Aus dem Institut fiir klinische Chemie
(Direktor: Prof. Dr. med. Ralf Junker)
im Universititsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel

an der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

ENTWICKLUNG EINER MULTIPLEX-PCR
ZUM NACHWEIS AUSGEWAHLTER EUROPAISCHER
NUTZTIERE IN DER FORENSISCHEN GENETIK

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Medizinischen Fakultit

der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel

vorgelegt von

VERA HANNA HESSLING

aus Bocholt

Kiel 2016



1. Berichterstatter: Prof. Dr. Ralf Junker
2. Berichterstatter: Prof. Dr. Almut Nebel
Tag der miindlichen Priifung: 21.09.2017
zum Druck genehmigt, Kiel, den 26.06.2017

gez.:

Prof. Dr. rer. nat. Burkhard Brandt



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INhaltSVErZeiChIIS c.cucccueeiiiiiiuiriieistinniecstinseenteestecsntssaessseessesssnssssssssessssesssnssssssssassssesssasssassns I
1 EINICIEUNG «oueeeeeeriiinriiinnininiensnicssnnicssssicsssssssssnessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssssnsssses 1
1.1 FOrensisChe GENELIK .......cc.eiiuiiiiiiiiiiiesiteieetee ettt st s 1
1.2 DesoXyribONUKICINSAULE .......cccueeiiieiiieiieiieeit ettt sttt eteesiaeenbeeeenes 2
1.2.1 Aufbau der nukledren DNA ........cccoiiiiiiiiii e 2
1.2.2 Short Tandem RePEatS .........ceeviiiiiiiiiiiiiecie ettt 4
1.3 Der Nachweis von DNA tierischen Ursprungs in der Forensischen Genetik .................. 4
1.3.1 Praktische Relevanz der Speziesidentifikation ............ccoeeveviienieniiienieniecieee, 4
1.3.2 Methoden zur SpeziesidentifiZIErung ...........ccceeeveeiierieeniienieeie e 5
1.3.2.1 Serologische und immunologische Methoden ............ccccoccveviiiiiiinieniieinee. 6
1.3.2.2 Genetische Nachweismethoden ............cocooeviniiniiiinieniiiecccceee 8
2 ZICISCEZUNG ..cuueeeenneriisnressnrcssnrcssnsncssssscsssssssssesssssssssssossssssssssssssssssssssesssssssssssssssssosssssossssssses 10
3 Material und Methoden ........uceieieennueineecseensenisnensnesssessnessseessassssesssnssssessssssssesssassssesssane 12
3oL MALETIAL ..ttt ettt sttt et 12
3.1.1 AuSEeWAKILE TICTAItEN ... .eeuiiiiieiieeiieeie ettt ettt e eseaeeseea 12
3.1.2 Probenmaterial .........cc.eoiiriiiiiiiiiieieciieneee et 12
3.1.2.1 KONtrolIProDeN .....ocuviiiiieiiieiie ettt 12
3.1.2.2 LebenSMItte].....c.eeiiriiiiiieiiieiceieeiee e 13
3123 THEIHULLET ..ottt sttt ettt sttt 14
3.1.2.4 Mageninhalt ..........ccooiiiiiiiiiiieiee e e 14
Bl 2.5 AT ettt et ettt 15
3.1.2.6 Proben aus der forensischen Praxis.........ccoccoveeverienenienieneiienieneneeseeene 15
3.2 DINA-EXITAKIION ..ttt ettt sttt ettt b e st sae et sanenees 16
3.2.1 Semiautomatische DNA-EXtraktion ...........cccecueeviieriieiiieiieeiiesie e 16
3.2.2 Manuelle DNA-EXIraKtiON .......coeeviiriirieiiiienieeieeiesieesee sttt 19
3.3 Uberpriifung der DNA-Qualitit und -QUantitit ...............c.ocovevevveeerererereeeeeeeseeeenennns 20
3.3.1 Agarosegelelektrophorese. ... ..ccooviiiiieriiiiieie e 20
3.3.2 DensitometriSChe AUSWETTUNG ........cccuieriiieiieiieeieeeiie et eiteeiee e eaeeseaeeseesereesaens 22
3.4 Speziesspezifische STR-Analyse mittels Polymerase-Kettenreaktion........................... 23
3.4.1 Prinzip der Polymerasen-Kettenreaktion .............ccecveevieerieeriienieeniienieeeeeie e 23
3.4.2 Auswahl speziesspezifischer Primer............cccceeviiiiieiieiiiciiecie e 24
3.4.3 SIinGIePleX —PCR ......ooiiiiiieie ettt 27



344 MUIPLEX-PCR ... s e eeeeeeseeeseseeeeeeeesesseeeeseeesesssesseessessseeeeseeseesseees 28

3.4.4.1T ,MeatPIEX™ ..oiiiiieiieee et ettt e naeenne 28
3442 JHOISE-PLEX ..ottt e e e e e 30

3.5. Fragmentliangenanalyse mittels Kapillarelektrophorese.............cccoevieriiieniieniieniiennnne. 31
3.5.1 Prinzip der KapillareleKtrophorese ............ceeviieiiieriieiieiieeiiece e 31
3.5.2 DUIChTURITUNG ......iiiiiiiii ettt et e e e eesae 31
3.5.3 AUSWEITUNG ...coenitieiiiie ettt ettt ettt e e st e et e et e et e e st e e sabteesabeeesabeeesaseesnnseeens 32

4 EXZEDIISSE ccccveriirrnriissnnisssrnessercssssncsssssossssssssssesssssesssssossssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssnsssses 36
4.1 Auswahl der untersuchten TIETSPEZIES ........cecuereruieriiieiiieiiieiieeie ettt see e 36
4.2 Einfluss der Extraktionsmethode..........cocueviiiiiiiiniiniiieniecieeeeeeeeeee e 36
4.2.1 DNA-Quantitdt und -QUalitat ............ccooviiiiiiiieiiie e 36
4.2.2 Aufwand und KOSEEN .......cc.eeiuiiiiiiiiiiieceiceeee et 38

4.3 Speziesidentifizierung mittels PCR .........ccccooiiiiiiiiiiicie e 39
4.3.1 Spezifitit der MultipleX-PCR .........cccoiiiiiiiiiiiieieee e 39
4.3.2 Nachweisgrenzen der MultipleX-PCR ...........cccooiiiiiiiiiiiiiieeece e 43
4.3.3 Optimierung der MultipleX-PCR ..........cccooiiiiiiiiiieiieeeeee e 45
4.3.3.1 PCR-BedINGUNZEN ....cccvieiieiiiieiieiieeciee ettt ettt ettt e e e s 45
4.3.3.2 Halbierung des PCR-ANSALZES .........ceouieiiieiieniieiieeieeiteeee et 46

4.3.4 Uberpriifung der DNA-Proben auf PCR-Inhibitoren...............ccccovvvevevevveeneneennn. 47
4.4 Einsatz der etablierten Methode ...........cocoviiiiiiiiiiieniiieiceeeteeee e 48
4.4.1 Speziesbestimmung aus Fleisch- und Wurstwaren.............ccccoveveenieniiienienieennnns 49

4.4.1.1 Verifizierung durch die pferdespezifische Analyse:

die L HOTSE-PIEX “-PCR ...ccooeeeiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeees 53

4.4.1.2 Bestimmung des Mischungsverhéltnisses in Fleischwaren ........................... 55
4.4.2 Speziesbestimmung in TIerfUtter.........ccceeriieiiiiriieiiee e 58
4.4.3 Tierische Speisereste im Mageninhalt............c.coocoviiiriiiiiiiniiiiieceeee 59
4.4.4 Forensische Anwendungsbeispiele...........cccueeviieniiiiiiniiiiieiiecie e 61
4.4.4.1 Organfund im Wald..........cceeoiiiiiiiiiiiiei e 61
4.4.4.2 Bolus eines Todesopfers durch Verschlucken ............cccccoeeiiiiiiiiininniinnen. 62

II



Inhaltsverzeichnis

S DISKUSSION «eueeeueiiniiiinnsnensnnisnensnncsaenssnssssesssancssessssssssesssassssessssssssassssssssassssesssssssassssasssessaass 63
5.1 Stellenwert der ausgeWahIten SPEZIES........eevuiiriieriieiiieiie ettt 63
5.2 Einflussfaktoren auf die Speziesanalyse des Probenmaterials ...........ccocceverienieniennenne. 64

5.2.1 Fiir Kontrollproben geeignetes GEWEDE ..........cccveevvieriieriieniiiiiieeieeee e 64
5.2.2 Einfluss der Lebensmittelverarbeitung auf die Anwendung der
MUILIPIEX-PCR ..ottt et et 65
5.2.3 Anwendung der Multiplex-PCR auf Tierfutterproben..........c.ccoccevvveveevenienennene. 65
5.2.4 Einfluss des Magenmileus auf die Speziesidentifizierung .............ccccceeeveeruvennnenne. 66
5.2.5 LederprobenspezifiZIertng ...........ccccueeruieriieriienieeniieeieeiee e eiee e eieesnaeesee e e 67
5.2.6 Forensische ANWeNAUNG...........ccoiiiiiiiiiiiiieiiecie ettt 68
5.3 Qualitative und quantitative Unterschiede des Probenmaterials.............ccceevveeniiennnnnne. 68
5.3.1 Methoden der QUantifiZierung...........cccveriieriieriieiieeie et 68
5.3.2 Einfluss der Gewebeart und der Verarbeitung............ccecceeveiieniiniiinienieciieee, 70
5.3.3 Einfluss der Extraktionsmethode............cooerieniiiiiniiniiiiiieeeeceeeee 71
5.4 Nachweis européischer Nutztiere mittels Multiplex-PCR ...........cccooovvriiiiniiiiiiniene, 71
5.4.1 PCRAINNIDITOTEN.....couiiiiiiieieciiesieeeee et st 71
5.4.2 PrMETSPEZITTLAL ...c..vieutiiiieeiiecie ettt ettt ettt et e e et e s ate b e ssaeensaeenaeenne 72
5.4.3 Die Methodik im Vergleich ..........coociiiiiiiiiiiiiieiece e 73
5.4.4 AnwendungsSPeKIITM .......c.eeeiiiriiiiiieiie ettt ettt e e e enee 74

6 ZuSaMMENTASSUNG .cueeeerurriisrnrenssnnessnncsssncssssicssssesssssesssssesssssssssssssssssesssssssssssssssssossssssssnsssses 75

T AUSDIICK uceveeriiniiiisiicniiennicninesssecssisnsssncssssnssssesssssesssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssassssssassss 77

LiteraturverzZeiChniS . eeeeineciiiniinninenieenininsnnnsnenneensnessecsssessessssessssssssessssssssssssassssesssane 79
Artikel- und BuChqQUEILEn ..........c.cooiiiiiiiiiciieece e 79
INEETNEIQUEIIEN ... ettt e et e st e e teesabeenbeesnneeneens 83

ANNANG couvviiinriininiinsniissnicsssnicsssnisssssesssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssessssssssnsses 85
Anhang A: AbKUIrzungsverzeiChnis. ........c.oooviiiiiiiiiiiie e 85
Anhang B: AbbildungsverzeiChnis..........c.coouieiiiiiiiiiiiciieie e 87
Anhang C: TabellenVerzeiChnis ...........cccueeiiieriieiieiieeieece e 93

III



Anhang D: Weitere Abbildungen und Tabellen.........c.cccoceeviiiiniiiininiiiinieceeee 95

D.1 Extraktionsmethoden im Vergleich ...........coooueeeiiiiiiiiiniiiiieecieeeee e 95

D.2 Speziesnachweis mittels entwickelter Multiplex-PCR .........cccccoceviniiniininncnnene. 96

D.3 Anwendungsbeispiele ........c.oooiiiiiiiiiiiieiecee e 102
D.3.1 Untersuchung von Fleischproben von Frischetheken ...........cccccocovinininnnin. 102

D.3.2 Untersuchung von Fleischproben aus Fertiggerichten.............ccccccvevvvenennnee. 108

D.3.3 MageninhaltsunterSuChungen............ccccceevieeiiienieeiiieieeeee e 113

Anhang E: GerateverZeiChnis .......cocueviiiiieiiriiiiiesteece et 125
Anhang F: Softwareverzeichnis ...........coeecirieriiiiiieieeesesecetee s 126
Angang G: VerbrauchSmaterialien ..........ccceviiriiiiiriiniiiienieeeteeee e 127
DANKSAGUNG....cuuuiiiirriiinriniricssniessnicssssisssstessssnesssssesssssssssssossssssssssssssssssssssssssssesssssessnssossnsses 129
LeDenSIauS ......cueoiiieiieiinieinninicententeeenesnesesnessessssessessssssesssssssssssssssssssssassasssassns 130

1Y%



1 Einleitung

1.1 Forensische Genetik

Als Teilgebiet der Rechtsmedizin gewinnt die Forensische Genetik immer stirker an Be-
deutung. Mit Hilfe sich stindig weiterentwickelnder Methoden zur Untersuchung von Erbin-
formationen konnen vielzdhlige forensische Fragestellungen aufgeklirt werden.

Grundlage fiir diese Entwicklung bildete die Beschreibung hochvariabler, nicht genspezifi-
scher Loci im menschlichen Genom durch Wyman und White im Jahre 1980 (Wyman und
White, 1980). Diese interindividuellen Unterschiede der Basenabfolgen derselben Genab-
schnitte fiihrten in den folgenden Jahren zur Entdeckung des Restriktionsfragmentldngenpo-
lymorphismus (RFLP) (Jeffreys, Wilson et al., 1985). Alec Jeffreys definierte darauf aufbau-
end im Jahre 1985 den Begriff des ,,genetischen Fingerabdrucks* (Jeffreys, Brookfield et al.,
1985).

Durch gelelektrophoretische Auswertung polymorpher Genloci konnte die Identifikation
oder der Ausschluss von Taterschaften bei forensischen Fragestellungen erfolgen (Gill et al.,
1985). Bereits im Jahre 1987 wurde die RFLP-Analyse zur Aufkldrung einer Serie von Sexu-
al- und T6tungsdelikten in Leicester erstmals erfolgreich angewendet (Der Spiegel, 1987).

Diese Entdeckung revolutionierte, gemeinsam mit der im darauffolgenden Jahr von Mullis
entdeckten Methode zur Vervielfiltigung minimaler DNA-Spuren in auswertbare Menge mit-
tels Polymerase-Kettenreaktion (engl.: PCR) (Mullis und Faloona, 1987), die Forensische
Genetik (Jeffreys, Brookfield et al., 1985).

Seitdem beschiftigt sich diese mit der Identifizierung von Individuen, die beispielsweise
durch mechanische Einwirkung, wie bei Bombenanschldgen oder Naturkatastrophen, durch
Erdbeben oder Verkehrsungliicke morphologisch nicht mehr zugeordnet werden koénnen.
Auch die Identifikation faulnisbedingt verdnderter Leichen ist ein hdufiges forensisches Prob-
lem, welches mittels Abgleich genetischer Profile aufgeklirt werden kann (Schwark, Heinrich
und von Wurmb-Schwark, 2011). Biologische Proben vielfdltiger Art, seien es Organfunde
ungeklarter Herkunft, Hautschuppen, Haare, Blut- oder Schleimhautzellen am Tatort, konnen
einem Individuum wie dem mutmaBlichen Téter zugeordnet werden und wichtige Hinweise

auf den Tathergang bergen.



Ein weiterer Aspekt genetisch forensischer Untersuchungen sind Abstammungsanalysen,
die héufig zur Bestétigung verschiedener Herkunftsszenarien durchgefiihrt werden.

Dabei werden in der Routine zum groBen Teil Proben humanen Ursprungs untersucht.
Dennoch riicken Untersuchungsmaterialien tierischer Genese vermehrt in den Fokus forensi-
scher Fragestellungen, wodurch die Analyse tierischen Materials immer mehr an Bedeutung
gewinnt. Dieser Aspekt steht im Vordergrund der vorliegenden Arbeit und wird im Verlauf

nidher betrachtet.

1.2 Desoxyribonukleinsiure

Die Desoxyribonukleinsdure, aus dem Englischen deoxyribonucleic acid (kurz: DNA), be-
findet sich im Zellkern einer jeden kernhaltigen Korperzelle. Jede Zelle enthélt identische
DNA-Kopien, wobei die Expression der Proteine sich nach der spezifischen Funktion und

dem Bedarf der entsprechenden Zelle richtet.

1.2.1 Aufbau der nukleiren DNA

Die DNA ist der Trdger der Erbinformationen, die von einer Generation auf die néchste
Folgegeneration iibertragen wird. Im Zellkern von Sdugetieren liegt die DNA in Form
geschlechtsunabhéngiger Autosomen und geschlechtsspezifischer Gonosomen vor.

Seitdem Richard Roberts und Philip Sharp in den 1970er Jahren den diskontinuierlichen
Aufbau des Erbguts erkannt hatten - wofiir sie 1993 den Nobelpreis fiir Medizin erlangten
(Nobel Media AB, 2014) - wird zwischen den kodierenden DNA-Sequenzen, den Exons, und
den nicht-kodierenden Bereichen, den Introns, unterschieden (Hoefer, 1993). Untersuchungen
des Humangenomprojektes fithrten zur Erkenntnis, dass das menschliche Genom zu weniger
als zwei Prozent aus kodierenden und wenig variierenden Exons besteht, die den Phénotyp
determinieren (Venter et al., 2001). Der {ibrige Anteil des Genoms ist fiir die Merkmalsaus-
pragung kaum von Relevanz.

Auf molekularer Ebene betrachtet, bildet die DNA eine rechtsgéngig verdrillte Doppelhe-
lix, die aus Nukleotiden zusammengesetzt ist (Watson und Crick, 1953). Jedes Nukleotid be-
steht dabei aus einem Zuckermolekiil (Desoxyribose) und einer Phosphatgruppe, die durch
eine
Esterbindung miteinander verkniipft sind. Der dritte Bestandteil des Nukleotids ist eine Purin-
oder eine Pyrimidinbase, die durch eine N-glykosidische Bindung (Stickstoffbriicke) an das
erste Kohlenstoffatom der Desoxyribose bindet. Die Einheit aus Pentose und Base wird als

Nukleosid bezeichnet. Phosphodiesterbindungen verbinden die Nukleotide untereinander,



1 Einleitung

indem die Hydroxygruppe des Zuckers an das Phosphat des nebenliegenden Nukleotids bin-
det.

Zwei kovalent stabilisierte Polynukleotidstringe verbinden sich durch nicht-kovalente
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen ihren komplementéren Nukleinbasen zu einer antipa-
rallelen Doppelhelix. Das 5’-Phosphatende und 3’-Hydroxylende stehen also in entgegenge-
setzter Orientierung zueinander. Dabei verhalten sich die Basen Adenin (A) und Thymin (T)
sowie Guanin (G) und Cytosin (C) komplementir zueinander und bilden je zwei oder drei

Wasserstoffbriickenbindungen aus (Stachman und Read, 2005).

L)

usbBunpuiquayonJg)joIsiassep)

Zucker- ) Zucker-
Phosphat Nukleotide Phosphat
. (Thymin, Adenin, Guanin, Cytosin)
Geriist Geriist

—

Abbildung 1: Schematische Darstellung des molekularen Aufbaus der DNA.

Dabei bildet die kovalente Verkettung von Zuckermolekiilen und Phosphatresten das Grundgeriist. Die am Zu-
cker gebundenen Basen sind untereinander durch nicht-kovalente Bindungen verkniipft und bilden so einen
Doppelstrang aus. (aus Modrow, 2014)



1.2.2 Short Tandem Repeats

Die Short Tandem Repeats (STRs), auch Mikrosatelliten genannt, sind aus 2-6 Basenpaa-
ren bestehende, annidhernd repetitive Sequenzen, die in den nicht-kodierenden Bereichen der
DNA lokalisiert sind. Sie machen nur etwa zehn Prozent des menschlichen Genoms aus
(Benson, 1999). Die sich wiederholende Basenabfolge fiihrt zu einer spezifischen Sekun-
dérstruktur der DNA, welche die Replikation, Reparatur und Rekombination stéren konnen
(Sinden und Wells, 1992). Dadurch weisen diese Loci eine besondere Anfilligkeit gegentiber
Mutationen auf, was gemeinsam mit ihrer fehlenden phénotypischen Relevanz eine Erklérung
fiir den Langenpolymorphismus und die leichte Variabilitdt der repetitiven Basensequenz sein
kann. Die Anzahl der Motivwiederholungen variiert stark und kann hundertfach vorkommen.
Im rechtsmedizinischen Alltag werden diese autosomal und auch gonosomal vererbten Lén-
genpolymorphismen genutzt, indem sie zur Unterscheidung und Identifikation von Individuen
eingesetzt werden (Kayser und de Knijff, 2011; Jeffreys, Brookfield et al., 1985). Dabei ist
der Trager der entsprechenden Erbinformation homozygot, wenn zwei identische Kopien des
Locus vorliegen. Heterozygote Tréger besitzen hingegen zwei unterschiedliche Kopien auf je

einem homologen Chromosom.

1.3 Der Nachweis von DNA tierischen Ursprungs in der
Forensischen Genetik

Die Forensische Genetik beschiftigt sich mit der Analyse biologischer Proben. Dazu ge-
hort nicht nur Material humanen Ursprungs, sondern auch tierischer Genese. Die Identifikati-
on beinhalteter Spezies kann zur Aufklidrung von Straftaten, Versicherungsangelegenheiten
oder in der Lebensmittelindustrie einen hohen Stellenwert einnehmen. Die gidngigsten Analy-

semethoden sind in diesem Abschnitt beschrieben.

1.3.1 Praktische Relevanz der Speziesidentifikation

Sir Alec Jeffreys Entdeckung des genetischen Finderabdrucks mittels der Untersuchung
der Restriktionsfragmentldngenpolymorphismen bildet bis heute die Grundlage genetisch fo-
rensischer Untersuchungen (Jeffreys, Wilson et al., 1985; Prinz et al., 2007). Derartige Analy-
sen humaner Proben wurden in der rechtsmedizinischen Praxis bis zur Etablierung der STR-
und PCR-Methodik routineméfBig zum Zweck der Abstammungsbestimmung sowie der Iden-
tifizierung von Tétern oder Opfern verwendet. Dabei kann die Zugehorigkeit der Proben be-

kannt oder unklar sein.
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Werden beispielsweise Proben am Tatort sichergestellt, so kann das Ergebnis der geneti-
schen Untersuchung Auskunft tiber den moglichen Tathergang geben. Ist die menschliche
Herkunft des Materials ausgeschlossen, kann die Identifikation beteiligter tierischer Spezies
wichtige Informationen {iber Hintergriinde und in Betracht zu ziehende Parteien bergen. Ins-
besondere bei Schuld- oder Versicherungsfragen beziiglich Unféllen im Straenverkehr, bei
Gewebsfunden oder nicht identifizierbaren verbrannten Material konnen landwirtschaftliche
Nutztiere beteiligt sein. (Miiller et al., 1999)

Auch in der Lebensmittelindustrie kann die Kenntnis der Spezies des verarbeiteten Tieres
von Interesse sein. Dies ist beispielsweise zur Kldrung der Umsténde einer Lebensmittelver-
giftung oder der Ubertragungsform einer Seuche unabdinglich. Insbesondere nach Aufkom-
men der durch Prionen hervorgerufenen Problematik der Bovinen spongiformen Enzephalo-
pathie (BSE) im Jahre 1986 in England, war die wahrheitsgetreue Deklarierung von Lebens-
mitteln oder der Nachweis von Tiermehl und tierischen Fetten in Tierfutter weltweit von gro-
Bem Interesse (Shinoda et al., 2011).

Von besonders aktueller Bedeutung ist die Aufdeckung vermehrt auftretender Téuschun-
gen der Verbraucher beziiglich des Alters, der Art und der Herkunft des ihnen verkauften
Fleisches (Topagrar online, 2014). So kamen beispielsweise im sogenannten ,,Pferdefleischs-
kandal®, der sich 2013 auf seinem Hohepunkt befand, europaiibergreifend falsche Deklaratio-
nen von Fleischprodukten an die Offentlichkeit. Die Aspekte der Verbrauchertiuschung be-
riihren auch ethische sowie religiose Glaubensproblematiken. So verbietet beispielsweise die
muslimische Religion den Verzehr von Schweinefleisch und fiir viele Menschen in (Nord-)
Europa stellt das Pferd eher ein Haus- als ein fiir den Verzehr gedachtes Nutztier dar. Nur
durch engmaschige Uberpriifung der Deklaration fleischhaltiger Produkte sowie mehr Trans-
parenz der Lebensmittelindustrie kann das geminderte Vertrauen der Verbraucher wiederer-

langt werden (Der Tagesspiegel, 2013).

1.3.2 Methoden zur Speziesidentifizierung

Es bestehen mehrere etablierte Methoden zur Identifizierung einer Spezies, die jeweils auf
unterschiedliche Ansitze beruhen. Die Wichtigsten werden im Folgenden in Kiirze beschrie-

ben.



1.3.2.1 Serologische und immunologische Methoden

Die Katalase- sowie die Peroxidaseaktivititspriifung des Hiamoglobins ermoglichen die
Identifizierung einer Probe als Blut (sogenannter Peroxtesmo-Test). Dabei beruht die Katala-
seaktivititspriifung auf Schaumbildung, die nach Zugabe einer Wasserstoffperoxidlosung
durch Sauerstofffreisetzung entsteht. Ein Peroxidaseaktivititstest ist positiv, wenn die im
Hamoglobin enthaltene Peroxidase zugefiihrtes Wasserstoffperoxid und Benzidin oder Leu-
komalachit zu einem blauen Endprodukt umwandelt (Forster und Ropohl, 1989; Penning,
2006).

Als weiterfithrende Methode ermdglicht es beispielsweise der OBTI-Test, den humanen
Ursprung des Blutes nachzuweisen oder auszuschlieBen (Penning, 2006). Das Reagenz des
OBTI-Tests enthilt rot markierte, durch Immunisierung von beispielsweise Mausen gewon-
nene Antikdrper gegen humanes Hamoglobin (hHDb). Ist in der zugefiihrten Probe humanes
Blut enthalten, so formen sich Immunkomplexe. An dem Teststreifen, auf den an vorgegebe-
ner Lokalisation das Proben-Reagenz-Gemisch aufgetragen wird, befindet sich eine Bande
mit fixierten Antikdrpern gegen hHb und eine weitere Bande fixierter Anti-Maus-
Immunglobulin Cs (IgC). Ist humanes Blut im Probenmaterial enthalten, so binden die Im-
munkomplexe an die anti-hHb-Banden sowie an die anti-Mausantikorper-Banden und treten
rotlich in Erscheinung. Ist im Probenmaterial kein menschliches Hidmoglobin vorhanden, so
binden nur die Anti-IgC-Mausantikorper an die zweite Bande, die somit die Positivkontrolle
darstellt. Im letzten geschilderten Falle ist also, bei korrekter Durchfiihrung des Tests, von

Probenmaterial tierischer Herkunft auszugehen. (Bluestar Forensics, 2014)

A B
[ r— Positivkontrolle | —
Anti-Maus-lgC
Anti-hHb
Negatives Positives
Testergebnis Testergebnis

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Nachweises humanen Blutes mittels sogenannten OBTI-Test.
A: Auf dem ersten Teststreifen treten Immunkomplexe mit anti-Maus-Antikdrpern in Erscheinung, jedoch keine
Préazipitate mit Antikdrpern gegen hHb. Es liegt kein menschilches Blut vor. B: Auf dem Teststreifen treten
beide Banden in Erscheinung. Es handelt sich dementsprechend um menschliches Blut. (Eigene Darstellung)



1 Einleitung

Die Fragestellung der Spezieszugehorigkeit von tierischen Proben wird héufig proteinbio-
chemisch behandelt. Zu den geeigneten Methoden gehdren Immunassayverfahren wie Enzy-
me-linked-immunosorbent-assay (ELISA), das sich vom Radioimmunassay (RIA) ableitet,
oder die Doppelimmundiffusion nach Ouchterlony. Beide Verfahren machen sich die Eigen-
schaft der Agglutination von Antigenen und Antikdrpern zu Nutze. Dabei werden Antikorper
verwendet, die zu den gesuchten Antigenen, in diesem Falle zu den speziesspezifischen Prote-
inen, komplementér sind.

Bei dem ELISA werden die Antikorper an einer Triageroberfldche fixiert. Falls entspre-
chende Antigene, wie beispielsweise speziesspezifische Epitope, im Untersuchungsmaterial
enthalten sind, binden diese und ermoglichen die Bindung des Detektionsantikorpers. Repor-
terenzyme, die an Detektionsantikorpern gebunden sind, katalysieren einen Farbumschlag bei
Zugabe des passenden Substrates. Mit Hilfe photometrischer Messung erlaubt diese Methode,

neben der qualitativen Bestimmung auch quantitative Aussagen. (Butler, 2000)

Substrat >> Farbreaktion

Enzym D‘

Detektionsantikérper

gesuchtes Antigen

Antikérper gegen gesuchtes Antigen

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines ELISAs.

Der Antikorper gegen das gesuchte Antigen ist an der Trageroberfldche gebunden. Bei Vorhandensein des Anti-
gens bindet dieses am Antikorper. Ein weiterer antigenspezifischer Detektionsantikdrper wird hinzugegeben und
bindet das Antigen. Das am Detektionsantikorper gebundene Enzym setzt das Substrat um. Das Produkt tritt
farbig in Erscheinung. (Eigene Darstellung)

Die kaum noch angewendete Methode der Doppelimmundiffusionsmethode nach Ouchter-
lony beweist dagegen die Ubereinstimmung von Antigen und Antikdrpern. Diese werden in
einem Agarosegel gegeneinander aufgetragen. Durch Diffusion ndhern sich die Losungen an
und bilden an deren Schnittfliche Préizipitationslinien aus, die je nach Konfiguration als iiber-
einstimmend, nicht-identisch oder teilweise identisch eingestuft werden konnen. Dieses Ver-
fahren eignet sich nur fiir einfache Antigenldsungen, was hiufig eine vorangehende Auftren-
nung der Proteine mittels Agarosegelelektrophorese erforderlich macht. (Pingoud und

Urbanke, 1997)



Ag1 Ag1 Ag1 Ag2

Ak1 Ak 1,2

Identische Antigene Nicht-identische Antigene

Abbildung 4: Darstellung einer Doppelimmundiffusion nach Ouchterlony.

A: Die Prazipitationslinien der ersten Platte konfluieren. Die Epitope der Antigene stimmen also iiberein. B: Die
Prézipitationslinien auf der zweiten Platte kreuzen sich. Die Epitope der Antigene sind also unterschiedlich.
(Eigene Darstellung basierend auf Abbildung 6-5 aus Pingoud et al., 1997)

1.3.2.2 Genetische Nachweismethoden

Zu den genetischen Moglichkeiten der Identifizierung von Spezies zdhlen vor allem die
Dot-Blot-Hybridisierung, die Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Untersuchung
(RFLP) und die Multiplex- sowie Realtime-PCR.

Der Mechanismus der Dot-Blot-Hybridisierung beruht auf der Eigenschaft sich komple-
mentér paarenden Basen. Je ein Kontroll-DNA-Einzelstrang der zu testenden Spezies, das
heiflt einer ausgewihlten ubiquitér in einer Spezies auftretender Sequenz, ist als Sonde auf
dem Teststreifen fixiert. Dieser bindet bei Vorhandensein der entsprechenden Sequenz im
Untersuchungsmaterial fest an den komplementiren zuvor denaturierten Strang, was farblich
dargestellt wird. Diese Methode wurde 1987 an denaturierten Fleischproben im Mageninhalt
getestet (Baur et al., 1987).

Bei der RFLP-Untersuchung wird die DNA mittels Restriktionsendonukleasen verdaut.
Aufgrund von Sequenzunterschieden variieren die Schnittstellen des Enzyms, wodurch DNA-
Fragmente unterschiedlicher Lénge entstehen. Die somit verschieden trigen Restriktions-
fragmente wandern mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch das angelegte Spannungs-
feld des Agarosegels. Die Fragmente werden so ihrer GroB3e nach aufgetrennt und verbleiben
nach Aufhebung der Spannung an dem entsprechenden Ort und bilden somit nach ihrer Fér-

bung ein charakteristisches Bandenmuster aus. Dieses Muster erlaubt die Spezieszuordnung.



1 Einleitung

Beispielsweise eignet sich das mitochondriale Cytochrom-b-Gen aufgrund seiner konservati-
ven Regionen mit Primerbindungsfunktion und seines variablen Abschnittes, welcher die
Grundlage der RPFL- Analyse bildet, fiir diese Untersuchung. Positive Testergebnisse der
Speziesidentifizierung von erhitzen Fleisch- und Mageninhaltsproben bestétigen den Nutzen
dieser Methode (Zehner et al., 1998).

