@Resultate erbrachten auch die Niere
und das Muskelgewebe. Ein relativ schwaches Sigmatle fir die nukledre DNA aus der
Aorta erzielt. Da nur eine Aorta zur Analyse insdie Gruppe vorlag, ist der Wert nicht
reprasentativ.

In der Gruppe fortgeschrittene Faulnis erfolgte Aialyse an 22 Gewebestlicken, die auf
sieben Personen zurlckzufuhren waren. Hier erzidde Muskelgewebe die besten
Ergebnisse. Allerdings konnten auch die anderengbewute Ergebnisse vorweisen.

Bei den elf hochgradig faulnisveranderten Leicheih 46 Proben unterschieden sich die
Ergebnisse fir die mitochondriale DNA kaum vonetem Bei der nuklearen DNA war ein
Abfall der Signalstarke, zwischen den Gruppen &stdrittene und hochgradige Faulnis, zu
beobachten. Bei den Signalen fur die mitochondri2ldA war dieser nicht so stark
wahrnehmbar.

Die Gruppe héchstgradige Faulnis mit acht untersuchindividuen zeigte die besten
Ergebnisse fur nukledre DNA bei den Rippen. Die t&/&ir Muskelgewebe, Aorta und Niere
unterschieden sich kaum und die Signale fur die eLebatten einen so geringen
Durchschnittswert, dass er in der Grafik kaum @é#ltstir war. Die mitochondriale DNA
detektierte sehr gute Ergebnisse fir Rippen undkiklgewebe und gute fir Niere und Aorta.
Auch hier wies das Lebergewebe die schlechtestgabBisse auf.

Mit Hilfe dieser PCR gelang der Nachweis, dass Bippind Muskelgewebe die besten
Ergebnisse in der Quantitdt der DNA aufwiesen. Bemauen Werte, die fir die Grafik

reprasentant waren, sind in Tabelle 38 aufgelistet.
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Abb. 38: Verteilung der durchschnittlich erreichten relativen Fluoreszenzeinheiten fiir nukleare DNA de
einzelnen Gewebe in der Duplex-PCR mit den entspreenden Standardabweichungen.
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Abb. 39: Verteilung der durchschnittlich erreichten relativen Fluoreszenzeinheiten fiir mitochondriale
DNA der einzelnen Gewebe in der Duplex-PCR mit deantsprechenden Standardabweichungen.

Tab. 38: Durchschnittswerte der Signalstarke in rfunach der Duplex-PCR.

Gewebe Kontroll- begin_nende fortge_schrittene hochgradige ht‘)chs_tgradige
gruppe Faulnis Faulnis Faulnis Faulnis
Rippen nDNA 131474 122551 61672 71114
mtDNA 185859 165303 121775 155644
Muskel nDNA 137390 119984 136116 40009 30428
mtDNA 147857 140334 166934 127194 154440
Aorta nDNA 146511 56942 130037 62877 29470
mtDNA 142535 139407 150959 124286 83091
Leber nDNA 118193 64966 813
mtDNA 155332 141830 37427
Niere nDNA 139866 116837 105810 65229 24841
mtDNA 116837 158820 153524 114512 115982
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5.5.2 Absolute Quantifizierung des DNA-GehaltegeistRealtime-PCR

Mit Hilfe einer Realtime-PCR mit dem QuantifilertK{Applied Biosystems) wurde der
DNA-Gehalt der Rippenproben untersucht. Die Analgse einzelnen Proben erfolgte in
Doppelbestimmung.

Die Analyse ergab einen DNA-Gehalt von 24,2 ng dig eine Rippenprobe der Gruppe
beginnende F&aulnis. Bei den Proben mit fortgedeimér Faulnis wurde ein
Durchschnittswert von 45,2 g erreicht (siehe Alb). Die Rippe von Fall 13 aus Tabelle 6
zeigte dabei einen sehr geringen DNA-Gehalt voB®/0ng. Die anderen drei Probenwerte
lagen zwischen 31 und 90 ng. In den Proben derdradig faulnisverdnderten Leichen
wurde ein Durchschnittswert von 6,3 ng fiur die RIppgemessen. Allerdings war diese
Gruppe sehr heterogen, d.h. die Werte schwankterOuvms 36 ng. In drei Proben gelang die
Detektion von nDNA nicht mehr. Die Gruppe der hdghedig faulnisveranderten Leichen
erreichte eine Durchschnitts-DNA-Menge von 0,15 fin Wert wurde dabei nicht
beriicksichtigt. Die Rippe aus Fall 31 aus Tabellsobite laut Messungen 533,1 ng DNA
enthalten. Da der mitgeflihrte Standard nur maxi@@0 ng/ul beinhaltete, war dieses
Ergebnis wahrscheinlich ungenau gemessen und In&tder Durchschnittswerteberechnung

bertcksichtigt worden.
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10 24,2 015

0 T T T :
beginnende Faulnis  fortgeschrittene  hochgradige Faulnis hdchstgradige
Faulnis Faulnis

Abb. 40: Mittlerer DNA-Gehalt der Rippenproben aus den einzelnen Gruppen nach der Realtime-PCR
mittels Quantifiler-Kit. Zuséatzlich ist die Standardabweichung der Wertgekiellt.

Aus jeder Gruppe erfolgte stellvertretend die Usuiehung eines Falls, bei denen auch die
Organe auf die DNA-Menge hin dberprift wurden. DMerte sind der Tabelle 39 zu
entnehmen. Die Rippen und Organe liefen in Dopstilmenung in der Realtime-PCR, so
dass sie mit den gleichen Standardkurven berecinmeten. Es zeigte sich, dass die Rippen

bei hoch- und hochstgradigen Faulnisveranderungem mNA in relativ grolien Mengen

118



ERGEBNISSE

enthielten. Auch das Muskelgewebe wies noch gerdid®dA fir eine erfolgreiche STR-

Analyse auf. Am geringsten war die gemessene DNAdédein den Aortaproben in dieser
Stichprobe.

Tab. 39: Angabe der DNA-Mengen (in ng) der einzelmeOrgane im Vergleich zur Rippe.
In Klammern sind die Fallnummern aus Tab. 6 angegeb

beginnende Faulnis| fortgeschrittene hochgradige hdchstgradige
(4) Faulnis (11) Faulnis (19) Faulnis (26)
Rippe 24,2 90,3 13,2 0,66
Muskel 5,77 1,17 0,0795 0,127
Aorta 0 0,1055 0
Leber 0 0,4195 0,1145
Niere 130,55 0 0,127 0,00715

5.5.3 ldentifizierung tber STR-Typisierung abhangygn Faulnisgrad

Fur die STR-Analyse kam die DNA-LOsung in untersdtichen Verdinnungen in den
AmpF(STR® Identifiler ™ zum Einsatz. Bei der Auswertung fanden nur Prafiié den

besten Ergebnissen Bertcksichtigung. AuRerdem wunde Signale mit Hohen tber 200 rfu
gezahlt und das System durfte kein Allel drop aufiv@isen. Dies wurde durch Vergleiche
der Profile untereinander sichergestellt. Ebensadeju wie bei der Auswertung der
Brandleichen, das Amelogenin-System als 16. Sysgemertet und mit ausgezahlt. Die

Ergebnisse sind der Abbildung 41 zu entnehmen.
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Abb. 41: Durchschnittliche Anzahl der erreichten vdistandigen STR-Systeme mit Signalen tUber 200 rfu.
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Wie erwartet, gelang es, bei der Kontrollgruppeaaish bei der Gruppe beginnende Faulnis
in allen untersuchten Organen, fast vollstandigeilerzu amplifizieren. Die Anzahl von 15
bis 16 STRs hatte fur eine sichere Identifizieranggereicht. In der Gruppe fortgeschrittene
Faulnis erfolgte bei den Organen die Amplifikatioon etwa acht bis zw6lf STR-Systemen.
Hier zeigten die Nierenproben die besten Ergebnigsdfallend waren die schlechten
Resultate der Rippen, in den Gruppen hoch- und dtgckdige Faulnis. Die Aortaproben
zeigten einen starken Abfall, in der Anzahl deokgfeich amplifizierten Systeme, zwischen
den Gruppen hoch- und héchstgradige Faulnis. DieAQNalitdt der Rippen- und
Aortaproben wies innerhalb der Gruppen hoch- unchsigradige Faulnis starke
Schwankungen auf, so dass sowohl fast vollstanérgéle als auch Komplettausfalle aller
Systeme amplifiziert werden konnten. Die Muskeleber- und Nierenproben dagegen
zeigten in diesen Gruppen Durchschnittswerte um atibt Systeme. Damit wéare eine
Identifizierung mdoglich und unter Umstanden aucle #ingabe in die Datenbank des
Bundeskriminalamtes.

Bei der Auswertung fiel auf, dass viele Systemen&lig kleiner als 200 rfu aufwiesen.
Daraufhin erfolgte eine zweite Auswertung mit dersddhlung aller Signale, die deutlich zu
erkennen waren, unabhangig von der Signalhdhe.eweit wurden die falsch homozygoten
Signale nicht mit ausgewertet. Die Ergebnisse sirkbbildung 42 dargestellt.
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Abb. 42: Durchschnittliche Anzahl der vollstandig analysierten STR-Systeme ohne Beriicksichtigung der
Signalhéhe
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Ein Vergleich mit den Ergebnissen der vorangegamgeAuswertung zeigte, dass alle
untersuchten Proben bessere Werte lieferten. SéibbRippen detektierten etwa sechs STRs
in der Gruppe hoéchstgradige Faulnis.

Im Ganzen erbrachten die Nieren- und Leberprobenbdisten Ergebnisse in der STR-
Analyse. Aber auch die Aorta- und Muskelgewebepmolbesen eine ausreichende Menge an
DNA fur die Typisierung auf. Schlechte Ergebnisageten boten die Rippenproben. In allen
untersuchten Gruppen amplifizierten sie die werigSTR-Signale.

Vergleichend mit den Quantifizierungsergebnissem Bgpen aus der Realtime-PCR
erwiesen die STR-Analyse gleiche Ergebnisse. WearPtben keine detektierbare DNA-

Menge mehr enthielten, konnten auch keine STRerofehr amplifiziert werden.

5.5.4 Identifizierung Uber Sequenzierung der mtDivhangig vom Faulnisgrad

Proben mit ausreichender Menge an DNA wurden inSgiquenzier-PCR eingesetzt. Dabei
erfolgte die Amplifizierung eines 439 bp langen mM#® Fragments. Die PCR-Produkte
wurden anschlie3end auf ein 2 %iges Agarosegekauaigen. Vorrangig sind die Proben der
Gruppen hoch- und hdchstgradig faulnisveranderteichen analysiert worden, da davon
auszugehen war, dass die anderen Proben keine igkeiten bei der Amplifikation

erwarten lieBen. Ebenso, wie bei den Sequenziaugted der Brandleichen, wurde die
Signalstarke subjektiv in stark oder schwach eingedie Ergebnisse sind der Tabelle 40 zu

entnehmen.

Tab. 40: Ergebnisse der Sequenzierungs-PCR nach Afifikation eines 439 bp grolles mtDNA-
Fragments.
Gezeigt sind die Prozentwerte mit positiven Sigmalef dem Agarosegel von den Gruppen hochgradigkiga

und héchstgradige Faulnis

Rippe Niere Aorta Leber Muskel
hochgradige 85,7 % 83,3 % 83,3 % 100 % 80 %
Faulnis
héchstgradige 100 % 100 % 83.3 % 100 % 100 %
Faulnis

Es zeigte sich, dass in fast allen Proben erfalgreias 439 bp mtDNA-Fragment
nachgewiesen werden konnte. Bei den Gruppen, @eldd % nicht erreicht hatten, fiel
immer nur eine Probe aus. Durch die relativ kleiGgnppengrol3en war die Schwankung der
Ergebnisse erklarbar. Die Leberproben zeigten é&tdm Ergebnisse, weil jede Probe ein
Signal lieferte und die Aortaproben die schlecletestla in beiden Faulnisgraden jeweils eine

Probe ausfiel.
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6 Diskussion

Genetische Variationen, gleich ob Sequenz- odergé&@polymorphismen, bilden die
Grundlage zur Unterscheidung der einzelnen IndefdDie Diagnostik dieser Variationen
ist dadurch ein wesentlicher Bereich in der Recktiimn geworden. Aus diesem Grunde
wurde eine SNP-Analyse zur Bestimmung der mitochaleh Haplogruppen etabliert.
Ferner wird in dieser Arbeit versucht, mit bereitablierten als auch mit neuen Methoden aus
besonders stark degradiertem Material von Leichimden, Brandleichen und
faulnisveranderten Leichen, so viel Informationeie \wmdglich fur eine Identifizierung zu
erhalten. Des Weiteren wurden verschiedene Mdoghitkk zur Entfernung von
Kontaminationen ausgetestet. An dieser Stelle soflee einzelnen Ergebnisse diskutiert

werden.

6.1 Nachweis von SNPs in der forensischen Praxis

6.1.1 Etablierung der SNP-Analyse zur Bestimmuitgehondrialer
Haplogruppen

6.1.1.1 Auswahl der verwendeten Methode fur die SNRnalyse

Im Laufe der letzten Jahre sind verschiedene Methoeeroffentlich worden, mit denen
einzelne Nukleotidpolymorphismen im mtDNA-Genom mgewiesen werden kdnnen. Dabei
werden in der Literatur diverse Methoden vorgestalie die detektierten Ergebnisse
unterschiedlich auswerten, z.B. Gber die Massertspaktrie [Braun et al. 1997] oder Uber
unterschiedliche Formen der Elektrophorese. Eineterg Uberblick Uber die derzeitigen
Methoden liefern Butler [2005], Budowle [2004a], d&wvle et al. [2004b] sowie Landegren
et al. [1998]. Trotz der Vielzahl an bereits etatien Methoden werden noch weitere
veroffentlicht, wie der Nachweis von SNPs mittels .., mini-primer allele-specific

amplification with universal reporter primers fdentification ... , [Asari et al. 2009]. Hierbei

handelt es sich um ein Verfahren, bei dem in dstearPCR lokus-spezifische Primer (mit
einem universellen Sequenz-Ende am 3'Ende) eirmesetrden. In der zweiten PCR
kommen universelle fluoreszenzmarkierte Primer zugnsatz. Damit kann die

Elektrophorese direkt, ohne zusatzliche Aufreinggm durchgefuhrt werden.
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In dieser Arbeit wurde die Methode des ,Minisequegt mit dem SNaPshot Kit

ausgewahlt. Fur diese Methode sind keine zusaaickerate notwendig, da die Auswertung
Uber eine Kapillarelektrophorese erfolgt und diesejedem forensischen Routinelabor
etabliert ist [Vallone et al. 2004]. Des Weiteressitzt die Methode die Fahigkeit, mehrere
SNPs gleichzeitig in einer Reaktion zu amplifizreraveshalb sie ebenfalls gut fur die
Forensik geeignet ist [Norton et al. 2002]. undksen als zuverlassige und reproduzierbare
Technik fur forensische Anwendungen genutzt weidéorley et al. 1999]. Da seit Beginn
des zweiten Jahrtausends das Minisequencing mie Hiégs SNaPshot-Kits durchgefihrt
werden kann, ist eine Standardisierung ermdoglediiass etwaige individuelle Unterschiede

ausgeschlossen werden kdnnen.

6.1.1.2 Auswahl und Design der Primer

Fur die Etablierung der SNP-PCR fur stark degraelierProben sollten
Sequenzpolymorphismen des mitochondrialen Genornesawcht werden. Die mtDNA kann
auch noch in Proben enthalten sein, die keine aukl®NA mehr aufweisen. Der Grund
daflr ist die Existenz einer grof3en Anzahl von Nfitondrien pro Zelle [Madigan et al. 2002,
Kadenbach et al. 1995, Bogenhagen & Clayton 19@4Hurch ist die Chance sehr hoch,
selbst in stark degradierten Proben noch mtDNAmplidizieren. So spielt die SNP-Analyse
auch eine bedeutende Rolle bei Massenkatastroplven,die Opfer z.B. nicht mehr
vollstadndig im anatomischen Verbund vorliegen [Biser et al. 2005]. Durch eine SNP-
Analyse kénnen schnell Ausschlisse zugeordnet wdRlandstatter et al. 2006].

Des Weiteren bietet die mtDNA die Mdoglichkeit furogulationsstudien. Da sie rein
mdtterlich vererbt wird [Béar et al. 2000], werderutdtionen von Generation zu Generation
weitergegeben und die evolutionare Geschichte kdaraufhin rekonstruiert werden.
AulRerdem kann der Nachweis einer mdutterlichen Vedtschaftslinien, (z.B. an
Gréaberfeldern) aufgezeigt werden, womit gegebetisrdachéologische Fragestellungen zu
beantworten sind.

Die benutzten Primersequenzen wurden der Literatinommen [Quintans et al. 2004,
Brandstatter et al. 2003 und 2006] oder von PDHaetsch zur Verfigung gestellt. Bis auf
die Studie von Brandstétter et al. [2006] sind &llener auch fir degradierte oder geringe
Mengen an DNA eingesetzt worden.

Alle verwendeten SNPs liegen im kodierenden BerdehmtDNA. So kdnnen auch Proben
unterschieden werden, die in den HV-Regionen idehtisind. Zwar weist der kodierende
Bereich der mtDNA eine vierfach geringere Mutatiats als der nichtkodierende Bereich
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auf, jedoch ist er auch 15 mal grof3er und kann déosige zusatzliche Sequenzvariationen
enthalten [Coble et al. 2004].

