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1 Einleitung

1.1 Forensische DNA-Analyse

1.1.1 Verfahren zur forensischen DNA-Untersuchung

Die Untersuchung von Spurenmaterial auf DNA zur Identifizierung des Spurenverursa-
chers ist ein fester Bestandteil der forensischen Fallarbeit geworden. Die Art der DNA-
Analyse ist dabei abhéngig von Qualitidt und Quantitdt der zur Verfiigung stehenden
DNA-Probe. Das heutzutage iibliche Verfahren der Typisierung ist die Amplifizierung
von sogenannten Short Tandem Repeats (STRs). Es handelt sich dabei um bestimmte
Abschnitte der Kern-DNA (ncDNA), die sich wiederholende Nukleotidabfolgen aufweisen
und aufgrund ihrer individuell unterschiedlichen Anzahl an Wiederholungen hervorra-
gend zur Identifizierung geeignet sind (Brinkmann, 2004; Butler, 2007).

Bei degradiertem Spurenmaterial oder geringer DNA-Menge bleibt die STR-~Analyse
jedoch haufig erfolglos. In solchen Fillen hat sich in der forensischen DNA-Analyse
die Sequenzierung der hypervariablen Regionen der mitochondrialen DNA (mtDNA)
etabliert (Morley et al., 1999; Sullivan et al., 1991). Die mtDNA-Analyse kann auch
eine STR-Analyse ergénzen, wenn diese nicht ausreichend valide ist (Szibor et al., 2006;

Roper et al., 2007).

1.1.2 Bedeutung der mtDNA fiir die forensische DNA-Analyse

Ein Vorteil der mtDNA gegeniiber ncDNA liegt in der hohen Kopienzahl pro Zelle (vgl.
Kap. 1.2.2), wodurch die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Amplifizierung erhoht
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wird (Lutz-Bonengel et al., 2007). Weiterhin weist die mitochondriale DNA eine hohe
Stabilitat auf und besitzt damit Vorteile bei der Identifizierung von Spurenmaterial in
degradiertem Zustand, wie vor allem bei Knochen und Haaren (Holland et al., 1993; Ben-
der et al., 2000; Melton et al., 2005; Foran, 2006). Aufgrund ihrer Widerstandsfihigkeit
lasst sich mtDNA auch aus lange gelagerten und bakteriellen oder chemischen Einfliissen

ausgesetzten Zellen, beispielsweise aus Urinproben, amplifizieren (Castella et al., 2006).

1.1.3 Untersuchung von Einzelzellen

In der forensischen DNA-Analytik miissen Individuen héaufig anhand schlecht erhaltenen
oder nur in minimalen Mengen vorliegenden Spurenmaterials identifiziert werden (Hop-
wood et al., 1996; Bright und Petricevic, 2004). Es ist vorstellbar, dass vom Téter nur
eine einzelne Zelle hinterlassen wurde, die fiir eine Typisierung zur Verfiigung steht.

DNA-Analysen aus Einzelzellen sind in der Literatur vereinzelt beschrieben worden.
Dabei handelt es sich meist um Amplifizierungen von kodierenden Abschnitten der
ncDNA, beispielsweise aus Tumorzellen (Klein et al., 2002) oder Lymphozyten (Ray
et al., 2001). Im Rahmen noninvasiver Pranataldiagnostik wurde die DNA einzelner
kernhaltiger Erythrozyten untersucht (von Eggeling et al., 1997; Garvin et al., 1998).
Auch kodierende Abschnitte der mtDNA aus Einzelzellen, meist aus Zellkulturen oder
Muskulatur gewonnen, wurden erfolgreich untersucht (He et al., 2002; Nekhaeva et al.,
2002; Taylor et al., 2001). Die Analyse von informationstragenden Teilen des mensch-
lichen Genoms besitzt jedoch aus forensischer Sicht keine Aussagekraft, da sie keine
individuelle Typisierung ermoglicht und eine Kontaminationskontrolle fehlt.

Eine fiir die Identifizierung von Individuen geeignete STR-Analyse wurde von Hender-
son et al. (2001) fiir einzelne Korneazellen beschrieben. Allerdings fehlen Angaben iiber
verwendete Reagenzien oder PCR-Protokolle, so dass keine Moglichkeit der Reproduzier-
barkeit gegeben ist. Es wird lediglich erlautert, dass die Isolierung der Zellen schwierig
war und hohe Kontaminationsraten zu beobachten waren. Eine Untersuchung von STRs
an Einzelzellen wurde erstmals von Findlay et al. (1995) beschrieben. Die Gewinnung der

Einzelzellen ist jedoch zweifelhaft und die Arbeit entstand ohne forensischen Bezug. Im
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darauf folgenden Jahr publizierte Findlay erneut iiber eine Einzelzelluntersuchung unter
Verwendung von STR-Typisierungen zur Kontaminationskontrolle, allerdings finden sich
hier keine Angaben zur Methodik der Zellpriparation (Findlay und Quirke, 1996). In ei-
ner weiteren Veroffentlichung des Autors wird von einer erfolgreichen Amplifizierung von
6 STR-Systemen an etwa der Hélfte der 226 getesteten Einzelzellen aus Wangenschleim-
hautepithel berichtet (Findlay et al., 1997). Findlay verweist auf die Anwendbarkeit
seiner Methode in der Forensik, allerdings fehlen in dieser Publikation detaillierte In-
formationen bzgl. des Protokolls zur DNA-Analytik sowie konkrete Angaben iiber die
Préparation der Einzelzellen (vgl. Kap. 4.5).

1.2 Mitochondriale DNA

1.2.1 Molekularstruktur der mtDNA

Die mitochondriale DNA ist ein ringférmiges Molekiil mit einer Linge von 16.569 Ba-
senpaaren, wie erstmals von Anderson et al. (1981) beschrieben (sieche Abbildung 1.2).
Sie setzt sich aus einer schweren (H-Strang) und einer leichten Kette (L-Strang) zu-
sammen (Tully et al., 2001) und enthélt kodierende Abschnitte fiir eine 12S und eine
16S rRNA, 22 tRNAs und 13 Proteine der Untereinheiten der Atmungsketten-Komplexe
(Cytochrom-Oxidase-b und -¢, NADH-Dehydrogenase und ATPase).