Die Realtime-PCR stellt eine weitere Spezifizierungsmethode da. Mit dieser kann mittels
fluoreszenzmarkierter speziesspezifischer DNA-Sonden unter anderem die Zusammensetzung
von Fleischgemischen bestimmt werden. Wahrend der Vervielfiltigung wird die Quantitét
und Qualitdt speziesspezifscher PCR-Produkte und damit in diesem Falle die Spezieszugeho-
rigkeit detektiert. So eignet sich die 2001 entwickelte TagMan™-Technologie zur Identifizie-
rung von Rinderbestandteilen in Fleischproben (Laube et al., 2001).

Die STR-Analyse bietet ebenfalls einen Ansatzpunkt der Speziesspezifizierung. Mit Hilfe
von Vervielfdltigung ausgewihlter DNA-Segmente mittels spezifischer Primer in einer Sin-
gleplex-PCR konnen die Proben auf je eine Spezies untersucht werden (Lahiff et al., 2001).
Die Vereinigung mehrerer Singleplex-PCRs zu einer Multiplex-PCR vereinfacht und be-
schleunigt das Verfahren der Spezifizierung von Fleischproben und ist Gegenstand aktueller
Forschung. Im Multiplex-Verfahren sind unterschiedliche Spezies simultan in einem Ansatz

identifizierbar.



2 Zielsetzung

In der genetisch forensischen Routine steht die Analyse biologischen Untersuchungsmate-
rials im Vordergrund. Ist der humane Ursprung derartiger Proben ausgeschlossen, stellt sich
die Frage der Spezieszuordnung. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Speziesiden-
tifizierung von fiinf der wichtigsten Nutztiere Nordeuropas, durch eine simultane STR-
Analyse mittels Multiplex-PCR.

Die momentan géngigen Methoden der Speziesidentifizierung mittels Sequenzierung, Dot-
Blot-Technik, RFLP- oder Singleplex-PCR-Untersuchungen benétigen eine Vielzahl von Ar-
beitsschritten, die neben einer hohen Anzahl von moglichen Fehlerquellen, einen erheblichen
Arbeits- und Zeitaufwand erfordern. Dabei ist fiir die Realtime-PCR ein zusétzliches Analy-
segerit notig.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher eine schnell und einfach anwendbare, dabei
zugleich kostengilinstige Methode der Speziesspezifizierung zu etablieren. Von besonderer
Bedeutung ist das Bestreben der simultanen Speziesdetektion mehrerer Tierfamilien in einem
PCR-Ansatz durch Zusammenfiithrung der jeweils artspezifischen Ansdtze. Dabei werden
mindestens zwei STR-Marker pro Spezies verwendet, die moglichst artspezifisch sein sollen.
Falls dieses nicht moglich ist, soll die Kombination familieniibergreifender Marker die Spe-
zies ermitteln konnen.

Zu den hier ausgewihlten Arten gehdren Rind, Pferd, Schwein, Schaf und Ziege. Sie zéih-
len zu den Vertretern der am héufigsten gehaltenen landwirtschaftlichen Nutztiere Nordeuro-
pas. Dieser Untersuchungsansatz deckt daher einen groBlen Bereich, beispielsweise bei der
Herkunftsfrage von Gewebsfunden, ab.

Des Weiteren soll die praktische Anwendbarkeit dieser Methode tiberpriift werden. Sie soll
unabhingig von Geschlecht, Lebensalter und Art des Gewebes Auskunft {iber die Artzugehd-
rigkeit erlauben.

Haufig liegt die zu spezifizierende Probe in degradierter Form und damit in qualitativ
schlechtem Zustand vor. Griinde dafiir liegen unter anderem in der Verarbeitungsweise oder
faulungsbedingten Verdnderungen des Fleisches oder sonstigen tierischen Materials in der

Lebensmittelindustrie oder im Zersetzungsgrad des Gewebes im Magenlumen eines Verstor-
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2 Zielsetzung

benen. Die Auswirkungen jener Einflussfaktoren auf die Aussagekraft der Multiplex-PCR
wurden anhand von Versuchen ermittelt, welche den Nutzen fiir die Lebensmittelindustrie
verdeutlichen sollen. Die forensische Relevanz wird anhand Versuchsreihen von Magenin-
haltsproben sowie tatsdchlicher Fallbeispiele der forensischen Praxis untersucht. Insbesondere
Fragestellungen um Versicherungsangelegenheiten von Verkehrsunfillen und um die Her-
kunft von Gewebsfunden sind Gegenstand genetischer Untersuchungen. Ergebnisse der Mul-
tiplex-PCR sollen bei der Antwortfindung helfen.

Dariiber hinaus stellt sich die Frage, ob aufgrund der koamplifikativen Féhigkeit dieses
Verfahrens, qualitative und quantitative Aussagen iiber die Zusammensetzung von Fleisch-
gemischen getitigt werden konnen. Durch Moglichkeit der Detektion der Anzahl enthaltender
Allele fiir den ausgewéhlten Genlocus soll erortert werden, in wie weit das Assay Auskunft
iiber die Anzahl der in der Probe enthaltenden Individuen geben kann. Die Einhaltung rechtli-
cher Vorgaben zur Deklarierung von Lebensmitteln konnten somit tiberpriift werden.

Mit der Etablierung dieser speziesspezifischen Multiplex-PCR soll eine kostengiinstige
Methode entwickelt werden, die ohne zeitlichen und apparativen Mehraufwand in jedem ge-
netisch forensischen Labor eingesetzt werden kann. Sie soll fiir jeden Untersucher schnell

erfassbar und durchfiihrbar sein und sich somit fiir Routineuntersuchungen eignen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Probenmaterialien ausgewahlt, die verschiedenste
Untersuchungsbereiche der forensischen Praxis abdecken. Anhand der ausgewdhlten Proben

wurde die hier etablierte Multiplex-PCR auf ihre Anwendbarkeit iiberpriift.

3.1.1 Ausgewiihlte Tierarten

Mit der entwickelten Multiplex-PCR soll die Identifizierung der héufigsten landwirtschaft-
lichen Nutztiere moglich sein, wobei deren Haltung meist der Fleischproduktion dient. Laut
statistischem Bundesamt stellen Schweine, Gefliigel und Rinder in absteigender Reihenfolge
den groBten Masseanteil der Schlachtungen dar, wogegen Ziegen und Schafe in Deutschland
nur geringfligig zur Schlachtmasse beitragen (Statistisches Bundesamt, 2013). Diese Faktoren
bilden die Grundlage der Spezieswahl des vorliegenden Projektes. Gewebsproben von Rin-
dern, Schweinen, Pferden, Schafen und Ziegen wurden in die Entwicklung der Multiplex-

PCR integriert.

3.1.2 Probenmaterial

In dieser Arbeit wurde Probenmaterial unterschiedlichen Ursprungs wie Tierfutter, Magen-
inhalt oder Lebensmitteln untersucht. Vor Verwendung jeder Probe wurde eine Zustimmung
zur Teilnahme an der Untersuchung eingeholt. Insbesondere die Inhaber der Donerldden in
Kiel, des Ziegenhofes Rheder in Boksee, der Lederhandlung Klaus Flach in Kiel sowie der
Fleischerei Hasch zeigten nach der Aufklarung und Zustimmung groBziigige Hilfsbereit-
schaft. Bei der Auswahl der Lebensmittel liegt ein besonderes Augenmerk auf der Art der

Verarbeitung.

3.1.2.1 Kontrollproben

Als Positivkontrolle wurde je ein pl einer DNA-LSsung mit einer Konzentration von drei
bis vier ng/ul verwendet, die aus Leber- und Muskelgewebe der verschiedenen Tierarten ex-

trahiert wurde. Diese fiir die kapillarelektrophoretische Auswertung optimale Konzentration,
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3 Material und Methoden

wurde anhand der Erstellung von Verdiinnungsreihen des DNA-Extraktes mit anschlieBender

gelelektrophoretischen Auftragung und densitometrischen Quantifizierung ermittelt.

3.1.2.2 Lebensmittel

Die getesteten Produkte stammten von Frischfleischtheken oder aus Fertigprodukten, die
gekiihlt oder tiefgefroren aufbewahrt wurden. Analysiert wurden 18 DNA-
Extraktionserzeugnisse von Fleischproben unterschiedlicher Frischfleischtheken, wovon flinf
zuvor thermisch und zwolf stark mechanisch verarbeitet wurden sowie neun gewiirzte Proben.
Die zwdlf untersuchten Fleischproben aus tiefgefrorenen und gekiihlten Fertigprodukten la-
gen in bereits hitzebehandelter, gewlirzter und hiufig stark mechanisch bearbeiteter Form vor.

Zusitzlich wurden Donerproben aus sechs unterschiedlichen Donerldden Kiels, mit Zu-

stimmung der Inhaber, getestet.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die getesteten Frischfleischarten.
Die Proben entstammen Frischfleischtheken einer Fleischerei und einer Supermarktkette Kiels mit Angabe der
Verarbeitung und der Spezies.

Fleischart Deklarierte Spezies | Verarbeitung Anzahl der Proben
Leber Rind 1
Leber Schwein 1
Pferdefleisch (Muskel) Pferd Roh 1
Lammf{leisch (Muskel) Schaf |
Ziegenrippchen (Muskel) | Ziege 1
Minutensteak Schwein mariniert 2
Hackfleisch, gemischt Schwein, Rind 3
Beethack Rind roh 1
Hackfleisch Lamm, Rind 1
Hackfleisch Lamm, Rind roh, gewiirzt 1
Mett Schwein gerduchert, gewiirzt | 1
Cevabcici Rind gebraten, gewlirzt 1
Lotsensalami Schwein gerduchert, gewiirzt | 1
Leberwurst Schwein gerduchert, gewiirzt | 1
Leberwurst Schwein, Rind gekocht, gewlirzt 1

Tabelle 2: Ubersicht der getesteten gekiihlten und gefrorenen Fertiggerichte.
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Es handelt sich um Probenmaterial zweier Supermarktketten. Die Produkte wurden zuvor bereits verarbeitet und
erhitzt. Einige dieser Proben konnen pflanzliches Material enthalten.

Fleischart Deklarierte Spezies
Gefliigelfrikadelle Pute, Hihnchen
Leberkése Schwein

Klof3 aus Suppentopf Schwein

Klof3 aus Nudeltopf Schwein
Konigsberger Klopse Schwein
Giénseleberpastete Gans (Leber), Schwein (Muskel-, Fettgewebe)
Lasagne Schwein

Ravioli Schwein

Fleischsalat Schwein

Tortelloni mit Fleischfiillung Schwein

Schinken aus der Tortellonisauce | Schwein

Tortellini mit Schinkenfiillung Schwein

3.1.2.3 Tierfutter

Um die Anwendbarkeit der entwickelten Multiplex-PCR auf die Speziesidentifizierung in
Tierfutter zu tiberpriifen, wurden je zwei Trocken- und Nassfutterproben fiir Hunde und Kat-
zen untersucht:

1. Katzenfutter (nass)

2. Hundefutter (nass)

3. Katzen Knabberstick (trocken)
4

Katzenfutter (trocken)

3.1.2.4 Mageninhalt

Getestet wurden zehn Proben fester Nahrungsbestandteile, die dem Mageninhalt von Sek-
tionsleichen entstammen. Diese Spuren konnten morphologisch nicht eindeutig als pflanzli-
ches Material identifiziert werden und bargen dadurch die Moglichkeit der tierischen Her-
kuntt.

Um den Einfluss des Magensaftes auf die Spezifizierbarkeit von Fleischproben genauer
beurteilen zu konnen, bedarf es einer Versuchsreihe, in der die Verweildauer des Fleisches,
wie auch die GroBle des Gewebestiickes und somit die angreifbare Oberflache, definiert sind.

Getestet wurde je 100 mg, 200 mg und 300 mg gemischtes Hackfleisch vom Schwein und

14



3 Material und Methoden

Rind sowie reines Rinderhackfleisch. Dieses lag bereits zerkleinert vor und kommt der Kon-
sistenz des Speisebreies nahe. Zu Vergleichszwecken wurde die DNA der Proben zuerst ohne
Einwirkung von Magensaft extrahiert. Um moglichst die physiologischen Bedingungen im
Magen zu simulieren, wurden die weiteren Proben im Magensaft, welcher wihrend Obdukti-
onen entnommen wurde, bei 37 Grad im Thermoschiittler inkubiert. Nach eine Verweildauer
von 45, 90 und 120 Minuten wurde die DNA, die als Template der Multiplex-PCR dient, ex-
trahiert. Als Negativkontrolle diente das Extraktionserzeugnis aus dem reinen Magensaft. Der
Magensaft wurde im Rahmen von Routineuntersuchungen wéhrend einer Obduktion am Insti-
tut fiir Rechtsmedizin entnommen. Es handelt sich hierbei um nicht mehr benétigte Reste, die

ansonsten verworfen worden wéiren.

3.1.2.5 Leder

Lederwaren finden sich in der forensischen Praxis hédufig als Spurenmaterial, besonders in
Form von Kleidungsbestandteilen, am Tatort. Die Kenntnis der Genese des Spurenmaterials
und die genaue Zuordnung zwei solcher Proben konnte bei der Aufklarung forensischer Fille
von Vorteil sein.

Beispielhaft wurden sechs Proben von chrom-, pflanzlich- und mischgegerbten gefarbten

und ungefarbten Leder vom Rind und Lamm sowie Pferdehaar untersucht.

3.1.2.6 Proben aus der forensischen Praxis

Es wurden zwei verschiedene Gewebsproben aus der forensischen Praxis untersucht. Die
erste Probe stammt aus einem Gewebsfund im Wald. Dieser war morphologisch weder
menschlicher oder tierischer Herkunft zuzuordnen, noch war das Organ identifizierbar. Der
Verwesungsprozess hatte bereits begonnen, was einen charakteristischen Geruch bedingte, der
ebenfalls die Zuordnung zu einer Spezies erschwerte. Nach Ausschluss der menschlichen Ge-
nese wurde eine Gewebsprobe aus der Tiefe des Gewebsfundes entnommen und nach der Ex-
traktion der Multiplex-PCR und kapillarelektrophoretischen Auswertung zugefiihrt.

Als zweites forensisches Anwendungsbeispiel wurde das DNA-Extrakt des Bolus eines
mutmalBlichen Erstickungsopfers untersucht. Zur Verifizierung der Erstickung als Todesursa-
che wurde die Leiche obduziert. Die Probenentnahme erfolgte wahrenddessen mit Frage nach

dem Inhalt des aspirierten Bolus, der Auskunft iiber Umstdnde des Todes geben konnte.
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3.2 DNA-Extraktion

Um die DNA untersuchen zu konnen, muss sie von weiteren Zellbestandteilen, wie bei-
spielsweise Zellwandproteinen, getrennt werden. Die gesduberte DNA erlaubt dann weitere
Verarbeitungsschritte ohne inhibierende Einfliisse. Zwei DNA-Extraktionsmethoden wurden

gegeniibergestellt um die effizienteste zu ermitteln.

3.2.1 Semiautomatische DNA-Extraktion

Samtliche, wihrend dieser Arbeit untersuchte DNA wurden mit Hilfe des KingFisher®
Flex-Extraktionsgerdt semiautomatisch isoliert. Die Reagenzien, den PBS-Puffer (phosphate
buffered saline Puffer) ausgenommen, sind Bestandteile des InviMag® Blood DNA KF96-
Kits.

Wihrend die Extraktion der DNA nach einem standardisierten Schema erfolgte, variierte
die Vorbereitung der Proben geringfiigig in Abhéngigkeit von der erwarteten DNA-Qualitdt
und Quantitit.

Die Vorbereitung besteht aus der Zugabe von 200 pul Lysispuffer HLT und 20 pl kiihler
Proteinase K zu 100 mg abgewogener Gewebeprobe im 1,5 ml-Reaktionsgefdl. Die Zugabe
von 200 pl PBS-Puffer als Losungsmittel ist dann nétig, wenn die Probe im festen Zustand
vorliegt, wie es bei einigen Fleischprodukten wie Salami, bei Trockenfutter, bei Lederproben
oder einigen Mageninhaltsproben der Fall war. Das Gemisch wird anschlieBend gevortext und
15 Minuten bei 60°C im Thermoschiittler inkubiert. Wird eine geringe DNA-Ausbeute der
Extraktion wegen kleiner Mengen enthaltender DNA oder destruiertem Erbmaterial erwartet,
wird die Inkubationszeit auf maximal 24 Stunden verldngert, um ein ausreichendes Ergebnis
zu erzielen. Dieses Vorgehen ist beispielsweise bei chemisch verarbeiteten Lederproben oder
Mageninhaltsproben, die zersetzenden Einfliissen des Magensaftes exponiert sind, erforder-
lich.

Nach der Inkubation wird das Gemisch fiinf Minuten bei 4°C und 14 000 Umdrehungen
pro Minute (upm) zentrifugiert. Der entstehende Uberstand wird aus dem Reaktionsgefi
entnommen und den Vertiefungen der Arbeitsplatte zugefiihrt.

Eine Arbeitsplatte enthdlt 96 Vertiefungen, was der Zahl der moglichen simultanen Ge-
websextraktionen entspricht. Hinzugefiigt werden je 270 pl der Losung, welche die magneti-
schen Partikel, die Magnetic Beads, enthélt. Diese bestehen aus MAP-Solution und Binding
Solution, die an die DNA binden. In das KingFisher® Flex-Gerit werden fiinf Platten einge-

setzt. Dazu gehdren die Platte der vorbereiteten Proben inklusive der Magnetic Beads, drei
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Platten mit Waschfunktion, die 800-900 ul unterschiedliche Waschpuffer enthalten, und eine
Platte, deren Reaktionsvertiefungen mit je 100 pl Elutionspuffer befiillt sind.

Plastikkdmme dienen als Triger der DNA durch die unterschiedlichen Arbeitsplatten, wo-
bei die magnetischen Partikel als Bindeglied zwischen den Plastikkimmen und der DNA
agieren. Folglich durchlduft die DNA verschiedene Waschvorgiinge, bis sie schlieflich im
Elutionspuffer gelost in der letzten Arbeitsplatte verbleibt (Manual zum InviMAG Blood Kit,
Stratec molecular, 2013; gedndert nach Thermo Scientific, 2010). Die DNA Probe wird nun in
ein 1,5 ml-Reaktionsgefd3 gefiillt, gekiihlt gelagert und dient als Ausgangslosung weiterer
Analyseschritte. Das Pipettierschema der Arbeitsplatten ist im Folgenden tabellarisch aufge-
filhrt und orientier sich an dem von Stratec vorgeschlagenen Schema (Stratec molecular,

2012; Manual zum InviMag® Blood DNA Mini Kit, Stratec molecular, 2013).
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Tabelle 3: Schematische Darstellung der befiillten Platten im KingFisher® Flex Extraktionsgeriit.

Die Arbeitsplatte A beinhaltet unter anderem die zu extrahierende DNA und das magnetische Bindungselement.
In der Arbeitsplatte B wird die DNA mittels dieser Bindeelemente mit den Plastikkdmmen (Tipps), die dem
Transfer zwischen den Arbeitsplatten dienen, verbunden. Die Platten C bis E iibernehmen die Reinigungsfunkti-
on. Nach dem Abschluss der Waschung liegt die DNA in Elutionspuffer geldst in der Arbeitsplatte F vor. Die
Mengenangaben sind pro Probe angegeben.

Arbeitsplatte Reagenzien

A Probenlysat, 200 pl Lysispuffer, 20 ul Proteinase K, 270 pl Magnetic
Beads (240 pl Bindingbuffer und 30 pl MAP-Solution), optional 200 ul
PBS-Puffer

Tipps

800 ul Waschpuffer HLT

900 pl Waschpuffer M

900 pl Waschpufter 11

o g 0| w

100 pl Elutionspuffer

DNA in intakten Zellen Aufbrechen der Zellen Spezifische Bindung an DNA
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Prinzips der semiautomatischen Extraktionsmethode.

Im ersten Schritt wird die Zellmembran zerstort, sodass die Zellbestandteile sowie die DNA freigesetzt werden.
Um die zu extrahierende DNA von den restlichen Zelltrimmern zu trennen, werden die magnetischen Partikel,
hier blau dargestellt, hinzugefiigt, die an der DNA binden. Durch Anlage eines Magnetfeldes bindet die DNA an
die Plastikkdmme. Diese transportieren das Erbmaterial durch die Waschplatten. Durch Auflésung des Magnet-
feldes kann die DNA mit einem geeigneten Puffer in Losung gehen. (aus Modrow, 2014)
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3.2.2 Manuelle DNA-Extraktion

Die DNA von Lebergewebsproben aus Rind und Schwein wurden mit dem Invisorb Spin
Tissue Mini Kit (Stratec) extrahiert. Dabei orientiert sich das Protokoll an den Herstelleremp-
fehlungen (Manual zum Invisorb® Spin Tissue Mini Kit, Stratec molecular, 2013).

Von einer gekiihlten zu untersuchenden Probe wurden 100 mg Gewebe mit einem Skalpell
entnommen und zur Extraktion in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl3 iibertragen. Nach der Zugabe
von 400 pl Lysispuffer G und 40 pl Proteinase K wird das Gemisch gevortext und anschlie-
Bend bei 52°C fiir zwei Stunden im Thermoschiittler inkubiert. Diese Umsténde schaffen ein
denaturierendes Milieu und fiihren so zur Lyse der Zelle. Um den Uberstand von den Zell-
trimmern zu trennen, werden die Proben flinf Minuten lang bei 4°C und 14 000 upm zentri-
fugiert. Der entstandene Uberstand wird nun abpipettiert und in ein neues 1,5 ml-
Reaktionsgefdl tiberfiihrt.

Die folgenden Schritte dienen dem Zweck der weiteren Sduberung der DNA von verblei-
benden Zellbestandteilen und Verunreinigungen durch Bindung und anschlieendes Waschen
der gebundenen DNA. Dazu wird 200 pl Binding Puffer T hinzugefiigt und zehn Sekunden
gevortext. In ein 2 ml-Reaktionsgefd3, dem ,,Receiver Tube®, wird nun ein Filter enthaltendes
Sdulchen gesetzt, der ,,Spin Column®. Auf diesen Filter wird das liberstehende Puffergemisch
pipettiert und eine Minute lang inkubiert, nachdem es bei 12 000 upm zentrifugiert wurde.
Das Filtrat enthilt die DNA. Verunreinigende Bestandteile befinden sich im Uberstand und
werden verworfen.

Das Séulchen, welches die DNA enthélt, wird wieder in ein ,,Receiver Tube* eingesetzt,
mit 500 pl Waschpuffer versetzt und abermals bei 12 000 upm fiir eine Minute zentrifugiert.
Wieder wird das Filtrat verworfen und das Sdulchen in ein Reaktionsgefdl3 eingesetzt. Dieser
Schritt wird ein weiteres Mal wiederholt.

AnschlieBend erfolgt die Zentrifugation fiir zwei Minuten bei 13 000 upm. Der Filterein-
satz, welcher die DNA enthélt, wird in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal gesetzt und mit 70 pl
vorgewédrmten Elutionspuffer befiillt. Nach einer Inkubationszeit von drei Minuten in Raum-
temperatur und zweiminiitigem Zentrifugieren bei 10 000 upm ist die DNA im Elutionspuffer
geldst. Der Filter kann nun verworfen werden. Das DNA-Elutionspuffergemisch sollte ge-

kiihlt oder tiefgekiihlt autbewahrt werden.
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3.3 Uberpriifung der DNA-Qualitiit und -Quantitiit
Zur weiteren Analyse der extrahierten DNA-Proben muss eine ausreichende Qualitét und

Quantitdt gewéhrleistet sein. Dies wird mittels Agarosegelelektrophorese iiberpriift.

3.3.1 Agarosegelelektrophorese

In der Agarosegelelektrophorese wandern die DNA-Molekiile entsprechend ihrer Ladung
durch das Spannungsfeld, welches im Gel angelegt ist. Dabei libernimmt dieses eine
Siebfunktion, indem es Maschen ausbildet, dessen Grofle von der Agarosekonzentration ab-
héngt. Die aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladenen DNA-Fragmente wandern in
Richtung Anode. Dabei sinkt die Geschwindigkeit der Uberwindung des Wiederstandes im
Spannungsfeld mit der Groe des Fragmentes sowie dem steigenden Anteil von Agarose im
Gel und steigt mit der Hohe der angelegten Spannung (Miilhardt, 2009). Nach Autheben des
Spannungsfeldes sind die ungleich groBen Fragmente verschieden weit gelaufen, verbleiben
also an unterschiedlichen Stellen im Gel. Fluoreszierendes Ethidiumbromid wird zum Gel
hinzugefiigt, welches mit der DNA interkaliert. Die so gefarbten DNA-Fragmente werden ab
20 kb (Kilobasen) in Form von Banden sichtbar. Somit lassen sich Aussagen liber die Grof3e
der Fragmente und damit iiber die Qualitdt treffen. Anhand der Stirke der Fluoreszenz lésst
sich auf die Quantitét schlieen.

Bevor das Gel angesetzt und gegossen werden kann, wird die Gelkammer, bestehend aus
einem Gelschlitten und Gelgusssperren, zusammengengesetzt und mit Klebeband abgedichtet.

Zur Herstellung eines zweiprozentigen Agarosegels werden zwei g Agarose in einem Er-
lenmyerkolben mit 100 ml 1 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer) vermischt und bei 800
Watt in der Mikrowelle kurz aufgekocht, bis das Gemisch eine klare Farbe annimmt. Tabelle
4 veranschaulicht die Zusammensetzung des TBE- sowie des Ladepuffers. Nach kurzem Ab-
kiihlen wird unter einem Abzug flinf pl fluoreszierendes Ethidiumbromid zugegeben und
vermengt. Das Gel wird nun moglichst luftblasenfrei in die Gelwanne gegossen. Die Kdmme,
dessen Aussparungen nach Entfernung des ausgehérteten Gels zur Befiillung mit den zu un-
tersuchenden DNA-Proben dienen, werden in das noch fliissige Gel an die dafiir vorgegebene
Stelle gesteckt. Das Agarosegel bendtigt eine Ruhezeit von mindestens 30 Minuten, bis po-
renbildende Polysaccharidstringe ausgebildet sind.

Nach der Aushirtung des Gels werden die Kdimme entfernt und die Kammer mit 1 x TBE-
Puffer befiillt. Die Taschen werden mit fiinf pl der zu untersuchenden Proben gemeinsam mit

fiinf ul Bromphenolblau beinhaltenden Ladepuffer befiillt. Bromphenolblau ist mit bloBem
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Auge sichtbar und markiert die laufenden DNA-Proben. Die Proben werden, abhingig von
der Fragestellung, pur oder in Verdiinnungen eingesetzt.

Weitere Taschen werden mit jeweils fiinf pl der DNA-GroBenstandards Hyperladder I und
IV von Bioline™ befiillt, die DNA-Fragmente bekannter Grofle und Menge besitzen. Daher
eignen sie sich zur Abschdtzung der Fragmentlingen und der Quantitit des Untersuchungs-
materials.

Dem Verschluss der Gelkammer folgt die Anlegung des Spannungsfeldes mit 120 V und
135 mA fiir etwa 60 Minuten. Unter UV-Licht werden die fluoreszierenden DNA-Banden
sichtbar. Sie konnen fotographisch mittels der Gel-DOC EQ (Bio-RAD™) festgehalten und
anschlielend beurteilt werden. Das Foto einer Auftrennung mittels Agarosegelelektrophorese

ist beispielhaft in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Beispiel eines Agarosegelelektrophoreseergebnisses anhand von Verdiinnungsreihen je einer
Schafs- und Ziegen-DNA-Probe. Foto eines Ethidiumbromid-gefirbten Agarosegels.

Die Abnahme der Fluoreszenz der Banden steht in Relation zur DNA-Konzentrationsabnahme. Grofle DNA-
Fragmente sind im Bild als scharfe Banden oben im Gel, nahe der befiillten Taschen zu sehen. Sie sind hochmo-
lekular sowie entsprechend gro8 und haben daher nur eine kleine Strecke im widerstandsreichen Gel zuriickge-
legt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der in der Agarosegelelektrophorese notwendigen Reagenzien.
TBE-Puffer ist das Losungsmittel der Agarose im Gel. Das Gel selbst ist in TBE-Puffer gebettet. Der Ladepuffer
wird mit der zu untersuchenden DNA-Probe 1:1 vermengt.

Reagenz Zusammensetzung
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TBE-Puffer 890 mM Borsdure, 20 mM EDTA, 890 mM Tris-Hydrochlorid, pH 8,3

Ladepuffer 25 mg Bromphenolblau, 25 mg Kylene Cyanol, 2,5 g Ficoll 400 mit 10 ml
Aqua bidest

3.3.2 Densitometrische Auswertung

Die quantitative Auswertung der Agarosegelelektrophorese kann mit Hilfe der MeMo Fo-
rensics Membralyzer© Sofware densitometrisch durchgefiihrt werden. Diese wurde in Kiel
am Institut fiir Rechtsmedizin, urspriinglich fiir die Quantifizierung von Proteinen, entwickelt
(Modrow et al., 2012). Die Methode beruht auf dem Prinzip der Farbdichteunterschiedsmes-
sung der mittels GeIDOC EQ dokumentierten Fotographie der DNA-Banden im Agarosegel.
Die Intensitit der Fluoreszenz der DNA-Banden steigt mit der in ihr vorhandenen DNA-
Konzentration. Sie wird in Form von Graustufen auf dem Foto abgebildet und liegt im relati-
ven Bereich von 0 bis 255.

Durch die Messung des Graustufenindexes (GI) der verwendeten bekannten Menge des
GroBenstandards, wird der Umrechnungsfaktor GI 4. zZur DNA-Konzentration von der
Software selbststdndig ermittelt. Mittels seiner Hilfe ldsst sich von dem gemessenen Graustu-
fenindex der zu bestimmenden DNA-Banden auf die DNA-Konzentration in ng pro pl schlie-

Ben:

GI Bande

c spezifische Bande — XC pNa Verdinnung

n
i=1 Gl Bande i

Der bekannte Groflenstandard besitzt eine Gesamtmenge von 610 ng DNA und unterteilt
sich in durch den Hersteller definierte Banden bekannter DNA-Menge und Basenpaarlénge.

Auf dem in der Software dargestellten Gel werden nun die Banden der Standardleiter Hy-
perladder IV in absteigender Reihenfolge, das bedeutet von hoher zur niedriger Basenpaaran-
zahl, markiert und der jeweilig vorgegebenen Fragmentlédngen zugeordnet. Die Angabe des in
diesem Fall verwendeten Standards Hyperladder IV, ist daher unerldsslich. Da die Banden
eine definierte Menge an DNA besitzen, ist das Programm somit geeicht. Durch Markierung
der zu quantifizierenden Banden kann mit Hilfe des automatisch errechneten Umrechnungs-
faktors die DNA-Konzentration der jeweiligen Bande ermittelt werden. Da die angegebene
DNA-Menge in fiinf pl Probe enthalten ist, ergibt die Division mit fiinf die herkdmmliche

Konzentrationsangabe in ng/pl.
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3.4 Speziesspezifische STR-Analyse mittels Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) ist Grundlage fiir die hier vorgestellte Analyseme-
thode. Einerseits ist es mit ihrer Hilfe moglich die zu amplifizierenden Sequenzen artspezi-
fisch auswihlen. So wird nur bei Vorhandensein des entsprechenden Allels, also bei Vorlie-
gen der zu verifizierenden Art, ein PCR-Produkt amplifiziert. Dabei stehen Single- und Mul-
tiplexverfahren zur Verfiigung, bei denen je eine oder mehrere DNA-Sequenzen simultan
vervielfaltigt werden. Andererseits wird die Menge des genetischen Materials vergroBert, was
in einigen Fillen die Durchfiihrung weiterer Untersuchungen erst erlaubt. Das grundlegende

Prinzip der PCR ist einheitlich und wird hier in Kiirze skizziert.

3.4.1 Prinzip der Polymerasen-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde im Jahre 1987 von Kary Mullis entwickelt. Seither
wurde diese Methode stetig weiterentwickelt und modifiziert, was eine Vielzahl von Einsatz-
moglichkeiten und Anwendungsbereichen birgt. Dabei sind die grundlegenden Komponenten
eines PCR-Ansatzes der DNA-Ausgangsstrang (Template), spezifische Oligonukleotidprimer,
eine hitzeresistente DNA-Polymerase mit Magnesiumionen als Kofaktor, die vier der Basen
entsprechenden Desoxyribonukleosidphosphate (ANTPs) und ein geeigneter Puffer als Medi-
um.