Soweit bis zur Fertigstellung der Arbeit bekannbt ges keine Hinweise darauf, dass die
untersuchten SNPs fir Krankheiten oder Phanotypeieken. Nur der SNP 13708 zeigt laut
einer Studie einen leichten Schutzeffekt gegen iRsok bei Frauen und alteren Personen
[Brandstatter et al. 2003]. Auch der SNP 3010 whié@lfig in der Literatur diskutiert.
Dennoch ist bisher keine Krankheit oder andere Katation bekannt [Coble et al. 2004,
Vallone et al. 2004]. Brandstatter et al. [2003]htaten zusétzlich darauf, dass die
Polymorphismen keinen Einfluss auf die Funktiorgien. Sie verwendeten stille Mutationen
an der dritten Stelle eines Kodons. Zudem geberettoo et al. [2006] zu bedenken, dass
haplogruppenspezifische Polymorphismen in einemuRdipn weit verbreitet sind und schon
seit tausenden von Jahren dem Selektionsdruck liegem. Daher kdnnen
Haplogruppenmarker maximal nur eine untergeordRetke bei krankheitskodierenden SNPs
spielen.

Einige Extensionprimer wurden in ihrer Lange vegmdinsbesondere bei der Etablierung
der Haplogruppen-PCR. Da diese in der Literatupninsglich mit zwei Multiplex-PCRs und
noch mehr SNPs beschrieben wurden, sind die vemtendPrimer fur eine einzelne
Multiplex-PCR angepasst worden.

6.1.1.3 Entwicklungsstufen der Multiplex-PCRs zum ldchweis der Haplogruppen

Der erste Schritt bei der Untersuchung der rel@raf@NPs zur Haplogruppenbestimmung
war die Kontrolle, ob alle verwendeten Primer einzerrekt funktionierten. Dabei wurden
zunachst die vorgegebenen PrimerkonzentrationendansVeroffentlichungen genutzt. Es
stellte sich heraus, dass einige Extensionsprimigrekdeutlichen Signale produzierten. Diese
wurden nochmals neu bestellt und HPLC aufgereiigé in Tabelle A3 ersichtlich, konnten
deutlich bessere Signale amplifiziert werden. Awtandstatter et al. [2006] haben die
Extensionsprimer einer HPLC-Aufreinigung unterzogerd zusatzlich noch entsalzt. Auf
diesen Schritt wurde in dieser Arbeit verzichtet.

Anschliel3end wurden die detektierten Grol3en dezedien Primer mit den tatsachlichen
GroRRen verglichen. Die Oligonukleotide sind nach Kapillarelektrophorese immer etwas
langer als ihre tatsachliche Lange. Diese Lang@ardiiz bewegte sich in einem Rahmen von
ca. 52 bp, wobei gleiche Oligonukleotide jedoclalien Auswertungen um das gleich Mal3
zu lang erscheinen. Zusatzlich sind auch die Langsnes Oligonukleotids mit
unterschiedlich farbmarkierten ddNTPs um etwa 1p2vbrsetzt. So ist zum Beispiel das
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Signal fur 7028C in der H-Unterhaplogruppen-PCRbg9ang und das Signal fir 7028T 31
bp. Der entsprechende Primer hat eine Lange voBa&denpaaren. Infolgedessen misste

eigentlich dass Signal bei 26 Basenpaaren liegerkladbar ist dies durch die
elektrophoretische Mobilitat, abhangig von der Léinder Sequenz und der benutzten Farbe
bei der diese Abweichungen auftreten konnen. Zlisltzind kirzere Oligonukleotide davon
starker betroffen als langere [Quintans et al. 2004

Nachdem die Signale der einzelnen Singleplex-PQIRBglautlich im Elektropherogramm zu
erkennen und die genauen Positionen bekannt wavergen sie in die Multiplex-PCR
eingesetzt. Fur die H-Unterhaplogruppenbestimmuagew zwei Multiplex-PCRs geplant.
Dadurch konnten die Primer fur die SNPs so zusargesallt werden, dass alle Signale
deutlich erkennbar waren. Bei der Multiplex-PCR Bestimmung der westeuropaischen
Haplogruppen erfolgte nur eine Anpassung der Kamagonen.

Fur die Austestung kamen sieben DNA-Proben von rgigitern des DNA-Labors zur
Anwendung. Diese unterschieden sich in ihrer HWR#gion voneinander. Damit sollte
sichergestellt werden, dass sie auch zu unterdadtied Haplogruppen gehdrten und die
ausgewahlten SNPs beide moglichen Variationen gtezeilndem immer die gleichen DNA-
Proben benutzt wurden, war die eingesetzte DNA-Mdygg den einzelnen Primern immer in
etwa gleich. Infolgedessen konnten die einzelnenz€atrationen der Primer gut eingestellt
werden.

Insgesamt ist der verwendete SnaPshotKit sehrigutilitiplex-PCRs geeignet. In den hier
etablierten PCRs wurden acht bis zehn SNPs zusanamgiifiziert. Auch Grignani et al.
[2006] verwendeten das SnaPshot-Kit mit acht Pigeguenzen. Phillips et al. [2007] setzten
in das Kit gleichzeitig 34 Primer ein. Andere arfipierten 52 SNPs parallel in einer PCR
[Sanchez et al. 2006]. Dies erfordert eine sehragen Austestung der einzelnen
Extensionsprimer. Daher besteht die Méglichkeg, eltwickelten PCRs gegebenenfalls noch
um weitere SNPs zu erganzen. Im Herstellerprotoj@000] ist keine Hochstgrenze der
Primeranzahl genannt, so dass eher der Platz fiulicke abgrenzbare Signale im
Elektropherogramm als limitierender Faktor gelténrkte.

Fur die anschlieBend nétige Aufreinigung der PC&dBkte, um stdrende farbmarkierte
ddNTPs zu entfernen, wurden in dieser Arbeit zweatidden getestet. Verwendet wurde
zum einen SAP und zum anderen das Dye Ex Kit. Beldthoden zeigten gute Ergebnisse
und es gab keinen gravierenden Unterschied. DasExyKit wird im Labor auch fur die
Aufreinigung der Sequenzier-Produkte angewandte®aber relativ teuer im Vergleich zu

SAP ist, kam in dieser Arbeit SAP fir die Aufreiaigy zum Einsatz. Der Hersteller des Kits
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selbst empfiehlt auch SAP oder CIP (Calf Intestiflosphatase) sowie diverse Kits

[SNaPshot-Protocol 2000]. Durch die einfachere Hahdng gegentber den Kits hat sich in
der Literatur der Einsatz von SAP ebenfalls dursktg [Lee et al. 2005, Kéhnemann et al.
2008].

6.1.1.4 Schwierigkeiten bei der Etablierung der SNHAnalyse

Die meisten Schwierigkeiten ergaben sich bei dabligirung der PCRs zum Nachweis der
H-Unterhaplogruppen. Ursprunglich sollte nur die @ifikations-PCR in zwei Versionen
durchgefuhrt und die PCR-Produkte zusammen in éaidaPshot-PCR eingesetzt werden.
Damit wéren Zeit und Kosten optimiert worden. ObWwsich die eigentlichen Langen der
Extensionsprimer um zwei bis drei Basen unters@medurden in einigen Fallen Signale an
fast der gleichen Stelle im analogen Farbbereiciplifimert. Dies war der Fall bei den
Primern fir Position 6253, 456 und 8448. Das Praldtennte gelost werden, indem die zwei
PCRs beibehalten und die Primer entsprechend ailfgeturden. Im Herstellerprotokoll
[2000] wird ein Abstand von vier Basen zwischen @tensionsprimerlangen empfohlen.
Dieser wurde bei den verwendeten Primern nicht immmealisiert. Durch die
elektrophoretische Mobilitat ergab sich eine zugidte Verstarkung des Problems. Eine
weitere Schwierigkeit entstand durch den Ausfalhiger Signale. Aufgrund der
Neuanordnung der Primer und entsprechender Koratemtsanpassung waren nach der
Etablierung alle SNPs auswertbar. Auffallig waréa ahfanglichen Ausfalle der SNPs 3992
und 3936, die zusammen mit dem SNP 3915 in einagnient in der Amplifikations-PCR
detektiert wurden. Durch die enge Lage auf dem n&BB¢énom war dies auch sinnvoll. Es
zeigte sich jedoch, dass die Extensionsprimer ussedi Fragment scheinbar konkurrierten
und so ein stochastisches Problem auftrat. Nachldamung der drei Extensionsprimer in
zwei Ansatze konnten alle Signale amplifiziert waard Bei der Etablierung der Methode
stellte sich zusatzlich heraus, dass der Primedéir SNP 3915 nicht funktionierte. Beim
Einsatz eines neuen Extensionsprimers wurde niettadht, dass dieser -im Gegensatz zum
alten Primer- am H-Strang der mtDNA bindet. Folgliamplifizierte dieser auch die
komplementaren Basen, die anschlielend nicht mehrblau-grinen sondern im rot-
schwarzen Farbbereich lagen. Damit detektierteSiigisal fir 3915 sehr dicht an 4769. Eine
Auswertung war dennoch gut mdglich, da bei der Aartamg der Haplogruppe nur ein Signal
in den roten Farbbereich wechseln konnte. Das Signalen SNP 14470 war in fast allen
Proben signifikant kleiner als die anderen Signd&deses Phanomen beschreiben auch
Vallone et al. [2004]. Sie designten die Primersggguneu und setzten bis zu 20 uM in die
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PCR ein. Trotzdem blieb das Signal weiterhin umizgtel kleiner im Vergleich zu den
anderen Signalen. Erst durch die Erhéhung der Raiysekonzentration konnte das Signal
vergroRert werden. In dieser Arbeit erfolgte keErdohung der Polymerasekonzentration.
Das Signal war durch das relativ ruhige Grundraesdén griinen Farbbereich auswertbar.
Bei der Etablierung der SNP-Analyse zum Nachweis wdesteuropaischen Haplogruppen
entstanden kaum Schwierigkeiten. Alle Signale kennton Anfang an detektiert werden.
Nur durch die Kirzungen der Extensionsprimer undedektrophoretischen Mobilitat lagen
auch hier die Signale fur die SNPs 15904 und 12&T2 eng zusammen. Bei genligend DNA
in den Proben waren die Signale deutlich voneinaadbgrenzbar. Zusatzlich detektierten
beide Signale eine andere Haplogruppe, so dass digsle nicht zusammen als SNPs
auftraten. Nach der Anpassung der Primerkonzeotrati zeigten einige Fragmente starkere
Fluoreszenzsignale als andere, bedingt durch dsardmensetzung des Minisequencing-Kits.
So war die Signalhéhe auch abhangig von der Fatbemang des gebundenen ddNTPs.
Meist zeigte Guanin, markiert mit dR100, hoheren8ig als die anderen ddNTPs [Quintans
et al. 2004]. Dies konnte auch bei den in diesdreAretablierten PCRs festgestellt werden
(siehe Abbildung 18 und 20).

Die Artefaktbildung wird wahrscheinlich durch demgesetzten Primer (8697) verursacht.
Abhangig von der Menge an eingesetzter DNA schwdikiGroie des Artefaktes. Je mehr
DNA desto kleiner ist das Signal. Auch in der Negdaintrolle ist dieses Signal meistens
vorhanden. Voraussichtlich kénnte durch die Verwenyg einer anderen Sequenz fur den

Extensionsprimer auf dem entgegengesetzten StiasgidArtefakt entfernt werden.

6.1.1.5 Nachweisgrenzen

In allen drei PCRs konnte eine Nachweisgrenze V@ f§ bei 40 Zyklen erreicht werden.

Das ist weniger als eine Zelle, die einen DNA-Gehah 6,6 pg aufweist [McConkey 2004].

Durch die hohe Nachweisgrenze eignen sich die Pié&Renders flr geringe Mengen oder
stark degradierte DNA. Es besteht jedoch durchhdiee Nachweisgrenze auch eine hohe
Kontaminationsgefahr. Brandstatter et al. [2003pege fur ihre PCR eine Nachweisgrenze
von 1 pg bei 32 Zyklen an. Auch Vallone et al. [2D8rreichen eine Sensitivitat von 1-2 pg
bei 33 Zyklen. Die 40 Zyklen fur diese etablierfe@Rs sind auch gewahlt worden, um die

Ergebnisse besser mit der meist vorgeschalteteteRHHLCR vergleichen zu kénnen.
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6.1.2 Einsatz der SNP-Analyse in der Forensik

Bisher beruhten genetische Analysen vor allem auaf Machweis von repetitiven Sequenzen
(STRs). Auch kinftig werden diese weiter besteltensie einen hohen Polymorphiegrad
aufweisen. Zusatzlich grinden sich die Datensatzeden Datenbanken (z.B. Interpol,
Bundeskriminalamt) auf STR-Analysen. Trotzdem suclierensische DNA-Spezialisten
weitere Marker speziell fir degradierte Proben,zdieldentifizierung genutzt werden kénnen
[Budowle et al. 2004b, Butler 2005]. Seit einigeahi&n werden verstarkt einzelne
Nukleotidunterschiede (SNPs), die haufigste Mutaiim menschlichen Genom, untersucht,
begrindet durch ihre grol3e Anzahl. Auf etwa 1.088d® kommt ein SNP, so dass Millionen
SNPs pro Individuum existieren [Bernat et al. 2004¢le SNPs konnten mit Krankheiten in
Zusammenhang gebracht werden [Brookes 1999, Cdbkd. €004]. Andere autosomale
SNPs eignen sich gut fur Vaterschaften [Ayres 2&isting et al. 2008] oder fur die
forensische Identifizierung unbekannter Leichen nfb®z et al. 2006] als auch zur
Bestimmung der Herkunft [Phillips et al. 2007]. Rigenetische Untersuchungen werden
Uberwiegend an SNPs in der mtDNA durchgefihrt [Fénat al. 2001, Longvali et al. 2004,
Richards et al. 2000].

Die in dieser Arbeit etablierten SNP-PCRs sind @ssindere fir degradierte Proben oder
Proben mit geringem DNA-Gehalt, wie Skelettmateo@dér Haare, geeignet, bei denen STR-
Analysen unter Umstanden nicht mehr zur Identifirig fihren. Durch die jetzt mdgliche,
zusatzliche Analyse von Polymorphismen im kodieegndBereich der mtDNA kann die
Diskriminanzkraft der klassischen HVI/HVII-Sequenzerh6ht werden [Brandstatter et al.
2003, Grignani et al. 2006]. Zwei Falle wurden urdaderem bisher veroffentlicht, in dem
die SNP Analyse zusatzliche Ausschlisse bei eirgentifizierung erbrachte. Die
hypervariable Region unterschied sich nur in elPesition. Weil dies fur einen Ausschluss
nicht ausreicht, kam eine SNP-Analyse zum Einghé&einen weiteren Ausschluss erbrachte
[Just et al. 2004].

6.1.3 Untersuchung der forensischen Proben

In weiteren Experimenten sollte mit den neu etatdie SNP-PCRs untersucht werden,
inwieweit sich diese Methode auch fur den BereiehSburenanalytik bei Problemspuren gut
eignet. Dafur wurden DNA-Proben aus den Jahren 200&008 untersucht, die mit einer

konventionellen STR-Analyse nur sehr schlechte langse aufwiesen.
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Die bessere Erfolgsquote der SNP-Analyse der wegtéischen Haplogruppen gegenuber
der STR-Analyse (siehe 5.1.5.2) ist durch die vedeten kleinen Amplifikationsprodukte

erklarbar. Diese liegen bei den untersuchten SNWa ewischen 80 und 180 bp und sind
somit wesentlich kleiner als konventionelle STRsxfid et al. 2006]. Damit sind die
amplifizierten Fragmente in dieser SNP-PCR nochatirel gro3. Auch andere
Veroffentlichungen nutzten FragmentgrofRen dieset #ir forensische Fragestellungen
[Vallone et al. 2004, Kéhnemann et al. 2008]. Estexren jedoch noch kleinere Fragmente
fur die SNP-Analyse [Asari et al. 2009]. Die vonnSlaez et al. [2006] entwickelte
autosomale 52 SNP-plex weist Amplikons bis zu 1@@bf, wobei die meisten unter 100 bp
lang sind. Insgesamt reicht die ausgewahlte Grdeadplifizierten Fragmente aus, um
erfolgreich SNPs aus Proben zu typisieren, die ldwine starke Degradation der DNA
gekennzeichnet sind.