Die mtDNA trédgt aulerdem nicht-kodierende Regionen, die unter anderem in der
forensischen DNA-Analyse genutzt werden (Sano et al., 2000; Ginther et al., 1992).
Die grofite Bedeutung hat dabei der 1122 Basenpaare umfassende sogenannte D-Loop
(displacement-loop, siehe Abbildung 1.1), auch als Kontrollregion bezeichnet, da dieser
Bereich eine sehr hohe Mutationsfrequenz aufweist und daher fiir die Unterscheidung von
Individuen geeignet ist (Horai und Hayasaka, 1990; Holland et al., 1993; Murakami et al.,
2002). Der D-Loop besitzt laut Morley et al. (1999) eine fiinf- bis zehnmal hohere Mutati-
onsfrequenz als Kern-DNA. Er verfiigt als Besonderheit iiber eine dreistrangige Struktur
mit einem zusétzlich synthetisierten Abschnitt des H-Stranges von etwa 680 Basenpaa-

ren, bezeichnet als 7S-DNA (Annex und Williams, 1990). Trotz fehlender kodierender
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Funktion enthélt der D-Loop L- und H-Strang-Promoter, Bindungsstellen fiir mitochon-
driale Transkriptions-Faktoren, den Ursprung der H-Strang-Replikation, regulatorische
Elemente fiir die Transkription sowie die Terminationssequenz (Crews et al., 1979; Tully
et al., 2001). Die grofite Sequenzvariabilitit ist in zwei je etwa 300 Basenpaaren langen
hypervariablen Segmenten, der HV1- und der HV2-Region, vorhanden (Stoneking et al.,
1991; Budowle et al., 1999). Der Bereich der HV1-Region liegt zwischen den Positionen
16024 und 16365, die HV2-Region erstreckt sich von 73 bis 340. Dariiber hinaus existiert
zwischen 438 und 574 die HV3-Region (Lutz et al., 1997), die bei nicht ausreichender
Aussagekraft der beiden anderen Regionen zur weiteren Differenzierung genutzt werden
kann (Lutz et al., 2000). Die 1981 ermittelte und heute als Standard eingesetzte Se-
quenz der hypervariablen Region wird nach Ihrem Erstbeschreiber ,,Anderson-Sequenz*
genannt. An einigen Stellen der Literatur wird auch der Name ,,Cambridge Reference
Sequence” verwendet, da Anderson seine Versuche an der Universitidt von Cambridge

durchfiithrte (Andrews et al., 1999).

16024 16365 73 340 438 574

HVA HV2 HV3

|
. 16519/1 |

Abbildung 1.1: D-Loop
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1.2.2 mtDNA im menschlichen Kérper

Die Anzahl von mtDNA-Molekiilen in einer Zelle unterscheidet sich in verschiedenen
Gewebetypen. Dieser Aspekt ist fiir die Einzelzellanalyse von besonderer Bedeutung, da
die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Sequenzierung mit der Zahl der zur Verfiigung
stehenden mtDNA-Molekiile zunehmen diirfte. Die Angaben in der Literatur reichen von
wenigen 100 Kopien in Spermien (Bender et al., 2000) iiber 800 in Lungenfibroblasten
(Malik et al., 2002) bis hin zu 6000 in Hautfibroblasten (Reis und Goldstein, 1983). Fiir
die in dieser Arbeit vorwiegend verwendeten Epithelzellen werden etwa 5000 Molekiile
pro Zelle beschrieben (Bender et al., 2000).

In der Studie von Lutz-Bonengel et al. (2007) konnte mittels einer sogenannten Low-
volume-PCR gezeigt werden, dass bereits 2,5 pg ncDNA-Verdiinnung und weniger fiir
eine erfolgreiche Amplifizierung und Sequenzierung ausreichen. Diese Menge entspricht
in etwa 320 mitochondrialen Genomen und liegt damit deutlich unter der von Bender
et al. (2000) beschriebenen Anzahl von mtDNA-Kopien in einer Epithelzelle, so dass eine

solche Einzelzelle theoretisch fiir eine mtDNA-Analyse ausreichen sollte.

1.2.3 Heteroplasmien

Heteroplasmien sind ein bei mtDNA sehr héufig auftretendes Phdnomen, das bei der
Interpretation von mtDNA-Sequenzen Schwierigkeiten bereiten und zu Fehleinschétzun-
gen fiithren kann (Bér et al., 2000; Bendall et al., 1996). Eine Heteroplasmie liegt vor,
wenn sich mehrere nebeneinander existierende mtDNA-Molekiile an einer Basenposition
unterscheiden (Hiithne et al., 1999). Diese unterschiedlichen mtDNA-Molekiile kénnen in
verschiedenen Gewebetypen eines Individuums, in verschiedenen Zellen eines Gewebe-
typs, in Mitochondrien einer Zelle oder sogar innerhalb eines Mitochondriums vorkom-
men (Kramer et al., 2003; Matthews et al., 1994). Die Haufigkeit von Heteroplasmien

differiert dabei in verschiedenen Organen (Jazin et al., 1996; Kramer et al., 2003).

Bei der Auswertung von mtDNA-Sequenzen konnen an einer Basenposition verschie-

dene Basen parallel detektiert werden, wenn mehrere Zellen mit unterschiedlicher Ba-
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senabfolge in der Probe vorlagen. Bei der Untersuchung von Einzelzellen wiirden bei
einer Heteroplasmie innerhalb der Mitochondrien dieser Zelle mindestens zwei Sequen-
zen parallel vorliegen, die sich ebenfalls wie oben beschrieben an einer Basenposition
unterscheiden. Heteroplasmien zwischen mehreren Einzelzellen wiirden bei der Analy-
se auffallen, wenn die Sequenz einer Zelle im Vergleich zu den anderen um eine Base

abweichen wiirde.

Neben dem Austausch einer einzelnen Base (Punktheteroplasmie) ist die Léngenhe-
teroplasmie, bei der es sich um eine Insertion oder Deletion von Basen handelt, sehr
verbreitet. Am héufigsten ist die Langenheteroplasmie des C-Stretches, eines homopoly-
meren Bereichs zwischen 16183 und 16194 in der HV1-Region und zwischen 304 und 310
in der HV2-Region (Tully et al., 2001). Im Falle einer Transition von T (Thymin) nach
C (Cytosin) an der Position 16189 tritt hiufig eine Langenheteroplasmie auf (Bér et al.,
2000). Szibor et al. (2007) beschreiben als weitere, interpersonelle Langenheteroplasmie
eine (C'A), (Cytosin, Adenin) Dinukleotid-Wiederholung zwischen den Positionen 514
und 523 in der HV3-Region, die in einigen Féllen zur Typisierung geeignet ist.