Die PCR unterteilt sich in drei Schritte. Im ersten Schritt werden die DNA-Doppelstrange,
die als Vorlage fiir die spitere Amplifikation dienen, denaturiert. Dieser Vorgang wird durch
Sprengung der Wasserstoftbriickenbindungen durch Erhitzen auf 94-98°C hervorgerufen. Im
folgenden Schritt, der Primeranlagerung oder Annealing, binden nach Abkiihlung auf unter
67°C die kurzen, einstringigen Oligonukleotidprimer an den Anfang und an das Ende der zu
vervielfdltigenden DNA-Segmente. Sie agieren als Andockpunkt fiir die hitzestabile DNA-
Polymerase. Dieses Enzym ermoglicht, unter Vorhandensein von zweiwertigen Magnesiumi-
onen als Kofaktor, die Verldngerung der DNA bei 72°C, die auch als Elongation bezeichnet
wird. Dabei werden die Desoxynukleotide komplementér zum Template-Strang verkniipft, bis
der riickwértsgerichtete Primer (reverse Primer) erreicht wird und die Polymerisierung ab-
bricht. So entsteht ein zur urspriinglichen DNA identischer Doppelstrang. Ist die Elongation
vollendet, beginnt ein erneuter Zyklus, wobei der neu synthetisierte Strang als Matrizenstrang

verwendet wird. Die Kopienzahl steigt also im Idealfall anndhernd exponentiell, bis eine Pla-
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teauphase erreicht wird. Abbildung 6 veranschaulicht das soeben erlduterte Funktionsprinzip.
(Miilhardt, 2009)
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Abbildung 7: Darstellung des Prinzips der Polymerase-Kettenreaktion.

Dazu zdhlen die bereits beschriebenen Schritte der Denaturierung, Annealing (Andocken der Primer) und
Elongation (Generierung eines neuen Strangs). Bei weiteren Zyklen bilden die neu entstandenen Einzelstrange
wieder Templatestringe fiir die erneute Elongation, sodass die DNA-Menge sich beinahe exponentiell vervielfal-
tigt. (aus Modrow, 2014)

Die géngige, auch in dieser Arbeit verwendete Modifikation der PCR, ist die hot-start-
Technik. Dabei wird anstatt der bereits bei Raumtemperatur arbeitenden Tag-Polymerase ein
verdndertes Enzym verwendet, welches erst bei jener Temperatur seine Funktion ausiibt, bei
der die Primer bereits die Matrize binden. Dieses Verfahren vermindert die Anzahl unspezifi-
scher PCR-Produkte, die insbesondere in den ersten Zyklen entstehen und ermdglicht eine

erhohte Arbeitstemperatur, was die Hybridisierung der Primer vermindert (Chou et al., 1992).

3.4.2 Auswabhl speziesspezifischer Primer

Um die Auswahl geeigneter Primer zu treffen, muss auf eine Reihe von Kriterien geachtet
werden. So steigt die Gewissheit der Ubereinstimmung mit dem Probenergebnis, also die
Diskriminierungsrate der Probenherkunft, mit der Anzahl getesteter Genorte. Die Auswahl
von mindestens zwei Primerpaaren ist also wiinschenswert und erfolgte zum einen aus der

Literaturrecherche (Conyers et al., 2012; Vaiman et al., 1994; Sadeghi et al., 2009;
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Nanekarani et al., 2011) und zum anderen durch eine institutseigen entwickelten STR-
Analyzer©-Software. Sie ist in der Lage verwendbare speziesspezifische Wiederholungsmus-
ter zu suchen, die Sequenzen aufzuarbeiten und nach Anzahl der Wiederholungen und Ge-
samtanzahl der Basenpaare ins Analysesystem einzupflegen. Entsprechend der so gefundenen
polymorphen Sequenzen kénnen dazu passende vorwérts- und riickwirtsgerichtete Primer
von 20 bis 26 Basenpaaren (bp) Lange generiert werden (Broad Institute, 2014).

Alle verwendeten Primer miissen in der Lage sein bei einer einheitlichen Primerbindungs-
temperatur zu arbeiten, die vom Anteil der Guanin-Cytosin-Basenpaaren der Primer abhéngig
ist (Newton und Graham, 1994). Sie sind in der Literatur zu finden und liegen bei den ausge-
wihlten Primern zwischen 55 und 60 °C.

Durch Ubereinstimmung von Gensequenzen verschiedener Arten kdnnen Kreuzreaktionen
entstehen, die zu einem falsch-positiven Ergebnis fiihren. Je spezifischer die ausgewéhlten
Sequenzen sind, desto unwahrscheinlicher ist das Auftreten von Kreuzreaktionen. Um diese
Wahrscheinlichkeit zu minimieren, konnen die Primer mittels eines Online Tools Nucleotide
Blast der National Library of Medicine getestet werden (National Center for Biotechnology
Information, 2009).

Ein weiteres Augenmerk sei auf die Primerinteraktionen gerichtet. Insbesondere bei simul-
taner Verwendung mehrerer Primerpaare in einem Multiplex-Ansatz kann es durch Kongru-
enz von PCR-Produkten verschiedener Primer zur Hybridisierung und somit zur Verfélschung
der Ergebnisse fiihren. Diese Interaktionen sind empirisch durch Zusammenfiihren von Sin-
gleplex-Ansédtzen ermittelbar, wie es im Abschnitt 3.4.4 beschrieben wird.

Die Primer wurden bei der Firma Biomers™ bestellt und gefriergetrocknet geliefert. Sie
werden nach Anleitung des Herstellers mit TE-Puffer aufgefiillt, sodass die Konzentration
100 pmol/pul betrdgt. Nach weiterer 1:10-Verdiinnung mit TE-Puffer sind die Primer ge-
brauchsfertig und kdnnen bei -10°C aufbewahrt werden.

Da die amplifizierten Genbereiche im Anschluss kapillarelektrophoretisch ausgewertet
werden, werden sie bei der Herstellung an ihrer 5°-Position mit den Fluoreszenzfarbstoffen
JOE und ATTOS565 markiert. Dabei wird, neben der Fragmentldnge, die Emission eines der
Fluoreszenzfarbstoffe detektiert, was die Zuordnung von Fragmenten &hnlicher Linge zu den
markierten speziesspezifischen Primern ermoglicht. Fiir die weiteren PCRs werden Aliquots
eingesetzt. Eine detaillierte Beschreibung der ausgewihlten Primer ist der Tabelle 5 zu ent-

nehmen.
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Tabelle 5: Ubersicht der Eigenschaften der ausgewihlten Primer.

Die Wiederholungsmotive sémtlicher Primer, mit Ausnahme von BOV-2, bestehen aus Dinukleotiden. BOV-2
besitzt komplexe Wiederholungsmuster. Griin unterlegte Primer sind mittels JOE fluoreszenzmarkiert, die rote
Unterlegung veranschaulicht die ATTO565-Markierung der Primer. Die Nomenklatur der Primerpaare richtet
sich nach der englischen Bezeichnung der Spezies und Nummerierung der Systeme (Rind: COW; Schwein: PIG;
Pferd: HRS, Horntrager: BOV; Schaf: Sheep; Ziege: Goat).

Spezies/ Marker | Vorwirts- Annealingtempe- | Fragment-
Bezeich- /Riickwirtsgerichtete ratur (°C) linge (bp)
nung Primersequenz
Rind/ TGLA22 | CGAATT- 55-56 64-115
COW-1 7 CCAAATCTGTTAATTTGCT
(DI8SI) | ACAGACAGAAACTCAAT-

GAAAGCA
Rind/ INRA023 | GAGTAGAGCTACAAGA- 55 193-235
COW-2 (D3S10) | TAAACTTC

TAACTACAGGGTGTTA-

GATGAACTC
Schwein/ SW857 TGAGAGGTCAGTTACAGAA- | 55 140-160
PIG-1 GACC

GATCCTCCTCCAAATCCCAT
Schwein/ SW1111 | AGGTCC- 55 166-187
PIG-2 TACTGTCCATCACAGG

GAAGCAGAGTT-

GGCTTACAGTG
Pferd/ HTG4 CTATCTCAGTCTT- 60 116-137
HRS-1 GATTGCAGGAC

CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCT

C
Pferd/ ASB2 CCAC- 60 237-268
HRS-2 TAAGTGTCGTTTCAGAAGG

CACAACTGAGTTCTCTGA-

TAGG
Schaf/ OARFCB | AAATGTGTTTAA- 55 83-123
She 20 GATCCATACAGTG

GGAAACCCCCATATATAC-

CTATAC
Schaf/ BMS332 | GACAAAACCCTTTTAG- 57 127-157
BOV-1 CACAGG

AATT-

GCATGGAAAGTTCTCAGC
Ziege/ BMI121 TGGCATTGTGAAAA- 65 165-185
BOV-2 GAAGTAAAA

CTAGCACTATCTGGCAAGCA
Ziege/ ILSTS02 | AGTCTGAAGGCCTGAGAACC | 60 186-202
GoaShe 2 CTTACAGTCCTTGGGGTTGC
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3.4.3 Singleplex—PCR

Um die Eignung der einzelnen Primer zu kontrollieren, wurden die zugehorigen Primer-
paare fiir die Spezies Rind, Schwein, Pferd, Schaf und Ziege vorab in je einem standardisier-
ten hot-start-PCR-Ansatz getestet. Dazu wurde ein Mastermix fiir die jeweilige Anzahl an zu
testenden Proben in einem 0,5 ml-Reaktionsgefdfl angesetzt und gevortext. Die in Raumtem-
peratur inaktive Immolase™, die ihre Funktion erst nach zehnminiitigem Erhitzen aufnimmt,
wurde als
Polymerase verwendet (Bioline, 2014).

In dieser Arbeit wurde der halbierte Reaktionsansatz der PCR verwendet. Daraus resultiert
das in Tabelle 6 gelistete Pipettierschema.

Tabelle 6: Bestandteile des verwendeten Reaktionsansatzes der hot-start-PCR.
Dieser entspricht einem halben herkdmmlichen Ansatz. Der Mastermix enthélt jedes der gelisteten Komponen-
ten, ausgenommen der DNA. Er wird fiir die Anzahl der auf einmal zu untersuchenden Proben gemeinsam ange-

setzt. Der dabei entstehende Pipettierverlust betrdgt erwartungsgemdfl ein zweifaches Probenvolumen und ist
dem Ansatz zuzufiigen.

Komponente Konzentration der Stammlosung | Volumen (ul)
Bidestilliertes Wasser 6,2
Immobuffer 10 x 1,2

Primer 10 pmol/pl 2

dNTP Je 2,5 mM 1

MgCl , (Magnesiumchlorid) | 50 mM 0,5
Dimethylsulfoxid (DMSO) 100 % 0,5

Immolase 50U/l 0,1
DNA-Template 3-4 ng/ul 1 pl
Gesamtvolumen 12,5 pl

Pro Reaktionsansatz werden in ein achter PCR-ReaktionsgefdBstreifen je 12,5 pl Master-
mix sowie zwei pul DNA-Template gefiillt. Als Positivkontrolle dient DNA aus Lebergewebs-
proben vom Rind oder Schwein, sowie Muskelgewebsproben vom Pferd, Schaf oder Ziege,
die jeweils zuvor quantifiziert wurden. Negativkontrollen beinhalteten keine DNA-Templates,
sondern zwei pul Aqua bidest, um die Konzentration der Bestandteile weiterhin zu gewéhrleis-
ten.

Bevor die befiillten Reaktionsgefae in den GeneAmp®2700 PCR-Thermoblock tiberfiihrt
werden konnten, wurden verbleibende Luftblasen durch kurzes Zentrifugieren beseitigt. In

Tabelle 7 sind die Temperaturprofile dargestellt.
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Tabelle 7: Standardtemperaturprofil der PCR.

Nach der Vervielféltigung werden die Proben bei vier Grad gekiihlt. Die dadurch stabilisierten PCR-Produkte
konnen vor Weiterverarbeitung maximal zwolf Stunden bei entsprechender Temperatur im Kiihlschrank aufbe-
wahrt werden.

Schritt Temperatur (°C) | Zeit (in Minuten) Anzahl der
Zyklen

Initiale Denaturierung | 95 10 1

Denaturierung 95 0,5 17

Primerbindung 60 0,5

Elongation 72 1

Denaturierung 95 0,5 17

Primerbindung 55 0,5

Elongation 72 1

Finale Elongation 72 0,5 1

Kiihlung 4 00 -

3.4.4 Multiplex-PCR

Nachdem die Eignung der Primer fiir die Detektion einzelner Spezies durch entsprechende
Primer im Singleplex-Verfahren iiberpriift wurde, werden die einzelnen Ansdtze schrittweise
zu einem Reaktionsansatz zusammengefiihrt. Probleme konnen bei der Auswahl der Primer
im Sinne von nicht speziesspezifischen Hybridisierungseigenschaften auftreten, ebenso wie

dimerisierende und hemmende Wechselwirkungen der Primer untereinander.

3.4.4.1 ,Meatplex*

Als Erstes wurden die beiden, fiir die Art spezifischen Primer in einem gemeinsamen Ansatz
getestet. Zu 12,5 pl Mastermix wurde je ein halber pl der fiir eine Art spezifischen Primerpaa-
re hinzugegeben, sodass jeder Reaktionsansatz Marker beider zu untersuchender Genlokalisa-
tionen im Verhéltnis 1:1 beinhaltete. Die der Spezies zugehorigen Primer sind in Tabelle 8
aufgelistet. Als Template diente je ein pl der aus Leber- oder Muskelgewebsproben extrahier-
ten DNA-Losung. Wie gewohnt enthielt die Negativkontrolle keine DNA. In jedem Multi-
plex-Ansatz liefert sie, neben moglichen Kontaminationen der Ansétze, ebenfalls Auskunft
tiber

Primerinteraktionen.
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Tabelle 8: Auflistung der in der entwickelten Multiplex-PCR verwendeten artspezifiischen Primerpaare.
Nach alleiniger Testung der Primerpaare im Singleplexverfahren wurden im ersten Schritt der Multiplex-PCR-
Testung die Primerpaare artgleicher Zugehorigkeit in einem Ansatz getestet. AnschlieBend wurden die Primer-
paare gleicher Farbsysteme (JOE in griin oder ATTOS565 in rot) in jeweiligen Ansétzen getestet, bevor alle Pri-
merpaare simultan in einer Multiplex-PCR untersucht wurden. Die Primerpaare fiir Schweine kdnnen zur Tes-
tung von Haus- und Wildschweinen angewendet werden (Costa et al., 2012). In dieser Arbeit wurde die Uber-
priifung jedoch auf das Hausschwein beschrinkt.

Spezies 1. Primerpaar 2. Primerpaar Farblabel
Rind TGLA227 INRA023 JOE
Schwein SW857 SWI111 JOE

Pferd HTG4 ASB2 JOE

Schaf OARFCB20 BMS332 ATTOS565
Ziege BM121 ILSTS022 ATTOS565

Da die Primer jeweils fluoreszenzmarkiert sind, konnen auch PCR-Produkte dhnlicher
GroBe differenziert werden. Primerpaare fiir Rind, Schwein und Pferd sind dem griinen, mit-
tels JOE markierten System, zuzuordnen, wihrend die Primerpaare fiir Schaf und Ziege durch
thre ATTO565-Markierung dem roten System angehdren. Diese Zuodnung ist der Tabelle 8
zu
entnehmen.

Die Farbsysteme wurden getestet, indem Primermixe der farbspezifischen Primerpaare in
1:10 Verdiinnung in 5 pl-ReaktiongefdBBen erstellt wurden. Unabhdngig von der Zahl der ent-
haltenen Primerpaare in einem Primermix kamen pro PCR-Reaktionsansatz zwei ul der Pri-
mermixe zum Einsatz. Neben den {iblicherweise verwendeten Negativkontrollen, wurden die
im vorherigen Schritt getesteten DNA-Proben aus Leber- oder Muskelgewebe als Positivkon-
trollen verwendet. Des Weiteren waren Extraktionsergebnisse aus Hackfleischproben sowie
Gewebsproben einzelner Individuen Untersuchungsgegenstand.

Im letzten Schritt wurden die beiden Farbsysteme zusammengefiihrt, das bedeutet alle
Primerpaare wurden in einem gemeinsamen Reaktionsansatz in die PCR eingesetzt. Neben
den bereits zuvor verwendeten Negativ- und Positivkontrollen wurden nun die Extraktionser-
zeugnisse sdmtlicher in 3.1.2 beschriebenen Probematerialien auf dieser Weise auf ihre Her-

kunft iiberpriift.
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3.4.4.2 ,,Horse-Plex*

Im Rahmen von Doppelbestimmungen wurden Proben einer Raviolifiillung, neben der
Testung mittels ,,Meatplex“-PCR, einer bereits etablierten Multiplex-PCR fiir Pferde, der
,2Horseplex“-PCR, zugefiihrt. Diese Analyse stellt bei nicht eindeutigen kapillarelektrophore-
tischen Ausschligen der Pferdesysteme eine Méglichkeit der Uberpriifung der Ergebnisse dar
(siche 4.4.1.1). Verwendet wurde das kommerziell erhéltliche Finnzyme® Equine Panel 1.1,
mit dem 17 polymorphe STR-Genorte untersucht werden.

Das Pipettierschema fiir den Mastermix ist in Tabelle 9, das Temperaturprofil der sich an-

schlieBenden PCR ist in Tabelle 10 beschrieben.

Tabelle 9: Pipettierschema des Finnzyme Equine Panel 1.1.

Gelistet sind die Zusammensetzung des Mastermixes und die speziesspezifischen Genorte der verwendeten Pri-
merpaare. Die eingesetzten Mengen beinhalten den zu erwartenden Pipettierverlust von einem Viertel des Pro-
bevolumens.

Komponente | Inhalt Eingesetztes
Volumen (ul)
Aqua bidest
Equine Pgnel dNTPs (der vier Basen) 5l
1.1 Mastermix PCR-Puffer
Phusion-Polymerase
Primerpaare fiir die Genorte VHL20, HTG4, AHT4,
Equin.e Pgnel HMS7, HTG6, AHTS, HMS6, ASB23, ASB2, 5l
1.1 Primermix HTG10, HTG7, HMS3, HMS2, ASB17, LEX3,
HMSI1, CA425
Proben-DNA 1 ul
Tabelle 10: Temperaturprofil der ,,Horse-Plex“-PCR.
Schritt Temperatur (°C) | Zeit (in Minuten) | Zahl der Zyklen
Initialisierung 98 1 1
Denaturierung 98 0,25 30
Primerbindung 60 1,25 30
Elongation 72 0,5 30
Finale Elongation 72 5 1
Stabilisierung 4 ) -
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3 Material und Methoden

3.5. Fragmentlingenanalyse mittels Kapillarelektrophorese

Um die amplifizierten DNA-Sequenzen auswerten und einer Spezies zuordnen zu konnen,
wird die Kapillarelektrophorese verwendet. Die ersten praktischen Analyseversuche wurden
in den 1930er Jahren von Tiselius unternommen und seither stindig weiterentwickelt (Kay,

1988; Tiselius, 1937).

3.5.1 Prinzip der Kapillarelektrophorese

Wie bei der Agarosegelelektrophorese basiert auch die Kapillarelektrophorese auf der Un-
terscheidung von Wanderungsgeschwindigkeiten durch ein elektrisches Spannungsfeld
(Hjerten, 1967). Dabei beeinflusst der durch Polymere entstehende Widerstand im hdéheren
MaBe die Wanderung langer als kurzer Fragmente. Bei der Kapillarelektrophorese sind zwei
Elektrophoresepufferbereiche voneinander getrennt und durch eine schmale, Polymer enthal-
tende Kapillare verbunden. Zwischen den Pufferkammern ist eine Spannung angelegt. Die
negativen DNA-Fragmente laufen durch das Polymergel in Richtung positive Anode. Dabei
wandern kurze Fragmente schneller als langere. Werden die am 5°-Ende gekoppelten Farb-
stoffe mittels Laser angeregt, so kann ein Sensor das unterschiedliche Emissionsspektrum
detektieren und auf einen CCD-Chip aufzeichnen (Mansfield et al., 1998). Diese Methode
erlaubt also nicht nur die Unterscheidung der Fragmentlédngen, sondern auch die Zuordnung
der Fragmente zu den beiden Farbsystemen rot und griin (siche Tabelle 8). Diese Aspekte
ermOglichen die genaue Zugehorigkeit zum speziesspezifischen Marker. Zur Ermittlung der
genauen Fragmentldnge wird ein GroBenstandard, mit vom Hersteller definierter Basenpaar-
anzahl, verwendet. In der GeneMapper ID v3.2-Software werden diese Ergebnisse erhoben

und im Elektropherogramm graphisch veranschaulicht.

3.5.2 Durchfiihrung

Verwendet wurden je 11,7 ul Formamid als Puffer und Laufmittel, die mit 0,3 pl GréBen-
standard LIZ500® und zwei pl des zu untersuchenden PCR-Amplifikats versetzt, in eine 96er
Arbeitsplatte pipettiert und mittels Gummiaufsatz verschlossen wurden. Nach zweiminiitiger
Zentrifugation bei 1000 upm, konnte die Platte im ABI Prism© 3130 Genetic Analyzer-Gerit
von Applied Biosystems™ platziert und der Vorgang begonnen werden (Applied Biosystems,
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2007). Die Kapillare enthielt POP®-4-Polymer als aufspaltendes Medium und mafl 36 cm
Linge sowie einen Durchmesser von 50 pl. Die im Genetic Analyzer ABI 3130 verwendeten

Einstellungen sind in Tabelle 11 beschrieben.

Tabelle 11: Analyseparameter im Genetic Analyzer ABI 3130 wiihrend der Kapillarelektrophorese.

Parameter Einstellungswert
Injektionszeit 16 — 22 Sekunden
Injektionsvolt 1 kV

Laufvolt 15 kV

Lauftemperatur 60 °C

Laufzeit 1200 — 3000 Sekunden

3.5.3 Auswertung

Die Auswertung der Kapillarelektrophorese mit Hilfe der GeneMapper ID v3.2-Software
bedient sich einer zweidimensionalen Darstellung. Das eigens fiir die Multiplex-PCR erstellte
Panel beinhaltet zwei getrennte Darstellungen fiir identische Fragmentlangenbereiche. In die-
ser Form wird zwischen Primern des griinen, JOE markierten und des roten, ATTO565 mar-
kierten Systems, unterschieden.

Die fiir jede Spezies charakteristische Fragmentldnge, gemessen in Basenpaaren (bp), ist
auf der x-Achse skaliert und beschreibt somit die Allele der PCR-Produkte. Die in RFUs (re-
lative fluorescent units) gemessene Emissionsintensitit der Fluoreszenzmarkierung findet sich
auf der y-Achse und ermdglicht relative quantitative Aussagen iiber das Probenmaterial. Die
Skalierung der x-Achse geschieht anhand des GroBenstandards, welcher DNA-Fragmente
definierter Lange enthilt. Die Bereiche auf der Achse, in denen die den Primern zuzuordnen-
den DNA-Fragmente erwartet werden, sind grau unterlegt. Die Bezeichnung der Marker fin-
det sich liber dem dazugehdrigen Bereich. Befindet sich entsprechendes Material in der Probe,
sodass ein Peak erscheint, wird dieser entsprechend der zugehdrigen Spezies, wie in Tabelle 5
beschrieben, benannt. Ein Peak wird dann erst als positives Ergebnis gewertet, wenn er eine
RFU von 50 erreicht. Liegt er unter diesem Wert, kann er als Artefakt oder Hintergrundrau-

schen gewertet werden.
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3 Material und Methoden

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
A08_Farm-all-schwein_001.fsa Farm-all-schwein Meatplex_v1 [ | |
| TGLA227 | HTG4 | [ swes7 | | switi1 | | INRA023 ] | ASB2 |
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Abbildung 8: Beispiel fiir die elektropherographische Ansicht eines Testergebnisses des Nachweises
schweinespezifscher STR-Merkmale. Die Kapillarelektrophorese erfolgte auf einem ABIPrism3130 unter
Einsatz der GeneMapper Software.

Es wurde eine Schweinelebergewebsprobe verwendet. Unter der Bezeichnung der Spezies (hier in deutscher
Sprache) ist die Fluoreszenzintensitit in RFU angegeben. Da die Primer der beiden schweinespezifischen Gen-
loci JOE-markiert sind, bleibt das rote System mit Ausnahme kleiner Artefakte peakfrei.

Als weiteres Kriterium hilft die Konfiguration der jeweiligen Peaks (Signale) bei der Ent-
scheidung einen Ausschlag als positives Ergebnis zu werten oder ob es sich um Durchschlége,
Artefakte oder Verunreinigungen handelt. Die Peaks der in dieser Arbeit ausgewihlten Sys-
teme sind triadenformig aufgebaut. Dabei treten zwei oder mehrere sogenannte Vorpeaks auf.
Der hochste erscheinende Ausschlag, welcher meistens der letzte ist, wird als wahr gewertet.

Abbildung 9 gibt dafiir ein Beispiel.

| TGLA227
8‘0

1 A
4100+ 5
0 AW A Al -~ Il\_l" Ill C

Rindl Rindl

80.57 1 95.63

7900 5712

Abbildung 9: Peakkonfiguration einer Rinderprobe im Elektropherogramm eines ABIPrism3130.
A: Die beiden Peaks stellen jeweils die echten Peaks dar. B und C: Diese Ausschldge sind Vorpeaks und charak-
teristisch fiir den Dinukleotidprimer TGLA227 (entspricht COW-1 oder Rind-1).

Daraus wird deutlich, dass jeder Ausschlag im Elektropherogramm eine spezifische Mor-

phologie aufweist. Die in Abbildung 10 sichtbare Darstellung zeigt die spezifische Konfigura-
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tion eines jeden Peaks. Das Vergleichen der Ausschlidge der zu untersuchenden Probe mit
diesem Muster gibt eine Entscheidungshilfe, um echte Peaks von Durchschldgen und Artefak-

ten abzugrenzen.

( COW-1 [ HRs1 | sus-1 ] ( sus2 || Cow-2 J[ HRs2 |

5 175
7 MA M
0 AA l _J\AAAK W, AAM
1 | Je==1 [
| Rind1 | | prerat | [schwein1 | [schwein2 | [Rindz |

[Rind 1| Prerd1 | | schwein 1 | | schwein2 | [Ring2 |

( BOV-1 ] ([ Bov2 ][ coashe ]
9‘0 ‘ 120 ) 1?0 1?0 : 2‘]0

- AA/\/M W L
0 AJH

IBovidae1 I IBovidan I IZiege/Schaf

IBovidae1 | |Bovidae2 |

Abbildung 10: Musterhafte Darstellung der Peakkonfigurationen des Nachweises speziesspezifischer
STR-Merkmale nach Kapillarelektrophorese auf einem ABI3130 sowie unter Einsatz der GeneMapper
Software.

Meist treten sie in Form von Triaden in Erscheinung, wobei der hochste und meist letzte Peak der echte ist. Fiir
diese Ubersicht wurden mehrere Elektropherogramme zusammengeschnitten (verindert nach Modrow, 2014).

Anhand der Anzahl der Peaks fiir ein bestimmtes Merkmal lassen sich Homozygoten von
Heterozygoten unterscheiden. Homozygoten besitzen auf den homologen Chromosomen je
eine Kopie des identischen Gens, welches sie von miitterlicher und véterlicher Seite geerbt
haben. Thre Fragmentldangen sind identisch, weswegen die Peaks sich {iberlagern und wie ein
alleiniger erscheinen. Heterozygote Merkmalstriger hingegen tragen auf den homologen
Chromosomen nicht-identische Sequenzen unterschiedlicher Lénge. Die Allele treten als zwei
voneinander trennbare Peaks in Erscheinung. So ist beispielsweise die in Abbildung 10 darge-
stellte Pferde-DNA homozygoter Merkmalstrager fiir das Merkmal HRS-2, wéhrend die Rin-
der-DNA fiir die Marker beider Merkmale heterozygot ist, weswegen zwei Allele im selben
System in Erscheinung treten.

Diese Kenntnis lédsst sich ebenfalls auf die Untersuchung von Fleischgemischen {ibertra-
gen. Erscheinen ein oder zwei Allele im Elektropherogramm, so ist die Herkunft der Probe
von nur einem Individuum moglich. Sind mehr als drei Peaks fiir ein Merkmal sichtbar, setzt
sich die Probe aus genetischen Material mehrerer Individuen zusammen. Abbildung 11 gibt

hierfiir ein Beispiel.
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3 Material und Methoden

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
HO9_Leberwurst-S1-100_004.fsa Leberwurst-S1-100 Meatplex_v1 pad [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ swit11 | | INRA023 ] [ ASB2 |
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Abbildung 11: Elektropherographische Darstellung des Nachweises schweinespezifischer STR-Signale von
mehr als einem Individuum nach Analyse durch einen ABIPrism3130 und mulitplexgesteuerter DNA-

Amplifikation.

In einer Leberwurst sind mehr als zwei Fragmente pro getesteten Genlocus erkennbar. Jedes Allel ist mit einer
Beschriftung Pig 1 oder Pig 2 gekennzeichnet. Diese Anzahl der Ausschlige liefert den Beweis, dass die Leber-
wurst Gewebe von mindestens zwei Individuen enthlt.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswahl der untersuchten Tierspezies

Jedes der fiir dieses Projekt ausgewihlten Spezies ist mit der entwickelten Multiplex-PCR
identifizierbar. Aufgrund der geschichtlichen Entwicklung der Domestikation lassen sich un-
ter den hier untersuchten Arten Verwandtschaften feststellen. So lassen sich die Ordnungen
der Paarhufer, zu denen das Pferd gezéhlt wird, von den Unpaarhufern, wie Schwein, Rind,
Ziege und Schaf, unterscheiden. Des Weiteren gehoren Rinder, Ziegen und Schafe zu den
Horntragern (lat.: Bovidae). Die Kenntnis {iber den Grad der Verwandtschaft ist unerldsslich
fiir die Auswahl der Primer und die Interpretation der Ergebnisse.

Unter forensischen und lebensmittelkontrolltechnischen Aspekten kann es wichtig sein aus
beispielsweise im Wald aufgefundenen Gewebsteilen oder aus Lebensmitteln die beteiligte
Tierart zu ermitteln. Entsprechend wurden die in Deutschland am weitesten verbreiteten Nutz-
tiere, Gefliigel ausgenommen, ausgewéhlt. Um diese Arten sicher in einer Doppelbestimmung

feststellen zu konnen, wurden pro Spezies mindestens zwei Primerpaare verwendet.

4.2 Einfluss der Extraktionsmethode

Die Grundlage jeglicher weiterfithrenden Untersuchung des Probenmaterials ist abhédngig
von der Ausbeute und der Qualitidt der DNA-Extraktion. Neben diesen Kriterien, die den wei-
teren Verlauf der Experimente mitbestimmen, miissen jedoch auch wirtschaftliche Aspekte,
wie der zeitliche und finanzielle Aufwand beriicksichtigt werden. Im Folgenden werden die
manuelle Extraktionsmethode mittels Invisorb Spin Tissue Mini Kit (Stratec™) der semiau-
tomatischen Methode mit Hilfe des stratec InviMag KF96 Mini Kits fiir das KingFisher Flex-
Gerét (Thermo Scientific®) gegeniibergestellt.

4.2.1 DNA-Quantitit und -Qualitit

Zum Zwecke der Qualitits- und Quantititskontrolle wurden definierte Mengen von Ge-
websproben sowohl manuell als auch semiautomatisch extrahiert und die erhaltenen Extrakte
mittels Agarosegelelektrophorese visualisiert und quantifiziert.

Verwendet wurden je 100, 50, 25 sowie 12,5 mg Lebergewebe vom Rind und Schwein, de-

ren DNA anhand der in 3.2.1 und 3.2.2 beschriebenen Vorgehensweise extrahiert wurden. Im
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4 Ergebnisse

Anschluss wurden die Erzeugnisse in einem Agarosegel aufgetragen (siche 3.3.1). Im Gel
wandern hochmolekulare, groBe DNA-Fragmente langsamer, verbleiben also ndher an den
Geltaschen, dem Ausgangspunkt der Gelelektrophorese. Hochfragmentierte niedermolekulare
DNA kann im Spannungsfeld das Gitternetz des Agarosegels schneller iiberwinden und legt
daher eine lingere Strecke zuriick. Wie in Abbildung 12 zu erkennen ist, enthielten die Ex-
traktionsprodukte der manuell extrahierten Gewebsproben relativ betrachtet mehr hochmole-
kulare DNA, im Gegensatz zu den semiautomatisch extrahierten DNA-Proben, die weniger

hochmolekulare aber mehr fragmentierte DNA beinhalteten.

o &
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Abbildung 12: Uberpriifung von DNA-Quantitit und —Qualitiit von Erbmaterial aus Gewebeproben nach
manueller und semiautomatischer Extraktion. Bild eines Ethidiumbromid-gefirbten Agarosegels nach

elektrophoretischer Auftrennung.