Ein weiterer Grund fur die guten Ergebnisse derochiondrialen SNPs ist die (bereits
beschriebene), hohe Anzahl an mtDNA-Kopien in delieZ Wie die Ergebnisse unter 5.1.5.1
zeigen, konnte auch in Proben, die kein Signatifi& 280 bp Fragment in der Screening-PCR
amplifizierten, noch vollstdandige SNP-Profile dateit werden. Jedoch ist der Prozentsatz
deutlich geringer im Vergleich mit den vollstandigeNP-Profilen bei einem Komplettausfall
der STR-Systeme. Die geringere Anzahl an Signateder Screening-PCR (siehe 4.3.2.2)
kénnte zum einen an der Grof3e des mtDNA-Fragmigsri, welches bis zu dreimal so lang
gegenuber den untersuchten SNP-Fragmenten ist.afaieren lauft die Screening-PCR mit
10 Zyklen weniger als die SNP-PCR und weist dadeich geringere Nachweisgrenze auf.
Obwohl bei der Auswahl der Proben darauf geachtatdey keine Mischspuren zu
untersuchen, konnten Mischprofile festgestellt wardJedoch war nur das Spurenmaterial
davon betroffen. Dies belegt auch eine Studie, Mischprofilie an verschiedenen
Vergleichsmaterialien mittels STR-Analyse nachgeete hat [Schwark et al. 2008]. Auch
hier gelang der Nachweis von Mischprofilen u.a. Zahnbirsten und Rasierern. Da die
Mischprofile hauptséchlich bei Proben mit sehr kstdegradierter DNA nachgewiesen
wurden, ergaben die STR-Profile meist einen Konglstfall der Systeme. Somit war ein
Vergleich beider Systeme nicht durchfiihrbar. DerctiNeeis von Mischspuren ist nur an
MtSNPs madglich, weil diese rein mitterlich verest@rden und somit nur ein Haplotyp, mit
Ausnahme von Heteroplasmien, vorliegt. Durch deppétien Chromosomensatz und den
somit moéglichen heterozygoten Auspragungen dered@ngh SNPs kann im Kerngenom keine
Mischspur durch eine SNP-Analyse unterschieden evertfallone et al. [2004] testeten die

Detektion von Mischspuren an ihrer entwickelten acitondrialen SNP-PCR. Alle
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Mischverhaltnisse von 90:10 bis 10:90 detektiertdas Mischprofil. Durch die

unterschiedliche Farbmarkierung der einzelnen Milde und der daraus resultierenden
elektrophoretischen Mobilitdt waren die Mischspudeuitlich sichtbar, da die beiden Signale
leicht versetzt dargestellt wurden. Somit sind adelteroplasmien leichter erkennbar, als bei
einer direkten Sequenzierung, wo die Signale diibktreinander liegen [Vallone et al. 2004].
Der Vergleich der Haplogruppenverteilung in der ewmstichten Stichprobe mit
vertffentlichten Populationsdaten [Brandstéatterakt2003] stimmt am ehesten mit einer
skandinavischen Stichprobe Uberein. Mit dieser giedHaufigkeitswerte der H-Haplogruppe
und der Gruppen I, X, W, V und K kongruent. Abweinlgen existieren bei den Haufigkeiten
der Haplogruppen J, T und U. Da die untersuchtebétr nicht aufgrund ihrer Herkunft
ausgewahlt wurden, sind diese Werte nicht reprasent

Insgesamt kdnnen mit den etablierten SNP-Multifd&Rs die haufigsten, westeuropaischen
Haplogruppen analysiert werden. Zuséatzlich kann denHaplogruppe H der Nachweis von
15 Untergruppen erfolgen. Damit ist diese Methode weitere Option fir eine
Identifizierung von stark degradierten Proben natzlbies zeigen auch die Ergebnisse der
untersuchten forensischen Proben (siehe 5.1.5®ko8nte in fast 50 % der untersuchten
Proben, die einen Komplettausfall in den STR-Systermufwiesen, ein vollstandiges SNP-
Profil erstellt werden. Trotz der niedrigeren Diskinanzkraft der mtSNPs gegenuber
autosomalen STRs kdnnen durch die etablierten SBIRsFsichere Ausschliisse festgestellt

und Einschlisse bestatigt werden und somit zu elad@nntnisgewinn flhren.

6.2 Dekontamination

Kontaminationen sind die grof3te Bedrohung bzw. H&aderung fur die Arbeit mit
minimalen und stark degradierten Proben. Besonsieitsdem routinemafigen Einsatz der
PCR-Technik kdnnen Kontaminationen leicht zu falpokitiven Ergebnissen fihren, weil
moderne DNA die alte oder degradierte DNA Uberwiggtatt 2005]. Deshalb sollte
untersucht werden, welche Methode sich am effeieivs zur Entfernung von

Kontaminationen eignet.

6.2.1 Beurteilung der Dekontamination mittels U\GHti

Insgesamt existieren drei verschiedene Kontaminstjoellen. Die Oberflache der
untersuchten Probe kann wahrend der Ausgrabung Bewgung durch die Finder, durch
Polizeibeamte oder durch Arch&ologen und Museunasbatter mit moderner DNA
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kontaminiert werden. Moglich ist auch eine Kontaation wahrend einer vorangegangenen
morphologischen Bearbeitung, ebenso wenn die Prolas Lehrmaterial oder
Referenzsammlung eingesetzt wurden [Kemp & Smifdb2bvatt 2005, Gill 2001].

Weitere Kontaminationsquellen sind DNA-haltige Ledrbeitsgerdate einschlief3lich
Verbrauchsmaterialien sowie Kreuzkontaminationenselen den Proben. Die vorliegende
Arbeit bezieht sich ausschlief3lich auf die erstatdaminationsquelle.

Viele Arbeitsgruppen nutzen eine Kombination aushmeen Dekontaminationstechniken.
Daraufhin wurde im ersten Teil des Dekontaminatiensuchs eine mechanische Reinigung
und eine Bestrahlung mit UV-Licht ausgetestet. Esden Knochen verwendet, die keine
endogene DNA mehr enthielten. Diese wurden auf degschiedene Arten kontaminiert
(siehe 3.2). Die Ergebnisse der Duplex-PCR zeigidsss die Kontamination durch
Handkontakt, in Gber der Halfte der Proben, entfererden konnte. In den restlichen Proben
gelang nur noch der Nachweis von mitochondrialelADBei den Proben, die mit Speichel
und DNA kontaminiert wurden, gelang die Reinigulayt der Ergebnisse aus der Duplex-
PCR, kaum. In der STR-Analyse zeigten sich ahnlidResultate. Die gereinigten
Knochenproben mit Handkontakt wiesen jedoch kegraduzierbaren STR-Profile mit
mehr als drei Systemen auf.

Die schlechte Erfolgsquote ist auf mehrere Ursachamickzufiihren. Zuerst erfolgte die
mechanische Reinigung der Proben mit einer ZahtwirBamit sollten anhaftende
Bodenbestandteile und somit eventuelle Inhibitozatfernt werden. Eine Dekontamination
mit der Zahnburste war nicht gegeben, da davonemasgyen werden musste, dass besonders
der Speichel und die DNA-LGsung tiefer in den Knexxleingedrungen waren.

Andere Arbeitsgruppen verwenden ausschliel3lich emeehanische Reinigung, bei der die
Oberflache der Proben mittels eines Dremels odedjspier entfernt wird [Keyser-Tracqui
et al. 2003, Garcia-Bour et al. 2004, Lalueza-Roal.€2001, Bender et al. 2000]. Dies konnte
bei den vorliegenden Proben nicht zum Einsatz kommda sie zu klein und teilweise zu
fragil waren. AufRerdem ist es moglich, dass durah Behandlung des Knochens mit
Sandpapier die exogene DNA weiter in den Knochedraigt [Watt 2005]. Zudem gibt Watt
[2005] zu bedenken, dass jeder Knochen Unterschieder Gréf3e und Dicke der Kompakta
aufweist und unterschiedlich stark kontaminiertnskann. Damit stellt Watt die Frage,
wieviel der Oberflache einer Probe abgenommen werdess, um eine Kontamination
vollstandig und erfolgreich zu entfernen. Bouwmaale[2006] empfehlen, mehr Oberflache
bei einer starken Kontamination abzunehmen. Es eveid dieser Literaturquelle jedoch

keine konkreten Werte genannt. Kemp & Smith [20@08pen an, dass es ihnen nicht
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gelungen ist, eine Kontamination mit dieser Techmnik eliminieren. Aus diesen Grinden
wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine Wiededng von mechanischen
Dekontaminationsmethoden verzichtet.

Anschlie3end wurden die kontaminierten Knochen Hiiitanol gesplilt, kurz getrocknet und
fur zehn Minuten von jeder Seite mit UV-Licht bedtit. Auch die Bestrahlung mit UV-Licht
ist weit verbreitet [Lassen et al. 1996, MathesoL.d@y 2001]. Durch die Bestrahlung mit
Licht der Kategorie UVC bilden sich Quervernetzumgeler DNA-Strdnge sowie
Doppelstrangbriiche, so dass eine PCR-Amplifikatiasint mehr méglich sein sollte. Wie
neuere Studien von Hall & Ballantyne [2004] zeigenuss die Probe aber mehrere Stunden
dem UV-Licht ausgesetzt sein, bevor die exogene Dblstandig fragmentiert vorliegt.
Daher kann die ausgewahlte Zeit als zu kurz angeselerden. Trotzdem zeigte sich bei den
Proben mit Hautkontakt ein gewisser Erfolg der Dw&mination gegenuber den nicht
gereinigten Knochenproben. Die Signale in der Dxypl€R waren deutlich kleiner oder
fielen vollstandig aus im Vergleich zu den nichteigten Proben. Somit war die gesamte
Technik bei den Proben mit Hautkontakt teilweidelgreich. Gegebenenfalls ist dies jedoch
auf die mechanische Reinigung zuriickzufiihren. Boawret al. [2006] dagegen gelang es
nicht moderne DNA, die ebenfalls durch Hautkontaut die Knochen gelangte, mit funf
Minuten UV-Licht-Behandlung zu entfernen.

Zudem gelang auch bei den Kontrollproben, die nigéteinigt wurden, sowohl in der
Duplex-PCR als auch in der STR-Analyse, nicht imrder Nachweis aller Signale. Die
Speichelproben der verschiedenen Probanden kdonerschiedene Viskositaten und einen
unterschiedlichen Gehalt an Mukosazellen aufweiB&s konnte zu einer ungleichmalligen
Kontamination fihren. Die DNA degradiert im Speichelativ schnell, bedingt durch den
Gehalt an Enzymen wie Lysozym, Amylase, Peroxidasd# Histadin sowie verschiedenen
Bakterien [Dixon et al. 2006]. Es ist davon aushaye dass durch den Trocknungsschritt die
Enzyme noch besser gewirkt haben.

Ferner gibt es individuelle Unterschiede bei derntémination der Knochen durch
»Hautkontakt* (Anfassen). Lowe et al. [2002] konmteur bei 18 von 30 Personen ein volles
STR-Profil an GefalRen nachweisen, welches die Hhgi@n vorher in der geschlossenen
Faust hielten. In der vorliegenden Studie wurden Rlioben deshalb von mindestens zwei
Personen bewusst in die Hand genommen. Trotzdenangelnicht immer eine
zufriedenstellende Kontamination, jedoch waren Rlieben immer starker kontaminiert als
die gereinigten. Die Proben, die mit DNA kontamihigurden, zeigten nur in 10 % weniger

als drei STR-Signale, unabhéangig davon, ob einenifang erfolgte oder nicht. Da die
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Proben erst nach der Kontamination pulverisiertdear besteht aus statistischer Sicht die
Mdglichkeit, dass in die Extraktion mehr Materidine@ Kontakt zur DNA-Kontamination
eingesetzt wurde.

In der STR-Analyse zeigten die gereinigten Probé@nHautkontakt zwar vereinzelt Signale,
aber sie waren nicht reproduzierbar. Zusatzlichnkem typische Zeichen von einer geringen
Kopienanzahl an DNA detektiert werden, wie allebmlrout und allel drop in. Dieses
Phanomen wird auch fir Minimalspuren beschriebdonditerman & Kersbergen 2003].
Diese Studie =zeigt, dass geringe Kontaminationer. zHautkontakt, nicht zu
reproduzierbaren Signalen fuhrt, wenn die Knochsie (unter 3.2 beschrieben) gereinigt
werden. Eine falsche Interpretation der Rohdatennkaermieden werden, wenn die
Auswertung, wie in der Literatur beschrieben [Camtlal. 2003], erfolgt.

Zudem wird davon ausgegangen, dass die angewandtardination mit DNA-LAsung nicht
der ,Standard“-Situation im archaologischen odeeifigischen Kontext entspricht. Speichel
oder Schweil3 an den Handen dagegen kann auf diehiénoberflache tbertragen werden.
Aufgrund der meist porésen Struktur des Knochetisssest es ebenfalls moéglich, dass diese
Kaorperflissigkeiten tiefer in den Knochen eindring@duf der anderen Seite zeigen Studien,
dass Kontaminationen mit exogener DNA meist erstludBearbeiter verursacht werden, die
an den Reinigungsschritten und spater an den Adwm#ititten im Labor beteiligt sind
[Sampietro et al. 2006]. Da diese genetisch tygisiein sollten, kdnnen die erzielten Profile
aus den Knochen mit denen der Bearbeiter abgegliamed so eine Kontamination

aufgedeckt werden.

6.2.2 Beurteilung der Dekontamination mittels Bieic

Da die Dekontamination mittels UV-Licht zu keineanldertprozentig zufriedenstellenden
Ergebnissen fihrte, wurde in einem zweiten Versionk chemische Reinigung der Knochen
mittels Bleiche getestet.

In vielen Veroffentlichungen wird fir die Dekontamation handelstibliche Haushaltsbleiche
verwendet, die aus 5-6 % Sodiumhypochlorit besfahtelinovic et al. 2005, Kolman &
Tuross 2000, Mulligan 2005]. Bleiche ist ein starkéxidationsmittel. Studien von Pritz
[1998 und 1996] zeigen, dass sich die Wasserstafi@n |6sen und die DNA in kleine
Fragmente zerfallt. Zudem zerstort die Chemikaliehin die endogene DNA in den
Knochenproben. Laut Kemp & Smith [2005] stitzt ddss Hypothese, dass DNA an das
Hydroxylapatit im Knochen bindet und somit gegefdéne Einflisse besser geschutzt ist.
Watt [2005] dagegen fand heraus, dass 100 %igecli&denach 24 Stunden die endogene
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DNA zerstort. Somit eignet sich Bleiche bei ricetigBehandlung sehr gut fur die
Dekontamination.

Insofern bestétigen die Ergebnisse dieser ArbeitLdtieraturwerte, in denen Bleiche als das
optimale Dekontaminationsmittel dargestellt wirdarBus schlussfolgernd ergibt sich, dass
eine vollstandige Dekontamination mit handelsuldicBleiche (2,8 %) nach zehn Minuten
erreicht werden kann. Kemp & Smith [2005] empfeHl&Minuten mit 6 %iger Bleiche.

Viele Veroffentlichungen nutzen eine KombinationsaQberflachenentfernung und/oder
chemische Behandlung und/oder Bestrahlung mit Ud_[Adachi et al. 2004, Davoren et
al. 2007]. Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeudith dass allein Bleiche fir die
Dekontamination ausreicht. Eine Bestrahlung mit Udht ist zu zeitintensiv, als das
erfolgreich exogene DNA zerstort wird; und bei d@perflichenentfernung gibt es keine
konkreten Vorgaben, die aussagen, wie viel Knoclaenal entfernt werden muss. Zudem
kann die exogene DNA in den Knochen eindringenicBk als Flussigkeit, hat ferner den
Vorteil, dass sie jede Unregelméafigkeit des Knoshemeicht und so gleichmaldig auf der
gesamten Oberflache des Knochens wirkt. Auch eritfBteiche spatere PCR-Inhibitoren
[Watt 2005]. Ferner ist die Behandlung mit Bleidtestengilinstig und weniger arbeits- und
zeitintensiv als andere DekontaminationsmethodeeséDFaktoren spielen eine gravierende
Rolle bei Massenkatastrophen, bei denen eine dehfredividualisierung erwinscht und
erforderlich ist [Holland et al. 2003].

6.3 Leichenbrand

Trotz der in der Literatur eher negativen Befunde BNA-Analyse bei Leichenbranden,
zeigt diese Arbeit, dass in einigen Fallen erfatdgreDNA nachzuweisen ist. Zusatzlich
gelang es in einigen Proben, die Individuen einaplbigruppe zuzuordnen. Die hier
vorgelegten Ergebnisse sollen hinsichtlich ihreth&atizitat im Folgenden einzeln diskutiert

werden.

6.3.1 DNA-Qualitat und Quantitat

6.3.1.1 Modifikation der DNA-Extraktion

Die Wahl der Extraktionsmethode ist entscheidemd, arfolgreich DNA amplifizieren zu
konnen [Hummel 2003]. In der Literatur werden dseeMethoden zur Extraktion von aDNA

vorgestellt. Eine favorisierte Methode fur alte DN#t bis dato nicht existent, weil der
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individuelle Unterschied der Proben in der aDNAdatiung zu grol3 ist. Daher sollte jede
Methode an die vorhandenen Proben angepasst wiCdgmilaro et al. 2005]. Ein weiteres
Ziel dieser Arbeit war es, die Extraktionsmethoiledie Leichenbrandanalyse zu optimieren.
Zunachst erfolgte die Extraktion der DNA aus derchenbranden mit dem Invisorb Forensic
Kit. Dieses Kit fihrte schon in der vorausgegangebgplomarbeit zu vielversprechenden
Ergebnissen und zeigte auch in dieser Arbeit relpute Resultate. Jedoch war es nétig, die
Proben anschlieBend mit einem Aufreinigungskit enamdeln, um mitextrahierte Inhibitoren
zu eliminieren. Auf eine Extraktion mit Phenol-Ctdéorm wurde bewusst verzichtet. Diese
Methode wird in der Literatur [Hummel 2003] besorsdempfohlen, wenn nDNA aus
historischen Knochen isoliert werden soll. Sie heltet aber den Umgang mit hochgiftigen
Substanzen und ist relativ zeitaufwendig.

Durch die Nutzung eines kommerziellen Kits ist estandardisierte Extraktion madglich.
Etwaige individuelle Unterschiede in der Bearbegtuder Kochen kodnnen hierdurch
minimiert werden. Auf den Einsatz einer modernen o¢trenprobe, welche als
Extraktionspositivkontrolle fungiert hatte, wurdeerzichtet, um Kontaminationen zu
vermeiden [Montiel et al. 2001, Poinar 2003].