Sowohl Punkt- als auch Léngenheteroplasmien verursachen im Allgemeinen Proble-
me bei der Interpretation von Sequenzen fiir forensische Fragestellungen (Salas et al.,
2001). So sind beispielsweise unterschiedliche Langenheteroplasmien der HV2-Region
in verschiedenen Haaren eines Individuums beschrieben worden (Stewart et al., 2001),
die fiir eine eindeutige Personen-Identifizierung nicht geeignet sind. Unterscheiden sich
zwei Sequenzen in nur einer Base, kann nicht festgestellt werden, ob es sich dabei um
eine Punktheteroplasmie handelt oder eine Neumutation vorliegt, so dass eine Uberein-
stimmung der beiden Proben nicht sicher ist (Bér et al., 2000). Heteroplasmien kénnen
jedoch auch vorteilhaft bei der Typisierung sein, wenn zwei zu vergleichende Proben
an einer Stelle die gleiche Heteroplasmie aufweisen, da sich dadurch die Identitatswahr-
scheinlichkeit erhoht (Béar et al., 2000). Lutz et al. (1996) stellen einen Fall dar, in dem
eine Heteroplasmie aufgrund einer Neumutation bei der Vererbung auf die nachfolgende
Generation entstanden ist, wodurch es moglich wird, in maternaler Linie verwandte Per-

sonen zu differenzieren (vgl. Kap. 1.2.4). Weiterhin konnen die Langenheteroplasmien in
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der HV3-Region genutzt werden, um bei in der Bevilkerung sehr haufig vorkommenden
Abweichungen in HV1- und HV2-Region zusétzliche Informationen zu gewinnen (Chung

et al., 2005).

Neben ihrer Bedeutung fiir die Forensik stehen Heteroplasmien auch im Zusammen-
hang mit bestimmten mitochondrial vererbten neuromuskulédren oder Stoffwechsel-Er-
krankungen des Menschen (Sukernik et al., 2002; Wallace et al., 1992; Marchington
et al., 1996).

1.2.4 Maternale Vererbung

Eine weitere Besonderheit der mtDNA besteht in der rein maternalen Vererbung, wie von
Hutchison et al. (1974) erstmals beschrieben und spéater durch Giles et al. (1980) erneut
gezeigt. Dieses Phanomen wird dadurch begriindet, dass sich die Mitochondrien lediglich
im Hals eines Spermiums befinden und bei der Befruchtung nicht mit in die Eizelle
gelangen. Somit stammt die mtDNA des Kindes vollstéindig von der Mutter. Durch
Manfredi et al. (1997) wird berichtet, dass véterliche mtDNA zwar bei der Befruchtung
in die Eizelle gelangt, aber durch bisher unbekannte Mechanismen wieder eliminiert wird.
Aufgrund des maternalen Vererbungsmodus kann mtDNA effektiv genutzt werden, um

auch iiber mehrere Generationen hinweg Abstammungslinien zu verfolgen (Weichhold

et al., 1998; Gill et al., 1994).

In einer Falldarstellung von Schwartz und Vissing (2002) wird von einer paternalen
mtDNA-Vererbung berichtet. Laut dieser Studie erbte ein 28-jéhriger Mann, der an einer
mitochondrialen Myopathie erkrankt war, 90% der Muskel-mtDNA von seinem Vater.
Nach weiteren Untersuchungen wird davon ausgegangen, dass die paternale Vererbung
von mtDNA zwar sehr selten vorkommt, aber trotzdem Einfluss auf forensische oder
anthropologische mtDNA-Untersuchungen haben konnte (Schwartz und Vissing, 2004;
Taylor et al., 2003).
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1.3 Interpretation von mtDNA-Sequenzen

Die vollstandige Sequenz der mtDNA wurde zuerst von Anderson et al. (1981) fiir den
L-Strang beschrieben und dient seither als Referenzsequenz fiir die Nomenklatur der
mtDNA-Analyse des D-Loops (Bér et al., 2000). Die Sequenz einer Probe, beispiels-
weise aus Spurenmaterial, wird mit der Anderson-Sequenz verglichen und die einzelnen
Basenabweichungen werden gekennzeichnet. Sie sind relativ spezifisch (s.u.) und zur
Identifizierung von Personen geeignet. Als haufigste Abweichung tritt die Transition auf,
also der Austausch einer Purinbase (Adenin, Guanin) durch eine andere Purinbase bzw.
einer Pyrimidinbase (Cytosin, Thymin) durch eine andere Pyrimidinbase. Der relative
Anteil betrug fiir Kaukasoiden in einer Studie von Lutz et al. (1998) 75%, laut Budowle
et al. (1999) mehr als 92,9%. Bei den Transversionen, dem Austausch einer Purinbase
gegen eine Pyrimidinbase und umgekehrt, ist der Wechsel von Adenin und Cytosin am
weitesten verbreitet. Die durchschnittliche Anzahl unterschiedlicher Nukleotide zwischen
zwei Individuen ist von der Ethnie abhéngig und liegt bei Kaukasoiden zwischen 7,2 und

8,4 (Budowle et al., 1999).

Stimmen zwei verglichene mtDNA-Sequenzen in ihren Abweichungen zur Anderson-
Sequenz iiberein, ist eine Identitdt zunéchst nicht sicher, da bestimmte Sequenzen in der
Bevolkerung unterschiedlich héufig vorkommen. Um eine Identitdtswahrscheinlichkeit zu
berechnen, sind mtDNA-Datenbanken wie die Innsbrucker Datenbank notwendig (Parson
et al., 2004; Imaizumi et al., 2002), die {iber eine hohe Anzahl von gespeicherten mtDNA-

Sequenzen aus unterschiedlichen ethnischen Gruppen verfiigt.

Je mehr Unterschiede zwischen zwei Sequenzen vorliegen, desto eher ist eine Uberein-
stimmung der Proben auszuschlieen (Tully et al., 2001). Theoretisch wére bereits eine
einzelne Basenabweichung ein Ausschlusskriterium, doch es gilt zu bedenken, dass die
hohe Mutations- und Heteroplasmierate der mtDNA diesbeziiglich zu Fehleinschétzun-

gen fiithren kann (vgl. Kap. 1.2.3).



1 FEinleitung
1.4 Anwendungsmoglichkeiten der

Einzelzell-Untersuchungen an mtDNA

1.4.1 Identifizierung von Individuen aus minimalem Spurenmaterial

Eine einzelne Zelle stellt die geringste morphologisch noch abgrenzbare Einheit dar, die
der forensischen DNA-Analyse nach Priaparation des Spurenmaterials zugefiihrt wer-
den kann. In Féllen von minimalem Spurenmaterial kénnte die erfolgreiche mtDNA-
Sequenzierung aus einer Zelle eine Identifizierung erméglichen. Bei forensischen Spuren
handelt es sich iiberwiegend um Epithelzellen aus Hautabschilferungen und Sekreten,
beispielsweise auf Zigarettenkippen (Hochmeister et al., 1991; Watanabe et al., 2003),
Briefmarken (Liechti-Gallati und Neeser, 1996; Hochmeister et al., 1998), Tatwerkzeugen
oder Kleidung (Bright und Petricevic, 2004). Auch Spermien kénnten fiir eine Einzelzell-
untersuchung zur Verfiigung stehen, z.B. von Unterhosen oder aus Vaginalabstrichen.
Zur Gewinnung von forensischem Spurenmaterial fiir die DNA-Analyse wird gew6hn-
lich ein Abstrich entnommen und einer Lysereaktion zugefiihrt. Dadurch entsteht ein
Verlust an DNA, die tatséchlich auf dem Spurentridger vorhanden ist. Deshalb wére es
wiinschenswert, die vorliegenden Zellen direkt vom Spurentréger zu gewinnen. Mit der
optischen Auflosung eines herkoémmlichen Mikroskops ist dieses jedoch nicht moglich. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte mit Hilfe eines hochauflésenden Stereomikroskops versucht
werden, dieses Problem zu umgehen und Einzelzellen ohne Ausstrich von verschiedenen

Oberflachen zu isolieren (vgl. Kap. 2.9).