Dabei wurden unterschiedliche Gewebsmengen eingesetzt. Fragmente der Leiter IV wurden bei der densitomet-
rischen Auswertung als Grofenstandard (gemessen in Anzahl der Basenpaaren) verwendet. Es ist sichtbar, dass
die semiautomatische Extraktionsmethode im Vergleich zur manuellen Extraktion zu mehr Fragmentnebel, also
fraktionierter DNA und weniger hochmolekularer DNA fiihrt.

Die anschlieende, auf densitometrischer Messung beruhende Quantifizierung mit Hilfe
der MeMo Forensics Membralyzer© Software (sieche 3.3.2) ergab keine deutlichen Differen-
zen der in den Proben enthaltenden DNA-Gesamtmengen (siche Tabelle 19 im Anhang).

Um die Auswirkung der Extraktionsmethode auf die kapillarelektrophoretische Auswer-
tung abschitzen zu konnen, wurden je 5, 2,5, 1,25 und 0,625 ng des manuell und semiautoma-
tisch gewonnenen DNA-Materials im ABI Prism© 3130 Genetic Analyzer-Gerit untersucht.

Die Elektropherogramme beider Extraktionsmethoden sind dhnlich und gut auswertbar. Le-
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diglich die Elektropherogramme der Extraktionen von 5 ng Gewebeproben unterscheiden
sich, wobei die Proben der semiautomatischen Methode saubere Triaden erkennen ldsst, wih-
rend die Triaden der manuell extrahierten Proben mit Artefakten durchsetzt sind. Sie sind in

Abbildung 13 gegeniiber gestellt.

A:
Sampie File Sample Name Panel $Q0 0S SQ -
A0S _#1-Rind-ST-5ng 001 fsa #1-Rind-ST-5ng Meatplex_v1 x )
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switi1 | | INRAO23 11 ASB2 ]
80 120 160 200 240
“Liw s ()
LM AWM Al
Rindl  Rind] el
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Abbildung 13: Qualitit der PCR-Produkte nach manueller und semiautomatischer DNA-Extraktion.
Elektropherogramm eines ABIPrim3130 des Extraktionsproduktes von je fiinf ng Rinderlebergewebe
nach Amplifikation mittels ,,Meatplex“-PCR.

A: DNA-Extraktion mittels manueller Methode; B: DNA-Isolierung mittels semiautomatischer Extraktion.
Erkennbar ist, dass die Triadenbildung der semiautomatischen Extraktionsmethode mit Hilfe des King Fisher
Flex- Geridtes im Bereich des Rindsystems (= COW-2) eindeutiger zur Geltung kommt, wéhrend die beiden
entsprechenden Allele beim Spin-Tissue-Extraktionsprodukt mit Artefakten durchsetzt ist. Die roten Umkrei-
sungen zeigen auffillige Unterschiede der triadenférmigen Konfiguration der Ausschlage zwischen manuell und
semiautomatisch extrahierten DNA-Proben.

4.2.2 Aufwand und Kosten

Die semiautomatische Extraktionsmethode mit Hilfe des King Fisher Flex-Gerites liefert
im Vergleich zur manuellen Extraktion mit dem Invisorb Spin Tissue Mini Kit erhebliche
zeitliche Vorteile. Einerseits stellt die Inkubationszeit von 15 Minuten der semiautomatischen,
im Vergleich zu zwei Stunden bei der manuellen Methode, einen Grund der Zeitersparnis dar.
Zum anderen birgt die jeweils vom Personal eigenhindig durchzufiihrenden anschlieBenden

Waschschritte der manuellen Methode, durch Filtration und Zentrifugation der DNA einen
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4 Ergebnisse

deutlich hoheren Zeit- und Arbeitsaufwand. Im Gegensatz dazu bendtigt die automatische
Reinigung durch Transport der an die Plastikkdmme gebundenen DNA lediglich die Vorbe-
reitung der jeweiligen Waschplatten vor Einsatz der Proben in das Gerét.

Neben den Kosten, die durch die Priasenz des Personals bei der manuellen Methode entste-
hen, ist der Verbrauch an ReaktionsgefdBen und Filtern hier besonders hoch. Nach jedem
Reinigungsschritt werden die Reaktionsgefile jeder einzelnen Probe, die den Uberstand ent-
halten, verworfen. Im King Fisher Flex-Gerét werden mit vier Arbeitsplatten, die in 96 Kam-
mern unterteilt sind, weniger Materialien bendtigt.

Da sowohl in Hinsicht auf die aufzuwendende Arbeitskraft und die finanziellen Mittel, als
auch auf die Qualitdt der kapillarelektrophoretischen Auswertung im Elektropherogramm die
semiautomatische Extraktionsmethode mittels KingFisher Flex-Gerétes von Vorteil ist, wer-

den alle in dieser Arbeit verwendeten Proben mit seiner Hilfe extrahiert.

4.3 Speziesidentifizierung mittels PCR

Die Identifizierung von Rind, Schwein, Pferd, Schaf und Ziege erfolgt durch die Amplifi-
zierung ausgewihlter Bereiche mittels Polymerase-Kettenreaktion. Dabei muss die Spezifitét
der Systeme gesichert, die Nachweisgrenzen ermittelt und Reaktionsbedingungen angepasst

werden.

4.3.1 Spezifitit der Multiplex-PCR

Zuerst wurden die, wie in 3.4.2 beschrieben ausgewihlten Primerpaare mit DNA-Proben
der ihnen zuzuordnenden Spezies einzeln getestet. Alle Versuchsergebnisse waren positiv flir
die DNA-Probe des erwarteten Tieres, mit Ausnahme des schafspezifischen Systems
OARFCB20.

Im darauffolgenden Schritt wurden fiinf unterschiedliche Multiplex-PCRs mit den fiinf zu
testenden Spezies und deren in Tabelle 8 gelisteten zwei Primerpaaren im gemeinsamen An-
satz untersucht. Mit Ausnahme des Primers OARFCB20, agierte jeder Primer erwartungsge-
mil als Ausgangspunkt der Elongation. Dieser Versuchsablauf wird in Tabelle 12 veran-
schaulicht. Nach mehrfacher Reproduktion der Ergebnisse, wurde OARFCB20 aus der Pri-

merauswahl gestrichen und war aus jeder weiteren Untersuchung ausgeschlossen.
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Tabelle 12: Ergebnisiibersicht der gemeinsamen Testung beider Primerpaare einer Spezies in einem
Multiplex-PCR-Ansatz.

Nur die spezifischen Signale fiir das Schaf im Bereich des Markers OARFCB20 (entspricht She), fiir eine Regi-
on des Schafgenoms, blieb aus. Alle weiteren Untersuchungen beider artspezifischen Primerpaare im gemeinsa-
men Ansatz ergaben entsprechen-
de elektropherographische Signa-

Genetisches Material | Primer Amplifikation le und waren somit erfolgreich.
Rind COW-1
COW-2
Schwein PIG-1
Erfolgreich
PIG-2
Pferd HRS-1
HRS-2
Schaf She Ohne Erfolg
BOV-1
Ziege BOV-2 Erfolgreich
GoaShe

Die gemeinsame Testung der Primer in ihren Farbsystemen (siche Tabelle 8) in einem
Multiplex-Ansatz sowie die Testung aller Primerpaare gemeinsam war erfolgreich. Unerwar-
tete Besonderheiten ergaben sich bei den Primern des roten Farbsystems. Die Ergebnisse die-
ser Versuchsreihe sind in Tabelle 13 beschrieben. Die Elektropherogramme der vervielfiltig-
ten DNA-Proben aus extrahierten Schweine- und Ziegengewebsproben sind beispielhaft in
Abbildung 14 dargestellt. Die Elektropherogramme der weiteren getesteten Spezies konnen

der Abbildung 28 des Anhangs entnommen werden.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
C08_Schwein1-1000Pmix_003.fsa Schwein1-1000Pmix Meatplex_v1 || [ |
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switi1 | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
6000
3000
0 IOV I
Schweinl  Schwein2
148.64 169.92
1616 J 4060 J
Schweinl  Schwein2
154.78 174.10
873 3217
C08_Schwein1-1000Pmix_003.fsa Schwein1-1000Pmix Meatplex_v1 [ ] [ ]
[ BMS332 ] [ Bmi121 |[ILSTS022|
80 120 160 200 240
6000
3000
0
Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
E08_Ziege-3000Pmix_001.fsa Ziege-3000Pmix Meatplex_v1 x [ | [ |
[ COW-1 [ HRS1 | [ PIG1 | [ PIG2 | | COW-2 Il HRS-2 |
80 120 160 200 240
6000
3000
0
E08_Ziege-3000Pmix_001.fsa Ziege-3000Pmix Meatplex_v1 X [ ] [ |
[ BOV-1 | [ BOV-2 ][ GoaShe]
80 120 160 200 240
6000 ;
3000
0 T 1 J
Bovidael Sheep-Goat
137.82 193.95
2886 2216
Bovidael
142.24
2147

Abbildung 14: Elektropherographische Darstellung des DNA-Nachweises aus Schweine- und Ziegenpro-
ben, die mittels Multiplex-PCR vervielfiltigt und auf einem ABIPrism3130 Kkapillarelektrophoretisch

analysiert wurden.

A: Elektropherogramm der Schweine-DNA-Probe. Wie erwartet lassen sich Ausschldge der System PIG-1 und
PIG-2 (Schwein-1 und Schwein-2) verzeichnen. B: Elektropherogramm einer vervielfaltigten Ziegen-DNA-
Probe. Es zeigen sich Ausschldge in den Fragmentldngenbereichen der Primer BMS332 (entspricht BOV-1) und
ILSTO022 (entspricht GoaShe). Diese Kombitation kann sowohl bei Testung von Ziegen-DNA, wie auch von

Lamm-DNA vorkommen.
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Tabelle 13: Tabellarische Darstellung der im Elektropherogramm ausschlagenden und somit speziesspezi-
fischen Primersysteme mit vorheriger Amplifikation mittels entwickelter Multiplex-PCR.

Hierzu wurden Proben bekannter Herkunft getestet. Die Kombination der Primer ist fiir die entsprechende Spe-
zies charakteristisch. Anhand dieser Tabelle ldsst sich die in einer unbekannten Probe enthaltene Art ablesen. Die
Benennung der Genorte erfolgte auf Grundlage dieser Versuchsergebnisse. So ergeben die Primersysteme
BMS332 und BM121 ebenfalls bei Rinderproben Ausschldge und sind dementsprechend spezifisch fiir alle hier
getesteten Horntrdgern (Bovidae). Der Primer BM121 initiiert nur bei einigen Schafen die Amplifikation, was
moglicherweise mit den unterschiedlichen Verwandtschaftsgraden der Unterformen mit Ziegen zusammenhéngt.
Entsprechendes gilt auch fiir den Primer BMS332, der die Vervielfdltigung von DNA-Sequenzen einiger Zie-
genarten veranlassen kann. Meist reagiert nur einer der beiden horntrigerspezifischen Systeme auf Ziegen- und
Schafs-DNA, was eine definitive Spezifizierung erschwert.

Primer Rind Schwein | Pferd Schaf Ziege Bezeichnung
TGLA227 X X X X COW-1
INRAO023 X X X X COW-2
SW857 X X X X PIG-1
SWi1111 X X X X PIG-2

HTG4 X X X X HRS-1

ASB2 X X X X HRS-2
BMS332 | X X X (@) @) BOV-1
BM121 X X (@) (@) BOV-2
ILSTO022 X X GoaShe

Die speziesspezifischen Markerfragmente besitzen jeweils eine charakteristische Frag-
mentlinge und Farbmarkierung, die, in Abhéngigkeit von der Kombination, auf die Herkunft
des Probenmaterials hinweisen. Die entsprechenden Untersuchungsergebnisse ergeben das in

Abbildung 15 vereinfacht dargestellte Schema.

50 bp 75bp 100 bp 125 bp 150 bp 175 bp 200 bp 225 bp 250 bp 275 bp 300 bp

Abbildung 15: Veranschaulichung der speziesspezifischen DNA-Fragmente nach ihren Basenpaarlingen
und Farbmarkierungen.

Nach der Kombination des Auftretens im Elektropherogramm lassen sich Fleischproben oder sogar Probengemi-
sche spezifizieren. (Eigene Darstellung)
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4.3.2 Nachweisgrenzen der Multiplex-PCR

Um Aussagen dariiber zu treffen, bis zu welchem DNA-Gehalt einer Spezies in der Test-
probe das Erbgut als artspezifisch erkannt werden kann, muss die Nachweisgrenze ermittelt
werden. Dazu wurden 100 mg Rinder-, Schweine-, Pferde-, Schafs- und Ziegengewebe extra-
hiert und mit TE-Puffer bis auf eine Konzentration von 3, 1,5, 0,75 und 0,375 ng/ul verdiinnt.
Als Grundlage dafiir diente die Quantifizierung von Verdiinnungsreihen von 1:50 bis 1:3000
mittels densitometrischer Ausmessung der Agarosegelelektrophoresen. Beispielhaft ist das
Agarosegel in Abbildung 16 dargestellt, dessen Banden die Proben je einer Verdiinnungsreihe
von Rinder- und Schweine-DNA zeigen. Entsprechende Gelelektrophoresen mit den dazuge-
horigen densitometrischen Auswertungen sind der Abbildung 29 und Tabelle 20 des Anhangs

zu entnehmen.

Rind Schwein
> =
- o o o o o o -
E o o o o o o o o o o o o 6
1 o o o o o o o o o o o o o (= P}
B|5 ¥ T NN T N M5 v T N O T N OF
- Q. L o L o L o L o L o L o L o Q. L o L o - ™ ™ L o ™ -

Grolke
(bp)

1013

S00
300

200
100

Abbildung 16: Quantifizierung der Gesamt-DNA aus Gewebe von Rind und Schwein iiber densitometri-
sche Auswertung einer Verdiinnungsreihe. Foto eines zweiprozentigen, ethidiumbromid-gefirbten Agaro-
segels nach 45 Minuten Laufzeit.

Mit steigender Verdiinnung der DNA-L&sung ist die Abnahme der Fluoreszenz der Banden zu erkennen.

Die definierten DNA-Mengen von 3 bis 0,375 ng wurden folglich als Template in die PCR
eingesetzt. Anhand der durch das ABI Prism© 3130 Genetic Analyzer-Gerit erstellten Elekt-
ropherogramme, konnte die Nachweisgrenze ermittelt werden. Sie ist die kleinste einsetzbare
Menge, bei der beide Allele heterozygoter Individuen als auswertbare Peaks in Erscheinung

treten. Die so ermittelten Nachweisgrenzen der jeweiligen Markersysteme der Spezies sind in
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Tabelle 14 dargestellt. Die Marker COW-1 und -2, HRS-2 sowie BOV-2 liefern bei einem
DNA-Gehalt von 0,75 ng zuverldssige Ergebnisse, wiahrend alle anderen Markersysteme in
der Lage sind einen DNA-Gehalt von 0,375 zu detektieren. Im Allgemeinen lassen sich bei
einem DNA-Gehalt von 0,75 ng in jedem System spezifische und reproduzierbare Peaks de-
tektieren, weswegen dieser Wert als Nachweisgrenze dieser Multiplex angenommen wird.
Tabelle 14: Nachweisgrenzen der Spezies in den unterschiedlichen STR-Systemens

Die endgiiltige Nachweisgrenze liegt bei 0,75 ng, da jedes System diesen DNA-Gehalt einer Probe detektieren

kann. Die genauen Ergebnisse dieser Versuchsreihe inklusive RFUs konnen der Tabelle 21 des Anhangs ent-
nommen werden.

Art Marker Nachweisgrenze Sichere Nach-
des Markers (ng) | weisgrenze fiir
die Spezies (ng)
COW-1 0,75
Rind COW-2 0,75
0,75
BOV-1 0,375
BOV-2 0,375
Schwein PIG-1 0,375
0,375
PIG-2 0,375
Pferd HRS-1 0,375
0,75
HRS-2 0,75
Schaf BOV-1 0,375
0,375
GoaShe 0,375
Ziege BOV-2 0,75
0,75
GoaShe 0,375

Die zur Nachweisgrenzenbestimmung durchgefiihrte Quantifizierung der Verdiinnungsrei-
hen kann ebenfalls zur Suche der einzusetzenden Verdiinnung genutzt werden, die zur Aus-
wertung mittels Multiplex-PCR und Kapillarelektrophorese optimal ist. Wie bereits beschrie-
ben, ist flir eine sichere Bestimmung eine Konzentration von drei bis vier ng zu bevorzugen.

Auffillig ist die Abhédngigkeit der Verdiinnungen mit entsprechender Konzentration von
der Art des Gewebes. Organgewebe, in diesem Falle Lebergewebe von Rind und Schwein,
erreichte den genannten DNA-Gehalt bei einer Verdiinnung von 1:1000, wihrend er beim
Muskelgewebe, wie es beispielsweise bei der Ziege verwendet wurde, einer Verdiinnung von

1:300 entsprach. (siche Tabelle 20 der densitometischen Ausmessung im Anhang). Fiir
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Mischfleisch wie beispielsweise Hackfleisch, Wiirstchen und Leberwurst stellte sich eine

Verdiinnung von 1:100 als geeignet heraus. (Siehe Abbildung 30 im Anhang)

4.3.3 Optimierung der Multiplex-PCR

Allgemeine PCR-Protokolle dienen als Ausgangspunkt fiir das Protokoll der vorgestellten
Multiplex-PCR. Um die PCR zu optimieren oder lukrativer zu machen, lassen sich an einigen

Stellen jedoch die veréndern.

4.3.3.1 PCR-Bedingungen

Die anfingliche Zyklenanzahl der PCR betrug 20 und wurde allmdhlich vermindert. Aus
dieser Verminderung der Replikationsvorgénge sollte unter anderem eine mdglichst hohe An-
zahl von Amplifikaten des gewiinschten Gensegments folgen, wihrend die Anzahl falschli-
cherweise vervielfachter Artefakte moglichst niedrig gehalten werden sollte. Nach schrittwei-
ser Erniedrigung der Anzahl der Zyklen erwiesen sich 34 Amplifikationswiederholungen als
geeignet.

Jedes der Primerpaare, die in der Multiplex-PCR zum Einsatz kommen, hat ein spezifi-
sches und individuelles Temperaturoptimum, in dem es die Zielsequenz des Matrizenstranges
spezifisch binden kann. Um die Bindetemperatur zu ermittelt bei der alle Primerpaare zielge-
nau mit dem Templatestrang hybridisieren, wurde ausgehend von der hochsten der optimalen
Bindungstemperaturen, hier 65°C, die Temperatur Schritt fiir Schritt minimiert. Artefakte
wurden mit sinkender Temperatur weniger, wihrend die triadenformigen Peaks deutlicher in
Erscheinung traten. Zwischen 55°C und 65°C waren die Ausschldge am deutlichsten, wéh-
rend niedrigere Temperaturen die Qualitit der Peaks minderten. Diese Bindungstemperatur-
spanne erwies sich also als optimal fiir die Multiplex-PCR, weswegen diese in zwei Phasen
unterschiedlicher Primerbindungstemperaturen unterteilt wurde. Nach der initialen Denaturie-
rung erfolgt also die erste, 17 Zyklen beinhaltende Phase mit einer Primerbindetemperatur
von 60°C, wihrend die zweite Phase gleicher Zyklenzahl mit einer Primerbindetemperatur
von 55°C beginnt. Die optimierten Temperaturbedingungen fiir die etablierte PCR sind der

Tabelle 15 zu entnehmen.
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Tabelle 15: Optimale Reaktionsbedingunen fiir die entwickelte Multiplex-PCR.
Die Multiplex-PCR lasst sich in zwei Phasen unterteilen, die sich lediglich in ihren Primerbindungstemperaturen
unterscheiden.

Phase Schritt Temperatur | Zeit Anzahl der
O (in Minuten) Zyklen

Initiale  Denaturie- | 95 10 1
rung
Denaturierung 95 0,5

Phase I Primerbindung 60 0,5 17
Elongation 72 1
Denaturierung 95 0,5

Phase II Primerbindung 55 0,5 17
Elongation 72 1
Finale Elongation 72 0,5 1
Kiihlung 4 o0 -

4.3.3.2 Halbierung des PCR-Ansatzes

Mit dem Ziel, Ressourcen und damit Kosten zu sparen, wurde der PCR-Ansatz halbiert.
Diese Reduzierung hatte keinen negativen Einfluss auf die Qualitdt der elektrophoretischen
Auswertung, wie der Abbildung 17 zu entnehmen ist. In allen Reaktionsanséitzen wurde folg-
lich nur der halbe Reaktionsansatz verwendet. Das neue Pipettierschema ist in Tabelle 16 ge-
zeigt.

Tabelle 16: Pipettierschema des halbierten PCR-Ansatzes.
(Vergleiche Tabelle 6) Es wird routinemafig nur ein pl DNA-Template eingesetzt.

Komponente Konzentration der Stammlosung Volumen (ul)
Bidestilliertes Wasser 6,2
Immobuffer 10 x 1,2

Primer 10 pmol/pl 2

dNTP Je 2,5 mM 1

MgCl, 50 mM 0,5
Dimethylsulfoxid (DMSO) 100 % 0,5

Immolase 50U/l 0,1
DNA-Template 3-4 ng/ul 1 pl
Gesamtvolumen 12,5 ul
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A:
[ TGLA227 |[__HTG4 | [ swss7 | [ switt1 | | INRA023 ] | ASB2 ]
80 120 160 200 240
0 i T

Rindl Rindl Rind2

80.74  95.73 206.97

7138 = 6830 4762
Rind2
215.48
4748

B:
[ TGLA227 |[__HTG4 | [ _swss7 | [ swit11 | | INRA023 | ASB2 |
8‘0 120 ) 1§0 290 ) 240
1 M M
0 T T

Rindl  Rindl Rind2

7998  95.93 205.92

7043 7384 3138
Rind2
214.35

4038

Abbildung 17: Nachweis multiplexgesteuert spezifischer Amplifikate bei reduziertem Reaktionssansatz im
Elektropherogramm einer ABIPrism3130 analysierten DNA-Probe. Vergleich der Elektropherogramme
zwischen vollen und halben PCR-Ansatz.

Beispielhaft wurden drei ng einer DNA-Probe vom Rind verwendet. Abbildung A zeigt das Elektropherogramm
eines vollen, Abbildung B hingegen das Ergebnis eines halben PCR-Ansatzes. Die Hohe des Ausschlages ist
vergleichbar, was eine negative Beeinflussung der Auswertung durch die Halbierung des Ansatzes ausschlief3t.

4.3.4 Uberpriifung der DNA-Proben auf PCR-Inhibitoren

Ist im Elektropherogramm kein Ausschlag erkennbar, kann urséchlich das Nichtvorhan-
densein einer ausreichenden Menge intakter DNA im Probenmaterial oder die Hemmung der
Extraktion oder der PCR vorliegen. Die Beinhaltung von DNA im Extraktionsprodukt ldsst
sich, sofern in ausreichender Menge vorliegend, im Agarosegel darstellen. Wird das Vorhan-
densein von DNA-Material damit bestétigt und ergibt die kapillarelektrophoretische Auswer-
tung dennoch kein Ergebnis, so stammt das genetische Material entweder nicht von den, mit-
tels ,,Meatplex“-PCR detektierbaren Spezies, oder die Amplifikation wiahrend der PCR wird
durch gewisse Hemmstoffe verhindert. Um letzteres auszuschlieBen, kann eine sogenannte
Inhibitor-PCR durchgefiihrt werden. Dabei wird als positive Amplifikationskontrolle die
DNA eines SiiBwasserpolypen Hydra, inklusive sein spezifisches Primerpaar, dem tiiblichen
PCR-Ansatz mit der zu testenden DNA-Probe zugefiihrt. Die Amplifikation dieser Polypen-
spezifischen DNA ist unter verschiedensten Reaktionsbedingungen moglich und eignet sich
daher fiir den Zweck, Hemmstoffe der PCR auszuschlieBen. Wird die DNA des Polypen ver-

vielfdltigt und in Form eines Peaks im Elektropherogramm sichtbar, so wird die PCR als sol-
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ches nicht gehemmt. Anderenfalls ist eine Hemmung unter normalen Umstidnden und funktio-
nierenden Analyseparameten nachgewiesen.

In dieser Arbeit wurden Lederproben unterschiedlicher Verarbeitung (sieche 3.1.2.5) ver-
wendet. Den Verdacht, in den Gerbstoffen seien Hemmstoffe der PCR vorhanden, galt es zu
iiberpriifen.

Zu diesem Zweck wurden dem herkdmmlichen PCR-Ansatz 0,5 ul Hydra-DNA und ein pl
des dazugehorigen Primerpaares (je 10 pmol) beigefiigt. Zeitgleich wurde das entsprechende
Volumen Aqua Bidest weggelassen, um die PCR-Bedingungen konstant zu halten. In jeder
Analyse der Lederproben war der Hydra-spezifische Peak immer gleicher Basenpaarlinge
weit auBlerhalb des Fragmentlingenbereiches der Speziessysteme zu sehen. Damit war die
Hemmung der PCR ausgeschlossen und es ist davon auszugehen, dass durch die Bearbeitung
der Lederproben die DNA-Molekiile zu stark zerstort wurden, als dass sie amplifizierbar wi-
ren. Eines der Elektropherogramme wird in Abbildung 18 exemplarisch gezeigt, in der ein

Panel fiir den Hydra-Marker als Hemmstoffkontrolle eingerichtet ist.

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
A07_Meat-1_001.fsa Meat-1 Meatplex_v1 X [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 | [ sws57 | [swi111] | INRA023 |[_AsB2 | [Hydra_Gr...|
75 125 175 225 275 325
6000 ]\\
0 I
Hydra
297.94
6712
A07_Meat-1_001.fsa Meat-1 Meatplex_v1 X [ ]
[ Bms332 | [ BM121][ILST..] Hydra_Red
75 125 175 225 275 325
6000
0

Abbildung 18: Uberpriifung der Multiplex-PCR auf Inhibitoren durch Koamplifikation von Hydra-
spezifischen DNA-Fragmenten. Elektropherographische Darstellung eines mittels ABIPrism3130 analy-
sierten DNA-Extraktionserzeugnisses einer Rindslederprobe.

Als Beispiel ist hier das Elektropherogramm des vervielféltigten Extraktes einer chromgegerbten Rindslederpro-
be aufgefiihrt, in dem keine Ausschldge zu verzeichnen sind. Das Auftreten von Hydra-DNA-Peaks spricht ge-
gen die Hemmung der PCR durch Gerbstoffe. Die Ursache des Fehlens der DNA ist also in anderen Schritten
der Probenverarbeitung zu suchen.

4.4 Einsatz der etablierten Methode
Die Multiplex-PCR macht es moglich, die DNA von fiinf der in Deutschland am héufigs-

ten vertretenen Nutztiere in nur einem PCR-Ansatz simultan zu amplifizieren und sie so zu
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identifizieren. Die ausgewdihlten Tierarten begegnen uns in vielen Bereichen wie beispiels-
weise in der Lebensmittel- und Textilindustrie. Auch im rechtsmedizinischen Alltag sind sie
ein wichtiger Bestandteil. In dieser Arbeit wurden Gewebsproben unterschiedlichster Art auf

Anwendbarkeit der Methode gepriift.

f4.4.1 Speziesbestimmung aus Fleisch- und Wurstwaren

Getestet wurden 18 Fleischproben aus Fleischtheken der Fleischerei Hasch sowie einer
Supermarktkette in Kiel und des Ziegenhofes Rheder in Boksee. Simtliche Proben waren, wie
in Tabelle 1 im Abschnitt 3.1.2.2 beschrieben, in unterschiedlichster Weise verarbeitet. Sie
wurden nach Zustimmung der Inhaber auf die enthaltenden Spezies untersucht. Zuvor wur-
den, falls moglich, pflanzliches Material, Ol und sonstige Zusétze durch Waschen reduziert.

Beinahe jede der untersuchten Proben enthielten die deklarierten Spezies, was nicht nur die
Richtigkeit der Ausweisungen bestitigt, sondern auch die Anwendbarkeit der entwickelten
Multiplex-PCR. Zur Veranschaulichung ist in Abbildung 19 das Elektropherogramm einer
Hackfleischprobe abgebildet. Weitere Beispiele sind der Abbildungen 31 bis 41 des Anhangs
zu entnehmen (siche Anhang D.3.1).
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Sample File Sample Name Panel SQ0 0S sa_____
G11_Hack2-100_003.fsa Hack2-100 Meatplex_vi =]
[ TGLA227 [ HTGa | [ swes7 | [ switil | | INRAO23 ] ASB2 ]
80 120 160 200 240
1000
500
oA A ad AMaa.A A
Cattlel  Cattlel Cattle2
7592 9331 202.69
209 167 295
1837 1296 3836
Cattlel Cartlel
8251 9743
222 224
1829 1901
Cattlel
89.06
193
1719
G11_Hack2-100_003.fsa Hack2-100 Meatplex_v1 )u]
80 120 160 200 240
3100 AL
. Al AL
Bovidael  Bovidael Bovidae2
127.69 150.95 181.72
5065 1850 3193
42092 14230 28268
Bovidael Bovidae2
136.16 185.86
1127 2757
8986 24475
Bovidael Sheep-Goat
144.99 194.42
2137 1816
18733 16575
1
Sheep-Goat
198.42
844
6741

Abbildung 19: ABIPrism3130 basierter, kapillarelektrophoretischer Nachweis speziesspezifischer STR-
Merkmale von Lamm und Rind aus einer Hackfleischprobe. Die verwendete DNA wurde zuvor mittels
entwickelter Multiplex-PCR amplifiziert.

Aus der hohen Anzahl der Allele ldsst sich schlieBen, dass das Fleisch von mehreren Individuen stammt.

Eine Ausnahme bildet die Benennung des in Cevapcici enthaltenden Fleisches. Wahrend
nach Angabe des Verkdufers ausschlieBlich Rindfleisch enthalten sein sollte, war laut Unter-
suchung und Doppelbestimmung durch die etablierte Multiplex-PCR ebenfalls Schweine-
fleisch enthalten, wie das folgende Elektropherogramm in Abbildung 20 zeigt.
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Sample File Sample Name Panel $Q0 0S SQ
E03 #1-Cevapceci-100_001.fsa #1-Cevapceci-100 Meatplex v1
[ TGLA227 [ HTGa | [swes7 | [switit | | INRAD23 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
1200
ob \ﬁ.,‘\ AsA A m mf L
Cattlel  Cantlel P\u_n—/ ig2 Cattle2
80.34 97.55 142.55 169.99 198.48
1256 705 263 709 266
Cattlel Pigl Pig2 Cattle2
91.29 150.16 179.23 204.62
301 127 276 241
Cattle2
211.89
72
E03 #1-Cevapceci-100_001.fsa #1-Cevapcec-100 Meatplex v1
BMS332 BM121 | [ILSTS022)
80 120 160 200 240
4100 A A
. J A s
Bovidael Bovidae2
127.75 181.96
6027 5140
Bovidael Sheep-Goat
145.11 190.29
2717 486

Abbildung 20: ABI-Prism3130 basierter elektropherographischer Nachweis rinds- sowie schweinespezifi-
scher DNA, die mittels Multiplex-PCR aus dem Extraktionserzeugnis einer als Rindercevapcici deklarier-
ten Ware amplifiziert wurde.

Nach Angaben des Verkdufers beinhaltet die Ware reines Rindfleisch. Nach kapillarelektrophoretischen Auswer-
tung der Probe werden jedoch auch Ausschldge in den Schweinesystemen SW857 (PIG-1) und SW1111 (PIG-2)
gefunden. Die Peaks sind durch rote Umrandung hervorgehoben.

Des Weiteren waren gekiihlte und tiefgefrorene Fertigspeisen Gegenstand der Untersu-
chungen. Diese sind in Tabelle 2 (siehe 3.1.2.2) aufgelistet. Der Auswertung der Elekt-
ropherogramme zufolge entsprach das Fleisch jeweils der deklarierten Spezies; die Ergebnisse
der Analyse sind demzufolge derselben Tabelle zu entnehmen. Eine Ausnahme bildete das
Ergebnis der Untersuchung der Ravioli-Probe, welches nicht eindeutig zu beurteilen war. So
zeigte sich, neben den zu erwartenden Ausschlidgen in schweinespezifischen Markersystemen,
Signale im Bereich des pferdespezifischen STR-Bereich HRS-1. Die weiterflihrende, zielfiih-
rende Untersuchung ist im Abschnitt 4.4.1.1 beschrieben.