Vorversuche zeigten, dass die Zugabe von Proteiagseden Lysisschritt die Hemmung
durch Inhibitoren reduzierte. Der Zusatz von Prase K, einem starken
Denaturierungsreagenz, bewirkt vorrangig den Abbdau Histone [Hummel 2003]. Einen
Hinweis auf eine reduzierende Wirkung auf die litbiten konnte aus der Literatur nicht
belegt werden.

Wahrend der vorliegenden Arbeit wurde die Extraidimethode einmal umgestellt.
Vergleichende Studien von Extraktionsmethoden im Hgeratur zeigen, dass Silica-
basierende Methoden am besten geeignet sind, umhaixtrahieren [Davoren et al. 2007,
Handt et al. 1996, Anderung et al. 2008]. Zuséatzlezfolgte eine Dekalzifizierung der
Knochen mit EDTA, um eventuell vorhandene Knoch#emevon der Matrix zu losen
[Bender et al. 2000]. Des Weiteren kann CalciumRIzR hemmen und sollte daher entfernt
werden [Andelinovic et al. 2005]. Als Grundlage flrdas angewandte
Dekalzifizierungsprotokoll diente die Veroffentlishg von Andelinovic et al. [2005]. In
dieser Literaturquelle wurde das EDTA taglich gelngsdt und insgesamt drei bis funf Tage
angewendet. In den Publikationen schwanken dieblakonstemperaturen von 4 °C [Kolman
& Tuross 2000] dber Raumtemperatur [Andelinovi@ket2005] und 37 °C [Fondevila et al.
2008] bis hin zu 55 °C [Anleitung Nr. 17 QuickGewmen Fujifilm]. In der vorliegenden
Arbeit wurde der EDTA-Schritt bei 56 °C zunachstéinen Tag ausprobiert. Die Ergebnisse
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bewiesen eine deutlich geringere Inhibition derbero(siehe Tab. 32). Um den Erfolg der
Dekalzifizierung, sichtbar an der feineren Knochdwerschicht auf dem restlichen
Knochenpulver nach Zentrifugation, zu erhéhen, wumieser Schritt auf drei Tage
ausgedehnt. Kolman & Tuross [2000] konnten aufzeigiass eine langere Dekalzifizierung
starkere aDNA-Signale erzeugt und Kontaminatiomsdgy (wenn vorhanden) schwacher
werden. Die drei Tage Dekalzifizierungszeit wurddpenfalls aus dem Protokoll Nr. 17
[QuickGene von Fujifilm] entnommen. Da fir diesestBkoll ein spezielles Extraktionsgerat
erforderlich ist, wurde das Invisorb Spin Forensit eingesetzt. Dieses ist von der
verwendeten Methode dem Kit von QuickGene sehriéhnind erfordert keine zusatzlichen
Gerate. Der Dekalzifizierungschritt wurde weitergenutzt.

EDTA entfernt nicht nur Calcium, welches die PCHhilmmeren kdnnte, sondern auch
Eisensalze [Gilbert et al. 2005]. Da die Leichend@oben aus der vorromischen Eisenzeit
und der rémischen Kaiserzeit stammten und haufignialtige Beigaben enthielten, erklart
dies den geringen Prozentsatz an inhibierten Probachdem diese Methode angewandt
wurde. Auch Hagelberg & Clegg [1991] sowie KolmanT&ross [2000] konnten feststellen,
dass durch die Waschungen mit EDTA die dunklen &tBade immer heller und das
Humins&uren und Eisensalze aus den Proben entfarden. Auch anhand dieser Ergebnisse
dehnte sich der Dekalzifizierungsschritt von eifi@g auf drei Tage aus, begriindet ebenfalls
durch das Hellerwerden der Uberstande bei den ealmtandproben.

Infolge der verbesserten Extraktionsmethode koanteeine anschlielBende Aufreinigung der
DNA mit einem kommerziellen Kit verzichtet werdenZudem ist bei jedem
Aufreinigungsschritt vom Verlust an DNA auszugefigommel 2003]. Ohne die zusatzliche
Aufreinigung ist auch die Gefahr einer Kontaminatigeringer, da weniger Arbeitsschritte

notwendig sind [Loreille et al. 2007].

6.3.1.2 Nachweis von DNA und Inhibitoren

Wenn authentische DNA in den Leichenbranden vermuterden kann, ist davon
auszugehen, dass diese sehr degradiert vorlieberDst es sinnvoll, die DNA-Qualitat vor
einer Typisierung zu Uuberprifen. Aus diesem Grungrden alle Leichenbrandproben
zunachst in die Duplex-PCR (siehe 4.3.2.1) eingésdie sich als sehr geeignete Methode
bei der Analyse von hoch degradierten DNA-Probeviesen hat [von Wurmb-Schwark et al.
2004].

Bei der Auswertung der Ergebnisse nach der Kapldatrophorese im Abi Prism 310 konnte
in 13,2 % der Proben aller Graberfelder DNA nachgsen werden (siehe Tabelle 33).
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Eine Reproduktion der Ergebnisse durch eine ernéxteaktion der positiven DNA-Proben
gelang nur in 17 Proben. Dabei konnten nur SigfizdlemtDNA erfolgreich reproduziert
werden. Dies deutet auf eine sehr starke Degraddio nuklearen DNA hin, so dass deren
Fragmente eine Lange von 164 bp nicht Uberschrdii@riten. Das wird auch in der
Screening-PCR, in der die meisten Proben eingesetatden, um PCR-Inhibitoren
nachzuweisen, bestatigt. In keiner Probe konnteHitiie der Screening-PCR nukleare oder
mitochondriale DNA nachgewiesen werden. Ein Gruradiid ist auch in der geringen
Zyklenzahl der Screening-PCR und der damit niedeigé&lachweisgrenze zu sehen.

Der Ausfall beider Signale in der Duplex-PCR karm .uf mehrere Ursachen griinden. Zum
einen kénnte die DNA-Menge in der Probe zu geriumgtdr 10 pg) sein, um detektiert zu
werden. Zum anderen kénnte die Konzentration dhibitoren zu hoch liegen. Um dies
auszuschlieBen, wurde jede Probe entweder in dieeSiog-PCR oder in die Inhibitor-
Duplex-PCR eingesetzt. Des Weiteren sind durchstiieke Degradation der DNA nur noch
sehr kleine Fragmente bis 100 bp Lange in der Probeermuten, so dass diese ebenfalls
nicht mit der verwendeten Duplex-PCR detektiertdeaerkonnen [von Wurmb-Schwark et al.
2004].

Ein weiterer Grund fir die relativ schlechten Reluktionsergebnisse ist in der geringen
Menge an DNA in der Probe zu suchen. Sind nur weenfellen existent, ist es
wahrscheinlich, dass diese im Knochenpulver begremochmaligen Extraktion nicht mehr
nachweisbar sind. Daraus ergibt sich ein stoclwmsss Problem. Auch Burger et al. [1999]
zeigen drei mogliche Resultate bei der Untersuchuwmg aDNA auf. Darunter auch das
Ergebnis, dass DNA sporadisch vorhanden aber reghoduzierbar ist.

Die geringe Probenanzahl mit positivem DNA-Befundewbist, wie wichtig
Mehrfachbeprobungen der einzelnen Urnen sind. Zein1l5 Knochen pro Individuum
(Leichenbrand) reichen aus, um Aussagen Uber diéA-Didnge in den Proben zu
ermoglichen. Gleichzeitig kann durch die Untersunchunehrerer Urnen pro Graberfeld in
Bezug auf die Inhibitoren festgestellt werden, dbseds Graberfeld fur weitere DNA-
Analysen in Betracht gezogen werden sollte.

Bei der Auswertung der DNA-haltigen Proben bezogidie Graberfelder fiel auf, dass das
Graberfeld Norderbrarup fur weitere Analysen nudibgt geeignet war. Lediglich drei von
47 Proben zeigten DNA mit der neuen Extraktionsiodéh davon war nur die DNA in einer
Probe reproduzierbar. Mit der alten Extraktionsradéhohne EDTA gelang der Nachweis
von DNA niemals. Da aus diesem Graberfeld jedoch sar wenige Proben und Urnen

untersucht wurden, ware eine nochmalige Beprobungrzpfehlen und sinnvoll. Durch die
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Dekalzifizierung und die Silica-basierende ExtraREmethode war eine DNA-Gewinnung
aus diesen Proben generell mdglich. Diese Ergebdsiss durch eine nochmalige Beprobung
eventuell zu verifizieren. Auch der Anteil an Propdie eine PCR-Reaktion hemmen, konnte
durch den Einsatz von EDTA gesenkt werden.

Ahnliches gilt auch fiir das Graberfeld Sérup lleHivar die DNA-Ausbeute mit beiden
Extraktionsmethoden sehr gering (4,2 %) und nueiimer Probe reproduzierbar. Auch die
Inhibition der Proben konnte trotz EDTA-Behandlung leicht vermindert werden. Somit ist
dieses Graberfeld nicht fir weitere DNA-Analyserigeet.

Die anderen drei Graberfelder waren durch eine ledB&A-Ausbeute gekennzeichnet, die
zum Teil auch reproduziert werden konnten. Duram Bmsatz von EDTA war auch hier der
Anteil an gehemmten Proben stark gesunken. DerilAmie Inhibitoren in den Proben aus
Scharbeutz betrug nur 11,6 %. Infolge der Anwendung nur einer Methode fir die
Extraktion kann nicht mit Sicherheit gesagt werdein,dieses Graberfeld generell weniger
von Inhibitoren durchsetzt war oder ob es am ErfldgMethode lag.

Die Ergebnisse zum Nachweis einer Inhibition deoben stehen im Einklang mit dem
Nachweis von DNA. Wenn DNA amplifiziert werden kanimdet keine Hemmung der
Proben durch unbekannte Substanzen statt. Esastalaunehmen, dass zum einen eventuell
Metalle (z.B. Verschlisse an der Kleidung, die metbrannt wurden) und zum anderen
organische Stoffe aus dem Gréaberfeld, selbst wianiHsduren, die PCR hemmen.
Wahrscheinlich deuten die rétlichen Uberstandedasf Vorhandensein von Eisenionen hin.
Auf den Knochen selbst konnten zum Teil rétlichetrAgungen gefunden werden, die Rost
vermuten lassen. Griinliche Uberstande konnten asf \dorhandensein von Bronze im
Leichenbrand hindeuten. In der Literatur wird zambéh davon gesprochen, dass turkisblaue
Farbpunkte auf der Oberflache der Knochen durciReiaktion des Minerals mit Mangan zu
Manganapatit entstehen [Herrmann 1992]. Solche ptaukie waren auf dem untersuchten
Leichenbrand nicht sichtbar.

Eine direkte Voraussage zur Existenz von Inhibitaaehand der Farbe des Uberstandes kann
nicht gegeben werden. Es lasst sich aber als Tergtkennen, dass Proben mit helleren und

farblosen Uberstanden weniger in der PCR gehemmtene
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6.3.2 SNP-Analyse

Um zu uberprifen, ob die nachgewiesene DNA auf &mmationen zurlckzuflhren ist,
wurden die Proben einer SNP-Analyse unterzogen.

Generell waren die Ergebnisse der SNP-Analyse ihgesetzten Proben zufriedenstellend.
Allerdings muss an dieser Stelle erwéhnt werdenssdalie mitgefiuhrten PCR-
Negativkontrollen in einigen Durchlaufen einige pige Signale aufwiesen. Wenn mehr als
vier der SNPs Signale zeigten, wurde die PCR wietdleund die ersten Ergebnisse nicht mit
bertcksichtigt. Da die SNP-PCR sehr sensitiv st,sie besonders fiir Kontaminationen
anfallig.

Von den insgesamt 40 Urnen konnten DNA-haltige Bnohus 25 Urnen in die SNP-Analyse
eingesetzt werden. Von diesen zeigten Proben ausveldchiedenen Urnen keine
widerspruchlichen Ergebnisse. Das heildt, wenn meHf@ochen pro Urne positive DNA-
Befunde aufwiesen, stimmten diese miteinander imeras den restlichen DNA-haltigen
Proben konnten ebenfalls Signale amplifiziert warddie jedoch nicht immer mit den
anderen Befunden aquivalent waren. Deshalb sakearsdieser Stelle diskutiert werden.
Anhand der Duplex-Ergebnisse konnte aufgezeigt everdlass besonders die DNA aus
Leichenbrand, wenn noch vorhanden, stark degradiertag, da Uberwiegend mtDNA
amplifiziert wurde. Diese Degradationserscheinungerden durch Oxidation und Hydrolyse
ausgelost und fuhren zu verschiedenen Modifikatidneder DNA. Dabei kénnen, z.B. durch
die Spaltung der N-glykosidischen Bindungen und rbDiegrungen, falsche Basen in das
vorhandene DNA-Fragment eingebaut werden [Hofreited. 2001, Paabo et al. 2004]. Diese
Phanomene kbénnen so zu falsch-positiven Ergebniggern, da die Deaminierung direkt
auf die Sequenz wirkt [HOss et al. 1996]. Besond@ sl ransition von Cytosin zu Thymin ist
wahrscheinlicher als eine Transition von AdeninGuanin [Binladen et al. 2006]. Dieser
Falscheinbau der Basen kann auch wéhrend der P@Rtean, wenn die Polymerase eine
Base falsch bindet [P&&bo et al. 2004]. Bei deersathten Leichenbranden ist dies bei der
Probe 69/2 der Urne 156a aus Stderbrarup zu venmiilerdings kann durch die schlechte
Qualitat des Signals auch ein Ablesefehler die threaflr diese Unstimmigkeit sein. Die
Proben (u.a. 66/4, 75/4, 89/10) zeigen jeweildmem® SNP eine Abweichung zu den anderen
Proben aus der gleichen Urne. Die Ursache ist abenh einem Basenfalscheinbau zu
suchen. Da nicht jede Probe mehrfach in der SNRy&aawiederholt wurde bzw. dieses
Signale nicht erneut amplifiziert werden konnteng w.B. Probe 66/4, ist dazu keine

eindeutige Aussage zu treffen. Eine andere nickzuschlieRende Moglichkeit ist, dass die

139



DISKUSSION

Knochen aus einer vorangegangenen Verbrennung seamumd von den damals lebenden
Menschen in die falsche Urne verbracht worden sind.

Bei einigen Proben (46/5n, 58/1n, 94/9,100/2 unty&0konnten Mischprofile nachgewiesen
werden. Diese beruhen wahrscheinlich auf modernatdfoinationen. Die Herkunft der
Kontaminationen konnte nicht aufgeklart werden.

Bei der Auswertung der einzelnen Profile wird hduflas Signal fur SNP 3010 nicht
dargestellt. Auch das Signal fir SNP 7028 kann igaobir bei den Proben amplifiziert
werden, bei denen auch sonst die Signale der an@&Nes detektieren wurden. Diese beiden
SNPs besitzen das grof3te Fragment in der AmplikatPCR. Daher legen diese Ergebnisse
den Schluss nahe, dass die Zielfragmente durcihdkirache zerstort sind und die DNA nur
noch in sehr kleinen Fragmenten unter 100 bp \gitli®as Signal fur SNP 12372 fiel
ebenfalls haufig aus. Durch die enge Lage der beRignale fir Position 12372 und 15904
im blauen Farbbereich, ist eine Auswertung mitustdiwierig, wenn die Signale sehr klein
sind. Daher musste einer der beiden Extensionsprimseeiner Lange modifiziert werden
oder die Proben missten in einer Singleplex mi7228iederholt laufen, um eine eindeutige
Zuordnung der Signale zu erméglichen.

Die Zuordnung der Haplogruppe bei einigen Probegtzeass von einer Kontamination
seitens nur eines Bearbeiters abgesehen werden lkambor erfolgten alle Arbeitsschritte
von der Reinigung der Knochen bis zur Analyse dueafen Mitarbeiter. Eine direkte
Kontamination aller Proben kann ausgeschlossenememi sich die meisten Proben in den
SNP-Signalen von denen des Bearbeiters unterschi®& den Mischprofilen kénnte der
Bearbeiter als Kontaminationsquelle in Frage kommen

Besondere Probleme bereiteten die Proben aus U6B% &ls Scharbeutz. Die finf
untersuchten Proben wiesen drei unterschiedlichpldtigoen auf. Da die Urne vor der
Entnahme noch verschlossen war, kommt eine Kontiom aufgrund friherer Bearbeiter
nicht in Betracht. Eine direkte Kontamination imbloa durch den Bearbeiter kann nur bei
den Proben 97/2 und 97/5 angenommen werden, dadschnderen Proben in den SNPs
unterschieden. Zudem wurden die Proben nicht alsammen extrahiert. Warum sich diese
so voneinander unterschieden, kann nicht eindeggigagt werden. Nach einer erneuten
Extraktion zweier Proben war keine DNA mehr ampidrbar. Falls es sich nicht um eine
Kontamination handeln sollte, kann am ehesten easeBfalscheinbau in der PCR

angenommen werden.
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6.3.3 Verbrennungskonditionen

Ein Grund fur die Unterschiede in der DNA-Ausbezsweschen den Gréaberfeldern konnte die
(unter 1.2 beschriebene) Verbrennungsdauer in destihiedenen Zeitepochen sein.

Da sich die Verbrennungsdauer und —intensitat athkas Zustandes der Knochenfragmente
morphologisch einschatzen lasst, wurden alle Knookdarbungen subjektiv bewertet (siehe
Tab. 35). Daraus war erkennbar, dass die Knochen Sderbrarup, Sorup Il und
Norderbrarup einen sehr hohen Anteil (82-89 %) atistandig verbrannten Knochen
aufwiesen. Die Knochen aus Gremersdorf und Scharbeeigten einen viel geringeren
Anteil (40-50 %) an vollstandig verbrannten Knochemas auf eine hohe
Verbrennungstemperatur und lange Verbrennungsdabéel3en lasst.