1.4.2 Differenzierung von Mischspuren

In der forensischen DNA-Analytik kommt es vor, dass das zu untersuchende Spurenma-
terial von zwei oder mehr Individuen stammt und somit eine Mischspur vorliegt, bei-
spielsweise in Vaginalabstrichen nach Vergewaltigung (Gyllensten et al., 1992), in Blut-
spuren nach Schldgereien oder auf von mehreren Personen genutzten Oberflichen wie

Lenkréddern oder Lichtschaltern. Bei einer gewthnlichen mtDNA-Sequenzierung ist die
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Unterscheidung zwischen einer Mischspur, Kontaminationen und Heteroplasmien nicht
moglich und die Sequenzen der beteiligten Personen lassen sich nicht sicher voneinander
trennen (Balogh et al., 2003). Zur Auflésung von mtDNA-Mischspuren sind alternati-
ve Technologien notwendig, wie beispielsweise Klonierung (Hatsch et al., 2007; Walker
et al., 2004), Real-time-PCR (Niederstétter et al., 2006), Pyrosequencing (Andréasson
et al., 2006) oder Denaturing High Performance Liquid Chromatography (DHPLC) (La-
Berge et al., 2003). Obwohl diese Ansétze die Moglichkeit aufzeigen, Mischspuren zu
analysieren und durch paarweise Abgleichung einzelne Individuen zu identifizieren, sind
diese Methoden zum Grofiteil nicht im forensischen Routinelabor durchfithrbar oder

nicht generell anwendbar (vgl. Kap. 4.5).

Der Vorteil der in dieser Arbeit vorgestellten Methode liegt in ihrer einfachen Durch-
fithrbarkeit mit den Mitteln der Routine-DNA-Analytik. In Féllen von erfolgloser STR-
Analyse und Hinweisen auf eine Mischspur in der mtDNA-Sequenzierung konnte die
Einzelzelluntersuchung aus dem Spurenmaterial eine Typisierung der beteiligten Indivi-
duen liefern und somit eine sinnvolle Ergdnzung zur konventionellen DNA-Analyse in der
forensischen Routine darstellen. Durch die Analyse von einzelnen Zellen wéren auch ge-
ringste Spurenmengen unter minimalem DNA-Verlust einer Typisierung zugénglich und
das Verhéltnis zwischen den Komponenten der Mischspur hétte keinen Einfluss mehr

auf die Interpretation der Sequenzierungs-Ergebnisse.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die von Léw (2007) entwickelte Methode zur mtDNA-Sequen-
zierung an Einzelzellen weiter zu entwickeln und an einer grofleren Anzahl von Proben
zu testen. Basierend auf der bei Low (2007) dargestellten Versuchsdurchfithrung soll-
ten einzelne Zellen von mehreren Probanden mit Hilfe eines Mikromanipulators, wie er
fiir die Intracytoplasmatische Spermieninjektion (ICST) verwendet wird, isoliert werden.
Dabei sollte die Methodik des Single-Cell-Pickings dahin gehend verbessert werden, dass

die praktische Handhabung einfacher und schneller durchfiihrbar sein wiirde. Weiterhin
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sollte die Sichtkontrolle bei der Uberfithrung der Zelle ins Reaktionsgefifl optimiert wer-
den.

Low (2007) war es bereits gelungen, nach der Isolierung von Einzelzellen deren HV1-
Region erfolgreich zu sequenzieren. Eine gemeinsame Amplifizierung von HV1- und HV2-
Region in einem Ansatz wurde versucht, ergab jedoch nur in der HV2-Region auswertbare
Sequenzen. Die Analyse einer Zigarettenkippe lieferte positive Ergebnisse in der HV1-
Region fiir einen einzelnen Spurenverursacher, die Typisierung bei einer Mischspur war
jedoch nicht moglich.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten sowohl die HV1- als auch die HV2-Region
von Einzelzellen sequenziert werden, zunéchst getrennt und spéter auch gemeinsam im
Sinne einer Koamplifizierung. Es sollte erneut versucht werden, Zellen von einer Ziga-
rettenkippe zu gewinnen und zu analysieren und auch eine Mischspur zu untersuchen.
Zusitzlich sollte die Methode auch an einzelnen Spermien hinsichtlich ihrer Méglichkei-
ten gepriift werden.

Das Ziel der dargestellten Versuche ist die Entwicklung einer in der forensischen Fallar-
beit einsetzbaren Methode zur Typisierung bei minimalem Spurenmaterial oder Misch-

spuren.
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2 Material und Methoden

2.1 Uberblick iiber die Arbeitsschritte

Um spéater eine mtDNA-Sequenzierung durchfithren zu kénnen, mussten im ersten Ar-
beitsschritt die Einzelzellen aus dem Probenmaterial gewonnen werden. Dazu wurde
das verwendete Spurenmaterial zunéchst entsprechend vorbereitet, um anschlieend ein-
zelne Zellen daraus mit Hilfe eines Mikromanipulators zu isolieren und in das spétere
Reaktionsgefifl zu iiberfithren. In diesem Geféfl fanden die weiterfithrenden Schritte der
DNA-Analyse wie Lysereaktion und PCR statt. Die Methodik des Single-Cell-Pickings
sollte hinsichtlich der praktischen Schritte vereinfacht und verbessert werden.

Zu Beginn wurde nur die HV1-Region amplifiziert, in darauf folgenden Versuchen dann
auch die HV2-Region sowie letztlich beide Regionen kombiniert in einer Koamplifizie-
rung. Zur erfolgreichen Koamplifizierung von HV1- und HV2-Region war es erforderlich,
die Mengen einzelner Reagenzien des Lyseschrittes und der PCR minimal zu variieren
und somit schliellich die Methode zu optimieren.

Fiir eine Quantifizierung des mtDNA-Amplifikates musste eine Agarosegelelektropho-
rese durchgefiithrt werden, um die richtige Menge des PCR-Produktes in der Sequenzie-
rungsreaktion einsetzen zu konnen.