Das Elektropherogramm der Analyse einer Géanseleberpastete ist in Abbildung 21 aufge-
zeigt. Hier bestdtigt sich der vom Hersteller deklarierte Anteil Schweinegewebe. Alle weite-
ren Ergebnisse der Untersuchungen sind in den Abbildungen 42 bis 51 des Anhangs D.3.2 zu

finden.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
C12_Gaenseleberp. 003.fsa Gaenseleberp. Meatplex_v1 X | | | |
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ swit11 | | INRA023 | [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
6000 . - - - - -
. 10T TYRY DY 1 DN
Pigl Pig2 Pig2
146.74 175.13 194.75
2457 4982 1888
Pigl Pigl Pig2
138.24 1 154.92 181.41
2933 654 3954
C12_Gaenseleberp._003.fsa Gaenseleberp. Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ BMS332 | [ BM121_|[ILSTS022|
80 120 160 200 240
6000
3000
0 N

Abbildung 21: Speziesidentifizierung einer aus Giinseleberpastete stammender DNA-Probe mittels neu
entwickelter Multiplex-PCR. Elektropherogramm der durch ABIPrism3130 analysierten Probe.

Wie vom Hersteller beschrieben, enthélt dieses Lebensmittel neben Gefliigelleber auch groe Mengen Schweine-
fleisch. Dementsprechend erscheinen schweinespezifische Allele im Elektropherogramm.

Von den sechs getesteten Donerproben (als Kalbsfleisch deklariert), die jeweils aus unter-
schiedlichen Donerldden Kiels stammen, konnte mittels Multiplex-PCR nur in drei Fillen
genetisches Material nachgewiesen werden. Dabei waren ausschlie8lich die horntriagerspezifi-
schen Systeme BOV-1 und BOV-2 nachweisbar. Dies ldsst darauf schlieBen, dass es sich bei
den untersuchten Proben tatsichlich um reines Rindfleisch handelt. Die zusétzliche Nach-
weisgrenzenbestimmung (siehe 4.3.2) bestitigt die hohe Empfindlichkeit der horntrégerspezi-
fischen Systeme. Da jedoch Ausschlige anderer wegweisender Systeme wie GoaShe oder
COW-1 und COW-2 ausblieben, kann diese Annahme, ebenso wie die Aussage der Verkiu-
fer, nicht mit Sicherheit bestitigt werden. Exemplarisch ist eines der drei Elektropherogram-

men in Abbildung 22 gezeigt.
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4 Ergebnisse

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
E10_Doener1.1-100_001.fsa Doener1.1-100 Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ TGLA227 Jl__HTG4 | [ swss7 | [ switt1 | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
5000 ;
2500
0
E10 _Doener1.1-100_001.fsa Doener1.1-100 Meatplex_v1 X [ | | |
[ BMS332 | [ BM121 |[ILSTS022|
80 120 160 200 240
330
0 Aw W
Bovidael Bovidae2
215 92
1 I
Bovidael Bovidae2
115 70
Bovidael
195

Abbildung 22: Elektropherogramm eines mittels ,,Meatplex“-PCR amplifizierten und ABIPrism3130
analysierten DNA-Extraktes aus einer als Kalbsdonerfleisch deklarierten Probe.

In den fiir Horntréger spezifischen Systemen BOV-1 und BOV-2 lassen sich spezifische Signale erkennen. Diese
Kombination spricht fiir die Verwendung von Rindfleisch bei der Donerherstellung. Diese Annahme kann je-
doch nicht mit Sicherheit verifiziert werden, da in den dazu notwendigen STR-Markersystemen COW-1 und
COW-2 keine Ausschlidge zu verzeichnen sind. Die Anzahl der Peaks im Fragmentlingenbereich des BOV-1-
Markers von iiber zwei, weist zudem auf eine Mischung aus mehreren Individuen hin.

4.4.1.1 Verifizierung durch die pferdespezifische Analyse: die ,,Horse-Plex“-PCR

Das Elektropherogramm der mittels selbst-etablierten Multiplex-PCR quantifizierten
DNA-Probe aus Raviolifiillung war nicht eindeutig zu beurteilen. Wie im abgebildeten Elekt-
ropherogramm der Abbildung 23 erkennbar wird, waren eindeutige Ausschldge in Basenpaar-
bereiche der Systeme PIG-1 und PIG-2 nachweisbar. Ein weiterer, als Peak zu deutender
Ausschlag, lag im Fragmentlingenbereich des Systems HRS-1. Dieser Genort ist ein pferde-

spezifischer STR-Marker.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
A12_Ravioli_001.fsa Ravioli Meatplex_v1 X | | [ |
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ swit11l | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
500+
0 ol 3 T
Horsel Pig2
135.16 175.06
187 72
Pigl
148.77
64
A12_Ravioli_001.fsa Ravioli Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ BMS332 | [ BM121 |[ILSTS..]
80 120 160 200 240
6000 +
3000
ol A

Abbildung 23: Nachweis von spezifischen STR-Merkmalen aus der Probe einer Raviolifiillung, die mittels
Multiplex-PCR amplifiziert wurde. Elektropherogramm nach Analyse auf einem ABI3130.

Die PIG-1 und PIG-2-Marker bestétigen das Vorhandensein von Schweinefleisch. Ein pferdespezifischer Aus-
schlag des HRS-1 Markers spricht fiir Pferdefleisch als Bestandteil der Fiillung und damit fiir eine falsche oder
unvollstindige Lebensmitteldeklaration. Anhand eines alleinigen Ausschlags eines pferdespezifischen Marker-
systems lassen sich allerdings keine sicheren Aussagen iiber die Herkunft des Fleisches treffen. Durch eine er-
neute Uberpriifung mittels einer kommerziell erhiltlichen, pferdespezifischen Multiplex-PCR kann sich diesbe-
zliglich Klarheit verschafft werden.

Das Ergebnis dieser Fleischuntersuchung ist ohne zusétzliche Analyse nicht eindeutig zu
beurteilen. Griinde dafiir liegen einerseits im alleinigen Vorkommen des Ausschlages ohne
weitere bestdtigende Peaks im selben oder zweiten pferdespezifischen Markersystem HRS-2.
Andererseits liegt der Ausschlag im Bereich der hohen Basenpaaranzahl des Markers. Die
Verkiirzung eines schweinespezifischen DNA-Fragmentes, dessen Amplifikation durch die
Bindung des fiir das PIG-1-System charakteristischen Primerpaares SW857 initiiert wurde,
wire also moglich.

Um die Zugehorigkeit des nachgewiesenen Peaks zu einem der Systeme HRS-1 oder PIG-
1 zu ermitteln, bietet sich die Testung der DNA-Probe im Multiplex-PCR-Ansatz mit den
pferdespezifischen Primerpaaren der HRS-1 und HRS-2-Marker an. Die kapillarelekrophore-
tische Auswertung dieses Versuches ergab keine Ausschlige. Somit sind die Primerpaare der
Pferdesysteme als PCR-Initiatoren fiir den zuzuordnenden Peak ausgeschlossen.

Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde die DNA-Probe der Raviolifiillung mittels Hor-
se-Plex-PCR (siehe 3.4.4.2) untersucht. Keines der 17 pferdespezifischen Genloci, welche in
dieser Multiplex-PCR getestet werden, wurde amplifiziert. Das Elektropherogramm auf Ab-
bildung 24 veranschaulicht dieses Ergebnis. Damit ist die falsche Zuordnung des Fragments
zum Pferdesystem bestdtigt, wihrend die Zugehorigkeit zum PIG-2-Markersystem angenom-

men werden kann.
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4 Ergebnisse

Sample File Sample Name Panel SQO 0s sQ
A12_PferdA1S_001.fsa PferdA1S HORSE_17v3 X [ ] [ ]
[ vHL20 | [ HTG4 ]| AHT4 [ HMS7 |
80 120 160 200 240
260 d
0 JVITAVY FAN AAA AN AN Ann
T 1 n T - 1 1
32 45 52 58 67
103.64 129.60| | 144.40/156.99 173.24
546 186 83 58 52 1
69
177.24
45
A12_PferdA1S_001.fsa PferdA1S HORSE_17v3 pad [ ] [ ]
[(CAnTs ] [[Hws6 ] | ASB23 |
80 120 160 200 240
260+ AAA
0 ol a1 —shay
27 48 73
94.03 135.23 185.33
141 4]9! 98 ‘
49 75
137.38 189.48
377 69
A12_PferdA1S_001.fsa PferdA1S HORSE_17v3 X [ ] [ ]
[ HTet0 ] [CHiG7 | [ hwss ]
80 120 160 200 240
2607
0 J.AJLA AAA] AAAI“.AA
29 42 58
97.02 124.17 155.75
139 117 284
32 62
102.70 164.33
60 111
A12_PferdA1S_001.fsa PferdA1S HORSE_17v3 X [ ] [ ]
[AsB17 | [ tExa ] [ Hwms1]
80 120 160 200 240
260+
0 /\J\M £
35 99
110.11 238.99
182 47 .
40 101
118.29 241.05
142 44

Abbildung 24: Nachweis pferdespezifischer STR-Merkmale aus Pferdefleisch als Positivkontrolle. Elekt-
ro-pherogramm nach Vervielfiltigung der Merkmale durch die Multiplex-PCR und Kapillarelektropho-
rese auf einem ABIPrism3130.
Im Gegensatz zu den getesteten Ravioli lassen sich hier Peaks verzeichnen, die die Herkunft des Fleisches vom
Pferd belegen. Diese Probe dient als Positivkontrolle der DNA-Probe, die aus der Extraktion der Ravioliprobe
gewonnen wurde. Die triadenférmige Peakkonfiguration ist hinweisend auf die Dinukleotidwiederholungsmuster

der Fragmente.

4.4.1.2 Bestimmung des Mischungsverhiltnisses in Fleischwaren

Bereits wihrend der kapillarelektrophoretischen Auswertung der Verdiinnungsreihen zu

Zwecken der Nachweisgrenzenbestimmung fielen Korrelationen zwischen den Ausschlagho-
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hen, gemessen in RFUs, und den DNA-Gehalten auf. Setzt man diese in Relation zueinander,
lassen sich semiquantitative Aussagen {liber die Zusammensetzung von Fleischgemischen tref-
fen. Mithilfe folgender Formel kann fiir jedes System der Umrechnungsfaktor ermittelt wer-

den:

Peakamplitude (RFU)
DNA Konzentration (T:l—‘?)

Umrechnungsfaktor U =

Die im Elektropherogramm messbare Amplitude des Ausschlages eines Markers (gemes-
sen in RFUs) kann nun mit diesem Umrechnungsfaktor multipliziert werden. Das Ergebnis

entspricht in etwa der enthaltenen DNA-Menge.

Umrechnungsfaktorxgemessene RFU = gemittelte DNA — Menge

Reagieren mehrere Marker auf ein Fleischgemisch, so konnen die so errechneten DNA-
Mengen in Relation gesetzt werden, wodurch das Mischungsverhéltnis ermittelt werden kann.
Dementsprechend wurden einige der getesteten Proben auf ihre quantitative Zusammenset-

zung untersucht. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle 17 veranschaulicht.
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4 Ergebnisse

Tabelle 17: Ubersicht der getesteten Fleischproben mit den zugehérigen Mischungsverhiltnissen der
Fleischprodukte.
Anhand von Umrechnungsfaktoren lassen sich anndherungsweise die Mischungsverhiltnisse verschiedener
Fleischsorten in einer Probe bestimmen. Alle dazu notwendigen Informationen sind in dieser Tabelle zu finden.
Das Fettgedruckte verdeutlicht die getestete Spezies, die von der Deklaration der Probe abweicht.

Fleischart | Spezies |Spezies |Marker |Peakhohe |DNA Kon- | Mischungs-
(dekla- | (Tester- (RFU) zentration | verhiltnis
riert) gebnis) (ng/nl)

Cevapcici COW-

(R.V cf’ & 1/COW-

SCL“ win | Rind, Rind, 2/BOV- | 106/1803/97 | 0 2o oo |3

\Y ’ Schwein | Schwein 1/BOV-2/ |8/242/676 ’ ’ )
gewurzt,
h PIG-
roh) 1/PIG-2
COW-
Tyt 1/COW- 754/193/437
. . Rind, 2/BOV-1/ |2/ '
(R..‘;‘ch’ mf)e' Rind | gchwein | BOV- 5140/195/70 | 23731075 133
wurzh 2/PIG- 9
1/PIG-2

Wiirstchen PIG-

(Schwein, Schwein | Schwein 3569/5183 |5 kein Gemisch

1/PIG-2

roh)

Hackfleisch

(Schwein, . . PIG- . .

. Schwein | Schwein 1/PIG-2 1217/4293 | 1,5 kein Gemisch

roh)

Leberwurst COW-

(S%Lndein ¥|Ring, | Rind, }gg&z/ 36216321633 1 375140 | 1:10

W | Schwein | Schwein /5306/4864 | 7' '
gewlrzt, PIG-

gekocht) 1/PIG-2

Leberwurst PIG-

(Schwein, Schwein | Schwein 2007/4230 |4.0 kein Gemisch

.. 1/PIG-2
gerduchert)
COW-

Hackfleisch 1/COW- 468/178/349

(Rind & | Rind, Rind, 2/BOV-1/ |4/ 1.0/4.0 1:4

Schwein, Schwein | Schwein BOV- 2650/3550/2 | 7 7 ’

roh) 2/PIG- 830

1/PIG-2
COW-

Hackfleisch | p. 4 | Rind, VCOW- | 153563726 '

(Rind & Schaf Schaf 2/BOV-1/ 30/3230/100 1.5/0,375 4:1

Schaf, roh) BOV-

2/GoaShe
Hackfleisch | Rind, Rind, COW- 203/295/254 0.75/1.5 1:2
(Rind & | Schaf Schaf 1/COW- 5/2975/1330 | 7 ’ )
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Fleischart |Spezies |Spezies |Marker |Peakhohe |DNA Kon- | Mischungs-
(dekla- | (Tester- (RFU) zentration | verhiltnis
riert) gebnis) (ng/nl)

Schaf, ge- 2/BOV-1/

wiirzt, roh) BOV-

2/GoaShe
COW-
Hackfleisch | . . 1/COW-  |398/179/279 . .
i, o) Rind Rind 2/BOV-1/ |2/1694 0,75 kein Gemisch
BOV-2
Steak PIG
(Schwein, | Schwein |Schwein ) 586/1124 0,75 kein Gemisch
. 1/P1G-2

mariniert)

Salami PIG-

(Schwein, Schwein | Schwein 2574/4230 |4 kein Gemisch

N 1/P1G-2

gerduchert)

Wildsalami .

. Wild- . SUS- 4061//2826/ . .
i(r\17;711dschwe: schwein Schwein 1/SUS-2 7887//2283 4 kein Gemisch

4.4.2 Speziesbestimmung in Tierfutter

Getestet wurden jeweils zwei Trockenfutterarten fiir Katzen und je eine Nassfuttersorte fiir
Hunde und Katzen. Nur bei dem Nassfutter fiir Katzen konnte Schweinefleisch durch DNA-
Fragmente im Basenpaarbereich der Marker PIG-1 und PIG-2 nachgewiesen werden, wie in

Abbildung 25 erkennbar ist.

Sample File Sample Name Panel SQO 0s sQ
C11_WhiskasKatzeT1_003.fsa WhiskasKatzeT1 Meatplex_v1 X [ | [ |
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ Swii1l | | INRA023 | | ASB2 |
80 120 160 200 240
170
0 A A A AA
Pigl PIG1 Pig2
27 129 76
Pig2
3
C11_WhiskasKatzeT1_003.fsa WhiskasKatzeT1 Meatplex_v1 X [ | [ |
[ BMS332 ] [ BM121 |[ILSTS022
80 . 120 160 200 2«}0
230
0

Abbildung 25: Nachweis von Schweinefleisch in einer Nassfutterprobe fiir Katzen. Elektropherogramm
nach Amplifikation durch die etablierte Multiplex-PCR und kapillarelektrophoretischer Auftrennung
durch einen ABI3130.

Das erwartete Schweinefleisch war hier, im Gegensatz zu anderen Tierfutterproben, eindeutig nachzuweisen.
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4 Ergebnisse

4.4.3 Tierische Speisereste im Mageninhalt

Die Untersuchungen von zehn festen Mageninhaltsproben waren durchgehend negativ. Um
zu kontrollieren, ob die DNA durch Bestandteile der Magenséure oder sonstiger Vorgénge im
Magenlumen derart veréndert ist, dass eine Extraktion und Auswertung nicht moglich ist,
wird eine Versuchsreihe simuliert, deren Ablauf in Abschnitt 3.1.2.4 beschrieben und dessen

Ergebnisse hier in Kiirze tabellarisch wiedergegeben sind:

Tabelle 18: Einfluss des Magenmilieus auf die Untersuchungsergebnisse der Multiplex-PCR anhand des
RFU-Verlaufes der ausschlagenden Systeme in Abhiingigkeit zur Inkubationszeit im Magensaft.

Zur Beibehaltung der Anschaulichkeit sind nur die Ergebnisse der Versuchsreihe mit 100 mg gemischten Hack-
fleich von Rind und Schwein gelistet. Die Positivkontrolle bildet eine Hackfleischprobe ohne Einfluss von Ma-
gensaft. Die weiteren Proben wurden jeweils bei 37°C unterschiedlich lange in Magensaft unter stindigem
Schiitteln inkubiert. Die im Elektropherogramm ablesbaren RFUs der hochsten Peaks der jeweiligen ausschla-
genden Systeme sind dargestellt.

Eingesetzte Inkubationszeit | COW-1 | COW-2 | BOV- | BOV-3 | PIG-1 | PIG-2
Probenmenge | (Stunden) (RFU) | (RFU) |1 (RFU) | (RFU) | (RFU)
(mg) (RFU)

Positivkontrolle | 0 203 661 5924 3937 1975 4600
100 0,5 133 401 3200 3767 1290 2951
100 0,75 199 296 4364 2995 597 3538
100 1,5 - 440 1834 1761 664 3029
100 2 - - 1023 724 158 692

Aus Tabelle 18 lassen sich die RFUs der ausschlagenden Systeme nach unterschiedlicher
Inkubationszeit einer gemischten Hackfleischprobe vom Schwein und Rind unter magenihn-
lichen Bedingungen entnehmen. Es wird ersichtlich, dass eine absteigende Tendenz der RFUs
mit steigender Verweildauer der Proben im simulierten Magenmilieu zu verzeichnen ist. So
ist jede, nach Inkubation in Magensaft detektierte Amplitude geringer als die, der nicht mit
Magensaft versetzten Positivkontrollen (sieche Abbildung 26 sowie Abbildungen 60 bis 65 des
Anhangs D.3.3). Die Rindersysteme COW-1 und COW-2 reagieren dabei am empfindlichs-
ten. Aus vorliegenden Ergebnissen wird deutlich, dass die Speziesspezifizierung von Magen-
inhaltsproben bis zu einer Verweildauer von 45 Minuten ohne Probleme mdglich ist. Tabelle
22 des Anhangs beschreibt die Ergebnisse der Versuchsreihe mit Gewebsproben reinen Rin-
derhackfleisches (siche Abbildung 52 bis 59 im Anhang D.3.3). Dabei decken sich die Ergeb-
nisse beider Versuche des Systems COW-2, wihrend der Marker COW-1 auch nach

zweistlindiger Inkubation unter Magenbedingungen noch moglich ist.
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A:

Sample File Sample Name Panel SQO 0s sQ
F09_RS-positiv_002.fsa RS-positiv Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ TGLA227 JL_HTG4 | [ _swss7 | [ _swit11 | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
6000
3000 J‘J Nh
0 i JJ\ AN A an .
T 11 1 1 1 1
Cattlel Pigl Pig2 Cattle2 Cattle2
86.89 142.94 182.23 ' 197.87 220.99
I74‘ 1975J 4600 ‘ 661 423
Cattlel Pigl Pig2 Cattle2
89.09 144.87 188.04 230.12
116 694 3681 366
Cattlel
98.12
203
F09_RS-positiv_002.fsa RS-positiv Meatplex_v1 X [ ] | |
[ BMS332 ] [ Bm121_][ILSTS022]
80 120 ) 160 200 240
M L
0  — llL
Bovidael Bovidae2
138.01 180.46
5924 . 979
Bovidael Bovidae3
142.22 196.55
2159 3937
I
Bovidael
145.41
2877
B:
Sample File Sample Name Panel SQO 0s sSQ
C11_RS-2h_003.fsa RS-2h Meatplex_v1 x [H] ]
[ TGLA227 ]l HTG4 | [ sws57 | [ switil | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 290 240
600
0 II\ ll\ S T T 1
Pigl Pig2 Pig2
142.45 16591 181.36
1‘38 456 ‘89
Pigl Pigl Pig2
138.16 | 152.90 175.13
158 97 692
C11_RS-2h_003.fsa RS-2h Meatplex_v1 pas [ ] [ ]
[ BMS332 | [ BM121 |[iLSTSO..]
80 120 160 200 240
0 - T 1 Iv[l\
Bovidael Bovidae3
128.06 193.46
1023 724
Bovidael
136.50
515
x T
Bovidael
143.10
763

Abbildung 26: Nachweis spezifischer STR-Merkmale in Abhiingigkeit von der Einwirkzeit der Probe in
Magensaft. Elektropherogramme nach selektiver Vervielfiltigung mittels ,,Meatplex“-PCR und anschlie-
Bender kapillarelektrophoretischen Analyse durch einen ABIPrism3130.

A: Positivkontrolle: DNA aus Hackfleisch ohne Inkubation in Magensaft; B: Inkubationszeit 120 Minuten. Da-

bei wird der Verlust der Ausschldge der Rindersysteme COW-1 und COW-2 deutlich.

60




4 Ergebnisse

4.4.4 Forensische Anwendungsbeispiele

Wird in der forensischen Praxis genetisches Material nicht humanen Ursprungs untersucht,
kann dieses moglicherweise mittels der entwickelten Multiplex-PCR spezifiziert werden. Je
nach Fall kann die Kenntnis der Herkunft der DNA zu seiner Kldrung beitragen. Dieser Ab-

schnitt schildert die Ergebnisse zweier derartiger Beispiele:

4.4.4.1 Organfund im Wald

Bei einem Organfund im Wald unbekannten Ursprungs (siche 3.1.2.6) wurde mittels OB-
TI-humanspezifischen Antikorpertest die humane Herkunft der Probe ausgeschlossen. Zur
weiteren Spezifizierung wurde die selbst-etablierte Multiplex-PCR angewendet. Nach Extrak-
tion von DNA aus dem Gewebsfund, anschlieBender selektiver Amplifizierung mittels der
beschriebenen PCR und kapillarelektrophoretischen Auswertung, wurde die Probe als Rin-
dergewebe spezifiziert. Der Ausschlag jedes dem Rind zugehorigen Systems sichert dieses

Ergebnis. Das zugehorige Elektropherogramm ist der Abbildung 27 zu entnehmen.

Sample File Sample Name Panel SQ0 0s sQ
G12_Fall1_003.fsa Fall1 Meatplex_v1 X | | [ |
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switi1 | | INRA023 ][ ASB2 |
80 120 160 200 240
0 1 PV, Y,
Cattlel Cattle2
104.48 206.70
355 70
Cattlel Cattle2
112.92 220.48
244 58
G12_Fall1_003.fsa Fall1 Meatplex_v1 X || [ ]
[ BMS332 | [ BM121_|[ILSTS022|
80 120 160 ‘ 200 240
2900 h H "A
0 1 1
Bovidael Bovidae2
131.48 180.85
4803 3725
Bovidael
142.97
2846

Abbildung 27: Nachweis von Rindergewebe aus einem unbekannten Gewebefund im Wald. Elektrophero-
gramm nach multiplexgesteuerter Amplifikation und Kapillarelektrophorese durch einen ABIPrism3130.

Sichtbar sind jeweils die beiden Allele des heterozygoten Merkmalstriager fiir die Marker COW-1 (TGLA227)
und COW-2 (INRAO023), hier: Cattlel und Cattle2, sowie BOV-1 (BMS332). Das identifizierte Rind ist ho-
mozygoter Triger des Merkmals BOV-2, weswegen nur ein Allel sichtbar ist.
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4.4.4.2 Bolus eines Todesopfers durch Verschlucken

Ein weiterer Fall beschéftigte sich mit der Aufkldrung der Todesumsténde einer Person,
die vermutlich an einem Erstickungs- oder Bolustod verstorben ist. Dazu kann die Kenntnis
iiber den Inhalt des den Larynx oder die Luftrohre verschlieBenden Bolus von Vorteil sein.

Die Untersuchung dieses Objektes mittels Multiplex-PCR ergab kein positives Ergebnis,

was die Wahrscheinlichkeit der Beinhaltung von fleischhaltiger Kost deutlich verringert.
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5 Diskussion

Mit der entwickelten Multiplex-PCR ist es moglich, durch die simultane Untersuchung von
neun STR-Systemen die Spezies Rind, Schwein, Pferd, Schaf und Ziege zu identifizieren. Die
Zusammenfiihrung der einzelnen Singleplex-Ansitze verringert den Arbeitsaufwand und die
Dauer der Untersuchung. Die Optimierung der Multiplex-PCR, die Minimierung der Materia-
lien und Reagenzien durch Gebrauch von nur einem anstatt neun Versuchsansdtzen sowie die
zusitzliche Halbierung des Ansatzes flihren zu einem geringen Verbrauch von Reagenzien
und Template-DNA. Diese Faktoren stellen einen gewaltigen Vorteil gegeniiber herkdmmli-
chen Nachweismethoden, wie beispielsweise ELISA dar. Da besonders bei Minimalspuren
nur geringe Mengen genetischen Materials vorhanden sind, ist die Anwendung des ELISAs
limitiert, wihrend die entwickelte Multiplex-PCR selbst in solchen Féllen noch zuverlédssige

Ergebnisse liefert.

5.1 Stellenwert der ausgew:iihlten Spezies

In der deutschen Landwirtschaft ist beinahe die Halfte des Produktionswertes tierischer
Genese. Nach der Milchproduktion steht die Fleischerzeugung dabei an zweiter Stelle (Ger-
man Meat GmbH, 2014). So steht die Schweineschlachtung mit iiber 5,5 Millionen Tonnen
im Jahre 2012 an erster Stelle, gefolgt von Gefliigel, Rindern, Schafen und Ziegen sowie
Pferden (Statistisches Bundesamt, 2013). Pferde sind gesondert zu betrachten, da ihre Haltung
héufig anderer, beispielsweise sportlicher Motivationen entspringt. Das erkldrt die Relevanz
dieser Tier-arten im Alltag, sei es als vitale Prisenz in unserer Umgebung oder als Lebensmit-
tel. Daher wurden im vorliegenden Projekt die Tierarten Rind, Schwein, Pferd, Schaf und
Ziege ausgewdhlt.

Laut dem Fleischatlas 2013, einem Projekt der Heinrich Boll Stiftung, stehen bei rund
85 Prozent der Menschen in Deutschland fleischhaltige Nahrungsmittel fast tidglich auf dem
Speiseplan (Heinrich-Boll-Stiftung, 2014). Diese Daten verdeutlichen den Stellenwert, die
eine simultane Identifikation mehrerer Spezies in einem Multiplex-PCR-Ansatz einnehmen
kann, da somit die hauptfleischerzeugenden Arten Deutschlands zum groBen Teil abgedeckt

sind.
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5.2 Einflussfaktoren auf die Speziesanalyse des Probenmaterials

Bei der Probenentnahme nahm die Messgenauigkeit einen hohen Stellenwert ein. Diese
beeinflusst wesentlich die Menge der resultierenden DNA im Extrakt und somit die quantita-
tiven Aussagen, die aus den Amplituden der elektrophoretischen Peaks geschlossen werden.
Die verwendete Feinwaage rundet das Gewicht auf 0,1 mg. Ist eine groflere Genauigkeit der
quantitativen Bestimmung gefragt, empfiehlt es sich auf eine exaktere Waage zuriick zu grei-
fen.

Je nach erwarteter DNA-Ausbeute der Extraktion variiert die Probenvorbereitung der se-
miautomatischen Extraktionsmethode. Damit steigen sowohl die Erfolgschancen, als auch die
Ausbeute der DNA-Isolierung. Liegt die Probe in fester und trockener Form vor, war die Zu-
gabe von PBS-Puffer notig. Waren durch DNA-beungiinstigende und zerstdrende Vorbehand-
lung der Proben kaum Extraktionsprodukte zu erwarten, wurde die Lyse iiber Nacht verldn-
gert, um eine hohere Ausbeute zu erzielen. Hier empfiehlt sich fiir die forensische Routine die
Erstellung einer tabellarischen Ubersicht beziiglich der einzusetzenden Mengen und Bearbei-
tungszeiten in Abhéingigkeit vom jeweiligen Ausgangsmaterial. Derartige, dhnliche Anwei-
sungen existieren in den akkreditieren forensischen Laboren bereits fiir die Anwendung ande-
rer Nachweismethoden humaner DNA.

Die Anwendbarkeit der Multiplex-PCR héngt wesentlich von der Qualitit und der Quanti-
tdat des extrahierten Erbmaterials ab. Diese Faktoren werden, sofern die Extraktion nicht durch
Hemmstoffe verhindert wird, von den qualitativen Eigenschaften der im Gewebe vorliegen-
den DNA beeinflusst. Vielfdltige Verarbeitungsschritte des Gewebes konnen die Qualitédt der
DNA senken oder diese sogar zerstoren. Einige werden in den folgenden Abschnitten bespro-

chen.

5.2.1 Fiir Kontrollproben geeignetes Gewebe

Als Positivkontrolle eignet sich Gewebsmaterial, welches sich einfach beschaffen ldsst und
eine moglichst konstante sowie ausreichende DNA-Konzentration besitzt. Lebergewebe ent-
hilt aufgrund des Zellreichtums besonders viel DNA, ist jedoch nicht fiir jedes der ausge-
wihlten Tiere im Handel ohne groflen Aufwand beschaffbar. Trotz des groeren Anteils an
Bindegewebe im Muskel ist der DNA-Gehalt in dieser Gewebsart ausreichend. Es ist {iberall

im Handel erhéltlich und daher besonders zur Extraktion der Kontroll-DNA geeignet.
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5.2.2 Einfluss der Lebensmittelverarbeitung auf die Anwendung der Multiplex-PCR

Ein ausschlaggebendes Kriterium bei der Auswahl der Lebensmittelproben war die Vielfalt
ithrer Verarbeitung. So wurden Proben unterschiedlichen Gewebes, wie Leber- und Muskel-
gewebe, diverser Zerkleinerungsgrade, wie in Brat- und Leberwurstproben, Fleischproben mit
Beimengung von pflanzlichen Materialien, wie Gewiirzen, beispielsweise Ravioli- oder Tor-
telliniproben sowie thermisch vorbehandelte Fleischprodukte, wie gebratenes Hackfleisch,
untersucht. Aus allen der genannten Fleischprodukte konnten Ergebnisse erzielt werden. Die
herkdmmliche Verarbeitung von Fleischprodukten der Frischfleischtheke und von gekiihlten
Fertigprodukten verhindert also weder die DNA-Extraktion noch die PCR-Untersuchung.

Durch Analyse von Donerproben wurde die Anwendbarkeit der Multipex-PCR, auf durch
stirkste thermische und mechanische Beanspruchung verdndertes Gewebe, getestet. Jedes der
genannten Einflussgrofen beeinflusst die Qualitit der DNA wesentlich. Von den sechs D6-
nerproben konnte nur die Hilfte der DNA-Extrakte als Rinder-DNA identifiziert werden. Ein
Grund fiir diese hohe Misserfolgsrate kann die grole Anzahl verschiedener Verarbeitungs-
schritte darstellen. Dazu gehoren mechanische Zerkleinerung, starke Druckeinwirkung durch
Pressen des Fleisches, wiederholte Erhitzung und der Zusatz von Gewiirzen vielféltiger Art.

Dementsprechend konnte aus allen Fleischproben, die nicht erhitzt wurden oder eine Min-
destgrofle unzerkleinerter Fragmente von etwa einem Millimeter Durchmesser hatten, positive
Analyseergebnisse erzielt werden. Hingegen waren die Untersuchungsergebnisse stark ge-
trockneter Proben wie Trockenfutter und Lederproben tierischer Genese negativ.

Die Testung derartiger Proben dient nicht nur der Uberpriifung des Nutzens fiir die Le-
bensmittelindustrie, sondern reprisentiert auch den Einfluss vielfaltiger Einwirkung physika-
lischer GroB3en auf das zu untersuchende Gewebe. Die Testung erhitzter Gewebsproben simu-
liert Untersuchungsmaterial denkbarer rechtsmedizinischer Félle, wie beispielsweise ver-

brannter Gewebsproben.