Die Betrachtung dieser Werte im Zusammenhang miZeé der Belegung der Nekropolen
bestétigt die Einschatzung der Archéologen, dassemvorromischen Eisenzeit schlechter
verbrannt worden ist, als in der romischen Kaisergies kbnnte auch die relativ guten
DNA-Ergebnisse in Gremersdorf und Scharbeutz ezklaEbenso stitzt der Vergleich der
Knochenfarbung mit einem positiven DNA-Ergebnis sdieThese. So findet sich DNA
hauptséachlich in Knochen, die weil3-grau-schwarZavietr sind, gefolgt von Knochen, die
weil3-schwarz oder schwarz verfarbt sind. Nur in %, 3ler Knochen mit einer rein weil3en
Verfarbung konnte DNA nachgewiesen werden. Dies ickpr fir eine hohe
Verbrennungstemperatur, aber unter Umstanden egeingeren Verbrennungsdauer.
Kurzfristige Hitzeeinwirkungen sind nicht maf3gehli€ir die Verbrennung von Knochen
verantwortlich, sondern eine hohe Verbrennungsteatpe Gber einen langen Zeitraum.
Daher ist es auch moglich, DNA-Analysen an Brandopfdie bei hohen Temperaturen ums
Leben gekommen sind, erfolgreich durchfihren zunkdn(siehe Kapitel 5.4).

Anhand von Experimenten, die eine Leichenverbregnwauf einem Scheiterhaufen
rekonstruierten, konnte gezeigt werden, dass hamep&raturen (um die 1000 °C) Uber eine
langere Zeit gehalten werden konnten. Trotzdem raariien die eingesetzten
Schweinekadaver nur unvollstandig. Dies wird etkldardem die Weichteile eine schlecht
warmeleitende Kruste bilden und die darunter lielgen Korperschichten eine Zeit lang
schitzen. Die unvollstandig verbrannten Gewebereliben im archaologischen Kontext
nicht erhalten. Jedoch sind auf den unvollstandigikierten Knochen Partien organischer
Reste vorhanden [Becker et al. 2005]. Beim Abbaseah Gewebereste konnte die DNA in
den Knochen eindringen und sich dort an das Hydamayit binden und so erhalten bleiben.
Besonders Wirbelkérper liegen nach der Verbrenmumgh im anatomischen Verbund vor.

Das anliegende Gewebe von schwarz verfarbten Kmo@erbrennung um 400 °C) war im
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Experiment lediglich hitzefixiert. Diese Knochentrm@eweberesten wurden wahrscheinlich
mit in den Urnen bestattet. Solche Knochen sind dig kaiserzeitlichen Gréaberfelder

Loitsche und Zethlingen belegt, obwohl der Restldgshenbrandes sehr gut verbrannt war
[Becker et al. 2005].

Wenn sich diese Ergebnisse auf die untersuchteme@edder Ubertragen lassen, ist der
relativ gute DNA-Gehalt in den Knochen ebenfalldabar.

6.3.4 Mdoglichkeit des Erhalts von DNA in Leichentdan

Insgesamt konnte in dieser Arbeit in 68 Proben 21%) meist mtDNA nachgewiesen
werden, die in 25 % der DNA-haltigen Proben repmieit wurde. Diese Ergebnisse stehen
im Widerspruch zu den Uberlegungen von Grosskopplibliziert], die DNA-Analysen an
Leichenbrénden nicht fir moéglich halt. Andererséstses Cattaneo et al. [1999] gelungen,
Albumin in verbrannten Knochen nachzuweisen, sodtssit zu rechnen ist, dass auch
andere Biomolekule Gberdauern kénnen. Der Nachmémschondrialer DNA gelang an den
verbrannten Knochen nicht. Allerdings verwendeterkeinen Leichenbrand, sondern frische
Knochen, die ohne Gewebe in kleinen Sticken faMa@uten einer Temperatur von 800-
1000 °C ausgesetzt waren. Damit sind diese Knoohee den Schutz des Weichgewebes
wahrscheinlich viel starker verbrannt als verglbenter Leichenbrand. Brown et al. [1995]
gelang der Nachweis von humaner DNA aus einer lezgilichen Verbrennung. Auch
Pusch et al. [2000] amplifizierten DNA aus Tierkhen, die haufig als Beigabe in einer Urne
zu finden sind. Menschliche DNA aus Leichenbrandetektierte die Arbeitsgruppe nicht.
Wahrend der Verbrennung der Knochen werden dientsglaen Bestandteile in anorganische
umgewandelt und es entstehen Calciumphosphatventget, welche sich stabilisierend auf
die noch vorhandenen Nukleinsduren auswirken [Huinehal. 2001, Burger et al. 1999].
Durch die vermutlich zeitnahe Verbrennung der Toterd durch die Trockenheit der
Knochen nach der Verbrennung wurden auch hydralytisind oxidative Schadigungen, der
noch eventuell verbliebenen Rest-DNA, reduziert.aZwaren die bestatteten Urnen im
Erdreich der Witterung ausgesetzt, doch dies Iftetnifich die Korpergraber, aus denen noch
erfolgreich DNA amplifiziert werden konnte [Beauwved al. 2005, Cappellini et al. 2004,
Hummel et al. 1999]. Wenn noch DNA nach der Verhuerg in den Knochen vorhanden ist,

musste diese unter Umstanden auch die Zeit im Eelbéberstehen kdénnen.
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6.3.5 Echtheit der Ergebnisse

Aufgrund der schwierigen Analyse von authentiscHeNA wurden verschiedene
Echtheitskriterien flir gewonnene Ergebnisse veniiftent [Hofreiter et al. 2001, P&aébo et al.
2004, Poinar 2003]. Diese sollen mit den gewonnéirgebnissen abgeglichen werden.

Die Raume fur die Extraktion, die PCR-Ansétze und Bost-PCR-Bereiche sind in
verschiedenen Teilen des Gebaudes untergebraam. Hennung der Arbeitsplatze von
moderner DNA und Leichenbrandanalysen war gegedéerdings erfolgte die Bearbeitung
der Leichenbrandproben im gleichen Raum wie diegliBatung der modernen DNA-Proben,
jedoch nicht zur gleichen Zeit, sodass ein direkiontakt mit moderner DNA
ausgeschlossen werden konnte. Ein getrennter &nmgetiz, eigene Reagenzien und
ReaktionsgefdlRe usw. standen ebenfalls zur Verfjig'tudem kamen nur gestopfte
Pipettenspitzen zum Einsatz, um eine Kontaminatiem Pipetten und Reagenzien zu
vermeiden. Soweit moglich, erfolgte eine Aliquotieg aller eingesetzten Reagenzien.
Wahrend der Extraktion wurde ein Mundschutz getnaged die Handschuhe regelmafig
gewechselt.

Negativkontrollen wurden bei allen Schritten dertrBktion als auch der PCR mitgefluhrt.
Wenn die Kontrollen Signale zeigten, wurden diedbrgsse nicht bertcksichtigt und die
Analyse wiederholt. DNA-Nachweis aus Negativkor&ol konnen auch auf sporadische
Kontaminationen der Reaktionsgefal3e hindeuten, ssoddie Proben nicht unbedingt
kontaminiert sein miussen [Gill & Kirkham 2004]. DEinsatz von Positivkontrollen erfolgte
nur bei der PCR mit verdiinnter DNA-L6sung einesaMieiters, dessen Profil bekannt war
und das mit den Ergebnissen abgeglichen wurde.rdwdérde die Positivkontrolle als letztes
pipettiert, wenn alle anderen Gefal3e bereits véryssbn waren.

Die Primer waren an das stark degradierte Matenglepasst. Besonders die amplifizierten
Fragmente der SNP-Analyse lagen unter 200 bp. Ed @davon ausgegangen, dass DNA-
Fragmente Uber 200 bp aus aDNA-Proben durch deerh@legradationsgrad nicht mehr
amplifiziert werden kénnen.

Eine Reproduktion durch eine erneute Extraktiomlgté an den Proben, von denen noch
genugend Knochenmaterial zur Verfiugung stand. Eimmeute erfolgreiche Amplifikation
gelang nur in 25 % der Proben, die sich schon vadbech positive Signale auszeichneten.
Durch die SNP-Analyse kann gezeigt werden, dassl4nUrnen die Ergebnisse der
unterschiedlichen Proben lbereinstimmen. Ein westéndiz, dass keine Kontamination im
Labor stattgefunden hat, ist bei den Proben aus @wen aus Suderbrarup erkennbar. Die

Urnen wurden zweimal beprobt und beide Beprobuzgggten Knochen mit positiven DNA-
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Ergebnissen. Zusatzlich gelang der Nachweis vonsShie in beiden Probenséatzen identisch
waren. Somit kann fur diese Proben eine Kontanmonatim Labor weitestgehend
ausgeschlossen werden, da zwischen den Untersuaang Zeitraum von mehr als einem
Jahr lag. Folglich wurden die Knochen mit anderextrdktionskitchargen und PCR-
Reagenzien analysiert. Da die Urnen bereits geb¥flaeen, konnte auch ein Mitarbeiter aus
friheren Untersuchungen fir eine eventuelle Konmatron verantwortlich sein. Die Urnen
aus Gremersdorf, die schon wahrend der Diplomadpeitysiert wurden, enthielten ebenfalls
wieder Knochen, aus denen DNA isoliert werden kendedoch ist in den neu isolierten
Knochen nur noch mtDNA nachweisbar. Weil die Knotiha Magazin des Landesmuseums
nicht gekuhlt gelagert wurden, kdnnte dies dieketd@ Degradation und die geringere Menge
an DNA, im Vergleich zur Diplomarbeit, erklaren.

Da in dieser Arbeit aufgrund der Degradation nure dSNP-Analyse flir eine
Kontaminationsaufdeckung genutzt werden konntel dia Proben, welche Unstimmigkeiten
aufwiesen, besonders kritisch zu betrachten. Aucennw diese, zum Teil durch
Basenfalscheinbau und eventueller Einbringung vamzetnen Knochen aus anderen
Bestattungen in die Urnen, zu erklaren wéren, konagch Kontaminationen als Ursache
nicht ausgeschlossen werden. Besonders die Pravddrde 269 aus Scharbeutz zeigten drei
verschiedene SNP-Profile, die nicht eindeutig eldéd sind. Wenn es sich um
Kontaminationen handeln sollte, konnten diese mukabor oder direkt beim Ausnehmen der
Urne entstanden sein, denn diese wurde bei deroBepg erst getffnet. Andererseits ist eine

Kontamination im Labor durch drei verschiedene &sga eher unwahrscheinlich.

6.4 Mogliche Identifizierung von Brandleichen in Wdngigkeit zum

Verbrennungsgrad

Ziel der Arbeit war die molekulargenetische Untersing der Brandleichen im Hinblick auf
eine DNA-Erhaltung in verbrannten Knochen. Es eoliterausgefunden werden, bis zu
welchem Verbrennungsgrad authentische DNA in deockan nachweisbar ist.

6.4.1 Auswahl der untersuchten Proben

Die 13 untersuchten Brandleichen wiesen alle eioestarke Brandzehrung auf, dass
vereinzelte oder viele Knochen nicht mehr von Wegekebe umgeben und die Knochen

direkt dem Feuer ausgesetzt waren. Damit konnte etsprechende Degradation der DNA
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in den Knochen vorausgesetzt werden. Durch diengerAnzahl an Brandleichen, die dieses
Kriterium erfullten, wurde auf eine Unterteilungamadem Ort der Verbrennung und einer
dadurch erreichten, moéglichen Temperatur verzicHtetder Literatur wird angenommen,
dass z.B. bei Fahrzeugbranden Temperaturen von ili@0 °C erreicht werden koénnen,
begrindet durch die Treibstoffzufuhr [Bohnert 2007]

Zunéchst wurden die untersuchten 71 Knochen subjekt funf Verbrennungsgrade
unterteilt. Eine Bevorzugung von Kompakta gegeniy@ongiosa erfolgte nicht. Dabei fiel
auf, dass an einem Individuum unterschiedliche k&mbungsstufen der Knochen auftreten
konnen. Dies lasst sich mit einer ungleichmafigesrbkxennung erklaren. Die Befunde
werden durch die Hohe der Temperatur, die Einwulkdaind die Art der Warmeubertragung
beeinflusst [Bohnert 2007]. Auch die Lage einersBerspielt bei der Verbrennung eine
signifikante Rolle. So kann die Haut, und somithadas darunter liegende Gewebe, an den
Kontaktflachen, z.B. zum Boden oder Autositz, katerbrannt sein und der Rest der Haut ist
verkohlt [DiMaio & DiMaio 1993]. Ebenso einen Eiofis auf die Verbrennung hat die
Kleidung. Bekleidete Kérperteile, besonders mit anfiegende Sachen, sind besser geschitzt
als unbekleidete Stellen am Kdérper [Bohnert 2007].

Bei einer starken Brandeinwirkung ist meist zuedsts Weichgewebe des Gesichtes
vollstandig verbrannt und der Schéadel liegt freuchA die Extremitaten sind besonders stark
betroffen; Hande und FuRe sind bei vielen Brantdkicnicht mehr vorhanden [DiMaio &
DiMaio 1993]. Diese Knochen sind durch ihre gerin@ewebetiefe schneller der
Verbrennung ausgesetzt und kaum geschutzt [Symals 2008]. Auch in der vorliegenden
Studie kdnnen diese Befunde bestatigt werden (siabe 4). So sind z.B. im Fall zwdlf die
Totenflecken noch sichtbar, aber die Finger warehos soweit verbrannt, dass die

Fingerknochen schwarz verkohlt waren.

6.4.2 Zustand der DNA-Qualitat und -Quantitat ndehVerbrennung

Um einen ersten Uberblick uber die Qualitat und r@itéet der extrahierten DNA aus den
einzelnen Gruppen zu erhalten, kamen die Duplex-B@Rdie Screening-PCR zum Einsatz.
Die Ergebnisse beider PCRs zeigten einen erwart&béall der Signale bei Zunahme des
Verbrennungsgrades. In der Duplex-PCR sind dieahdadrialen Signale in den Gruppen |
(kaum verbrannt) und Il (halb verbrannt) etwasnéeials die nuklearen Signale. Zum einen
kann das durch die geringeren Primerkonzentratenirkt werden. Diese ist nur halb so
hoch wie die Konzentration der Primer fur das nakdeFragment. Zum anderen sind bei der
Auswertung der Elektropherogramme die Signale &ges abgebrochen, weil die Software
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diese sonst nicht mehr darstellen kann. Somit sindh die Flachen kleiner. Ab dem
Verbrennungsgrad schwarz verbrannt zeigen sichSti@ale fur mtDNA grof3er als bei
NDNA. Der Grund ist die eingesetzte, starke Degradader DNA. Da mehr Kopien flr die
MtDNA in der Zelle vorliegen, ist die Wahrscheihlkeit, diese noch besser nachweisen zu
konnen, grol3er [Bar et al. 2000]. Der DNA-Gehaltlan Gruppen IV (blau-grau verbrannt)
und V (blau-grau-weil3 verbrannt) ist sehr geringw Idwei von acht untersuchten Proben
zeigten DNA-Signale in den beiden untersuchten DitAgmenten. Beide Proben stammten
vom gleichen Individuum. Diese schlechten Ergelenifg die Gruppe V sind auch von
Bohnert & Rothschild [2003] in einer anderen Stuggschrieben worden. Dabei handelte es
sich um einen kombinierten Suizid, bei dem sich ann selbst in den Kopf schoss und
dann anzindete. Hier wurde der Korper extrem ddeshFeuer zerstért, so dass die Knochen
wahrscheinlich dem Verbrennungsgrad der Gruppeegeti Studie zuzuordnen. Auch in der
Studie von Bohnert & Rothschild [2003] gelang eshhiaus diesen Knochen DNA zu
amplifizieren, was die Befunde aus der vorliegen8trie bestatigt.

Zusatzlich wurden alle Proben in die Screening-R&digjesetzt. Auch hier ergab sich das
erwartete Bild vom Abfall bzw. Ausfall der Signdlei Zunahme des Verbrennungsgrades. In
der Gruppe | (kaum verbrannt) konnten alle nukle&ségnale zu 100 % in den Proben
detektiert werden. Die mitochondrialen Signale dggefielen in einigen Proben aus. Als
Grund koénnte die grol3e Menge an eingesetzter DNjgrmmmmen werden. Hierdurch ist die
Polymerase infolge des Uberangebotes tiberlastéefB2005]. Nach einer erneuten Analyse
der Proben mit weniger DNA konnte auch in diesesbBn mtDNA erfolgreich amplifiziert
werden. Zudem stellten die Ergebnisse aus der Ru#pER und aus der Sequenzierung bei
diesen Proben gute Werte fir die mtDNA dar, wond@tTheorie der Gberladenen Polymerase
gestutzt werden kann. In der Gruppe Il zeigte sithsehr heterogenes Bild. Dabei konnte
besonders der Nachweis von Amelogenin als auchNaehweis des kleineren mtDNA-
Fragments in ca. der Halfte der Proben noch erbraerden. Auch dies deutet auf eine starke
DNA-Degradation der Proben hin, da nur noch klekragmente der DNA erfolgreich
amplifiziert werden kénnen. Ebenso setzte sichedidsend in den Proben aus Gruppe IV
und V fort. Obwohl die Screening-PCR durch den &inyon Mini-STRs besonders geeignet
ist, degradierte DNA nachzuweisen, kommt es in li@meren Verbrennungsgraden verstarkt
zu Ausfallen. Jedoch konnte Amelogenin durch s&umze Lange von 74 bzw. 77 bp noch
erfolgreich in 25 % der Proben aus Gruppe V naclegam werden. Auch das Signal fir das
280 bp lange mitochondriale DNA-Fragment war eraagsgemal haufiger detektierbar als
das 439 bp lange Fragment und einige nukleare Mabas ist typisch fur stark degradierte
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DNA, weil die mitochondriale DNA in einer grol3er&opienanzahl vorliegt. Eine Studie an
kinstlich degradierter DNA zeigt, dass mtDNA-Fragtee tiber 400 bp nicht mehr zu
amplifizieren sind. DNA-Stlcke bis zu einer Langm\220 bp, in Ausnahmeféllen auch 300
bp kénnen dagegen noch detektiert werden [Bendar 2004]. Auch in dieser Studie gelang
der Nachweis des 439 bp langen mtDNA-Fragmenteracd starksten verbrannten Gruppe
nicht mehr. Nukledre Fragmente unter 220 bp und2&8sbp mtDNA-Fragment konnten
dagegen in einigen Proben amplifiziert werden.