In weiterfithrenden Analysen wurde versucht, anderes Spurenmaterial zu verwenden,
um weitere Einsatzmdoglichkeiten der Einzelzelluntersuchungen in der Forensik zu priifen.

Bei allen Arbeiten im DNA-Labor wie auch im ICSI-Labor wurden die Richtlinien
zur Vermeidung von Kontaminationen beachtet. Hierzu zédhlen die Verwendung von Ein-

malhandschuhen und Schutzbekleidung sowie speziell gereinigten Pipettenspitzen und
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UV-Sterilisation bzw. Dampfautoklavierung der verwendeten Materialien (Béar et al.,

2000).

2.2 Testlauf mit PVP in der Real-Time-PCR

Als Neuerung zur Optimierung des Single-Cell-Pickings mit Hilfe des Mikromanipula-
tors sollte Polyvinyl Pyrrolidone — kurz PVP — eingesetzt werden. Es handelt sich dabei
um eine hochviskoése Verbindung, die bei der ICSI verwendet wird, um die Motilitat der
Spermien zu verlangsamen und die von den osmotischen Eigenschaften einer isotonischen
Kochsalzlosung entspricht(Balaban et al., 2003; Barak et al., 2001). Die Einzelzellen soll-
ten mit dem PVP in das Reaktionsgefif fiir die PCR {iberfiithrt werden, wobei man sich
durch die im Vergleich zu Wasser erhdhte Viskositét eine Verringerung der Geschwin-
digkeit der Zelle beim Ansaugen und Ausstoflen mit der Pipette erhoffte, wodurch eine
vereinfachte Handhabung sowie eine verbesserte Sichtkontrolle erreicht wiirden. Die Iso-
lierung von Einzelzellen mit Hilfe von PVP wurde bereits von Low (2007) erfolgreich
durchgefiihrt. Es zeigte sich jedoch hier, dass bei keiner der mit PVP gewonnenen Zellen
eine positive Sequenzierung moglich war. Daher wurde vermutet, dass das PVP auf-
grund von Interaktionen mit den Reagenzien negative Auswirkungen auf den Verlauf
der spateren PCR habe.

Dieser Aspekt musste nun zu Beginn der Versuche genauer untersucht werden, da
das PVP fiir das Single-Cell-Picking vorteilhaft war. Das Verfahren der Real-Time-PCR
schien dafiir geeignet, die Auswirkungen von PVP auf die PCR-Reaktion zu iiberpriifen.
Es wird in der forensischen Routinediagnostik verwendet, um die amplifizierbare Menge
an humaner Kern-DNA einer DNA-Probe zu messen.

Das Prinzip beruht auf der iiblichen PCR-Reaktion mit einer variablen Anzahl von
Zyklen, jeweils bestehend aus Denaturierung, Hybridisierung und Elongation. Bei der
Real-Time-PCR wird neben den spezifischen Primern zusétzlich eine sequenzspezifische
Hybridisierungssonde zugegeben, welche ebenfalls wihrend des Hybridisierungsschrittes

an die DNA bindet. Die Sonde ist an einem Ende mit einem fluoreszierenden Repor-
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ter und am anderen Ende mit einem nicht-fluoreszierenden Quencherfarbstoff markiert,
welcher aufgrund der rdumlichen Néahe die Lichtemission des Reporters unterdriickt, so
dass kein Fluoreszenzsignal messbar ist. Sobald die Polymerase wéhrend der Elongati-
on auf die hybridisierte Sonde trifft, wird die Sonde zerschnitten und damit zerstort.
Somit wird die rdumliche Nédhe der beiden Farbstoffe unterbrochen und das emittierte
Reporter-Licht messbar. Entsprechend der Amplifikation steigt dieses Fluoreszenzsignal
an, d.h. die Fluoreszenzzunahme ist dem Zuwachs an PCR-Amplifikat direkt propor-
tional. Da die Fluoreszenzsignale bei jedem PCR-Zyklus messbar sind (Real-Time =
Echtzeit), kann anhand einer Eichgeraden aus Standardwerten auf die amplifizierbare

Ausgangsmenge an Proben-DNA zuriickgerechnet werden.

Die Real-Time-PCR wurde unter Verwendung des Quantifiler Human DNA Quan-
tification Kit des Herstellers Applied Biosystems durchgefithrt. Die dabei eingesetzte
Hybridisierungssonde bindet an ein 62bp-Fragment des humanen Telomerase/reverse
Transskriptase-Gens, welches auf Chromosom 5 lokalisiert ist. Als Positivkontrolle ent-
hélt jede zu analysierende Probe eine im Kit enthaltene interne PCR-Kontrolle (IPC)
mit eigenem Template sowie Template-spezifischen Primern. Weiterhin werden bei jeder

PCR ein Standard sowie Negativkontrollen mitgefiihrt.

Zur Durchfithrung der Real-Time-PCR wird zunéchst fiir alle Proben ein Mastermix
angesetzt, welcher sdmtliche benotigten Reagenzien enthélt. Pro Probe werden 10,87 nl
Quantifiler PCR Reaction Mix, bestehend aus PCR-Puffer, dNTPs, MgCl, sowie Am-
pliTaq Gold Polymerase, und 9,13 ul Quantifiler Human Primer Miz, bestehend aus
Vorwérts- und Riickwértsprimern, Hybridisierungssonde, Template und Primern fiir die
IPC sowie dem internen ROX-Standard, benétigt. Uber den internen Standard kon-
nen Pipettierfehler von der Software zuriickgerechnet und somit ausgeglichen werden.
Von der zu amplifizierenden Probe werden 2l eingesetzt. Pro Real-Time-PCR wer-
den weiterhin zwei Negativkontrollen sowie 8 Verdiinnungen des im Kit enthaltenen
DNA-Standards angesetzt, welche dann die Eichpunkte zur Erstellung der Eichgeraden

ergeben.
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Die Proben werden in eine Mikrotiterplatte pipettiert, welche mit Klebefolie verschlos-
sen wird. Die Amplifizierung erfolgt im Real-Time-Cycler ABI Prism 7000 mit dem

nachfolgenden Temperatur-Zeit-Programm:

1 Zyklus: 95°C 10 Minuten  (Aktivierung der Polymerase)
40 Zyklen: 95°C 15 Sekunden (Denaturierung)
60°C 60 Sekunden (Hybridisierung und Elongation)

Die Real-Time-PCR sollte in diesem Fall nicht zur Quantifizierung benutzt werden,
sondern man wollte nur untersuchen, ob das PVP einen Storfaktor bei der PCR darstellt.
Dafiir wurden vier Proben eingesetzt, davon zwei Anséitze mit demineralisiertem Wasser
und 1l PVP, der Menge, die in etwa in die spéteren Einzelzell-Proben gelangen wiirde,
sowie zwei mit PVP isolierte Einzelzellen in demineralisiertem Wasser. Eine Beobachtung
des Verlaufs der PCR sollte dabei anhand der internen PCR-Kontrolle erfolgen. Da
nur 2pul der Probe fiir die folgende Real-Time-PCR verwendet wurden, konnte nicht
gewihrleistet werden, dass sich die Zelle im PCR-Ansatz befand, und es fand keine
vorherige Lysereaktion statt. Demnach war nicht zu erwarten, dass die Real-Time-PCR
amplifizierbare DNA nachweisen wiirde. Der Einsatz der Einzelzellen diente nur dazu,

den spéteren Versuchsablauf nachzuempfinden.