5.2.3 Anwendung der Multiplex-PCR auf Tierfutterproben

Das Angebot von Tierfutter fiir Fleischfresser reicht liber Nassfutter und Hundekuchen bis
zu verschiedensten Trockenfutterarten. In der Trockenfutterherstellung ist das enthaltene tieri-
sche Material groBem Druck, Zerkleinerungsprozessen und hohen Temperaturen ausgesetzt.
Die meist homogene Mischung mit weiteren Bestandteilen, wie Getreideprodukten, Fetten
und Quellstoffen sowie der Entzug von Wasser fiihren zu einer starken Beanspruchung des

zelluldren Materials.
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Nur in einer der vier untersuchten Proben verlief die Speziesidentifizierung erfolgreich. So
konnte in der Katzennassfutterprobe Schweine-DNA nachgewiesen werden, wihrend in den
anderen zwei Trockenfutter- sowie der Nassfutterprobe keine speziesspezifische DNA detek-
tiert wurde. Die positiv getestete Probe enthielt optisch deutlich abgrenzbare Muskelstruktu-
ren, die in einer Fliissigkeit hoher Viskositit eingebettet waren. Hingegen erschienen die
Nass- als auch Trockenfutterproben, deren Analyseergebnisse negativ ausfielen, als homoge-
nere Masse der unterschiedlichen Inhalte. Im Falle des Nassfutters waren vereinzelt pflanzli-
che Bestandteile zu identifizieren, wihrend Anteile tierischer Genese nicht eindeutig abzu-
grenzen waren.

Vermutlich werden durch die Verarbeitung und Trocknung die Zellstrukturen, insbesonde-
re Zell- und Kernmembranen, zerstort. Diese dienen unter anderem dem Schutz der DNA, die
folglich durch die genannten Vorgidnge aufgehoben ist. Das Erbgut geht zugrunde,
weswegen keine intakte DNA mehr extrahiert werden kann, die als Template der entwickelten
Multiplex-PCR agieren kann. Daher kann sie fiir derartige Proben (noch) keine zuverldssigen
Ergebnisse liefern. Es empfehlen sich weitere Optimierungen und zusitzliche Untersuchun-
gen.

Eine weitere mogliche Erkliarung fiir den Misserfolg der Speziesspezifizierung der Tierfut-
terproben ist der Fleischanteil der untersuchten Proben. So wurde fiir die Extraktion unabhén-
gig vom deklarierten Fleischanteil des Futters jeweils 100 mg Material verwendet. Damit liegt
die verwendete Fleischmasse gegebenenfalls unter der Nachweisgrenze der entwickelten Mul-
tiplex-PCR. Eine erneute Testung dieser Proben unter Beriicksichtigung des Fleischanteils des
Tierfutters mit entsprechender Anpassung der in der Extraktion eingesetzten Probenmenge ist

Zu erwagen.

5.2.4 Einfluss des Magenmileus auf die Speziesidentifizierung

Zur Klarung unklarer Todesursachen oder Nahrungsmittelintoxikationen kann eine Analy-
se des Mageninhalts notwendig sein. Auch beim Erstickungs- oder Bolustod kann der Fremd-
korper durch gastrodsophagealen Reflux oder Aspiration von Magensaft zersetzt sein. Die
Kenntnis der Zusammensetzung des Bolus birgt moglicherweise Informationen {iber den Her-
gang des Vorfalls, hilft bei der Rekonstruktion und kann somit einer Untersuchung bediirfen.

Gelangt der Bissen in den Magen, fiihren peristaltische Kontraktionen der Magenwand zur

Zerkleinerung desselben und der zur Aggregation neigenden Fetttropfen. Hormonelle Reakti-
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onen fithren zur Sekretion von Magensaft, wovon tdglich zwei bis drei Liter produziert wer-
den.

Der Magensaft setzt sich hauptsidchlich aus Intrinsic Factor zur Vitamin B12 Resorbtion,
desinfizierender und andauender Salzsdure, Vorstufen von proteolytischen Enzymen und
pH-steigernden bicarbonathaltigen Schleim zusammen. Die Sekretion der Salzsdure wird so-
wohl hormonell, als auch durch Dehnung der Magenwand sowie durch chemische Nahrungs-
bestandteile gesteuert. Sie fithrt zur Denaturierung von Proteinen und aktiviert das eiwei3ver-
dauende Enzym Pepsin durch die Spaltung von Pepsinogen. Der pH-Wert sinkt mit steigender
Menge an Salzsdure, dessen autolytische Wirkung auf das Magenepithel durch die bicarbonat-
reiche Schleimschicht verhindert wird. Die Nahrung verweilt, je nach Zusammensetzung,
zwischen zwei und sieben Stunden im Magen. (Jensen-Jarolim et al., 2006; Klinke et al.,
2010)

Mit der in 3.1.2.4 beschriebenen Versuchsreihe, in der die physiologischen Magenbedin-
gungen simuliert werden, wird die Anwendbarkeit der entwickelten Multiplex-PCR auf bis zu
zwei Stunden im Magen verweilenden Speisebrei bestétigt. Das Magenmilieu vermindert
zwar die AusschlaghShen und senkt damit die Nachweisgrenze der Multiplex-PCR, verhin-
dern jedoch nicht die Aussagekraft der qualitativen Ergebnisse. Diese Methode eignet sich
also filir Routineuntersuchungen von aus Mageninhalt gewonnenen DNA-Proben. Dabei ist sie
abhingig vom Zerkleinerungsgrad der zu untersuchenden Probe, da fiir den Magensaft ent-

sprechend unterschiedliche Angriffsflichen vorliegen.

5.2.5 Lederprobenspezifizierung

Die Untersuchung von geféirbten sowie ungefarbten chrom-, pflanzlich- und mischgegerb-
ten Lederproben fiel negativ aus. Die Erklarung liegt vermutlich im Herstellungsprozess des
Leders aus Tierhaut. Bei diesem Vorgang unterliegt sie vielzdhligen Einfliissen chemischer,
mechanischer und thermischer Natur. Sowohl die Gerbung als auch der Entzug von Wasser
durch Trocknung kann modulierend oder destruktiv auf die zelluldren Strukturen wirken, so-
dass die DNA-Extraktion und folglich die PCR-Untersuchung erfolglos bleiben.

Da es allerdings vereinzelte Verdffentlichungen gibt, in denen eine erfolgreiche DNA-
Analyse aus derartigen Produkten beschrieben wird, sollten weitere Untersuchungen durchge-
fiihrt werden, um sicher zu gehen, dass es sich bei den hier erzielten negativen Ergebnissen
nicht um Einzelfille handelt oder die eingesetzte DNA-Extraktionsmethode mdglicherweise

nicht ausreichend ist. So gelang es Ojeda et. al. eine Extraktionsmethode zu entwickeln, die
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aus 25 mg Ledergewebsmaterial DNA in ausreichender Menge und Qualitét fiir weitere PCR-
analytische Methoden bereit stellt (Ojeda et al., 2012). Das Erhalten von quantitativ und qua-
litativ verwertbarer DNA durch Anpassung des Extraktionsprotokolls der semiautomatischen
Methode oder durch Wechseln der Extraktionsmethode auf beispielsweise kommerziell er-
héltliche Pflanzenextraktionskits, konnte das Anwendungsspektrum der entwickelten Multi-

plex-PCR verbreitern.

5.2.6 Forensische Anwendung

Das Untersuchungsergebnis des Gewebsfundes, welcher in 3.1.2.6 beschrieben wird, be-
legt eindeutig die Herkunft vom Rind und zeigt ein Beispiel fiir die erfolgreiche Anwendung
dieser neuen Methode in der rechtsmedizinischen Routine.

Das negative Ergebnis der Bolusanalyse des mutmaBlichen Erstickungsopfers schlief8t die
Beinhaltung fleischhaltiger Kost mit hoher Wahrscheinlichkeit aus, da die hauptfleischerzeu-
genden Arten Deutschlands mit Hilfe dieser Multiplex-PCR zum groflen Teil abgedeckt sind.
Eine zusétzliche Testung auf Gefliigelfleisch wiirde die Wahrscheinlichkeit der Aussage er-
hohen, ebenso wie die Analyse durch einen fusionierten PCR-Ansatz, welcher zusétzlich die

wichtigsten Wildtiere zu detektieren vermag.

5.3 Qualitative und quantitative Unterschiede des Probenmaterials

Fiir die Untersuchung des Probenmaterials mittels Multiplex-PCR ist eine ausreichende
Menge intakter DNA notwendig. Sowohl die Art des Gewebes und seine Verarbeitung, als
auch die verwendete Extraktionsmethode sind von Interesse. Die Amplituden der systemspe-
zifischen Ausschlidge ermdglichen aus Genauigkeitsgriinden der Quantifizierung zwar keine
exakten Aussagen iiber die DNA-Konzentrationen, Auskiinfte tiber Mischungsverhéltnisse
zusammengesetzter Fleischproben sind jedoch mdglich (siehe 4.4.1.2). Insbesondere in der

Lebensmittelindustrie ist die Kenntnis des Mischungsverhéltnisses von besonderem Interesse.

5.3.1 Methoden der Quantifizierung

Die Uberpriifung der Qualitit sowie der Quantitit der DNA geschieht in dieser Arbeit mit-
tels Agarosegelelektrophorese. Die genannte Methode macht eine Visualisierung dieser As-
pekte durch Fluoreszenzmarkierungen der DNA-Fragmente mittels Ethidiumbromid moglich
(Miilhardt, 2009). Nachteilig sind der hohe Zeit- und Arbeitsaufwand, der mit der Herstellung

des Agarosegels und der sich anschlieBenden elektrophoretischen Laufzeit verbunden ist.
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Dariiber hinaus interkaliert Ethidiumbromid mit der DNA, was zur Zellmutationen und Entar-
tungen flihren kann. Die Einhaltung von Sicherheitsmafinahmen beziiglich Umgang, Haut-
schutz und Entsorgung sind einzuhalten (Sicherheitsdatenblatt fiir Ethidiumbromid, Carl
Roth®, 2013).

Eine schnellere und vergleichbar exakte Methode ist die auf Extinktion beruhende, spekt-
ralphotometrische Messung, beispielsweise mit einem sogenannten NanoDrop-Gerit. Thr
Prinzip beruht auf der Absorbtion monochromatischen Lichtes der Wellenlédnge 260 nm (Na-
nometer) durch die DNA (Thermo Scientific, 2013). Dabei absorbiert jegliche Form von
DNA das Licht unabhidngig von der Fragmentlédnge in gleicher Weise. Die Extinktion steht
mit der DNA-Konzentration im linearen Zusammenhang. Die spektralphotometrische Mes-
sung fiihrt also zur unspezifischen Quantifizierung jeglicher DNA-Molekiile. Qualitative Aus-
sagen wie der Fragmentierungsgrad der DNA, sind im Gegensatz zur Quantifizierung mittels
MeMo Forensics Membralyzer© Software, nicht moglich (Modrow, 2012).

Die fluorimetrische Messung, die mit Hilfe des Quantus™Fluorometer erfolgen kann, stellt
eine einfache, schnelle und spezifische Quantifizierungsmdglichkeit dar. Fluoreszenzfarbstof-
fe sind an DNA-Molekiile gekoppelt, die komplementéir zu den zu quantifizierenden DNA-
Sequenzen sind. Die Bindung der markierten Komplementirstrange ist proportional zur ent-
haltenen spezifischen DNA-Konzentration. Die nach Anregung durch monochromatisches
Licht entstehende Emission ist dementsprechend proportional zur enthaltenen DNA-Menge.

Bei der Realtime- oder quantitativen PCR erfolgt die Quantifizierung durch Emissionsmes-
sung fluoreszenzmarkierter DNA-Molekiile wihrend der Amplifikation. Die Vervielfiltigung
und Emission verlduft in einem engen Bereich bei optimalen Bedingungen exponentiell zur
Zyklenzahl und erlaubt Riickschliisse auf die DNA-Konzentration der Probe (Jansohn und
Rothidmel, 2012). Vorteil dieser Methode ist die simultane Testung auf Hemmstoffe der PCR
durch Abweichungen der Kurvenkonfiguration oder Ausbleiben des Graphen. Ist die DNA
hochgradig fragmentiert, wird eine vollstindige Amplifikation gewiinschter Sequenzen ver-
hindert, sodass keine saubere Amplifikationskurve der zu untersuchenden Probe entsteht. Die
Realtime-PCR liefert dementsprechend Informationen iiber hochgradige Fragmentierung und
den genauen DNA-Gehalt der Probe sowie iiber das Vorhandensein von PCR-Hemmstoffen.
Die Vereinigung qualitits- und quantitétsiiberpriifender Schritte minimiert den Arbeitsauf-
wand, hingegen ist die Herstellung der benétigten fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden teuer.

Aufgrund der Verfiigbarkeit sowie aus Kostengriinden wurde in dieser Arbeit zu Zwecken
der Qualitéts- und Quantitdtsbestimmung der DNA-Proben die Methode der gelelektrophore-

tischen Auftragung mit einer anschlieBenden densitometrischen Auswertung durchgefiihrt.
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Sie bewdhrt sich durch zuverldssige Ergebnisse beziiglich der Beurteilung des untersuchten
genetischen Materials. Ein Ersatz dieser Methode durch die durchaus zeitsparendere und
simplere Quantifizierung sowie Qualititskontrolle mittels fluorimetrischer Messung kann
erwogen werden, um die ,,Meatplex“-PCR als wirtschaftlicheren Standard in die rechtsmedi-

zinische Praxis zu integrieren.

5.3.2 Einfluss der Gewebeart und der Verarbeitung

Die densitometrische Quantifizierung der agarosegelelektrophoretisch aufgetragenen Ver-
diinnungsreihen von speziesspezifischen DNA-Proben zeigt eine Korrelation zwischen DNA-
Konzentration und Art des Gewebes, welches der Extraktion zu Grunde lag. Wie den Agaro-
segelen in Abbildung 16 und 29 sowie deren Quantifizierungen, die der Tabelle 20 des An-
hangs zu entnehmen ist, erreichen Lebergewebsproben von Rind und Schwein die angestrebte
DNA-Konzentration von zwei bis vier ng/ul jeweils bei einer Verdiinnung von 1:1000. Die
Extraktionserzeugnisse aus Muskelgewebe wie Steak oder Schinken, welches bei Pferd, Schaf
und Ziege verwendet wurde, erreichte die besagte optimale Einsatzkonzentration fiir die PCR
bei einer Verdiinnung von 1:300. Wie das in Abbildung 30 dargestellte Gel und die dazugeho-
rige densitometrische Quantifizierung einer Hackfleischprobe verdeutlicht, sollte Misch-
fleisch aus mehrerer Individuen oder Spezies, wie beispielsweise Leberwurst, Bratwurst und
Tortellinifiillung in einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt werden.

Dieser Unterschied des DNA-Gehaltes der Extraktionsprodukte verschiedener Gewebe hat
moglicherweise seinen Ursprung im DNA-Gehalt des Probenmaterials selbst. Leber ist, wie
die meisten inneren Organe, reich an DNA-enthaltenden Zellen, wihrend der Gehalt in Mus-
kelgewebe durch den hohen Anteil von Bindegewebe und extrazellulirem Material deutlich
geringer ausfallt. Auch der Quotient von extranukledren und intranukledren Zellbestandteilen
ist hoch, was den DNA-Gehalt eines bestimmten Gewebegewichtes mindert. Mischfleisch aus
mehreren Individuen, insbesondere Hackfleisch, Leberwurst und Salami, sind reich an Fett-
gewebe, welches einen noch geringeren Zellanteil besitzt und deren Zellen einen grofen An-
teil an Zytoplasma aufweisen.

Die Einwirkung auf das Probenmaterial durch thermische und mechanische Einfliisse, wie
auch die Vermengung mit weiteren, meist pflanzlichen Inhaltsstoffen, tragt bei stark verarbei-
teten Nahrungsmitteln, wie Fiillungen von Ravioli oder Donerfleisch, zu geringen Mengen

von intakter DNA bei. In diesen Proben fiihrt die starke Verarbeitung zum Verlust ausrei-
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chender Mengen intakter DNA und begrenzt demnach die erfolgreiche Nutzung der Multi-
plex-PCR.

5.3.3 Einfluss der Extraktionsmethode

Nicht nur das Probenmaterial selbst ist ausschlaggebend fiir die Qualitdt, sondern auch die
Extraktionsmethode. So ist die DNA-Extraktion auch in jlingster Zeit noch immer Untersu-
chungsgegenstand zur Optimierung der DNA-Analyse in der forensischen Routine (Schwark,
Heinrich, Preusse-Prange et al., 2011). Wie im Gel der Abbildung 12 deutlich wird, entsteht
bei der manuellen, im Gegensatz zur semiautomatischen Extraktion, weniger fragmentierte
DNA, die sich in Form von Fragmentnebel darstellt. Moglicherweise entstehen diese Frag-
mente durch Auf- und Abbewegungen der Tipps wihrend der Waschvorgidnge der semiauto-
matischen Methode. Die Annahme, hochmolekulare, unfraktionierte DNA sei in der kapillar-
elektrophoretischen Auswertung mit saubereren Peaks vergesellschaftet, stellte sich als unzu-
treffend heraus. Vielmehr zeigte die Gegeniiberstellung der Elektropherogramme beider Ex-
traktionsmethoden eine deutlichere Triadenbildung bei der semiautomatischen Methode, im
Gegensatz zu den
artefaktdurchsetzten Ausschligen der manuell extrahierten DNA. Eine Begriindung dieses
Phénomens konnte sich in der Bindung der DNA an Magnetpartikel wihrend der semiauto-
matischen Extraktion finden. Sie ermdglicht vermutlich eine wirkungsvollere Trennung der
DNA von unerwiinschten Zellbestandteilen als die Filterung durch eine Silikamembran der
manuellen Methode. In dem vorliegenden Projekt wird ausschlieBlich nukledre DNA verwen-

det.

5.4 Nachweis europaischer Nutztiere mittels Multiplex-PCR

Es ist gelungen eine Multiplex-PCR aus unterschiedlichsten Singleplex-PCRs zu entwi-
ckeln, die unter definierten Reaktionsbedingungen simultan funktionsfahig ist. Exogene Fak-
toren, wie Inhibitoren oder komplexere Verwandtschaftsverhéltnisse, konnen den reibungslo-

sen Ablauf der PCR oder deren Auswertung beeinflussen:

5.4.1 PCR-Inhibitoren

In der Forensik kommen Proben unterschiedlicher Zustinde vor. Faktoren wie Zersetzung
oder Zusatzstoffe konnen die PCR beeinflussen oder ihren Ablauf hemmen. In dieser Arbeit

wurden beispielsweise gewlirzte, gesalzene und mit Pflanzenbestandteilen versetzte Lebens-
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mittel untersucht. Die getesteten Fleischproben waren entweder mariniert oder mit Salz, Ge-
wiirzen und anderen Stoffen zu einer homogenen Masse verarbeitet, beispielsweise zu Leber-
wurst oder Tortellinifiillungen. Die in Pflanzen enthaltenen Polysaccharide, Polyphenole und
sekundiren Metabolite stehen dabei in Verdacht die PCR zu beeinflussen (Khanuja et al.,
1999), ebenso wie Endonukleasen und Phosphate. Eine weitgehende Entfernung dieser poten-
tiellen Inhibitoren durch Waschung mit Leitungswasser war bei den Proben moglich, die nur
oberflachlich mit den potentiellen Hemmstoffen in Kontakt gekommen sind. Die Ergebnisse
der Auswertung der tiefgefrorenen Fertiggerichte sowie die an der Frischfleischtheke erwor-
benen Fleischproben blieben unbeeintrichtigt. Moglicherweise verhindert nicht nur das einfa-
che Waschen der Proben unter dem Wasserhahn, sondern auch die Separation der reinen
DNA von potentiell hemmenden Einfliissen wihrend der Extraktion die PCR-Inhibition. Die
Multiplex-PCR ist also eine geeignete Methode zur Testung gemischter, Fleisch und Pflan-
zenmaterial beinhaltender Lebensmittel.

Ein positiver STR-Nachweis aus Lederproben blieb hingegen aus, weswegen die Vermu-
tung der PCR-Hemmung durch Gerbstoffe wie Huminséure nahe liegt. Die Inhibierung wurde
anhand des SiiBwasserpolypen Hydra vulgaris liberpriift (siche 4.3.4). Erscheint kein Peak im
erwarteten Fragmentldngenbereich, ist das Vorhandensein von PCR-Hemmstoffen bewiesen
(von Wurmb-Schwark et al., 2009). Um die aufwéndige Quantifizierung der PCR zu umgehen
und Hemmstoffe ohne weitere Untersuchungen ausschlieen zu konnen, wére die standard-
méfige Integration der Hydra-DNA einschlielich des zugehorigen Primerpaares sinnvoll.
Probleme der Primerinteraktion oder Auswertung durch iiberlappende Basenpaarbereiche des
Hydra-

Systems mit speziesspezifischen Markern traten bei der Testung der Lederproben nicht auf
und sind daher auch in Zukunft nicht zu erwarten. Wie bereits beschrieben, sollten hier weite-

re Versuche zur Optimierung der DNA-Extraktion durchgefiihrt werden.

5.4.2 Primerspezifitit

Aus der Kombination der Signale im Elektropherogramm lassen sich Proben spezifizieren.
Ausschlidge von zwei Markersystemen erlauben eine sichere Doppelbestimmung und sind
daher fiir eine definitive Aussage ausreichend.

Die Primer der Systeme sind in der Lage, Familien zu detektieren. So weisen COW-1 und
-2, BOV-1 und -2, sowie GoaShe die Familie der Horntrdger nach (Bovidae). Dabei sind die

beiden erst genannten Systeme spezifisch fiir Rinder- und Biiffelarten. Das System GoaShe
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erzielt positive Ausschlige fiir die Unterfamilie der Ziegenartigen (Caprinae), wozu die Arten
Schaf und Ziege gezdhlt werden. Je nach Peakkombination mit BOV-1 und BOV-2 spricht
der Peak im GoaShe-Marker fiir die genannten Spezies. Durch die Detektion der Schafe kon-
nen Haus- und Wildschafe, wie das Mufflon, erfasst werden. Gimse, Haus- und Wildziegen
sowie Steinbocke konnen dem Untersuchungsergebnis der Ziege zu Grunde liegen. Die
Markersysteme HRS-1 und -2 zeigen die Familie der Equidae auf, zu denen die Gattungen der
Pferde, Wildpferde, Esel und Zebras gehdren. Die Multiplex-PCR erlaubt also die Unter-
scheidung der Familien sowie im Falle der Horntragerfamilie die weitere Untergliederung in
Unterfamilien und Gattungen. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass vielzéhlige miteinander
verwandte Arten sowie Hybride mit Hilfe dieser Multiplex-PCR nachgewiesen werden kon-
nen.

Die Verteilung des Vorkommens bestimmter Arten einer Gattung in Deutschland sowie die
Herkunft des Probenmaterials begriindet das endgiiltige Probenergebnis. Die aus deklarierten
Rinderhackfleisch entnommenen Proben werden durch entsprechende Ergebnisse bestitigt,
obwohl die Herkunft vom Biiffel durchaus moglich wire.

Ausnahmen, in denen weitere oder andere Primersysteme auf eine Probe reagieren, er-
schweren die Auswertung. Beispiele sind die Rinderhackfleisch- und Mischhackproben (sie-
he 4.4.3), bei denen das System GoaShe anstelle des erwarteten BOV-2 System ausschlug.

Diese Variationen und mdglichen Kombinationen lassen sich mit der engen Verwandt-
schaft der paarhufigen Horntrdger erklaren. Insbesondere zwischen Schafen und Ziegen sind
Kreuzungen moglich, was sich negativ auf die Spezifitit der Primer auswirkt. Wéhrend die
Unterscheidung von Spezies derselben Gattung dadurch erschwert und die Aussagekraft der
Artzugehorigkeit vermindert wird, konnen durch die Reaktion von Markern einer Spezies auf
verwandte Arten auch von der Norm abweichende Individuen anhand dieser Multiplex-PCR

detektiert werden.

5.4.3 Die Methodik im Vergleich

Der Speziesnachweis durch eine Multiplex-PCR birgt im Vergleich zur herkdmmlichen
ELISA-Untersuchung einige Vorteile. Wéahrend bei der Untersuchung mittels ELISA etwa
100 g Untersuchungsmaterial benétigt wird (Martin et al., 1991), ermoglichen die niedrigen
Nachweisgrenzen von 0,75 ng fiir Rind, Pferd und Ziege sowie 0,375 ng Template-DNA fiir
Schwein und Schaf, positive Testergebnisse aus Minimalspuren von weniger als 0,1 g des

eingesetzten Gewebsmaterials. Auch andere Multiplex-PCRs, wie die von Matsuaga 1999
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entwickelte Methode, welche sich mitochondriale Gene zu Nutzen macht, benétigt etwa die
fiinffache Menge an Gewebsmaterial (Matsunaga et al., 1999). Die in dieser Arbeit etablierte
Multiplex-PCR birgt den Vorteil jeweils mindestens zwei Markersysteme pro Spezies zu be-
sitzen und dadurch die Sicherheit der Aussage zu erhdhen.

Durch die Validierung der Multiplex-PCR ist im Gegensatz zum ELISA keine Positivkon-
trolle notig, was zusétzlich Ressourcen spart. Auf aufwindige und teure Antikdrperherstel-
lung kann verzichtet werden. Nachteil der antikdrperbasierten Speziesidentifizierung mittels
ELISA ist die Selektivitét, mit der diese Methode Proteine bindet. Antikorper sind hochspezi-
fisch fiir ihre Epitope, somit ist das Untersuchungsergebnis durch Varianten des zu bindenden
Proteins leicht zu verfélschen. Eine familientibergreifende Detektion, wie es bei der neu ent-
wickelten Multiplex-PCR geschieht, ist mit dieser Methode nicht mdglich.

Die Untersuchungsergebnisse der im Rahmen dieses Projektes beschriebenen Methode,
geben Auskunft {iber die Herkunft des Probenmaterials von einem oder mehreren Individuen.
Diese Aussage ldsst sich der Allelzahl der entsprechenden Speziesmarker entnehmen und ist

durch die Proteinuntersuchung mittels ELISA nicht zu treffen.

5.4.4 Anwendungsspektrum

Die Anwendbarkeit der Multiplex-PCR auf die Testung der Herkunft von Fleisch ver-
schiedener Lebensmittel sowie Gewebsfunde und durch Magensdure verdndertes tierisches
Material wurde in dieser Arbeit belegt.

Wurde bei der Untersuchung fleischhaltiger Lebensmittel mittels Multiplex-PCR eine nicht
vom Hersteller ausgewiesene Spezies identifiziert, kann zur Priifung der Vorsatzlichkeit die
Anzahl der beinhalteten Individuen niitzlich sein. Sind beispielsweise in Rinderhackfleisch
ein oder zwei Allele eines HRS-Markers positiv, sodass das Fleisch vermutlich nur einem
Individuum entstammt, so ist das zuféllige Verarbeiten einer falschen Art moglich. Mit An-
zahl der detektierbaren Allele steigt die Zahl der enthaltenden Individuen, wihrend sich die
Wahrscheinlichkeit der vorsdtzlichen Beimengung nicht deklarierter Spezies erhoht. Kleine
Amplituden unerwarteter Ausschlidge konnen durch Verunreinigung von Verarbeitungsgera-
ten wie beispielsweise eines sogenannten Fleischwolfes, entstehen.

Neben der Identifizierung der Spezies spielt bei der Verbrauchertduschung auch die Zahl
der im Fleisch enthaltenen Individuen eine Rolle. Seit Dezember 2014 ist die Kennzeichnung

von Fleisch aus nicht zusammenhingenden Gewebsteilen obligat (Bundesministerium fiir
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Erndhrung und Landwirtschaft, 2014). Der Nachweis von mehr als zwei Allelen eines unter-
suchten speziesspezifischen Merkmals beweist den Versto3 gegen diese Vorschrift.

Die Kontrolle der Deklarierung von Lebensmitteln ist nicht nur der Tduschung wegen von
Relevanz, es kann auch in gesundheitlicher Hinsicht von Bedeutung sein.

Ein Beispiel ist die Ig-E vermittelte allergische Reaktion auf ein Oligosaccharid, welches
Blutgruppenbestandteil von Siugetieren roten Fleisches ist. Induziert durch den Biss einer
Zecke, ist das Immunsystem auf dieses Antigen sensibilisiert, worauthin dem Verzehr von
Schweine-, Rind- oder Lammfleisch sowie Milchprodukten und anderen tierischen Produkten
ein anaphylaktischer Schock folgen kann. Gefliigel und Fisch hingegen, fiihren nicht zur be-
sagten Reaktion. (Tripathi et al., 2014)

6 Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit etablierte Multiplex-PCR ist eine effiziente Methode zur simultanen
Identifikation der fiinf wichtigsten landwirtschaftlich genutzten Sdugetiere Nordeuropas. Zu
ihnen gehoren Rind, Schwein, Pferd, Ziege und Schaf, deren Vorkommen nicht nur in der
Lebensmittelindustrie eine besondere Bedeutung zukommt, sondern auch in forensischen Be-
reichen, wie Gewebsspuren am Unfallort bei Versicherungsfragen, Organfunden makrosko-
pisch unklarer Genese oder Mageninhaltsuntersuchungen bei Obduktionen. Die Anwendbar-
keit der Methode auf die genannten Bereiche wurde in dieser Arbeit durch entsprechende
Versuchsreihen verifiziert.

Die semiautomatische DNA-Extraktion mit Hilfe des KingFisher® Flex-Extraktionsgeréts
und die anschlieBende zeitgleiche Amplifikation von neun spezifischen STR-Markern in ei-
nem einzigen Multiplex-PCR-Ansatz ermdglichen zeitnahe Aussagen tliber die Zusammenset-
zung der zu bestimmenden Gewebsmaterialien ohne hohen personellen und finanziellen Auf-
wand. Die verwendeten Primer besitzen spezifische Dinukleotidwiederholungsmuster, mit
Ausnahme des aus komplexen Wiederholungsmustern bestehenden Primers des BOV-2-
Systems, weshalb die Auswertung der Analyseergebnisse mit groer Sorgfalt und Routine

erfolgen muss.
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Durch die Amplifikation der neun Marker in einem halbierten PCR-Ansatz, werden Rea-
genzien und Arbeitsmaterialien eingespart, was der Multiplex-PCR zusitzliche Wirtschaft-
lichkeit verleiht.

Die interne Qualitdtskontrolle der Methode erfolgt durch die Doppelbestimmung mit je-
weils mindestens zwei spezifischen STR-Systemen. Rinder nehmen hierbei eine Sonderstel-
lung ein, da neben den zwei spezifischen STR-Markern, auch die beiden Bovidae-
spezifischen Systeme amplifiziert werden. Insgesamt zeigen hier also vier Systeme ein positi-
ves Testergebnis an. Aussagekriftige, triadenformige Ausschlige mit einer minimalen
Amplitude von 50 RFUs in den spezieszugehorigen Systemen im Elektropherogramm der
kapillarelektrophoretischen Auswertung sichern das Ergebnis. Die Nachweisgrenze der soge-
nannten ,,Meatplex“-PCR fiir die Spezies Rind, Pferd und Ziege liegt bei einem DNA-Gehalt
von etwa 0,75 ng, wihrend Schweine und Schafe sogar bis zu einem Einsatz von 0,375 ng
nachgewiesen werden konnen.

Spezifische Umrechnungsfaktoren erlauben anndhernde Aussagen iiber die enthaltenen
DNA-Mengen des jeweiligen Tieres. Ihre Relation zueinander gibt Auskunft {iber das Misch-
verhéltnis der Spezies in einer Fleischprobe.

Die Allelzahl pro Markersystem gibt Auskunft dariiber, ob ein Produkt einem oder mehre-
ren Individuen entstammt.

Die vorgestellte Multiplex-PCR ist aufgrund ihrer schnellen und effizienten Durchfiihrung
sowie wegen sensitiver Ergebnisse fiir den Einsatz in der forensischen Praxis besonders gut
geeignet. Die mit ihrer Hilfe erlangten Erkenntnisse i{iber das untersuchte Spurenmaterial

konnen auf Tathergéinge hinweisen, die zur Aufkldrung von Straftaten beitragen konnen.
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7 Ausblick

Die Methode der Multiplex-PCR ermoglicht die Detektion der in Nordeuropa am haufigs-
ten gehaltenen Nutztiere.

In dieser Arbeit wurde Probenmaterial von Rindern, Hausschweinen, Hauspferden, Haus-
schafen und Hausziegen, als die hdufigsten lokalen Vertreter der jeweiligen Familien, heran-
gezogen. Die Detektion weiterer Wildformen, wie beispielsweise Biiffel, Wildschweine, Zeb-
ras sowie Hybride, die zum Beispiel durch Kreuzung von Schaf und Ziege entstehen, ist mog-
lich. Eine Validierung der unterschiedlichen Spezies steht noch aus.