Beide eingesetzte PCRs zeigten einen Rickgangigieal8 je starker der Knochen verbrannt
war. Abhangig von der erreichten Temperatur im Kmrngewebe kommt es zu einer
Degradation des organischen Materials, welchest mahr vom Knochenmineral geschutzt
wird. Anschlie3end verbrennt der organische Kohtdhsollstdndig und die anorganischen
Bestandteile nehmen zu. Es findet eine chemischevahdlung im Knochen statt, die auch
die DNA-Molekule betrifft [Grupe 2005, Devlin & Hanann 2008, Herrmann et al. 1990].
Neben Schwierigkeiten infolge weniger oder degnaeiieDNA sind PCR-Inhibitoren ein
Hauptproblem in der Forensik [Lindahl 1993, Morelr@98, Sutlovic et al. 2005]. Bei der
Verbrennung eines Menschen konnen die Uberrestanuiganischen Bestandteilen, z.B. aus
Mobeln oder Kleidung, verschmelzen, welche zu eld@mmung in der PCR fiihren kdnnen
[Biesecker et al. 2005]. Deshalb ist es meist sehgizu entscheiden, ob ein negatives PCR-
Ergebnis auf einen Verlust an amplifizierbarer DN#éder auf PCR-Inhibitoren
zurtckzufihren ist. Durch den zusatzlichen Nachwemes Hydrafragments als
Qualitatssensor in der Screening-PCR ist eine Wodbeidung gegeben. Wird nur das
Hydrafragment analysiert, ist die Probe DNA-fredwenthalt keine Inhibitoren [von Wurmb-
Schwark et al. 2009]. Alle untersuchten Knochenprobeigten nach der Screening-PCR das
Hydra-Fragment, so dass die Komplettausfalle emigegoben auf den Verlust an

amplifizierbarer DNA zuriickzufihren waren.

6.4.3 Moglichkeit der Identifizierung Uber STR-Aysé

In die STR-Analyse kamen nur Proben zur Anwendudg,in den Vortests Signale fur

nukledre DNA aufwiesen. Zuséatzlich wurden bei dersWertung ausschliel3lich Systeme
gezahlt, die vollstandig vorlagen und tber 200grioi3 waren.

Bei der STR-Analyse der Gruppe | und Il traten keRrobleme auf. Aus fast allen Proben
konnten vollstédndige Profile amplifiziert werdenig dir eine ldentifizierung ausgereicht

hatten. In der Gruppe Il gelang in drei ProbenMigchweis von 9-6 STRs. Unter Umstanden

konnten diese Werte sogar noch mit der Datenbarik @undeskriminalamt) abgeglichen

147



DISKUSSION

werden, in der zur Zeit eine Mindesteingabe vorf iatenbanksystemen maoglich ist. Daher

ware auch in diesen Fallen eine Identifizierungcttithrbar.

Die Gruppe Il (schwarz verbrannt) zeigt auch miesér Analysemethode ein sehr
heterogenes Bild. Bei acht von 23 Proben (35 %}kvedine Identifizierung durchfihrbar. Bei
den restlichen Proben konnten maximal finf STR-@&yst amplifiziert werden. Mit dieser
geringen Zahl ist nur ein Ausschluss sicher mdglinohden anderen beiden Gruppen gelang
die STR-Amplifikation nur sporadisch. Lediglich kener Probe aus Gruppe V konnten acht
STR-Systeme detektiert werden. Diese Probe und maeh weitere aus Gruppe IV und V
waren der Brandleiche zuzurechnen, die in den Tabeier und funf unter Nummer funf
naher beschrieben ist. Die drei Proben stammten @ Schadel, Schulter und
Beckenbereich der Brandleiche. In diesen Korpertlee®a waren noch verkohlte
Weichteilgewebsreste vorhanden. Trotz der ReinigdegKnochen vor der Analyse kann
angenommen werden, dass Blut oder die Weichtalrelse pordose Knochenoberflache
kontaminiert hatten. Dies wére eine Mdoglichkeit Hiklarung der relativ guten Ergebnisse
im Vergleich zu den anderen Knochenproben aus dapgen 1V und V. Gestltzt wird diese
These auch durch die ebenfalls guten Ergebnisserdirroben in den anderen angewandten
PCRs.

Trotz dieser Proben sind die Ergebnisse der STRy&eanicht zufriedenstellend. Zwar
konnten bei einigen schwarz verbrannten Knochere durbfile erzielt werden, dagegen
gelang eine Identifizierung in mehr als der Hatfes Proben mit dieser Methode nicht. Das
liegt zum Teil an den relativ groRen Fragmentee, idi kommerziellen Kits zum Einsatz
kommen. Die Lange der Fragmente betragt zwisch@uib@d 450 bp. Inzwischen haben sich
fur solche stark degradierten Proben Mini-STRs ligesetzt. Diese zeichnen sich dadurch
aus, dass die Primer nédher an der Zielregion bintkehsomit die Fragmente unter 200 bp
liegen kdnnen [Dixon et al. 2006]. Auch in der vendleten Screening-PCR sind Mini-STRs
eingebaut. Wie unter Abbildung 34 gezeigt, ist doB. die Analyse von Amelogenin noch
recht lange mdglich. Ebenso wird in der Literatautig die Analyse von Mini-STRs bei stark
degradierten Material empfohlen. Es beschreibemgdoet al. [2005] und Biesecker et al.
[2005], dass auch die stark verbrannten Uberrest©gfer aus dem World Trade Center zum
Teil mit Mini-STRs identifiziert wurden, insbesorrdevenn die kommerziellen STRs keinen
Erfolg brachten. Des Weiteren gibt es sowohl in Heeratur vertffentlichte PCRs zum
Nachweis von Mini-STRs [Butler et al. 2003, Asamataal. 2007] als auch kommerziell
erhaltliche PCR-Kits (z.B. AmpFISTRMiniFiler™ PCR Amplification Kit der Firma

Applied Biosystems). In dieser Arbeit wurden Minif8s nur im Rahmen der Screening-PCR
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untersucht, da zum Zeitpunkt der Bearbeitung dan@leichenproben in der Arbeitsgruppe
noch keine weitere PCR mit Mini-STRs etabliert war.

6.4.4 Identifizierung Uber die Analyse der mtDNA

6.4.4.1 Sequenzierung der mtDNA

Auch bei der Sequenzierung wurden ausschliel3licthd?r eingesetzt, die in den Vortests
Signale fur mtDNA aufwiesen. Vorerst erfolgte dendatz von 5 pl DNA pro Probe in die
PCR. Viele dieser Proben detektierten auf dem Agggel keine Signale, obwohl laut
Vortests genugend DNA fiur die Sequenzierung voreandewesen ware. Besonders die
Proben aus Gruppe | und Il waren durch viele Alsfgékennzeichnet. Dies konnte auf der
Tatsache beruhen, dass das Kollagen |, welchesgd#ten Anteil an den organischen
Bestandteilen ausmacht, ein potentieller Inhibigir [Hummel 2003, Scholz et al. 1998,
Kalmar et al. 2000]. Kollagen | wird bei der Exttiak der Proben mit isoliert, wenn nicht
vorher eine EDTA-Behandlung erfolgte [Hummel 2008jn weiterer Grund ware im
Vorhandensein von zu viel DNA oder Zyklen zu suchd@adoch kann diese Theorie
ausgeschlossen werden, weil auf dem Agarosegel di-Schmier als typisches Zeichen
fur diese Fehler aufgetreten war [Hummel 2003].

Aufgrund der schlechten Ergebnisse wurden die Prolmehmals mit nur 1 pul DNA in der
PCR wiederholt. Hier konnten besonders in den Geuppnd 1l starke Signale auf dem Gel
detektiert werden. Somit scheint es am wahrsclobisiien, dass das Kollagen | die PCR
durch die hohe Konzentration im 5 pl DNA-Einsathiimerte und die Hemmung beim
Einsatz von 1 pl DNA Gberwunden werden konnte.

Die relativ guten Ergebnisse der Sequenzierun@d@s$p Fragments entsprechen wieder der
bereits unter 6.4.2 erwahnten Studie von Bendel.ef2004]. Ferner die hohe Anzahl an
MtDNA Kopien pro Zelle, ca. 500-1000 [Alonso et 2D01], spricht fur den Erfolg der
Methode. Der frihe Ausfall des 439 bp mtDNA-Fragteeist erklarbar, aufgrund seiner

GroR3e und der daraus resultierenden Anfalligkeiefile Fragmentierung durch Nukleasen.

6.4.4.2 Minisequenzierung der mtDNA

Fur die Minisequenzierung wurde die SNP-Analyse Bestimmung der Haplogruppen
eingesetzt. Dabei konnten sehr erfolgreich die bfggpippen der Proben aus Gruppe | und I
zugeordnet werden. In der Gruppe lll gelang beb 82,der Proben noch die Bestimmung der
Haplogruppe. Selbst bei den acht Kontrollproben @ugppe IV und V funktionierte die
Zuordnung der Haplogruppe selbst in einer Probd;inrewei Proben konnte der Nachweis
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von sechs bzw. sieben Signalen erbracht werderseDiehe Erfolgsquote basiert auf den
kleinen Fragmenten, die in der 1. PCR der Analyseplidiziert wurden und den
untersuchenden SNP umgaben. Diese Fragmente waraschen 84 und 180 bp lang;
Insgesamt waren nur zwei Fragmente langer als p3@Bb kann die SNP-Analyse helfen,
auch sehr stark degradiertes Material erfolgreictazalysieren [Budowle 2004a]. Fur eine
alleinige, eindeutige ldentifizierung reichen dmtersuchten SNPs auf dem mitochondrialen
Genom nicht aus.

Fondevila et al. [2008] gelingt ebenfalls der Naelswon SNPs an Proben von einem Skelett
nach einem Waldbrand in Spanien. Obwohl kommegi8ITR-Kits und Mini-STR-Kits
angewandt wurden, gelingt nur der Nachweis vonprefllen. Durch den Einsatz zweier
Multiplex-PCRs zum Nachweis von 52 und 34 SNPs kemin vollstandiges Profil aus den
Proben amplifiziert werden. Infolge des Einsatzesregrof3en Anzahl an SNPs reichen diese,
aufgrund der entsprechenden Diskriminanzkraft, féme alleinige, erfolgreiche

Identifizierung aus.

6.4.5 Vergleich der Ergebnisse mit Literaturangaben

Wie die Vortests bereits andeuteten, ist eine STRkse mit kommerziellen Kits an den
Proben der Gruppen IV und V nicht zu empfehlen. Diesteren ist diese bei den Proben aus
Gruppe Il nur eingeschrankt moglich. Die Sequenaig eines kleinen Bereiches der HVI
Region dagegen gelingt teilweise noch in den Groppet stark verbrannten Knochen.
Jedoch ist dieser Bereich nicht aussagekraftig geanom einen Menschen zu identifizieren.
Daher mussten mehrere kleine Fragmente in der [HRegion des Mitochondrium-Genoms
analysiert werden, um einen Ausschluss zu bestatiyech bei den Opfern des Word Trade
Center Anschlages gelang es nicht, allein Uber diBNA Menschen zu identifizieren
[Biesecker et al. 2005]. Am erfolgversprechensterdieser Studie ist die SNP-Analyse.
Allerdings reicht die hier angewendete Analyse édénnicht aus, um einen Menschen zu
identifizieren. Sie kann nur als ergédnzende Untdrgng genutzt werden. Dies ist mit der
geringen Mutationsrate und an der rein mutterlichenerbung der mtDNA zu begriinden
[Bar et al. 2000, Fondevila et al. 2008]. Indes dalieine Analyse von 50 bis 60 SNPs auf
dem nuklearen Genom ausreichen, um eine Identifizge zu gewahrleisten. 50-100 SNPs
entsprechen etwa 9-15 STR-Systemen [Budowle 200Baje hinreichende PCR mit

passenden Primer wurde bereits von Sanchez @0&I6] beschrieben.
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Generell wird in der Literatur bei Brandleichen ebkenpfohlen, noch verbliebende Gewebe
oder Organe fur eine DNA-Analyse heranzuziehen. ¥em im Bereich des kleinen
Beckens sind die Organe relativ gut vor der Hitzsofpitzt [Bohnert 2007].

Besonders wichtig ist eine Identifizierung der Bieichen mittels DNA, wenn aufgrund
starker Brandzehrung die Leiche morphologisch meéhr einer Person zuzuordnen ist. Dies
ist zum Beispiel nach Massenkatastrophen bei dewiEklung hoher Temperaturen [Holland
et al. 2003, Sajantila et al. 1991, Budimlija et @003, Meyer 2003], suizidaler
Selbstverbrennung [Copeland 1985, Bohnert & Rotilg@003] oder Autounfallen sowie
Unfallen im Haushalt mit Brandentwicklung [DiMaio &iMaio 1993] haufig gegeben. In
einigen Fallen wird das Feuer auch genutzt, umepan einem Tatort zu entfernen, wie z.B.
nach einem Einbruch oder Mord [Fanton et al. 2066¢r kobnnen als Ergebnis nur noch
Knochen fir eine DNA-Analyse vorliegen.

Anhand der vorliegenden Resultate kann gezeigteverdass sich kaum verbrannte und halb
verbrannte Knochen gut fur eine DNA-Analyse eign&thwarz verbrannte Knochen
dagegen zeigen ein sehr heterogenes Bild. Abharmgigden allgemeinen Bedingungen der
Brandleichen enthalten einige schwarz verbrannt®cKen ausreichend DNA fir eine
Identifizierung, wéhrend andere Proben keine DNAwnmaufwiesen. Die Grinde dafur sind
in den unregelmafigen und oft unbekannten Verbmgshedingungen, wie Zeitdauer und
Temperatur, zu suchen. Knochen, die durch Weichgewend Muskeln lange geschiitzt
werden, wie z.B. Femurknochen oder Beckenknocherd siner genetischen Analyse
vorzuziehen. Ein authentisches STR-Profil einiggst&ne aus blau-grau oder blau-grau-
weild verbrannten Knochen ist nur sehr sporadisclgliold Besser geeignet fur diese
Knochen ist die Sequenzierung oder Minisequenzgmer mtDNA, die zumindest einen

Ausschluss feststellen l&asst.

6.5 Mdgliche Identifizierung von FaulnisleichenAtbbhangigkeit zum

Verwesungsgrad

Ziel bei der Untersuchung der Faulnisleichen wae éVergleichsanalyse zwischen Rippen
und verschiedenen Organen im Bezug zum DNA-Geh#ifolge des hdheren

Arbeitsaufwandes wahrend der DNA-Extraktion aus ¢tremgewebe gegeniiber der DNA-
Isolierung aus Organgewebe soll Uberpruft werdéndie Qualitdt der DNA aus Rippen

besser sei, um diesen Aufwand zu rechtfertigen.
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6.5.1 Auswahl der untersuchten Proben

Die Anzahl der untersuchten Leichen in den einzel@uppen war besonders in der
Kontrollgruppe und in der Gruppe beginnende Faubebkr gering. Dies beruht auf der
Tatsache, dass Leichen mit einer beginnenden Kauhreist nicht molekulargenetisch
identifiziert werden missen. Daher werden, wahréed Sektion, auch keine Organproben
entnommen. Die Untersuchung der Rippe ist durcheiiache Entnahme wahrend der
Sektion bedingt. Eine Entnahme eines Knochenstickesn Femur dagegen, der
wahrscheinlich bessere DNA-Ergebnisse aufweisen deylrist praparatorisch sehr

arbeitsintensiv.

6.5.2 Zustand der DNA-Qualitat und Quantitat dexten

Die 20 untersuchten Rippenproben wurden zunachdieirscreening-PCR eingesetzt, um zu
Uberprifen, ob bei Zugabe von 1 pl DNA-LAsung ia derwendeten PCRs die Reaktion
inhibiert wurde. Auch bei diesen Proben fand var Ebetraktion keine Dekalzifizierung statt.
Dadurch hatte die Anwesenheit von Kollagen | dieRBGiemmen kdnnen [Kalmar et al.
2000]. Keine Rippenprobe wies einen Ausfall des tdfragments auf. Demzufolge ist eine
Hemmung der Knochenfragmente beim Einsatz von NADAsung auszuschliel3en.