Wie bereits ausfiihrlich dargestellt, beruht das Verfahren der Real-Time-PCR auf der
Zunahme eines Fluoreszenzsignals, die vom Real-Time-Cycler ABI Prism 7000 konti-
nuierlich gemessen wird. Fiir die Auswertung wird von der auf das Gerét abgestimm-
ten Software zunéchst ein Schwellenwert (Threshold) fiir die Fluoreszenz festgelegt und
iiberpriift, bei welcher Zykluszahl die Fluoreszenz einer DNA-Probe diesen Schwellen-
wert erreicht. Diese Zyklenzahl wird als CT (Threshold-Cycle) bezeichnet. Anhand der
mitgefithrten Standard-DNA-Proben mit bekannter Konzentration wird eine Eichgerade
erstellt, iiber die die DNA-Konzentration unbekannter Proben bestimmt werden kann.
Proben mit einer hohen Konzentration an Ausgangs-DNA erreichen den Schwellenwert
nach einer geringeren Zykluszahl als Proben mit einer geringen Ausgangskonzentration.

Je hoher demnach der CT-Wert, desto geringer ist die DNA-Konzentration der Probe.
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Die interne PCR-Kontrolle (IPC) wird parallel zur Proben-DNA amplifiziert und ein
fiir die IPC spezifischer CT-Wert fiir jede Probe bestimmt. Die CT-Werte fiir die IPC
der Standard-DNA-Proben stellen die Normwerte dar. Ein im Vergleich zum Normwert
erhohter CT-Wert der IPC einer Probe zeigt die ausbleibende bzw. verlangsamte Zu-
nahme der Fluoreszenz und damit eine Hemmung der PCR-Reaktion an. Ein eventuell
bestehender Einfluss von PVP auf die PCR wére demnach am CT-Wert der IPC erkenn-
bar.

2.3 Gewinnung der Einzelzellen

2.3.1 Probenmaterial

Als Ausgangsmaterial fiir die Versuche wurden Mundschleimhautzellen von Testpersonen
verwendet. Es wurden Mundschleimhautzellen als Probenmaterial gewihlt, da sie leicht
mit Hilfe eines Abstriches zu gewinnen sind und iiberdies eine hohe Anzahl von mtDNA-
Molekiilen (ca. 5000 mtDNA Molekiile pro Zelle) enthalten (Bender et al., 2000).

Die mtDNA-Sequenzen der Testpersonen wurden zuvor anhand einer Speichelprobe
analysiert (vgl. Kap. 2.5), damit nachher ein direkter Vergleich mit den Einzelzellergeb-
nissen stattfinden konnte. Insgesamt wurden die Sequenzen von 15 verschiedenen Test-
personen bestimmt. Fiir die durchgefiihrten Experimente standen aber letztlich aus orga-
nisatorischen und labortechnischen Griinden (z.B. Kettenabbriiche in der HV1-Region)
nur 7 Probanden zur Verfiigung. Die Testpersonen durften nicht in die praktischen Téatig-
keiten im Labor eingebunden sein, um falsch positive Ergebnisse durch Kontaminationen
zu verhindern. Zusétzlich wurde meine eigene mtDNA-Sequenz ermittelt, um eine mog-

liche Kontamination wahrend der Versuchsdurchfithrung aufzudecken.

2.3.2 Single-Cell-Picking mit dem Mikromanipulator

Die Isolierung der einzelnen Zellen sollte mit Hilfe eines Mikromanipulators erfolgen, wie

er zur Intracytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) verwendet wird (Tesarik und
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Mendoza, 1999). Die eingesetzte Apparatur hat ihren Standort in der Gieener Universi-
téatsfrauenklinik und wurde von der Kliniksleitung fiir die Untersuchungen zur Verfiigung
gestellt. Es handelt sich dabei um eine Geritekombination aus einem Mikroskop der Fir-

ma Olympus, zwei Pipetten mit einer Ansaugvorrichtung sowie Joysticks zur Steuerung

der Pipetten (siehe Abb. 2.1).

Abbildung 2.1: Mikromanipulator

Eine erfolgreiche Methode zur Gewinnung von Einzelzellen aus Mundschleimhautab-
strichen unter Verwendung des Mikromanipulators wurde bereits durch Low (2007) ent-

wickelt und eingesetzt. Die weiterfithrenden Schritte bestanden nun in einer Verbesserung
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dieser Methode, um eine Vereinfachung des praktischen Ablaufs zu erreichen. Es soll-
ten weiterhin moglichst wenige Arbeitsschritte zur Isolierung einer Zelle notig sein, um
Kontaminationen zu vermeiden. Die stdndige mikroskopische Kontrolle, die der Sicher-
stellung diente, dass sich die gepickte Zelle im Reaktionsgefafl befand, war unbedingt
erforderlich, hatte sich jedoch bei Low (2007) als problematisch erwiesen. Die Technik
sollte dahin gehend optimiert werden, dass die Zelle in der Pipette sowie spéter beim
Einbringen in das Gefafl zur PCR deutlich sichtbar blieb. Neuerungen dazu bestanden in
der Verwendung von PVP und in einer anderen Technik zur Uberfiihrung der Einzelzelle

in das Reaktionsgefif3.

2.3.2.1 Vorbereitung der Probe zum Picken

Herstellung des PVP-Gemischs Zu Beginn der Versuche wurde die Aufnahme und
Uberfithrung der Einzelzellen mit dem Mikromanipulator unter Verwendung von ferti-
gem, im Handel erhéltlichem PVP-Medium der Firma MediCult getestet. Die Mischung
erwies sich jedoch als nicht ausreichend viskos, um die Zellen sicher handhaben zu kon-
nen. Daher wurde zur eigenen Herstellung eines PVP-Gemischs iibergegangen, wobei
PVP-Pulver von Sigma® und sterilfiltriertes HTF-Medium von Cambrez verwendet
wurden. Das HTF-Medium wird ebenfalls bei der In-Vitro-Fertilisation eingesetzt und
besitzt im Hinblick auf die folgenden Arbeitsschritte giinstige Oberflicheneigenschaften.
Nach Austestung verschiedener Mischungsverhéltnisse stellte sich die Menge von 0,2 g
PVP-Pulver gelost in 900 nl HTF-Medium als geeigneter Ansatz heraus. Das in einem
1,5ml Safe-Lock Eppendorf-Tube angemischte PVP konnte im Kiihlschrank bei 4 bis

8°C aufbewahrt werden.