Die Haltung der getesteten Spezies entspringt unterschiedlichen Motivationen. Sie beinhal-
ten sportliche und freizeitaktive Aspekte, wie es bei der Pferdehaltung der Fall ist, oder ernéh-
rungsorientierte Faktoren. Aus diesen Griinden kommt es im Lebensraum dieser Tiere und
dem der Menschen zu Uberschneidungen. Dort kénnen sie zellulire Spuren jeglicher Art hin-
terlassen, die rechtsmedizinisch oder auch lebensmitteltechnisch von Bedeutung sein kdnnen.

Um auch kleinste Mengen von Spurenmaterial auswerten zu konnen, ist eine Steigerung
der Sensitivitit der Methode anzustreben.

Die Integration anderer Single- oder Multiplex-PCRs birgt unter anderem eine grof3ere Ge-
fahr an Primerinteraktionen sowie eine erhohte Wahrscheinlichkeit der Inkompatibilitit von
Reaktionsbedingungen. Die Problematik der kapillarelektrophoretischen Auswertung von
Systemen, deren Amplifikate im selben Fragmentldngenbereich angesiedelt sind, kann durch
Fluoreszenzmarkierung unterschiedlicher Farbstoffe verhindert werden.

Die Multiplex-PCR, welche die zeitgleiche Detektion von Rindern, Schweinen, Pferden,
Schafen und Ziegen ermoglicht, ist fiir die Untersuchung von Lebensmitteln geeignet. So
kann beispielsweise die falsche Deklaration von Lebensmitteln aufgedeckt werden. In diesem
Sinne wire die Erweiterung der PCR um Gefliigel, welches nach Rindfleich an zweiter Stelle
des meist verbrauchten Fleisches steht, sinnvoll. Auch eine weitere Unterscheidung beziiglich
der Gefliigelgattung, sei es Huhn, Pute oder Gans, wére hilfreich. Zunehmend erlangen auch
exotische, nicht heimische Arten einen Platz auf dem Speiseplan der Europder. Dementspre-
chend sollte auch iiber die Integration von ,,Reptilienprimern®, die die Identifizierung von
Alligatoren, Insekten oder Beuteltieren, wie beispielsweise Kidngurus ermdglichen, nachge-

dacht werden.
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Haustiere teilen sich ihr Zuhause mit ihren Besitzern, weswegen Hinterlassenschaften auf
der Kleidung und in der Wohnung schwer zu vermeiden und daher bei der Spurensuche am
Tatort von grofler Bedeutung sind. Die Aufnahme von Markern fiir Haustiere, wie Hund, Kat-
ze oder Kaninchen in die Multiplex-PCR ist demzufolge aus forensischer Sicht von Interesse.

Besonders in Versicherungsangelegenheiten bei Verkehrsunfillen kommen neben den in
der entwickelten Multiplex-PCR getesteten Spezies Wildtiere als Unfallursache in Betracht.
Im rechtsmedizinischen Institut in Kiel wurde bereits eine Multiplex-PCR vier wichtiger
Wildtierfamilien, den Hirschartigen (Rotwild, Damwild, Rehwild und Sikawild), Hasenarti-
gen, Marderartigen und Schweinen, entwickelt. Die Zusammenlegung der sogenannten

,,Wildplex“-PCR mit der in dieser Arbeit beschriebenen ,,Meatplex“-PCR ist bereits geplant.
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o _ Nanogramm
N-glycosidische Bindung ‘ .
Glycosidische Bindung iiber eine Stickstoffgruppe

OBTI Eigenname eines Identifikationstestes humanen Blutes
PBS phospate-buffered saline
PCR Polymerase-Kettenreaktion
pH potentia hypogenii
pmol Picomol
RFLP Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
RFU relative fluorescent unit
RIA Radioimmunassay
STR Short Tandem Repeat
T Thymin
Taq aus Thermophilus aquadicus stammende DNA-Polymerase
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
TE Tris-EDTA-Puffer
u Unit
upm Umdrehungen pro Minute
uv Ultraviolett
v Volt
ul Mikroliter
°C Grad Celsius
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Anhang

Anhang D: Weitere Abbildungen und Tabellen

D.1 Extraktionsmethoden im Vergleich

Tabelle 19: Ergebnisse der desitometrischen Quantifizierung der manuellen und semiautomatischen
Extraktionserzeugnisse.

Dabei wird der Graustufenindex jeder detektierbaren Bande gemessen (relativer Wert von 0 bis 255) und daraus
die enthaltene DNA-Menge errechnet. Die Summe der DNA-Mengen jeder der einzelnen Proben zugehdrigen
Banden ergeben die DNA-Menge, die pro Tasche im Gel eingesetzt wurde. Da fiinf pl DNA pro Tasche hinzu-
gegeben wurden, entspricht der Quotient aus diesem Wert mit fiinf die DNA Konzentration in ng/ul. Die Aus-
beute der Extraktion ist dhnlich. Die semiautomatische Extraktion ermdglicht eine geringfiigig hohere DNA-

Menge m
Extrakt.
Extraktionsmethode | Gewebsgewicht | Graustufenindex | DNA- | DNA- | DNA-
(mg) (GI) der einzel- | Menge | Menge | Menge
nen Banden pro inSpul | propl
Bande | (ng/5pl) | (ng/ul)
(ng)
100 107 39,14
Semiautomatisch mit- 162 5952 137.43 27.48
tels KingFisher Flex . ' ’
106 38,77
50 229 83,76
133,87 26,77
137 50,11
25 247 90,34
138,99 27,79
133 48,65
12,5 244 89,25
142,65 28,53
146 534
100 249 91,08
Manuell mittels 103 37.67 128,75 25,75
SpinTissue Kit
50 250 91,44
126,92 15,384
97 35,48
25 188 68,76
88,51 17,7
54 19,75
12,5 249 91,08 91,08 18,21
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D.2 Speziesnachweis mittels entwickelter Multiplex-PCR

A:
Sample File Sample Name Panel $SQO os sQ
D11_Vera-08_004.fsa Rind_1-300 Meatplex_v1 x
[ COW-1 [ HRS1 | [ PiG1 | [ _pPiG2 | | COW-2 ][ HRS-2 |
80 120 160 200 240
1600 I AA
0’ ] AAA M M 2\ pn, A
Cattlel | Cattlel Cattle2
80.37 | 95.39 223.12
2296 1610 817
D11_Vera-08_004.fsa Rind_1-300 Meatplex_v1 x
[ BOV-1 ] [ BOov-2 |[GoaShe]
80 120 160 200 240
3400 M\ AA
0 A T 7 JLN
Bovidael Bovidae2
127.87 181.78
6517 6154
Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
C08_Schwein1-1000Pmix_003.fsa Schwein1-1000Pmix Meatplex_v1 [ | [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 ] [ swes7 | [ switil | | INRA023 I | ASB2 ]
80 120 160 200 240
6000 + + + +
3000
0 aloos AJM
Schweinl  Schwein2
148.64 169.92
1616 ‘ 4060 :
Schweinl | Schwein2
154.78 174.10
873 3217
C08_Schwein1-1000Pmix_003.fsa Schwein1-1000Pmix Meatplex_v1 [] [ ]
BMS332 BM121  |[{ILSTS022
80 120 160 200 240
6000 + + +
3000+
0
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s SQ
F08_PferdWeldm-purPmix_002.fsa PferdWeldm-purPmix Meatplex_v1 | |
| TGLA227 | HTG4 | [ swss7 | [ swit11 | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
3600+ AL
0 A I 1 1
Pferdl Pferd2
130.41 246.18
6174 315 ]
Pferd2
252.51
280
F08_PferdWeldm-purPmix_002.fsa PferdWeldm-purPmix Meatplex_v1 [ ]
[ BMS332 | [ BM121 |[ILSTS022|
80 120 160 200 240
6000 - - - -
3000
0
Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
D08 _Lamm1-1000Pmix_004.fsa Lamm1-1000Pmix Meatplex_v1 [ ]
[ COW-1 [ HRs-1 | [ PG4 | [ PIG2 | | COW-2 ] [ HRS-2 ]
60 100 140 180 220 260
6000 - - - - - - -
3000<»A
0 A
D08_Lamm1-1000Pmix_004 fsa Lamm1-1000Pmix Meatplex_v1 [ ]
[ BOV-1 ] [ BOV-2 |[GoaShe]
60 100 140 180 220 260
3600 !JL
0 — B E— — — S E— -
Bovidael Sheep-Goat
151.04 194.42
5940 6027
Bovidael
157.55

5858
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
E08_Ziege-3000Pmix_001.fsa Ziege-3000Pmix Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ COW-1 Jl_ HRS1 | [ PIG1 | [ PIG2 | | COW-2 ][ HRS-2 |
80 120 160 200 240
6000 - -
3000
0
E08_Ziege-3000Pmix_001.fsa Ziege-3000Pmix Meatplex_v1 X | | | |
[ BOV-1 ] [ BOV-2 |[ GoaShe |
80 120 160 200 240
6000 - -
3000+ AM
0 TT 'Au
Bovidael Sheep-Goat
137.82 193.95
2886 2216
I
Bovidael
142.24
2147

Abbildung 28: Elektropherogramme der kapillarelektrophoretischen Auswertung auf einem
ABIPrism3130 nach Amplifikation der speziesspezifischen Marker mittels entwickelter Multiplex-PCR.
Getestet wurde jede Spezies im eigenen ,,Meatplex“-Ansatz. A: Rind, B: Schwein, C: Pferd, D: Schaf, E: Ziege.
Dabei fallt auf, dass die gleichen Systeme bei der Testung der DNA von Schafen und Ziegen reagieren.

Schaf Ziege
> >
- o o o (= o o -
5 o o o o o o o o o o o o 5
- o o (=] o o o o o o o o o o o -
BI5 v T ¥ T N @5 v T N o0 T N Mg
— a «~ +« - - - - - a «~ - - - - - - —

1013

500
300

200
100

Abbildung 29: Foto eines Argarosegelelektrophoreseergebnisses der Verdiinnungsreihen von Schafs- und
Ziegenmuskelproben nach semiautomatischer Extraktion mit Hilfe des KingFisher® Flex-Extraktions-
gerit.

Die Konzentrationsabnahme ist mit steigender Verdiinnung in Form von Kontrastabnahme der Banden zu sehen

und dient als Grundlage der Quantifizierung zum Zwecke der Nachweisgrenzenbestimmung der ,,Meatplex“-
PCR.
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Tabelle 20: Densitometrisches Quantifizierungsergebnisse der Agarosegelelektrophoresen der Verdiin-
nungsreihen von Rinder- und Schweineleberproben sowie Schafs- und Ziegenmuskelproben zur Nach-
weisgrenzenbestimmung der Multiplex-PCR.

Die jeweiligen Verdiinnungen mit gewiinschter Konzentration von drei bis vier ng/ul sind rot unterlegt. Auf-
grund dieser Werte werden in der vorgestellten Arbeit Organgewebe in einer Verdiinnung von 1:1000 und Mus-
kelgewebe in einer Verdiinnung von 1:300 eingesetzt. Obwohl fiir das verwendete Schafsmuskelgewebe die
Quantifizierung eine optimale Verdiinnung von 1:1000 ergab, wird zur Vereinfachung und eine Verdiinnung von
1:300 eingesetzt. Dies dient der Vereinheitlichung der eingesetzten Verdiinnungen fiir Muskelgewebe um fiir die
Untersuchung einen ausreichenden DNA-Gehalt zu gewihrleisten.

Probenummer GI ng in 5 pl ng pro pl
Rind pur 253 91,8 18,36
Rind 1:50 253 91,8 18,36
Rind 1:100 163 59,14 11,828
Rind 1:200 104 37,74 7,548
Rind 1:300 83 30,12 6,024

Rind 1:2000 52 18,87 3,774
Rind 1:3000 54 19,59 3,918
Schwein pur 252 91,44 18,288
Schwein 1:50 252 91,44 18,288
Schwein 1:100 170 61,68 12,336
Schwein 1:200 104 37,74 7,548
Schwein 1:300 76 27,58 5,516

Schwein 1:2000 40 14,51 2,902

Schwein 1:3000 38 13,79 2,758

Lamm pur 115 103,23 20,646
Lamm 1:50 249 223,52 44,704
Lamm 1:100 180 161,58 32,316
Lamm 1:200 71 63,73 12,746
Lamm 1:300 61 54,76 10,952

Lamm 1:2000 12 10,77 2,154
Ziege 1:50 100 89,77 17,954
Ziege 1:100 60 53,86 10,772
Ziege 1:200 32 28,73 5,746

Ziege 1:1000 8 7,18 1,436
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Hackfleisch
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Abbildung 30: Foto einer Gelelektrophorese der Verdiinnungsreihe von DNA aus Mischfleisch, die mittels
einem KingFisher® Flex-Extraktionsgeriit gewonnen wurde. Ausgewiihlt wurde beispielhaft gemischtes
Hackfleisch von Rind und Schwein.

Die densitometrische Quantifizierung ergab bei einer Verdiinnung von 1:100 die Konzentration von ungefahr
fiinf ng/ul. Da bei einer hoheren Verdiinnung der Graustufenindex anndhernd gleich blieb, wurde dieses Ver-
héltnis der Verdiinnung von 1:200, die laut Messung einen Gehalt von 3,7 ng/ul aufwies, vorgezogen. Damit

wurden der Einfluss von Messungenauigkeiten und durch Eichung nicht abgedecktem Hintergrundrauschen
minimiert.
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Tabelle 21: Nachweisgrenzenbestimmung der entwickelten Multiplex-PCR durch Bestimmung der detek-
tierbaren Konzentrationen der einzelnen Markersysteme.

Die RFUs stehen mit der DNA-Menge im Verhéltnis. Dabei ist die Konzentration des letzten zu detektierenden
Peaks mit einer Amplitude von iiber 50 die Nachweisgrenze des einzelnen Systems. Die DNA-Menge, bei der
alle Systeme einen Ausschlag verzeichnen, liegt bei 0,75 ng und ist daher als Nachweisgrenze der ,,Meatplex“-
PCR anzusehen.

. DNA-M Speziesmarker |Allel 1 Speziesmarker Allel 2
Spezies (ug/m)ienge 1 ®Fy)  [AIZEFD) ], Allel 1 ®FU) | Rrt)
3 2086 1037 2653 2653
S 1.5 Schwein-1 1492 653 Schwein-2 1866 1535
0.75 (SW85T7) 542 281 (SW1111) 638 655
0,375 251 329 844 657
3 4125 3806 6143
Schaf 1,5 BOV-1 3008 2786 GoaShe 4889
i 0.75 (BMS332) 1589 1565 (ILST002) 3181
0,375 1569 1577 30041
6 3034 2207 ﬁ*:\“%_‘wm 1026 702
3 Rind-1 2178 1303 543 451
15 (TGLA227) |1694 1132 308 225
0,75 125 55 62 128
Rind 0375 - - - -
6 6003 4096
3 Bov.1 6333 Bova 3713
15 @®Ms332)  |6483 BM121) 2812
0,75 2116 835
0,375 588 163
20 5119 3764 3768
Pfard 2 HRS-1 (HTG4) 2288 L8 HRS-2 (ASB2) 323
2 1308 730 93
1 742 336 R
. DNA-. Speziesmarker |Allel 1 Speziesmarker Speziesmarker | Allel 1
e g_.gg)m 1 RFU) 2 Allel 1 RFU) |, (RFU)
3 481 293 633
Zisse 1.5 BOV-2 295 BOV-1 222 GoaShe(ILSTO | 629
=" 0,75 (BM121) 255 (BMS332) 159 02) 519
0.375 79 - 145
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D.3 Anwendungsbeispiele

D.3.1 Untersuchung von Fleischproben von Frischetheken

Sample File Sample Name Panel SQO0 [oF] sQ
EQ9_Leber-R1-1000_001.fsa Leber-R1-1000 Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ TGLA227 |[__HTG4 | [ swss57 | [ switi1 | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
260
0 N W . — M AN
Cattlel
91.36
158
1
Cattlel
97.70
154
E09_Leber-R1-1000_001.fsa Leber-R1-1000 Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ BMS332 ] [ Bm121 |[ILSTS022|
80 120 160 200 240
5000 - -
2500
0 A.‘k AN A
Bovidael Bovidae2
127.81 182.00
1790 1230
Bovidael
145.13
849

Abbildung 31: Elektropherogramm einer Leberprobe von einer Frischfleischtheke nach kapillar-
elektrophoretischer Auftrennung durch einen ABIPrism 3130 und DNA-Vervielfiltigung durch die
Multiplex-PCR.

Die Systeme Cattle-1 (=COW-1), sowie BOV-1 und BOV-2 belegen die Herkunft der Probe von einem Rind.

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s SQ
H11_Pferd-200_004.fsa Pferd-200 Meatplex_v1 [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switil | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
3100 M
0 A‘ A T
Horsel Horse2
126.11 254.30
5152 278
37666 2478
H11_Pferd-200_004.fsa Pferd-200 Meatplex_v1 [ ]
[ BMS332 | [ BM121 ][ILSTS022
80 120 160 200 240
1000
500
0

Abbildung 32: Elektropherogramm einer Pferdefleischprobe von einem Marktstand, die nach Amlifikati-
on durch die ,,Meatplex“-PCR durch einen ABIPrism3130 kapillarelektrophoretisch analysiert wurde.
Die Herkunft ist durch Peaks in den Markersystemen HRS-1 und HRS-2 bestitigt.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
B12_Ziege-2000_002.fsa Ziege-2000 Meatplex_v1 [ |
[ TGLA227 JL__HTG4 | [ _swss7 | [ swiiil | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
1000 . . -
500
0 n =N
B12_Ziege-2000_002.fsa Ziege-2000 Meatplex_v1 [ ]
[ BMS332 | [ Bm121_][ILSTS022|
80 120 160 200 240
Jut J
0 A Aetn AU A . e
Bovidael Sheep-Goat
137.74 193.97
481 633
4135 6469
Bovidael
142.22
296
2483

Abbildung 33: Elektropherogramm eines Ziegenrippchens eines Ziegenziichters. Kapillarelektrophorese

durch einen ABIPrism3130 nach selektiver Amplifikation mittels entwickelter Multiplex-PCR.

Die Ausschldge in den Systemen BOV-1 und GoaShe belegen die Genese von der Ziege. Durch die Kombination
der ausschlagenden Systeme wire auch die Herkunft vom Lamm denkbar.

Sample File

5000

200

Sample Name Panel SQO0 0s sQ
HO3_#1-Schweinesteak-100_004.fsa #1-Schweinesteak-100 Meatplex_v1 ||
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switi1 | | INRA023 ] | ASB2 |
80 120 160 200 240
5000 -
2500 F
0 T = 1
Pigl Pig2
146.47 174.13
430 2547
Pigl Pig2
154.76 182.62
275 297
HO3_#1-Schweinesteak-100_004.fsa #1-Schweinesteak-100 Meatplex_v1 [ ]
[ BMS332 ] [ BM121_|[ILSTS022|
80 120 ) 160 240

2500

Abbildung 34: Elektropherogramm eines Minutensteaks nach kapillarelektropherographische Auftren-
nung durch einen ABIPrism3130 und ,,Meatplex“-PCR-gesteuerter Amplifikation der DNA.
Es beweist den Schweingehalt der Probe und zeigt einen heterozygoten Merkmalstrdger fiir die Systeme PIG-1

und -2.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
DO03_#1-Hack-100-2_004.fsa #1-Hack-100-2 Meatplex_v1
[ TGLA227 J[__HTG4 | [ swss7 | [ switil | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
4100
0 + T s T  —  ——
Cattlel | Cattlel Pigl Pigl Pig2
80.36 97.62 137.92 154.69| 169.96
1315 1069 1424 2913 6004 ‘
1 1 1
Cattlel Pigl  Pigl Pig2
89.19 148.59 161.66 ' 176.30
308 5658 6969 1303 |
Pigl Pig2
163.70 182.58
4739 4167
Pig2
174.26
2064
D03_#1-Hack-100-2_004.fsa #1-Hack-100-2 Meatplex_v1
[ BMS332 ] [ Bm121_][ILSTS022
80 120 160 200 240
4100 "
0. ; JI_J\.AA_ A o
Bovidael Bovidae2
127.78 181.90
6513 | 5533 |
Bovidael Bovidae2
136.24 186.13
835 1813
Bovidael
142.89
2405
I
Bovidael
145.12
2238

Abbildung 35: Elektropherogramm einer mittels entwickelter Multiplex-PCR vervielfiltigten DNA-Probe

gemischten Hackfleisches.
ABIPrism3130.

Die

kapillarelektrophoretische

Untersuchung

erfolgte

durch

ein

Bei der getesteten Probe handelt es sich um Fleisch von Rindern und Schweinen, welches der Allelzahl zufolge
mehreren Individuen entstammt.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s SQ
G09_BeefHack-R1-100_003.fsa BeefsHackR1-100 Meatplex_v1 X
[ TGLA227 |l HTG4 | [ swss7 | [ swittt | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
0 | ‘ — N A N A A_A 4\,/‘\_/;‘/\_,
Cattlel Cattlel Cattle2
82.61 97.70 204.60
627 179 133
Cattlel Cattle2
91.36 213.01
169 67
G09_Beefsteak-R1-100_003.fsa Beefsteak-R1-100 Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 ] [ BM121_|[ILSTS022
80 120 160 200 240
5000 :
2500 AA AA
0 -l AL oy
Bovidael Bovidae2
127.82 177.93
729 1303
T
Bovidael Bovidae2
136.19 181.93
3191 2292 ]
Bovidael Bovidae2
145.13 186.06
4456 1486

Abbildung 36: Elektropherogramm einer Beefhackprobe nach Kapillarelektrophorese mit einem
ABIPrism3130. Selektiv vervielfiltigt wurden die DNA-Sequenzen durch die entwickelte ,,Meatplex“-

PCR.

Sie beinhaltet ausschlielich Rindfleisch mehrerer Individuen.

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
G10_Vera-03_003.fsa Mett Meatplex_v1 X [ ]
[ COW-1 [ HRS1 | [ PIG1 | [ PIG2 | | COW-2 ] | HRS-2 |
80 120 160 ) 200 240
6000 H
0 g I al
Pigl Pig2
148.60 169.93
2991 8115
Pigl Pig2
152.70 182.53
2232 2296
Pigl
161.68
4592
G10_Vera-03_003.fsa Mett Meatplex_v1 X [ ]
[ BOV-1 ] [ BOV-2 ][ GoaShe]
80 120 160 200 240
6000
0 AN

Abbildung 37: Ergebnisse der elektropherographischen Analyse einer Mettprobe von einer Frisch-
fleischtheke durch einen ABIPrism3130 nach selektiver DNA-Amplifikation durch die Multiplex-PCR.
Die Ausschldge in den Systemen PIG-1 und PIG-2 belegen die Herkunft vom Schwein.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
FO3_#1-Salami-100_002.fsa #1-Salami-100 Meatplex_v1 [ ]
[ TGLA227 Jl_HTG4 | [ swss57 | [ _swit1l | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
4100+
I A M o~
0 T T T
Pigl |Pigl Pig2
148.51/161.59 182.49
2078 14559 658
Pigl Pig2
137.92 169.91
1829 7506]
Pig2
174.15
2785
FO3_#1-Salami-100_002.fsa #1-Salami-100 Meatplex_v1 [ |
[ BMS332 ] [ BM121 |[ILSTS022
80 120 160 200 240
5000
2500+
0 2

Abbildung 38: Elektropherographische Darstellung einer Schweinesalamiprobe nach Analyse durch einen

ABIPrism3130 und multiplexgesteuerter DNA-Amplifikation.

Die Ausschldge bestitigen die Deklarierung des Herstellers. Erbmaterial mehrerer Individuen ist in der Salami-

probe identifizierbar.

Sample File Sample Name Panel $QO0 0s sQ
D10_Bratwurst-S1-100_004.fsa Bratwurst-S1-100 Meatplex_v1 X [ |
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss57 | [ _switl1 | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
0 T I ! LT 1
Pigl Pigl Pig2
137.97 161.87 176.49
3208 2634 | 5518
1 1
Pigl Pig2
146.46 170.08
422? 7442 !
Pigl Pig2
148.58 174.33
4207 7097
Pig2
182.75
674
D10_Bratwurst-S1-100_004.fsa Bratwurst-S1-100 Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 | [ BM121_|[ILSTS022|
80 120 160 200 240
5000 : -
2500
o A

Abbildung 39: Elektropherogramm einer Bratwurst nach Analyse durch einen ABIPrism3130 und selek-
tiver Vervielfiltigung der DNA-Sequenzen durch die entwickelte Multiple-PCR.

Die Untersuchung durch die ,,Meatplex“-PCR bestdtigt das Bestehen der Wurst aus Schweinefleisch. Es handelt
sich um Fleisch, welches von unterschiedlichen Individuen abstammt, worauf die Allelanzahl hinweist.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
GO03_#1-Leberwurst-100_003.fsa #1-Leberwurst-100 Meatplex_v1 [ ]
[ TGLA227 | HTG4 | [ swss7 | [ swit11 | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
4300
0 1 T I
Pigl Pigl Pig2
148.51 161.59 182.50
6163 7986 2580
1
Pigl Pig2
150.56 174.08
1952 7148
Pigl
137.85
1769
GO03_#1-Leberwurst-100_003.fsa #1-Leberwurst-100 Meatplex_v1 [ ]
[ BMS332 ] [_BmM121 |[ILSTS022|
80 120 160 200 240
1000 JA
0 /J]\A A S ,Jl\
Bovidael Bovidae2
127.78 181.90
975 551
Bovidael
142.80
480 :
Bovidael
145.04
444
Abbildung 40: Kapillarelektrophoretische Auswertung einer Leberwurstprobe durch

ABIPrism3130 nach Amplifikation mittels Multiplex-PCR.
Sie entstammt, wie die Beschreibung vermuten ldsst, aus Rinder- und Schweinegewebe. Eine sichere Verifizie-
rung ist wegen Ausbleiben der rinderspezifischen Signale in den STR-Sytemen COW-1 und COW-2 nicht mdg-

lich.
Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
HO09_Leberwurst-S1-100_004.fsa Leberwurst-S1-100 Meatplex_v1 ps [ |
[ TGLA227 ][ HTG4 | [ swss7 | [ switil | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
0 AA‘\J\J\AIA]AM ) . A
Pigl Pigl Pig2
146.51 | 163.83 182.67
2575 2637 2797
1 1
Pigl Pig2
148.65 170.11
2084 7757‘
1
Pigl Pigl Pig2
137.97 154.81 174.22
2258 1110 3730
HO9_Leberwurst-S1-100_004.fsa Leberwurst-S1-100 Meatplex_v1 X [ |
[ BMS332 ] [ BmM121_|[ILSTS022]
80 120 160 200 240
2600
0 A

einen

Abbildung 41: Elektropherogramm als Ergebnisse der Analyse einer Leberwurstprobe vom Schwein nach
Amplifikation mittels ,,Meatplex“-PCR und anschlieBender kapillarelektrophoretischen Auftrennung

durch einen ABIPrism3130.
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Sie bestdtigen die Deklaration und verdeutlicht durch die hohe Anzahl der Allele eines Systems die Herkunft von

mehreren Individuen.

D.3.2 Untersuchung von Fleischproben aus Fertiggerichten

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
G11_Gefluegelfrikadelle_003.fsa Gefluegelfrikadelle Meatplex_v1 X [ ]
[ TGLA227 | HTG4 | [ swss7 | [ swittt | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
6000 . :
3000
0
G11_Gefluegelfrikadelle_003.fsa Gefluegelfrikadelle Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 | [ BM121_|[ILSTS022
80 120 160 200 240
1600
0 - -
Bovidael Bovidae2
128.01 180.00
606 202
Bovidael
143.06
154
I
Bovidael
145.34
112

Abbildung 42: Elektropherogramm der Testung einer Gefliigelfrikadelle durch einen ABIPrism3130 nach
Amplifikation mittels Multiplex-PCR.

Die Systeme BOV-1 und BOV-2 schlagen aus, was auf den Gehalt von Rindergewebe hinweist. Da in keinen der
weiteren Systeme ein Peak erscheint, kann jedoch der Inhalt tierischen Materials, der mittels entwickelten Multi-

plex-PCR nachzuweisenden Spezies, nicht mit Sicherheit bewiesen werden.

Sample File Sample Name Panel sSQo 0s sQ
B12_Leberkaese_002.fsa Leberkaese Meatplex_v1 X
[ TGLA227 J[__HTG4 | [ swss7 | [ swiit1 | | INRA023 ] | ASB2
80 120 ) 160 200 240
- W
0 — 1 T T T -
Pigl  Pigl Pig2
148.86 162.97 181.35
2298 3190 2163
1 1
Pigl | Pigl Pig2 Pig2
138.17 152.90 174.98 194.64
2294 1169 6519 934
B12_Leberkaese 002.fsa Leberkaese Meatplex_v1 ps
[ BMS332 ] [ BM121 |[ILSTSO..]
80 120 160 200 240
6000 - - -
3000
. N

Abbildung 43: Elektropherogramm der Testung einer Gefliigelfrikadelle mittels Multiplex-PCR und an-
schlielender kapillarelektrophoretischen Auswertung durch einen ABIPrism3130.

Die Systeme PIG-1 und PIG-2 schlagen aus, wodurch das Beinhalten von Schweinefleisch, entsprechend der
Deklaration auf der Riickseite der Produktverpackung, nachgewiesen ist.
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Sample File Sample Name Panel sQO0 0s sQ
F11_KlosSuppentopf 002.fsa KlosSuppentopf Meatplex_v1 X [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switl1 | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 ) 120 160 200 240
0 faagesoalilat
Pigl Pig2
146.65 161.95
823 ‘3138
Pigl Pig2
153.02°  169.50
666 6706
I
Pig2
173.54
818
F11_KlosSuppentopf 002.fsa KlosSuppentopf Meatplex_v1 X [ ]
BMS332 BM121  ||ILSTS022,
80 120 160 200 240
6000 : - -
3000
0

Abbildung 44: Elektropherogramm eines Klofles aus einem Suppentopf aus der Dose durch kapillarelekt-
rophoretische Analyse mittels einem ABIPrism3130 nach multiplexgesteuerter DNA-Amplifikation.

Wie deklariert besteht der Klofl aus Schweinefleisch, was die Ausschldge in den schweinespezifischen Systemen
PIG-1 und PIG-2 bestitigen. Da mehr als zwei Allele in einem System vorhanden sind, muss es sich um eine
Mischung mehrerer Individuen handeln.

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
E12_KlosNudeltopf 001.fsa KlosNudeltopf Meatplex_v1 b [ ] [ ]
[ TGLA227 Jl__HTG4 | [ swss57 | [ swittt | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 ) 200 ) 240
1600
0 A T
Pigl Pigl
146.65| 161.93
291 1390
Pigl Pig2
153.00 ' 169.51
205 2393
E12_KlosNudeltopf 001.fsa KlosNudeltopf Meatplex_v1 pd [ ] [ ]
BMS332 BM121 ILSTS022
80 120 160 200 240
6000 - - :
3000
0

Abbildung 45: Elektropherogramm eines Kof3es aus einem Nudeltopf aus der Dose. Kapillarelekophoreti-
sche Auswertung durch einen ABIPrism3130 nach Vervielfiltigung gezielter DNA-Sequenzen mittels
Multiplex-PCR.

Wie durch die Deklaration auf der Riickseite der Dose anzunehmen war, konnte Schweinefleisch nachgewiesen
werden.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
C03_V3 003.fsa V3 Meatplex_v1 pad [ ] [ ]
[ TGLA227 |[__HTG4 | [ swss7 | [ switi1 | | INRA023 | [ ASB2 |
80 120 ) 160 200 240
- Juku
0 T T MW - —
Cattlel  Cattlel Pigl Pigl Pig2 Cattle2
80.77 98.10 138.14 153.02 | 170.50 204.03
180 117 1706 | 725 4591 158
| 1
Pigl Pigl Pig2 Cattle2
146.66 162.19 183.09 208.29
l67§ 1967 999 120 ‘
Pigl Pig2 Cattle2
148.83 174.65 212.46
1793 1454 163
C03_V3_003.fsa V3 Meatplex_v1 X [ ] [ |
[ BMS332 ] [ BM121_|[ILSTS022|
80 ) 120 ) 160 200 240
3600 AA
0 al\fia A\ Al A.m“lv«
Bovidael Bovidae2
128.03 181.26
16828 2700
Bovidael
143.10
1441 1
Bovidael
145.34
819

Abbildung 46: Elektropherogramm eines Fertigproduktes von Konigsberger Klopsen nach Amplifikation
mittels ,,Meatplex“-PCR und anschlieBender Kapillarelektrophorese durch einen ABIPrism3130.