Die Quantifizierung erfolgte durch den Einsatz sir@mmerziell erhéltlichen Realtime-
PCR-Kits und der Duplex-PCR. Beide Verfahren zeigégnen erwarteten Abfall fur die
nukleare DNA. In den Durchschnittswerten fur dieDINA-Signale in der Duplex-PCR war
dieser Abfall der Signalintensitat nicht so stark beobachten. Erst in der Gruppe
hdchstgradige Faulnis war ein starker Ruckgangdeei Leberproben nachweisbar. Diese
Werte sprechen fur eine starke Degradation derdProlvobei die relativ hohen Signale fur
die mtDNA auf deren hohe Kopienanzahl zurtickzufiilsand. Zuséatzlich ist bekannt, dass
Nukleasen eher die lineare nukledre DNA angreifisndan zirkularen Ring der mtDNA
[Foran 2006]. Hierdurch ist die mtDNA besser ge@rangbriiche geschitzt und langer
nachweisbar. Die starken Schwankungen bei den Biggn aus der Realtime-PCR
bestatigen ebenfalls die These der vorliegendekestdDegradation besonders der nDNA.
Aus den vier Fallen, die stellvertretend in die Reee-PCR eingesetzt wurden, ist ersichtlich,
dass der Riuckgang des DNA-Gehaltes in den Proban R@ulnisgrad abhangig ist. Der
Leichnam 19 (siehe Tab. 6) zeigte Mumifizierungsleesnungen, als er in seiner Wohnung
gefunden wurde. Dies ist signifikant flr eine sdlemAustrocknung, welche die Aktivitat der
Nukleasen vermindert und so den DNA-Gehalt begghgtiofreiter et al. 2001]. Der
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Leichnam 26 (hdchstgradige Faulnis) dagegen washd8chimmel gekennzeichnet, was auf

eine feuchte Umgebung schlie3en lasst. Dies begtidsitolyse- und Faulnisprozesse und

erklart die schlechte nDNA-Erhaltung in den Geweben

6.5.3 Identifizierung Uber STR-Systeme und Seqesuag

Die besten Ergebnisse konnten aus den DNA-Proben Nieren- und Lebergewebe
amplifiziert werden. Ebenfalls gute Ergebnisse tegigdie DNA-Proben aus Muskel- und
Aortagewebe. Die DNA der Rippenproben wies einencgmaliigen Abfall der erfolgreich
amplifizierten Systeme auf und eignete sich nigiinoal fir eine STR-Analyse.

Eine altere Studie von Bar et al. [1988], die diegiadation von verschiedenen Geweben
vergleicht, konnte mittels RFLP-Analyse aufzeigdass der DNA-Gehalt im Nierengewebe
gut mit der Todeszeit korreliert und nach funf Tagene vollstandige Degradation vorliegt.
Die untersuchten Leberproben dagegen wiesen nach3624Stunden starke
Degradationserscheinungen auf. Eine gute DNA-StabKonnte er fir Lendenmuskelproben
feststellen. In den eigenen Ergebnissen detektiedie Nieren und Leberproben bessere
Ergebnisse als Muskelgewebe. Auch Ludes et al.J[LB8statigten die Ergebnisse. Nach 20
Tagen gelang es ihnen, durch den Einsatz von Slragias-Sonden, noch DNA in Leber und
Niere und etwas geringer in Muskelproben nachzieveiBie beste DNA-Erhaltung stellten
sie in Gehirnproben fest.

Die schlechteren Ergebnisse der Rippen kénnen autdie geringere Anzahl an Zellen im
Knochengewebe zurtickgefuihrt werden. Der Knocheasearwachsenen Menschen besteht
aus 62 % anorganischen Substanzen [Leonhardt 1D88]Lebergewebe dagegen enthalt in
einem geringen Prozentsatz tetraploide Leberzelen92 Chromosomen besitzen. Auch im
Muskelgewebe sind Zellen mit mehreren Kernen emxis[Brinkmann & Wiegand 1997].
Demzufolge sind die besseren STR-Ergebnisse dearn@rerklarbar.

Bei der Sequenzierung der Proben gab es keinefigagmten Unterschiede zwischen den
Geweben. Wie bereits unter 5.5.4 erlautert, endstardie Abweichungen durch den Ausfall
einer Probe. Somit gelang die Sequenzierung in &ish Proben und bestatigte die
Ergebnisse der Duplex-PCR, in der ebenfalls imabBeuppen ein mtDNA-Signal amplifiziert
werden konnte. Da das eingesetzte Fragment in dgquedzierung fast doppelt so grof3
gegenuber dem in der Duplex-PCR war, kann sogar eorem noch geringeren

Degradationsgrad der mtDNA ausgegangen werden.
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6.5.4 Vergleich der Ergebnisse mit Literaturangaben

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass in allenrsuctgen Gewebeproben ausreichend
mitochondriale DNA flir weitergehende Untersuchungée Sequenzierungen vorhanden
war. Die nukleare DNA wies einen erwarteten Abfdkr Signalintensitaten und den
teilweisen Ausfall von STR-Systemen auf. Trotzdestagg es in den meisten Proben, ein
Teilprofil zu erstellen, welches fur eine Identiiming genutzt werden konnte. Zudem
wurden in der Routinearbeit mehrere Organe aufgéetb die einen Vergleich der
Ergebnisse untereinander ermdoglichten. Die aufwprdi zusatzliche Extraktion und
Analyse der Rippenknochen war, den Ergebnissergayfoicht zwingend erforderlich.

Auch in der Literatur wird die Analyse aus Weichgden, besonders von Skelettmuskel und
Organgewebe, bevorzugt. Hartgewebe sollte ersstagken Faulniserscheinungen extrahiert
werden. Wenn das Weichgewebe durch selbiges antergnen kontaminiert sein konnte,
wie z.B. in einem Massengrab, sind ebenfalls Knoche bevorzugen [Alonso et al. 2005,
Budimlija et al. 2003].

Bei der Auswahl der Knochen sollte zudem auf Rippezichtet werden. Anhand einer
Untersuchung an den Opfern des Jugoslawienkordliktennte gezeigt werden, dass
besonders Knochen mit einer hohen Dichte einemgDi¢A-Gehalt aufwiesen, welches auf
die enge Bindung von DNA an Hydroxylapatit zuridkdwen war. Bei der Auswertung von
Uber 25.000 Knochen und Zéhnen stellte sich hedass Femur und Zahn aufgrund ihrer
hohen Dichte den hochsten DNA-Gehalt aufwiesenvi@li¢a, Ulna und Radius detektierten
die schlechtesten Ergebnisse. Rippen wurden aufgies geringen DNA-Gehaltes gar nicht
erst untersucht [Milos et al. 2007].

Da Faulnisprozesse meist im Bauchraum beginnersichdn den Brustraum fortsetzen, sind
die Rippen sehr zeitig von den Abbauprozessen fii@irdDer Femurknochen ist meist durch
die Muskulatur eine langere Zeit geschutzt. Dahied wahrend der Sektion (im Institut fur
Rechtsmedizin Kiel) bei stark faulnisveranderterchen nicht der M. iliopsoas entnommen,
sondern ein Oberschenkelmuskel.

Andelinovic et al. [2005] gelang keine Typisierurder Rippen-, Unterkiefer- und
Calcaneusknochen bei den Kriegsopfern aus BosAigch er erzielte die besten Ergebnisse
bei den Femurknochen. Somit stimmen diese Ergebnmsisdenen aus dieser Arbeit Uberein:
Die untersuchten Rippen waren starker degradierded Organe und voraussichtlich ware
eine Typisierung mittels STR-Systemen bei fortsitbneler Faulnis ebenfalls nicht mehr

gelungen.
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Ebenso untersuchten auch Deng et al. [2005] beiTdenamiopfern nur kompakte Knochen
und Zahne. Trotz der starken Verwesung und deshféwalR3en Klimas gelang ihnen der
Nachweis von STR-Systemen aus den Knochen. DieeZzamplifizierten nur noch mtDNA,
weil die Opfer mehrere Tage im Wasser mit dem Kmgpth unten schwammen und so die
DNA in den Zahnen stark degradiert vorlag.

All diese Ergebnisse begriinden, dass Organgewelengso wie mdoglich fir eine
Identifizierung vorrangig genutzt werden solltet ¢6e Faulnis stark fortgeschritten, sind
Knochen mit einer hohen Dichte zu bevorzugen. Auigrder relativ schlechten Ergebnisse
der Rippenproben ist dieser Knochen fur die Ideaifung stark faulnisveranderter Leichen

als nicht geeignet einzustufen.
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7 Ausblick

Auf der Grundlage der Ergebnisse, die mit Hilfer deerschiedenen PCR-Methoden
gewonnen wurden, konnen weitere Untersuchungen hdafihrt werden. Eine noch
intensivere Uberpriifung der DNA aus den Leichentbeanhinsichtlich Kontaminationen
ware erachtenswert. Es kénnten zum einen die aafigohen Befunde der Graberfelder,
wenn vorhanden, mit den nachgewiesenen Haplotyperidhich Verwandtschaftsfragen
verglichen werden. Wenn diese Ergebnisse lUberginstn, ware das ein weiterer Hinweis
darauf, dass die extrahierte DNA authentisch isimZanderen sollte durch die Etablierung
weiterer SNPs, wie z.B. der 52-SNP-PCR von Sanckezal. [2006], eine bessere
Kontaminationsaufdeckung gewéhrleistet werden kindaséatzlich ware mit dieser Analyse
eine bessere Identifizierung von einzelnen Probegelgen. Ferner kénnten die Proben in
Zukunft in eine SNP-Analyse eingesetzt werdenRfi@notypen nachweist und momentan im
Rahmen einer Doktorarbeit im Institut etabliert dviMit der in dieser Arbeit etablierten
Methode gelingt nur die Einordnung in eine gré3@mpulation. Dadurch kénnen Ausschlisse
von Kontaminationen, bedingt durch die bearbeitaridersonen, festgestellt werden; jedoch
fur weitere Untersuchungen mit archaologischem Bxintreichen die eingesetzten
Polymorphismen nicht aus.

Es zeigte sich, dass die entwickelten SNP-PCRs sehsitiv sind. Es ware demzufolge
besonders bei der Untersuchung von forensischelmeRreine Weiterentwicklung der SNP-
Analyse sinnvoll. Gerade der Einsatz von nukled®®&Ps bei stark degradierten Proben
(Brandleichen) ist empfehlenswert, wenn keine STidpse mehr ausfuhrbar ist [Alonso et
al. 2005]. Besonders die bereits oben erwahnte NR-BCR eignet sich gut, um
Minimalspuren in der Forensik zu untersuchen [MasgtBrown et al. 2007]. Auch fur
Vaterschaftsanalysen, die ein oder zwei Abweichordyech Mutationen aufweisen, konnten
mit dieser SNP-Analyse untersucht werden. Da di®@$bine geringere Mutation aufweisen
als STRs, gelingt so entweder eine Bestatigung \daterschaft oder ein bestatigter
Ausschluss [Bgarsting et al. 2008].

Anhand der Ergebnisse der faulnisveranderten Laickenpfiehlt sich eine weitere
Untersuchung an anderen dichteren Knochenmaten@ldihnen, um die Literaturwerte zu
bestatigen und eventuell die Entnahme einer andénechenprobe als die Rippe -zusatzlich
zu den Organen wahrend der Sektion- zu bevorzugesatzlich ware auch der Einsatz von

SNPs bei diesen Proben sinnvoll.

156



ZUSAMMENFASSUNG

8 Zusammenfassung

In dieser Arbeit ist es gelungen, durch bereitbletde Methoden sowie der Entwicklung
einer SNP-Analyse und einer Veranderung der Extmakinethode, DNA aus stark
degradierten Proben mit historischem und forensischlintergrund zu amplifizieren. Somit
konnten die Hauptziele der Arbeit erfolgreich unejeswerden.

Der erste Teil der Arbeit beschaftigt sich mit @&ablierung einer PCR zum Nachweis von
mitochondrialen SNPs, welche eine Einordnung ine eittaplogruppe ermaoglichen. Des
Weiteren wurde eine SNP-Analyse entwickelt, die di@ergruppen, der am haufigsten in
Europa vorkommenden Haplogruppe H, detektiert. &b verwendeten Primersequenzen
aus der Literatur und verédnderten Konzentrationewies modifiziertem PCR-Protokoll
konnte eine Nachweisgrenze nach der Kapillarelpkinoese auf dem ABI Prism 310 von
500 fg erzielt werden. Die Uberprifung der Funksi@higkeit der Primer erfolgte mit DNA-
Proben, deren Haplogruppen bekannt waren. Ans@rnigkRvurden forensische Proben aus
der Routine-Arbeit eingesetzt, die viele Ausfalle den analysierten STR-Systemen
aufwiesen. Mit Hilfe der entwickelten SNP-PCR gegatie Zuordnung einer Haplogruppe in
den meisten Fallen.

Der zweite Teil der Arbeit beinhaltet die Optimiegu der Extraktionsmethode fur
historisches Material, indem ein Dekalzifizierunge#tt mittels EDTA und ein Silica-
basierendes Extraktionskit zum Einsatz kommt. Weitewurden mit Hilfe von Bleiche die
Knochenproben erfolgreich dekontaminiert.

Bei der Bearbeitung der Leichenbrandproben aus tilimfengraberfeldern (Gremersdorf,
Suderbrarup, Soérup Il, Norderbrarup und Scharbedér)vorrémischen Eisenzeit und der
romischen Kaiserzeit fuhrte der DNA-Nachweis m#t&uplex-PCR in etwa 13 % der
Proben zum Erfolg. Reproduziert werden konnterDiN&\-Ergebnisse nur in 25 % der Falle.
Mit Hilfe der neu etablierten SNP-PCR gelang beiiggn Proben die Zuordnung einer
Haplogruppe, die in den meisten Fallen nicht mitr dkes Bearbeiters im Labor
Ubereinstimmte. Insgesamt sind vier DNA-Quellen fiie DNA-Ausbeute aus den
Leichenbréanden in Betracht zu ziehen: a) Kontarmonah im Labor, die auch bei DNA-
freien Negativkontrollen nie mit absoluter Sichetlagsgeschlossen werden kénnen; b) durch
frihere Bearbeitungen des Leichenbrandes, da disteneUrnen bereits geotffnet waren; c)

DNA-Schaden, die zu einem Falscheinbau von Basdmeffiiund so die Ergebnisse
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verfalschen und/oder d) authentische DNA, die duleh geringeren Verbrennungsgrad des
Leichenbrandes erklart werden kann.

Anhand der forensischen Brandleichen konnte gexesgtien, dass sporadisch DNA in stark
verbrannten Knochen detektierbar ist. Ferner war Ainzahl an reproduzierbaren DNA-
Ergebnissen aus Leichenbranden sehr gering, ahniehn den stark verbrannten Knochen
der forensischen Brandleichen. Aufgrund dieser Emggse ergibt sich, dass die amplifizierte
DNA aus einigen Leichenbranden authentisch istph@srs wenn mehrere Knochenproben
aus einer Urne die gleichen Ergebnisse liefern.ebat eine Mehrfachbeprobung der Urnen
sehr wichtig.

Die Analyse von Knochenmaterial unterschiedlicherbfennungsstadien von forensischen
Brandleichen wies weiterhin nach, dass es mit herklichen STR-Analysen maoglich ist,
auch schwarz verbrannte Knochen, abhangig vom ishailen Verbrennungsgrad der
Leiche, zu typisieren. In starker verbrannten Kmwchwar gegebenenfalls nur noch
mitochondriale DNA nachweisbar. Diese konnte mitdHiler SNP-Analyse und zum Teil der
Sequenzierung eines 220 bp Fragmentes amplifizenden.

Bei der Auswertung der Ergebnisse der stark fawdménderten Leichen zeigte sich, dass
Rippenknochen fur eine STR-Analyse weniger geeigimet als Organproben (Niere, Leber).
Dies lasst sich anhand der geringeren Zellzahl modken gegenuber Organen erklaren. In
der Bestimmung der mitochondrialen DNA konnte keignifikanter Unterschied zwischen
Rippen- und Organproben festgestellt werden. Bai stark faulnisveranderten Leichen wird
vorrangig die Entnahme eines Knochens mit eineergihDichte empfohlen, da die DNA in
diesen besser vor Degradation geschuitzt ist.

Als Ergebnis dieser Arbeit lasst sich zusammenfgssass der Einsatz von mitochondrialen
SNPs -in der Forensik und bei historischen Prodenzur Zeit sensibelste Methode darstellt,

um aus stark degradierten Proben DNA zu ampliizier
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9 Summary

This study shows that it is possible to amplify DNAm strongly degraded historical and
forensic samples by using established methods dsawea newly developed SNP-analysis
and a modified extraction method. The study’s naams were achieved successfully.

The first part deals with the establishment of &H@r detecting mitochondrial SNPs, which
enables the classification of haplogroups. Furtloeema SNP-analysis was developed to
differentiatebetween the Haplogroup H subgroups. This Haplogrstipe most common one
in Europe. With the used primer sequences (puldishditerature), modified concentrations
as well as a changed PCR-protocol a detection ih&00 fg could be accomplished after
capillary electrophoresis with an ABI Prism 310.eTprimer functionality was verified with
the use of DNA samples containing known haplogrodgerwards the new method was
applied on forensic routine samples that had faitedieliver STR profiles. By using the
newly developed SNP-PCR, a classification into bggmups was possible in most cases.

In the second part of this study an improvementhef extraction method for historical
material was achieved by using a decalcificati@p stith EDTA and the adoption of a silica
based extraction kit. Using bleach it was possitdesuccessfully decontaminate bone
samples.