Uberschichtung des Zellausstrichs Die Mundschleimhautabstriche wurden mit Hilfe
eines sterilen Wattetupfers entnommen und auf dem Boden einer sterilen Petrischale
(Falcon® Easy Grip™ Petri Dish 60x 15mm) ausgestrichen. War der Abstrich bereits
eingetrocknet, musste der Tupfer vorher mit einigen Tropfen physiologischer Kochsalz-

16sung befeuchtet werden. Nachdem der Ausstrich trocken war, wurde mit einer sterilen
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Pipettenspitze eine geringe Menge an PVP-Gemisch — in etwa 600 jl — entnommen und
gleichméBig auf dem gesamten Ausstrich verteilt, so dass eine diinne Schicht entstand.
AnschlieBend wurde die PVP-Schicht mit Mineraldl (Sigma®) iiberzogen, um ein Aus-

trocknen des PVPs zu verhindern.

2.3.2.2 Herstellung der Glaspipetten

Da im Handel nur vorgefertigte Pipetten zur Isolierung von Spermien, nicht aber von
Schleimhautzellen erhéltlich waren, mussten passende Pipetten aus Glas gezogen und
geschmiedet werden. Diese konnten dann in den Mikromanipulator eingespannt werden.

Zum Ziehen (Pullen) der Glaspipette wurde eine Glaskapillare in den Flaming/Brow
Micropipett Puller, Modell P87 der Firma Sutter Instruments Co. eingespannt. Die Glas-
kapillare wurde hierbei durch eine Ose aus Platin gefiihrt und an beiden Enden befestigt,
so dass sich die Ose ungefihr in der Mitte der Glaskapillare befand. Dann wurde das
entsprechende Programm gestartet, in diesem Fall Programm 6 mit den Angaben HE-
AT: 890; PULL: 70; VEL: 50; TIME: 200. Im Gerét wurde die Platinose erhitzt und die
eingespannte Glaskapillare an beiden Enden unter Zugspannung gesetzt. Nach Erreichen
der notwendigen Temperatur riss die Glaskapillare in der Mitte durch und man erhielt
zwei Pipetten mit diinnen Spitzen.

Nach dem Pullen war der Durchmesser der Pipettenoffnung noch zu gering. Um den ge-
wiinschten Durchmesser von ca. 80 pm zu erreichen, der fiir die Aufnahme einer Schleim-
hautzelle benotigt wird (Anuradha und Sivapathasundharam, 2007), wurde die Pipette
an der Stelle abgebrochen, an der sie den gewiinschten Durchmesser aufwies.

Hierzu wurde sie in eine Pipettenschmiede der Firma Marishige eingespannt, unter
deren Mikroskop bei einer 100fachen Vergréferung beliebige Stellen der Pipette und
somit verschiedene Durchmesser eingestellt werden konnten. Mit Hilfe eines Okkularmi-
krometers liefl sich der Innendurchmesser der Pipettenspitze messen. Danach wurde die
Pipette mit einer Glaskugel in Beriithrung gebracht, die iiber einen Platindraht erhitzt
werden konnte. Die Dauer des Erhitzens wurde per Fufisschalter reguliert. Die Glaskugel

wurde genau so lange erhitzt, bis sich die Hitze auf die Pipette iibertrug und diese an der

20



2 Material und Methoden

vorher eingestellten Stelle mit gewiinschtem Durchmesser brach. Anschlielend wurde die
Bruchstelle abgerundet, indem die Spitze vorsichtig in die Ndhe der erhitzten Glaskugel

gebracht wurde, um so die scharfen Kanten an der Spitze der Pipette rund zu schmelzen.

Damit die Spitze im Mikromanipulator anndhernd parallel zum Objekttriger gefiihrt
werden konnte, musste sie abgewinkelt werden. Dies wurde erreicht, indem man die
Pipette mit der Stelle, an der der Winkel entstehen sollte, in die Néhe der erhitzten
Glaskugel brachte und sie so eine Biegung in Richtung der Glaskugel erfuhr. Dieser
Vorgang wurde wiederum unter mikroskopischer Sicht kontrolliert, bis die Biegung der

Pipette den gewiinschten Winkel erreicht hatte.

2.3.2.3 Mikromanipulation

Im Anschluss an das Schmieden wurde die Pipette in den Mikromanipulator eingespannt.
Sie wurde hierbei in eine Vorrichtung eingeschraubt, die iiber Joysticks in allen drei Ebe-
nen verschoben werden konnte, wobei es je einen Joystick fiir die grobe Ausrichtung und
fiir den Feintrieb gab. Die Pipette befand sich nun oberhalb des Objekttischs des Mikro-
skops und musste zunéchst richtig ausgerichtet werden. Dazu wurde die Pipettenspitze
direkt iiber das Objektiv bewegt und unter Sicht in ihrer Achse gedreht, bis die Spitze

parallel zum Objekttisch verlief und scharf dargestellt werden konnte.

Der zum Ansaugen und AusstoBen der Zelle benétigte Unter- bzw. Uberdruck wurde
mit Hilfe einer Hydraulik erzeugt: Die Pipette war iiber einen &lgefiillten Schlauch mit
einer Schraubvorrichtung verbunden, mit der man den Olspiegel innerhalb der Pipette
regeln konnte. Zu Beginn musste die Pipettenspitze komplett mit Ol gefiillt sein und
durfte keine Luftblasen enthalten, damit die hydraulische Steuerung optimal funktio-

nierte.

Die vorbereitete Petrischale mit dem Zellausstrich wurde auf dem Objekttisch posi-

tioniert, und die einzelnen Zellen konnten unter dem Mikroskop betrachtet werden.
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Abbildung 2.2: Einsaugen der Zelle (|) in die Pipettenspitze

Nach der Auswahl einer geeigneten Zelle wurde die Pipettenspitze durch die Olschicht
in das PVP-Medium eingebracht und direkt an die Zelle heranbewegt. Meistens war es
erforderlich, die Zelle mit Hilfe der Pipettenspitze vorsichtig vom Boden des Schélchens
zu losen. Anschliefend konnte sie mit Hilfe der Ansaugvorrichtung in die Pipettenspitze

eingesogen werden, wobei sie im Idealfall stets sichtbar blieb (sieche Abb. 2.2). Ande-
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renfalls musste die Zelle durch feine Regulation an der Hydraulik wieder in die Spitze
bewegt werden.