Diese enthalten, gemdl der Herstellerbeschreibung, Fleisch von Schwein und Rind, welches der Testung zu
Folge von mehreren Individuen stammt.

Sample File Sample Name
B03_V2_002.fsa V2

[ TGLA227 I
80

Panel

Meatplex_v1

swss7 | |
160

SQO0 0s sQ

X

HTG4
120

SWit11 | |
200

INRA023

240

ASB2 |

470

0 ,ALJ\MMAJMM

T 1 T
Pigl Pigl Pig2
138.21 | 155.08| 170.41
595 74 555

Pigl Pigl
146.66 1162.18
388 105

Pig2
182.99
242

Pig2

174.63

779

B03_V2_002.fsa V2 Meatplex_v1

[ BMS332 ]
160

X
|[ILSTS022]
200

BM121

80 120 240
6000

3000

Abbildung 47: Kapillarelektrophoretische Auswertung einer tiefgefrorenen Hackfleischprobe einer Fer-
tiglasagne durch einen ABIPrism3130 nach DNA-Vervielfiltigung mittels entwickelter Multiplex-PCR.
Die Testung bestétigt den Inhalt von Schweinefleisch in der Lasagne.
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Sample File Sample Name Panel SQO 0s sQ
A03 _V1_001.fsa V1 Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ TGLA227 | HTG4 | [ swss7 | [ switi1 | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
2100
0 T I 1
Pigl | Pigl Pig2
146.68 162.18 183.12
1914 2117 992
Pigl Pig2
138.21 170.49
834 2943
I
Pig2
174.70
2200
A03_V1_001.fsa V1 Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ BMS332 | [_BM121_|[ILSTS022|
80 120 160 200 240
6000 - + +
3000
0

Abbildung 48: Elektropherogramm der Untersuchung einer Wurstprobe aus einem Fleischsalat durch
kapillarelektrophoretische Analyse durch einen ABIPrism3130 nach Amplifikation mittels Multiplex-
PCR.

Die Testung verifiziert die Herkunft vom Schwein. Es ist von einer Mischung mehrerer Tiere auszugehen.

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
D12_Schweinetortellini_004.fsa Schweinetortellini Meatplex_v1 pas [ | [ |
[ TGLA227 Jl__HTG4 | [ swss7 | [ switil | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
1900
0 MAM‘ 1 _AJ\\
Pigl Pigl Pig2
146.68 161.92 181.76
957 1211 605
Pigl Pig2
138.18 169.58
648 3379]
Pig2
173.49
1569
D12_Schweinetortellini_004.fsa Schweinetortellini Meatplex_v1 X | | | |
[ BMS332 ] [ BM121_ |[ILSTS022|
80 120 160 200 240
6000 . . . -
3000
0

Abbildung 49: Kapillarelektrophoretische Auswertung einer Schweinetortelliniprobe durch einen
ABIPrism3130 nach DNA-Vervielfilltigung mittels entwickelter Multiplex-PCR.

Die Herkunft des Fleisches vom Schwein konnte durch die Testung bestétigt werden. Aus der Anzahl der Peaks
eines Systems ist die Herkunft von mehreren Individuen anzunehmen.
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Sample File Sample Name Panel SQ0 0s sQ
F12_SchinkenTortellinisauce_002.fsa SchinkenTortellinisauce Meatplex_v1 X [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss57 | [ switt1 | | INRA023 | [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
0 AMAAA
1 1 1 1
Pigl Pig2
146.65 175.08
2105 7350
L
Pigl Pig2
152.85 181.55
1431 4137
F12_SchinkenTortellinisauce_002.fsa SchinkenTortellinisauce Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 | [ Bm121 |[ILSTS022|
80 120 160 200 240
0 "?r\ TT
Bovidael Bovidae2
145.26 176.51
89 131 :
Bovidae2
179.41
140

Abbildung 50: Elektropherogramm der mittels multiplexgesteuerten Ampifikation gewonnenen DNA aus
einem Schinkenstiick einer Tortellinisauce eines Fertigproduktes. Kapillarelektrophorese durch einen
ABIPrism3130.

Nach Herstellerangaben ist Schweinefleisch enthalten, was die Ausschldge in den Systemen PIG-1 und PIG-2
belegen. Dariiber hinaus sind Peaks in beiden horntrégerspezifischen Systemen zu detektieren. Da keine weiteren
Ausschlige in den Systemen COW-1, COW-2 oder GoaShe erkennbar sind, kann das beinhalten weiterer Spe-
zies in dieser Probe nicht bewiesen werden.

Sample File Sample Name Panel SQ0 0s sSQ
H11_TortelliniSchinkenf. 004.fsa TortelliniSchinkenf. Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ swifil | | INRA023 ] | ASB2 |
80 120 160 200 240
1300 AA‘A
0 a1 AAM A 1| PUVS
Pigl Pigl | Pig2
134.22 155.03) 169.59
169 493 2052
1
Pigl Pig2
146.67 173.51
442 719
Pig2
181.78
257
H11_TortelliniSchinkenf. 004.fsa TortelliniSchinkenf. Meatplex_v1 X [ | [ |
[ BMS332 | [ Bm121 ][ILSTS022
80 120 160 200 240
6000 - - -
3000+
0

Abbildung 51: Elektropherogramm einer mittels ABIPrism3130 analysierten DNA-Probe aus der Fiillung
eines Schinkentortellini. Zuvor erfolgte die Amplifikation entsprechender Sequenzen durch die entwickel-
te Multiplex-PCR.

Diese enthdlt nach Angaben des Herstellers Schweineschinken. Die Herkunft vom Schwein wurde mittels
»Meatplex“-PCR bestitigt.

112



Anhang

D.3.3 Mageninhaltsuntersuchungen

Sample File Sample Name Panel $QO0 0s sQ
A10_Magensaft_001.fsa Magensaft Meatplex_v1 X [ ] [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switi1 | | INRA023 ] | ASB2
80 120 160 200 240
6000 -
3000
0
A10_Magensaft_001.fsa Magensaft Meatplex_v1 x | | | |
[ BMS332 | [ BmM121_|[ILSTS022]
80 120 160 200 240
6000 - - -
3000
0

Abbildung 52: Negativkontrolle der Versuchsreihe der Simulation von Mageninhalt. Kapillarelektropho-
retische Analyse von Magensaft durch einen ABIPrism3130 nach Durchlaufen der Multiplex-PCR.
Hierzu wurde reiner Magensaft verwendet. Das Beinhalten von Fleischresten wurde hiermit ausgeschlossen.

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
E09_R-positiv_001.fsa R-positiv Meatplex_v1 X [ |
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switt1 | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
1700
0 A/[\ ; J‘\IJ‘\N\I‘I‘\ A A}\ M I}J\M
Cattlel Cattlel | Cattlel Cattle2
76.95 91.75 105.76 216.51
304 J 384 ?]] 686
1
Cattlel Cattlel Cattle2
83.07 99.91 221.08
223 ?6] 1471
Cattlel Cattle2
94.54 230.28
614 565
E09_R-positiv_001.fsa R-positiv Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 | [ BM121 |[ILSTS022
80 120 160 200 240
6000 : :
3000 M .ﬂ)‘
0 1
Bovidael Bovidae3
138.38 197.21
4735 - 3876 1
Bovidael Bovidae3
141.28 200.27
3904 : 1381
Bovidael
145.40
2836

Abbildung 53: Elektropherogramm der Positivkontrolle des Versuches der Simulation von Mageninhalt
anhand einer Rinderhackprobe. Nach multiplexgesteuerter Amplifikation wurde die Probe durch einen

ABIPrism3130 kapillarelektrophoretisch analysiert.

Als Positivkontrolle wurde Rinderhack verwendet. Es wurden 100 mg Gewebe extrahiert. Anstatt eines Aus-
schlages im erwarteten BOV-2-System, konnte ein Peak im Fragmentldngenbereich des Primers ILSTS022 (ent-
spricht GoeShe) gefunden werden. Da es aufgrund der weiteren reagierenden Systeme COW-1, COW-2 und
BOV-2 als Rinderhack identifiziert wurde, wurde dieser Ausschlag als horntrigerspezifisch gewertet und folg-
lich in BOV-3 umbenannt. Diese Positivkontrolle wurde als Vergleichspunkt fiir die folgenden, im Magensaft

inkubierten Proben verwendet.
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Sample File

Sample Name Panel SQO0 0s SQ
G09_R-37Grad_003.fsa R-37Grad Meatplex_v1 X [ ]
[ TGLA227 IlL_HTG4 | [ swss7 | [ swii11 | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
4801
OV_.,-/JL\N’I\M]\I{LN-&A J\'\_A A W A
Cattlel  Cattlel Cattle2
77.03 94.49 216.44
296 376 226
| 1 1
Cattlel  Cattlel Cattle2
83.10 99.91 220.95
219 304 586
Cattle2
230.04
205
G09_R-37Grad_003.fsa R-37Grad Meatplex_v1 X [ |
[ BMS332 ] [ BM121_][ILSTS022
80 120 160 200 240
2000 H n n JAA'IL
0 T T I 1
Bovidael Bovidae3
138.14 195.85
2821 | 2207
Bovidael Bovidae3
145.51 200.35
2437 714
Bovidael
155.21
1571

Abbildung 54:

Elektropherogramm der Kkapillarelektropherographischen Analyse

durch einen

ABIPrism3130 einer Rindergewebsprobe nach 30 miniitiger Inkubation im Magensaft. Versuchsreihe der
Simulation von Mageninhalt anhand einer Rinderhackprobe.
Die Extraktion von 100 mg Gewebe erfolgte nach 30 min Inkubation bei 37°C in Magensaft im Thermoschiittler.
Die Amplituden der Ausschlige, also ihre RFUSs, sind bereits im Vergleich zur Probe ohne Inkubation im Ma-

gensaft, gesunken.
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Sample File

Sample Name Panel SQO0 0s sQ
B10_R-100mg-45min_002.fsa R-100mg-45min Meatplex_v1 X
[ TGLA227 [ HTG4 ] [ sws57 | [ switil | | INRA023 | [ ASB2 |
80 120 160 200 240
600
o Wln M M NJ‘\_,JJL._‘/L
Cattlel Cattle2
87.46 221.95
234 350
| I
Cattlel Cattle2
89.67 230.94
421 190
I
Cattlel
94.02
138 ‘
Cattlel
98.15
115
B10_R-100mg-45min_002.fsa R-100mg-45min Meatplex_v1 X
[ BMS332 ] [ BM121_|[ILSTS022]
80 120 160 200 240
0 T 1 T T
Bovidael Bovidae3
128.01 193.34
2985 2932
I
Bovidael Bovidae3
136.44 200.19
3284 1053
Bovidael
143.11
3224

Abbildung 55: Elektropherogramm der Analyse mittels eines ABIPrism3130 einer multiplexgesteuert
amplifizierten 100 mg Rinderhackprobe nach 45 miniitiger Inkubation im Magensaft. Versuchsreihe der

Simulation von Mageninhalt.

Extrahiert wurden 100 mg Gewebe. Die RFUs der Peaks sind im Vergleich zur Positivkontrolle leicht verringert,
das bedeutet die DNA-Menge ist erniedrigt. Im Vergleich zur Inkubation von 30 Minuten ist kaum einen Unter-

schied zu verzeichnen.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
C10_R-200mg-45min_003.fsa R-200mg-45min Meatplex_v1 X
[ TGLA227 | HTG4 | [ swss7 | [ swititl | | INRA023 ] | ASB2 ]
80 120 160 ) 200 240
600
0 AJ‘\IA_/‘\ N /\'\ N MA A~
Cattlel Cattle2
87.07 224.20
208 | 349
Cattlel Cattle2
93.68 232.29
123 194
Cattlel
98.02
104
C10_R-200mg-45min_003.fsa R-200mg-45min Meatplex_v1 Pt
[ BMS332 | [ BM121 ][ILSTSO..]
80 120 160 200 240
0 T - T - 1 —=
Bovidael || Bovidael Bovidae3
133.09 151.93 200.50
2707 I2659 2291
Bovidael Bovidae3
143.74 205.10
2453 813

Abbildung 56: Elektropherogramm der Analyse mittels eines ABIPrism3130 einer multiplexgesteuert
amplifizierten 200 mg Rinderhackprobe nach einer Inkubationszeit von 45 Minuten im Magensaft. Ver-
suchsreihe der Simulation von Magensaft.

Extrahiert wurden 200 mg Gewebe. Die Peaks sind eindeutig auswertbar.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s SQ
D10_R-300mg-45min_004.fsa R-300mg-45min Meatplex_v1 X [ | | |
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switil | | INRA023 ] [ ASB2 ]
80 120 160 200 240
700
0 A.II\JM M N .
Cattlel
89.16
178
11
Cattlel
91.33
95
Cattlel
93.62
161
D10_R-300mg-45min_004.fsa R-300mg-45min Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 | [ BM121 |[ILSTSO..]
80 120 160 200 240
0 ‘ \ M
Bovidael
135.16
2424
Bovidael
143.92
1920
Bovidael
153.48
1076
Abbildung 57: Kapillarelektrophoretisches Analyseergebnis eines ABIPrism3130 nach DNA-

Amplifikation einer 300 mg Rinderhackprobe mittels Multiplex-PCR. Die Inkubationszeit im Magensaft
vor DNA-Extraktion betrug 45 Minuten. Versuchsreihe der Simulation von Mageninhalt.
Es wurde 300 mg Gewebe extrahiert. Alle Peaks sind eindeutig auswertbar.

Sample File Sample Name Panel SQO0 0S sSQ
H10_R-100mg-1,5h_004.fsa R-100mg-1,5h Meatplex_v1 X [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ swiil1 | | INRA023 | [ ASB2 |
80 120 160 200 240
410
0 AJ% M ;
Cattlel Cattle2
89.66 222.28
132 57
H10_R-100mg-1,5h_004.fsa R-100mg-1,5h Meatplex_v1 X []
[ BMS332 ] [ Bm121 |[ILSTSO..]
80 120 160 200 240
- Jf’\,_m
0 1 1 I 1
Bovidael Bovidae3
128.07 193.66
750 | 1006
Bovidael Bovidae3
136.44 200.39
976 314
Bovidael
143.14
969

Abbildung 58: Elektropherographische Darstellung der Analyseergebnisse durch einen ABIPrism3130
einer 100 mg Rinderhackprobe, die vor DNA-Extraktion eineinhalb Stunden im Magensaft inkubiert
wurde. Die Amplifikation erfolgte durch die ,,Meatplex“-PCR. Versuchsreihe der Simulation von Magen-

inhalt.
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Es wurden 100 mg Gewebe extrahiert. Die RFUs, welche proportional zur DNA-Menge sind, sind deutlich nied-

riger als die der Positivkontrolle sowie der Proben nach 30 und 45 miniitiger Inkubationszeit.

Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
B11_R-2h_002.fsa R-2h Meatplex_v1 X [ | [ ]
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switil | | INRA023 ] [ ASB2 |
80 120 160 200 240
320
0 AI\I]\ M, »/\
Cattlel
87.30
51
1
Cattlel
89.52
59
I
Cattlel
91.74
66 :
Cattlel
93.82
73
B11_R-2h_002.fsa R-2h Meatplex_v1 X [ ] [ |
[ BMS332 | [ BM121 [ILSTS022|
80 120 160 200 240
1300 AL
; WM an )
Bovidael Sheep-Goat
128.04 193.27
1966 631
Bovidael
143.10
564

Abbildung 59: Elektropherogramm einer 100 mg Rinderhackprobe durch einen ABIPrism3130 nach
multiplexgesteuerter DNA-Amplifikation. Die DNA-Extraktion erfolgte nach zweistiindiger Inkubation
im Magensaft. Versuchsreihe der Simulation von Magensaft.

Es wird deutlich, dass die Ausschlige im System COW-2 versiegen, wihrend die Peaks der Systeme COW-1
und BOV-3 weiter sinken.

Tabelle 22: Darstellung des Einflusses des simulierten Magenmilieus auf den DNA-Gehalt der Extrakti-
onsprodukte der Rinderhackproben.

Diese werden unterschiedlich lange bei 37°C mit Magensaft versetzt im Thermoschiittler inkubiert. Je niedriger
die RFUs, desto geringer der DNA-Gehalt der Probe. Aufgelistet sind die hochsten RFUs der jeweiligen Syste-
me. Dabei fillt auf, dass ab einer Inkubationszeit von zwei Stunden der Marker COW-2 nicht mehr arbeiten
kann. Da der DNA-Gehalt unter die Nachweisgrenze sinkt. Dieser Wert deckt sich mit den Ergebnissen der Ver-
suchsreihe mit Mischhackproben. Dabei funktioniert das System COW-1 ebenfalls bei einer Inkubationszeit von
2,5 Stunden, welches bei der Versuchsdurchfithrung mit gemischtem Hackfleisch bereits bei einer Inkubations-
zeit von 1,5 Stunden seine Funktion nicht mehr erfiillen konnte.

Eingesetzte Inkubationszeit | COW-1 COW-2 BOV-1 BOV-2 /
Probenmenge | (h) (RFU) (RFU) (RFU) 3

(mg) (RFU)
Positivkontrolle | 0 614 1471 4735 3876

100 0,5 376 586 2821 2207

100 0,75 421 350 3284 2931
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Anhang

100 1,5 132 57 976 1006
100 2 66 - 1966 631
Sample File Sample Name Panel SQO0 0s SQ
F09_RS-positiv_002.fsa RS-positiv Meatplex_v1 X [ ]
[ TGLA227 Jl_HTG4 | [ swss7 | [ switi1 | | INRA023 ] [ ASB2
80 120 160 200 240
- M\_/\J\_'ﬁ'A_IJ\A
0 L1 ‘L]L 1 1 AJIL 1
Cattlel Pigl Pig2 Cattle2 Cattle2
86.89 142.94 180.06 | 197.87 220.99
174 1975 2900 661 423
1 1 1
Cattlel Pigl Pig2 Cattle2
89.09 144.87 182.23 230.12
116 694 4600 ‘ 366
Cattlel Pig2
98.12 188.04
203 3681[
CAttle2
191.46
541
F09_RS-positiv_002.fsa RS-positiv Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 | [ BM121 |[ILSTSO..]
80 120 160 200 240
0 171 - T
Bovidael Bovidae3
138.01 196.55
5924 - 3937
Bovidael
142.22
2159 :
Bovidael
145.41
2877

Abbildung 60: Kapillarelektrophoretische Ergebnisse eines ABIPrism3130 einer 100 mg gemischten
Hackfleischprobe vom Schwein und Rind als Positivkontrolle der Versuchsreihe der Simulation von Ma-
geninhalt. Die Amplifikation selektiver DNA-Sequenzen erfolgte mittels entwickelter Multiplex-PCR.

Dabei erscheint, wie in der Rinderhackprobe derselben Versuchsreihe, ein Ausschlag im Sequenzlédngenbereich
des Primers ILSTS022 anstatt im erwarteten BOV-2-System. Er wird hier als BOV-3 bezeichnet.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sSQ
E10_RS-100mg-45min_001.fsa RS-100mg-45min Meatplex_v1 X | |
[ TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ switi1 | | INRA023 ] ASB2 ]
80 120 160 200 240
2300:
0' — f )JLA_'J[\JMJ!\ T T —
Cattlel Cattlel Pigl Pig2 Pig2  Cattle2
76.29 98.06 148.76 1 166.02 | 183.92 198.14
104 190 638 3285 984 296
1 1 1
Cattlel Pigl Pigl Pig2 Cattle2
80.79 138.16  154.85 176.31 203.52
75 ] 957 520 3538 543
Cattlel
87.37
175]
Cattlel
89.59
199
E10_RS-100mg-45min_001.fsa RS-100mg-45min Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 | [ BM121_|[ILSTS022|
80 120 160 200 240
6000 -
3000 AA M/\/\
. Al
Bovidael Bovidae3
128.04 198.88
4364 | 2995
Bovidael
136.42
2013 -
Bovidael
140.80
]375|
Bovidael
143.09
2385

Abbildung 61: Ergebnis der Kapillarelektrophorese eines ABIPrism3130 der DNA einer 100 mg gemisch-

ten Hackfleischprobe vom Schwein und Rind mit einer Inkubationszeit von 45 Minuten im Magensaft. Die

Vervielfiltigung der DNA erfolgte durch die ,,Meatplex“-PCR. Versuchsreihe der Simulation von Magen-
inhalt.

Die RFUs der ausschlagenden Systeme ist geringer als die Positivkontrolle.
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80 120 160 200

240

Sample File Sample Name Panel SQO 0s sQ
F10_RS-200mg-45min_002.fsa RS-200mg-45min Meatplex_v1 [ ]
[ TGLA227 J[__HTG4 | [ swss7 | [ switl1 | | INRA023 ] | ASB2
80 120 160 200 240
- M
0 J\A AANA
1 1 1 1 1 T T I T
Cattlel | Cattlel Pigl Pig2 Pig2 | Cattle2
82.36 97.99 148.85 1 165.89 | 183.89 198.14
103 117 559 3009 571 251
1 1 1 1
Cattlel Pigl Pigl Pig2 Cattle2
87.37 138.16 154.81 176.15 203.74
113 1156 517 3639 518
F10_RS-200mg-45min_002.fsa RS-200mg-45min Meatplex_v1 [ ]
[ BMS332 ] [ BM121 |[ILSTSO..]

2700 AAA
. datds M

1T I
Bovidael Bovidae3
125.97 198.88
1102 | 2222

Bovidael
128.04
3428

Bovidael
136.49
1258

T
Bovidael
140.80
1090 1

Bovidael
143.10
1925

Abbildung 62: Elektropherogramm nach Auswertung durch einen ABIPrism3130 der DNA einer 200 mg
gemischten Hackfleischprobe vom Schwein und Rind mit einer Inkubationszeit im Magensaft von 45
Minuten und multiplexgesteuerter DNA-Amplifikation. Versuchsreihe der Simulation von Mageninhalt.

Die Peaks der Systeme COW-1, COW-2, BOV-1 und BOV-3 sind auswertbar.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s sQ
G10_RS-300mg-45min_003.fsa RS-300mg-45min Meatplex_v1 X [ ]
[ TGLA227 |l HTG4 | [ sws57 | [ swiii1 | | INRA023 | | ASB2 |
80 120 160 200 240
2000 J\/J\ Nj\
0 ~ JJ\A AAAA D\ oA
1 L 1 1 T I 1 I
Cattlel Pigl Pig2 Pig2 Cattle2
82.43 150.84 165.92| 181.38 222.10
168 ‘ 393 2635 328 152
1 1
Cattlel Pigl Pigl Pig2 Pig2 Cattle2
87.44 138.16  154.88 175.16 191.52 230.91
110 958 522 2691 205 100
I I
Cattlel Pigl Cattle2
89.59 163.00 194.83
117 1364 375
G10_RS-300mg-45min_003.fsa RS-300mg-45min Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 ] [_BM121_][ILSTS022|
80 120 160 200 240
17007 \
0 T 11 — T I
Bovidael Sheep-Goat
128.04 192.00
2294 11839
Bovidael Sheep-Goat
134.38 198.85
686 285
11
Bovidael
136.49
1568
[—
Bovidael
140.80
963
Bovidael
143.10
1613

Abbildung 63: Kapillarelektrophoretische Analyseergebnisse eines ABIPrism3130 der DNA von einer 300

mg gemischten Hackfleischprobe vom Schwein und Rind mit einer Inkubationszeit von 45 Minuten im
Magensaft. Versuchsreihe der Simulation von Mageninhalt.

Die Peaks der Systeme COW-1, COW-2, BOV-1 und BOV-3 sind auswertbar.
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Sample File Sample Name Panel SQO0 0s SQ
A11_RS-100mg-1,5h_001.fsa RS-100mg-1,5h Meatplex_v1 X [ ]
| TGLA227 [ HTG4 | [ swss7 | [ swit11l | | INRA023 | | ASB2
80 120 160 200 240
- MAA
0 ]l\ All\ I 1 I
Pigl Pigl Pig2 Cattle2
138.16 154.88 175.22 194.84
664 545 3029 440
1
Pig2 Pig2
165.90 181.31
2229 396
A11_RS-100mg-1,5h_001.fsa RS-100mg-1,5h Meatplex_v1 X [ ]
[ BMS332 | [ Bm121 |[ILSTS022]
80 120 160 200 240
A
0 1 1 T
Bovidael Bovidae3
128.06 193.37
1834 1761
Bovidael
136.50
881
Bovidael
143.10
1004

Abbildung 64: Elektropherographische Darstellung des Extraktionserzeugnisses einer 100 mg gemischten
Hackfleischprobe vom Schwein und Rind mit einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden im Magensaft. Die
kapillarelektrophoretische Analyse erfolgte nach selektiver, multiplexgesteuerter DNA-Amplifikation
durch einen ABIPrism3130. Versuchsreihe der Simulation von Mageninhalt.

Der Ausschlag im System COW-1 verschwindet. Somit ist die Grenzverweildauer von Fleisch im Magen ge-
setzt, um das Fleisch noch ohne Probleme mit der entwickelten ,,Meatplex“-PCR identifizieren zu konnen.
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Abbildung 65: Elektropherogramm eines ABIPrism3130 nach multiplexgesteuerter DNA-Amplifikation
einer 100 mg gemischten Hackfleischprobe vom Schwein und Rind nach zweistiindiger Inkubation im
Magensaft. Versuchsreihe der Simulation von Mageninhalt.

Neben sinkenden Amplituden der ausschlagenden Systeme und dem persistierenden Verlust des Peaks im
COW-1-System, féllt der Verlust der Reaktion des Markers COW-2 auf.
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Anhang

Anhang E: Geriteverzeichnis

Tabelle 23: Geriteverzeichnis

Gerit Typ Hersteller
DNA-Extraktionsgerét KingFisher® Duo Thermo Fischer Scientific GmbH
Erenmeyerkolben 500 ml Simax-Glas Simax®, Bohemia Cristal GmbH
Feinwaage Feinwaage SAC 62 Scaltec Instruments

Waage KB 360 KM

Kern & Sohn GmbH

Gelelektrophoresekammer | Horizon™ 11..14

Gibco®, Life Technologies

Genetic Analyzer ABI Prism™3130 Applied Biosystems Deutschland
GmbH

Kiihlschrinke Liebherr Hausgerdte GmbH
Robert Bosch Gmbh

Messzylinder Hirschmann Laborgerite GmbH &
Co.KG

Mikrowelle Microwave 800 Sverin Elektrogerdte GmbH

Minizentrifuge Sprout™ G.Kisker GbR, Produkte fiir Bio-

technologie

Petrischalen 100 x 20 mm

Greiner Bio-One GmbH

Pinzette 0,1-2,5 pl

Carl Roth GmbH Co. KG

0,1-2,5 pl; 0,5-10 pl,

10-100 pl, 100-1000

pl, 200-1000 pl “Ret-
erence”

Eppendorf AG

Reaktionsgefdllstinder Rotilabo® Reak-
tionsgefaBstinder

Rotilabo® 2 in 1 Reak-

Carl Roth GmbH Co. KG

tionsgefaBstinder
Skalpell Feather Disposable Pfm medical AG
Scalpel
Sterilbank DNA/RNA UV- G. Kisker GbR, Produkte fiir Bio-

Cleaner UVC/T-M

technologie

Stromversorgungsgerét Electrophoresis Power | Gibco® BRL, Life Technologies
Supply ST304
Thermoschiittler Thermoschiittler 5436 | Eppendorf AG

Thermomixer comfort

Tiefkiihlschrank Tiefkiihlschrank I und | Liebherr Hausgerdte GmbH
11
Ultraschallbad Elmasonic one ElIma® | Hans Schmidbauer GmbH & Co.
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Gerit Typ Hersteller
KG
UV-Kammer Gel-Doc EQ Bio-Rad Laboratories GmbH
Vortexer Vortexer Genie 2™ Scientific Industries Inc.
Mixomat Erich Eydam KG
REAX2000 Heidolph Instruments GmbH Co.
KG
Zentrifugen Centrifuge 5424 Eppendorf AG

Centrifuge 5415C

Micro Centrifuge IR
220VAC

Carl Roth GmbH & Co. KG

Heraeus Multifuge
X1R Centrifuge

Thermo Fischer Scientific GmbH

Laboratory Centrifuge
LMC-3000

G. Kisker GbR, Produkte fiir Bio-
technologie

Anhang F: Softwareverzeichnis

Tabelle 24: Softwareverzeichnis

Funktion Softwaretyp Hersteller
Auswertung der Kapil- GeneMapper™ ID Sooftware Applied Biosystems
larelektrophorese 3.2 Deutschland GmbH
Genetic Analyser Software | 3130 Genetic Analyzer Data Applied Biosystems
Collection Software v3.0 Deutschland GmbH
STR-Analyse STR-Analyzer© v1.5.6 MeMo Forensics

126




Anhang

Angang G: Verbrauchsmaterialien

Tabelle 25: Verbrauchsmaterialien

Material Typ / Inhalt Hersteller

Agarose Biozym LE Agarose Biozym Scientific
GmbH

Agarosegelelektrophoreseleitern | Hyperladder I und II Bioline GmbH

Primer TGLA227, HTG4, SW857, Bioline GmbH
SWI1111, INRA023, ASB2,
BMS332, BM121, ILSTS022, Aktin
34F und R, VHL20, HTG4, AHT4,
HMS7, HTG6, AHTS, HMS6,
ASB23, ASB2, HTG10, HTG7,
HMS3, HMS2, ASB17, LEX3,
HMSI1, CA425
Aqua bidest H20-HPLC analyzed J.T. Baker Mallinckrodt
Baker B.V.
Borséure BORSAURE > 99,8%, p.a., ACS, Carl Roth GmbH & Co.
ISO KG
Bromphenolsiure Bromphenol Blue Serva Elecrophoresis
GmbH
Desoxynukleotide dNTP Mix Bioline GmbH
DMSO Dimethylsulfoxid Qbiogene-Alleis
Deutschland GmbH
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure Carl Roth GmbH Co.
KG
Ethanol vergdllt > 99,8% mit ca. 1% MEX Carl Roth GmbH Co.
KG
Ethidiumbromid 10 mg/ml Carl Roth GmbH & Co.
KG
Ficoll Ficoll 400™ Simga-Aldrich Chemie
GmbH
Formamid Mikrotiterplatte Micro Amp® Optical 96 well Platte | Applied Biosystems
Deutschland GmbH
GroBenstandard zur Auswer- GeneScam™ LIZ500™ Size Stand- | Applied Biosystems
tung der Kapillarelektrophorese | ard Deutschland GmbH
Gummiseptaplatte der Mikro- Plate Septa 96 well Applied Biosystems
titerplatte (Fragmen- Deutschland GmbH
tanalysegerét)
Handschuhe Peha-Soft Powderfree Paus Hartmann AG
Hygienereiniger Dan Klorix Hygienereiniger Colgate-Palmolive

GmbH

Extraktionskit, manuelle

Invisorb® Spin Tissue Mini Kit

Stratec Biomedical
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Material Typ / Inhalt Hersteller
Methode
Extraktionskit, semiautoma- InviMag® Blood DNA KF96-Kit Stratec Biomedical
tische Methode
Kreppklebeband Color Code Tape TimeMed Labeling
Systems, Inc.
MgCl12 Magnesiumchlorid 50 mM Bioline GmbH
OP-Kittel Einmal-OP-Mantel 3 M Health Care GmbH
OP-Mundschutz Surgical mask Molnlyck Health Care
GmbH
Puffer fiir PCR Phusion®HF Reaction Thermo Fischer Scien-
tific GmbH
10x PCR Gold Buffer Applied Biosystems
Deutschland GmbH
ImmoBuffer 10x Applied Biosystems
Deutschland GmbH
Pipettenspitzen 2,5 pul, 10 pl, 100 pl, 1000 pl Sarstedt AG & Co.
Reaktionsgefille Fiir PCR: PCR-Soft Tube, 8 Ge- Nerbe Plus
faBestreifen mit 0,2 ml
0,5ml, 1,5 ml, 2 ml Sarstedt AG & Co.
50 ml Nerbe Plus GmbH
Polymer 3130 POP-4™ Performance Applied Biosystems
Opimizes Polymer Deutschland GmbH
Polymerasen AmliTaq Gold®-Polymerase Applied Biosystems
Deutschland GmbH
Phusion®Hotstart-Polymerase Thermo Fischer Scien-
tific GmbH
Immolase DNA-Polymerase (5u/ul) | Bioline GmbH
Tris-Hydrochlorid Pufferan® > 99% p.a. M 157,6 Carl Roth GmbH Co.
g/mol KG
Ultraschallbad-Zusatz Ultranosol® 7-neutral Carl Roth GmbH Co.
KG
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