During the work on the historical cremains takeonfr five urn fields (Gremersdorf,
Suderbrarup, Sorup Il, Norderbrarup and Scharbduim) the pre-Roman-iron age and the
Imperial Roman Period, DNA was detected successiull13% of the samples by using
Duplex-PCR. However, 25 % of these samples shoepwbducible results. In some cases a
classification of the haplogroups was possible ith help of the new SNP-PCR and most
samples did not match with the haplotype of thes@emorking with the samples. Altogether,
three possible DNA-sources for the DNA-yield of thistorical cremains may exist: a) lab-
contaminations which can never be completely exaduelven in case of DNA-free negative
controls; b) DNA-damages which lead to base misipoations and false interpretation of
the results; and c) authentic DNA which is explaieaby the lower level of burning.

The examinations of modern forensic fire deathscaté that only sometimes DNA can be
detected in severely burned bones. Furthermorg, asimall number of reproducible DNA-
results was achieved in historical cremains, jikstih the examination of the severely burned
bones of the forensic fire deaths. On the basithe$e results, it becomes clear that the

amplified DNA is authentic in some historical creng especially in cases where bone
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samples from the same urn show the same resulesefbne it is important to take several
samples from the same urn.

The analysis of bone material from modern foreriisee deaths showing different burning
levels indicates furthermore that the charactedsaby conventional STR-analysis is also
possible in black-burned bones depending on indalidourning conditions. In severely
(white or grey) burned bones, only the detectiommatbchondrial DNA was possible. This
DNA was successfully characterized by sequencing &20 basepair fragment or SNP-
analysis.

The examination of highly putrefied bodies proveattrib bones are less appropriate for
STR-analysis than organ samples like kidney orlivais can be explained by the lower cell
number in bones compared to organs. No signifiadifference was observed for the
mitochondrial DNA in rip or organ samples.

In highly putrefied bodies it is better to analysbone with a higher density due to the better
protection of the DNA against degradation.

In conclusion, this study shows that the analy$isnbochondrial SNPs in forensics and in
historical remains is currently the most sensitivethod at this time to amplify DNA from

high degraded samples.
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10 Anhang

10.1 Auflistung der untersuchten Urnen

Tab. Al: Ubersicht tiber die bearbeiteten Urnen auslen jeweiligen Graberfeldern.
Die Urnen aus Siderbrarup sind in Tab A2 widergegeb Urnen waren noch nicht gedffnet

Gremersdorf Sorup I Norderbrarup Scharbeutz
410 160 18 249
411 81 30 162*
202 96 34 201
203 162a 40 172*
208 162b 43 248*
406 38
378 133*

173*
156
269*
192
231
171
185

Tab. A2: Ausgewdhlte Ergebnisse infolge der anthrapogischen Bearbeitung von Leichenbrédnden aus
Suderbrarup, die auch in dieser Arbeit untersucht warden [aus: Wahl 1988].

Grabnummer | Gewicht (ing) | FragmentgréRe Kb(riﬁeérr;ghe Alter Geschlecht
156a 250 klein-(mittel) - spatadultus Q
291 1075 klein 163,7 maturus Q
356 350 klein/mittel - senilis Q
648 265 klein - adultus oder alter  eher?
671 525 Klein - Spafuyenis- 0
725 185 se(hkrlelfilr?)in B - juvenis oder alter eher?
729 225 (klein)-mittel - adultus oder &lter Q
765 245 klein 161,4 maturus-senilis Q
809 930 (klein)-mittel 154,4 frihadultus Q

10.2 Systematische Einordnung von Hydra

Reich: Eukaryota,Unterreich: Metazoa,Stamm: Cnidaria,Klasse: Hydrozoa,Ordnung:

Hydroida,Unterordnung: CapitatafFamilie: Hydridae
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10.3 Gerate und Materialien

Probenvorbereitung und DNA-Extraktion

= Brutschrank Incubat, MELAG

= DNA-Workstation UV-Cleaner UVC/T-M-AR, KISKER
= Kugelschwingmiihle MM200, RETSCH

= Waage SAC62, SCALTEC

=  Thermomixer comfort mit 1,5 ml Thermoblock, EPPENRI©O
= Tischzentrifuge 5415C, EPPENDORF

= Vortex Geni€ 2™, SCIENTIFIC INDUSTRIES INC.

= Invisorb® Gyrator, INVITEK

= Gefrierbeutel 1L, RUBIN

= Einmalskalpell, FEATHER

=  Gummihammer

= Mundschutz, HARTMANN

= Zahnbirste, PERLODENT

Agarose-Gelelektrophorese

= Horizontale Gelelektrophorese-Einheit MIDI, ROTH
= Gelkammer Horizon 11-14, GIBCO BRL

=  Gelkammer Horizon 58, GIBCO BRL

= Electrophoresis Power Supply ST 304, GIBCO BRL
= Microwave 800, SEVERIN

*» Gel Doc EQ, BIORAD

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

= Glasplatten
= GelBond-PAG Tréagerfolie, BIOZYM
= Magnetrihrer IKAMAG RH, Janke & Kunkel

= Multiphor II Electrophoresis System, horizontale G®&Kammer, PHARMACIA
BIOTECH

» Kuhlgerat Multitemp 11, PHARMACIA BIOTECH

= Electrophoresis Power Supply ST304, GIBCO BRL

= Schittler GFL Type 3015, Gesellschaft fur LabortektmbH
= Sample Appl Piece, PHARMACIA BIOTECH

= Elektrodenstreifen

* Gel DOC EQ, BIO-RAD

= Kopierfolie, PELIKAN

= durchsichtiges Klebeband, TESA
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PCR

7300 Real Time PCR System, APPLIED BIOSYSTEMS
DNA-Workstation UV-Cleaner UVC/T-M, KISKER

Termocycler GeneAnfpPCR System 2700, APPLIED BIOSYSTEMS
Vortex Genie 2, SCIENTIFIC INDUSTRIES INC.

Microzentrifuge, ROTH

Zentrifuge (fur Platten) LMC-3000, KISKER

Thermofast96 Detection Plate, ABGENE

Optical Adhesive Cover Folie, APPLIE BIOSYSTEMS

Fragmentanalyse

ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer, APPLIED BIOSYSTEMS
GeneScaf Analysis Software Version 3.1.2, APPLIED BIOSYSTEM
Sequencing Analysis Software Version 3.4.1, APPLEEDSYSTEMS
Genetic Analyzer Sample Tubes 0,5 ml, APPLIED BIGIEMS
Genetic Analyzer Septa, APPLIED BIOSYSTEMS

10.4 Reagenzien und Chemikalien

ABI PRISM® SNaPshdt Multiplex Kit, APPLIED BIOSYSTEMS
ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, RBED BIOSYSTEMS
Acrylamid/Bisacylamid-Fertiglosung (Rothiphoresedel(19:1)), ROTH
Agarose LE, BIOZYM

Ameisensaure, MERCK

AmpF(STR® Identifiler® Multiplex Kit, APPLIED BIOSYSTEMS
AmpliTaq Gold Polymerase, APPLIED BIOSYSTEMS
Ammoniumpersulfat (APS) 10 %, SERVA

Aqua bidest, HO HPLC analyzed, J.T. BAKER

Bleiche (DanKlorix von COLGATE-PALMOLIVE)

Borsaure, MERCK

Bromphenolblau, MERCK

Dimethylsulfoxide (DMSO), Q-BIO GENE

DNA-Exitus Plus™, AppliChem

dNTP Mix, 2,5 mM each, BIOLINE

Dye Ex Kit, QIAGEN

EDTA (Ethylendiaminotetraacetat), 0,5 M, pH 8, ROTH
Essigsaure 100 % (verdunnt auf 10%), ROTH

Ethanol absolut, J.T.Baker

Ethanol vergallt (99 % Ethanol und 1 % PetrolathBijfa
Ethidium Bromide Solution (10mg/ml), INVITROGEN
Ex0oSAP-IT°, USB CORPORATION

163



ANHANG

Ficol 400, SIGMA

Formamid Hi-Di, APPLIED BIOSYSTEMS

Formaldehyd 37% (bendtigt 0,04 %)

GeneScal' — 500 LiZ" Size Standard, APPLIED BIOSYSTEMS
GeneScal' — 500 RoX" Size Standard, APPLIED BIOSYSTEMS
GeneScal' — 120 LiZ" Size Standard, APPLIED BIOSYSTEMS
Glycerin 100 % (verdinnt auf 10 %), MERCK

Hyperladdef I, IV, V; BIOLINE

ImmoBuffer 10x, BIOLINE

Immolasé" DNA Polymerase, BIOLINE

Internal Lane Standard 600, PROMEGA

Invisorb Spin PCrapid Kit, INVITEK

Invisorb® Forensic Kit I, INVITEK

Invisorb® Spin Forensic Kit I, INVITEK

Invisorb® Spin Tissue Mini Kit, INVITEK

Magnesiumchlorit 50 mM, BIOLINE

MinElute® PCR Purification Kit, QIAGEN

Natriumcarbonat, MERCK

Powerplex ES Multiplex Kit, PROMEGA

Proteinase K, BIOLINE

QIAquick® Nucleotide Removal Kit, QIAGEN

Quantifiler Human DNA Quantification Kit, APPLIEDIBSYSTEMS
Salpetersaure 65 % (verdunnt auf 1 %), ROTH

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), PROMEGA

Silbernitrate, MERCK

Tetramethylethylenediamine (TEMED), SERVA
Tetramethylethylendiamin (TMAC), SIGMA

Tris (Trishydroxymethylaminomethan, SERVA

Xylencyanol, FLUKA

Zelllinie: Standard: Human Genomic DNA: Female 232g/ml, PROMEGA

Ansatze der Losungen und Reagenzien

Entwicklerléosung fur Silberfarbung: Natriumcarbon@&28 M) und Formaldehyd
(0,04%)

Ladepuffer fir Agarosegele: in 100 ml sind 0,25 $6rBphenolblau, 0,25 % Xylene-

Cyanol, 25 % Ficoll 400

Ladepuffer fur Elektrodenstrips: TB-Puffer (0,5 Mig, 0,28 M Borséaure, 0,5 %

Bromphenolblau)

Puffer fir Agarosegele: TBE-Puffer 5x (270 g TR1S7,5 g Borséure, 100 ml 0,5 M

EDTA, pH 8)
Silbernitratldsung 3% mit destilliertem Wasser 200 ml auffullen
Tris-Formiat (0,5 M Tris, 0,12 M Ameisenséure)
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10.5 getestete Primerkonzentrationen wahrend déx-Btidblierung

Tab. A3: Qualitat der Signale in Abhangigkeit der Rimer.
In der 2.Spalte sind zuerst die Konzentrationen Aemplifikations-PCR und dann der SNaPshot-PCR

angegeben.
Konzentration . . . Lauf mit Extensionsprimern

SNP in UM Lauf mit Extensionsprimern von Roth (HPLC aufgereinigt) vcr))n Biomers
7028 0,25/0,15 Peak ist grold und lauft gut

3010 0,15/0,15 Peak ist grold und lauft gut

4769 0,15/0,25 Peak hat 2 Spitzen sonst gut Péakarbdurchschlag
4793 0,15/0,4 Unruhiger Lauf mit deutlichem Peak

6776 0,15/0,3 sehr unruhiger Lauf mit deutlicheeak Sehr grol3er Peak

3915 0,15/0,2 sehr unruhiger Lauf mit riesigeakPe| sehr unruhiger Lauf mit riesigen Pe
3936 0,15/0,2 Relativ kleiner Peak

3992 0,15/0,3 Relativ kleiner Peak mit unruhigeamf Deutlicher Peak

456 0,3/0,25 deutlicher Peak mit Farbdurchschiéage

4336 0,25/0,15 deutlicher Peak

3591 0,15/0,2 Relativ kleiner Peak mit 3 Spitzen schoner Peak mit einer Spitze
14470 0,3/0,25 Deutlicher Peak

8448 0,3/04 Deutlicher Peak mit unruhigem Lauf
13680 0,15/0,2 Deutlicher Peak mit unruhigem Lauf
. . Deutlicher Peak mit groRem

7645 0,2/0,3 Kleiner Peak mit groRem Farbdurdasgh Farbdurchsclag

6253 0,15/0,2 Deutlicher Peak

Tab. A4: Zweite SNP-Zusammenstellung mit zwei untexchiedlichen Konzentrationsansatzen.
1: Konzentration erhéht},: Konzentration verringert. Kein Pfeil: Konzentatiblieb gleich analog zur Tabelle

A3.
1. Versuch 2. Versuch
Multi- Konz. : Konz. .
plex SNP Amplifikations- Kon_z. Ex;ensmns- Amplifikations- Kon_z. Ex'FenS|ons-
. : primer in uM . . primer in pM
primer in yuM primer in pM

7028 0,25 0,15 0,25 0,15
3010 0,15 0,15 0,1 0,15
3915 0,15 0,13 0,15 0,015
3936 0,3 0,41

A 3992 0,4 0,4
4336 0,3t 0,31 0,41 0,41
6776 0,15 0,3 0,1} 0,15}
6253 0,15 0,13 0,15 0,15
8448 0,3 0,3 0,3 0,3
3591 0,2t 0,31 0,2 0,3
13680 0,15 0,2 0,15 0,2
14470 0,3 04 0,3 0,4

B 456 0,3 0,3 0,3 0,3
7645 0,3t 0,41 0,41 0,51
4769 0,15 0,25 0,1 0,2]
4793 0,25 0%
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Tab. A5: Konzentrationsdnderungen in den beiden Muiplex-PCRs nach der vierten Umstellung der
Primer.

Wenn kein Eintrag vorhanden ist, haben sich dieZ€atrationen gegenuber Tab. A4 nicht verandertddn
Spalte 5. Versuch sind alle endgiiltigen Konzermirmin angegeben. Der erste Werte entspricht der
Konzentration fir die Amplifikationsprimer und deweite Wert fiir die Extensionsprimer. Konzentration

erhoht,| Konzentration gesenkt

Multi- SNP 3. Versuch 4., Versuch 5. Versuch
plex Konz. in pM Konz. in uyM Konz. in yM
7028 0,31/0,3% 0,41/0,57
3010 0,1/0,15
3915 0,1 /0,15] 0,01, /0,01] 0,01/0,01
A 4769 0,1/0,2
6253 0,15/0,15
8448 0,41/0,51
4336 0,51/0,5% 0,51/0,57
14470 0,4 /0,41 0,51/0,51 0,61/0,61
3591 0,2/0,3
13680 0,21 /0,31 0,2/0,3
6776 0,01, /0,01] 0,11/0,157
B 456 0,41/0,41 0,51/0,57
3992 0,31/0,5% 0,3/0,5
3936 0,3t/0,5% 0,3/0,5
4793 0,1/0,5
7645 0,51/0,5 0,5/0,5

Tab. A6: Angegeben sind die ausprobierten Konzenttéonen in uM fir die Amplifikations-PCR wéhrend
der Etablierung der SNP-Analyse flr die westeuropd&chen Haplogruppen.

SNP 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 4. Versuch 5ekéuch
1719 0,1 0,005 0,005 0,005 0,02
8251 0,125 0,005 0,05 0,05 0,4
8697 0,075 0,005 0,05 0,01 0,2
12372 0,05 0,005 0,005 0,005 0,02
13708 0,05 0,005 0,005 0,005 0,02
14766+14798 0,1 0,005 0,05 0,01 0,024

15904 0,075 0,005 0,005 0,005 0,01
7028 - - - 0,4 0,4
3010 - - - 0,1 0,1
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Tab. A7: Angegeben sind die ausprobierten Konzenttéionen in uM fur die SNaPshot-PCRwahrend der

Etablierung der SNP-Analyse fir die westeuropéischeHaplogruppen.

SNP 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 4. Versuch Bersuch
1719 0,2 0,02 0,02 0,02 0,03
8251 0,2 0,02 0,2 0,2 0,05
8697 0,2 0,02 0,2 0,02 0,05
12372 0,2 0,02 0,02 0,02 0,02
13708 0,2 0,02 0,02 0,02 0,02
14766 0,2 0,02 0,2 0,02 0,0714
14798 0,2 0,02 0,2 0,02 0,0714
15904 0,2 0,02 0,02 0,02 0,02
7028 - - - 0,5 0,5
3010 - - - 0,15 0,3
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11 Abktrzungen
A Adenin
Abb. Abbildung
aDNA ancient Desoxyribonucleinacid
bp Basenpaare
bzw. Beziehungsweise
C Cytosin
ca. circa
CCD-Kamera Charge-Coupled Device Kamera
Chr. Christus
cm Zentimeter
ct cycle threshold
d.h. das heil3t
D-Loop Displacement Loop
DNA Desoxyribonucleinacid
dNTPs Desoxynukleotid-Triphosphat
ddATP Didesoxyadenin-Triphosphat
ddGTP Didesoxyguanin-Triphosphat
ddNTPs Didesoxynukleotid-Triphosphat
et al. et alii / et aliae
fg Femtogramm
g Gramm
Guanin
h Stunde
HV hypervariable Region
J Jahre
kb Kilobase
M Molaritat
mA Milliampere
min Minute
ml Milliliter
mM Millimol
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mod.
mt
mtDNA

Hg

MM
nm
NDNA
ng
PAGE
PCR

P9
pmol

Pub.-Nr.

rfu

sek
SNP
STR

Tab
u.a.
u.a.
upm
uv

z.B.
°C
%

modifiziert

mitochondriale
mitochondriale DNA
Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol

Nanometer

nukledre DNA
Nanogramm
Polyacrylamidgel
Polymerasekettenreaktion
Pikogramm

Pikomol
Publikationsnummer
relative Fluoreszenzeinheiten
Seite

Sekunden

Single Nucleotide Polymorphism
Short Tandem Repeats
Thymin

Tabelle

unter anderem

und &hnliche
Umdrehungen pro Minute
ultra-violett

Volt

Watt

zum Beispiel

Grad Celsius

Prozent
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