Durch den Einsatz eines ausreichend viskosen PVP-Gemischs konnten die Bewegungen
der Zelle in der Pipette und damit auch deren Ansaugen optimaler kontrolliert werden.
Unter der Verwendung von Wasser war die Geschwindigkeit, mit der die Zelle bewegt

wurde, sehr hoch und die stdndige Sichtkontrolle dadurch stark erschwert.

2.3.2.4 Uberfithrung der Zelle in das ReaktionsgefaB

Die Pipette, in deren Spitze sich die Einzelzelle befand, konnte nun wieder aus der Schale
herausbewegt werden. Die Schale wurde aus dem Sichtbereich des Objektivs entfernt und
die Pipettenspitze erneut fokussiert, so dass die Position der Zelle abermals kontrolliert
werden konnte.

Wihrend bei Low (2007) das Reaktionsgefif3, in dem spéter die weiteren Schritte der
DNA-Analyse stattfinden sollten, auf einen Objekttriger gelegt wurde, um die Zelle zu
iiberfithren, wurde jetzt eine neue Technik angewandt. Dazu wurde die Vorrichtung des
Mikromanipulators, die der Steuerung der zweiten Pipette diente, verwendet. An Stelle
einer weiteren Pipette wurde jedoch ein Einsatz fiir das Reaktionsgefdafl in die mit den
Joysticks steuerbare Halterung eingeschraubt. Es handelte sich dabei um eine Metall-
stange, die von ihrer Grofle her an die Halterung des Mikromanipulators angepasst war,
und an deren Ende ein dem Reaktionsgefafl gleichendes Tube befestigt wurde. In dieses
Tube konnte dann das Reaktionsgefil (0,2ml PCR Tube mit Deckel von Eppendorf)
problemlos eingesteckt werden (siehe Abb. 2.3).

Die fiir die Aufnahme der Zelle benotigte Menge an demineralisiertem Wasser (fiir
gewohnlich 16,1511, vgl. Kap. 2.4.1) wurde an den Rand des mit der Offnung schrig
nach unten positionierten Reaktionsgeféfies pipettiert, so dass der Wassertropfen ein we-
nig {iber den Rand hinausragte (siehe Abb. 2.3). Der Tropfen wurde iiber das Objektiv
bewegt und konnte so in unmittelbarer Ndahe zu der bereits scharf dargestellten Pipet-
tenspitze fokussiert werden. Unter Verwendung der Joysticks wurde der Wassertropfen

auf die Pipettenspitze zubewegt und diese in den Tropfen eingebracht (siehe Abb. 2.4).
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Mit Hilfe der hydraulischen Ansaugvorrichtung konnte die Zelle unter mikroskopischer
Sichtkontrolle in den Wassertropfen ausgestoffen werden. Dabei wurde angenommen,
dass das Fliissigkeitsvolumen, das beim Ausstoflen zusammen mit der Zelle in den Was-
sertropfen gelangte, stets 1yul betrug. AnschlieBend wurde das Reaktionsgefafl wieder
von der Pipettenspitze wegbewegt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Zelle nicht an
der Pipette haften blieb. Das Reaktionsgefafl konnte leicht aus der Halterung entfernt,

umgedreht und verschlossen werden.

Abbildung 2.3: Hingender Tropfen im Reaktionsgefaf
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Abbildung 2.4: Transfer der Zelle ins Reaktionsgefaf3

2.4 DNA-Analyse der Einzelzellen

2.4.1 Lyse der Zelle im Reaktionsgefal3

Zunichst wurde davon ausgegangen, dass vor der PCR der mtDNA einzelner Zellen
kein Lyseschritt erforderlich sei, um das mtDNA-Material aus der Zelle und den Mit-
ochondrien freizusetzen. Es wurde vermutet, dass die Zellmembran und die Membran der
Mitochondrien durch das Tieffrieren sowie das Einbringen in demineralisiertes Wasser,
welches die Zellen aufgrund seiner osmotischen Wirkung zum Platzen bringen miisste,
ausreichend zerstort wiirden. Bei dem anschlieBenden Erhitzen der Proben auf 96 °C bei
der PCR wiirde eine weitere Schidigung der Membranen auftreten.

Zu Beginn der Versuche wurden 28 Zellen von drei verschiedenen Personen ohne vor-
hergehende Lysereaktion der PCR zugefiihrt. Die Quote positiver Sequenzierungen er-
reichte mit 21,4% in etwa die von Low (2007) beschriebene Erfolgsquote von 19,2% (vgl.
Kap. 3.3.1).
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Daraufthin wurde der Amplifizierung eine Lysereaktion im selben Reaktionsgefafl vorge-
schaltet (von Eggeling et al., 1997), um zu iiberpriifen, ob sich dadurch eine Verbesserung

der Erfolgsquote erreichen liefle.

Dazu wurden tiefgefrorene Proben zunéichst bei Raumtemperatur aufgetaut (zum Tief-
frieren s.u.). Alle Proben wurden kurz gevortext und 1 Minute lang bei 13.000 Y/min zen-
trifugiert, um eventuelle Anhaftungen der Zelle bzw. Zellfragmente von der Wand des
Reaktionsgefifies zu losen. Dann wurden 0,6 11l Proteinase K (20 m&/mi von peglab) und 2 pl
10x PCR-Puffer(7TaKaRa) hinzugegeben. Nach erneutem kurzem Vortexen und einmi-
niitiger Zentrifugation bei 13.000 U/min erfolgte eine Inkubation der Proben fiir 2 Stunden
bei 60 °C. Durch anschlieSendes Erhitzen auf 94 °C fiir 2 Minuten wurde die Proteinase K
inaktiviert. Im n&chsten Schritt konnte nun die Einzelzell-PCR im gleichen Reaktions-

gefifl durchgefiithrt werden, das jetzt die erforderliche Menge von 19,75 pl Lysat enthielt.

Es stellte sich die Frage, ob nach Einfiigen eines Lyseschrittes dem Tieffrieren der Pro-
ben noch eine grofle Bedeutung zukam, da der Effekt der Proteinase fiir die Zerstorung
der Membranen vermutlich stéarker war. Zur Untersuchung dieses Aspektes wurden 16
Einzelzellen von einer Testperson gepickt, von denen 8 Zellen im Anschluss tiefgefroren

wurden, wiahrend bei den iibrigen 8 Zellen direkt die Lysereaktion erfolgte.

Bei den erhaltenen mtDNA-Sequenzen zeigten sich keine Unterschiede, die auf eine
Wirkung des Tieffrierens auf die Einzelzellen hindeuten wiirden (vgl. Kap. 3.3.2). Aus
diesem Grund wurde im Folgenden ausschliefSlich je nach praktischem Verlauf entschie-
den, ob die Proben nach dem Single-Cell-Picking tiefgefroren wurden, um sie fiir wenige

Tage zu lagern, oder ob die Proben direkt weiter verarbeitet wurden.

Fiir die Koamplifizierung der HV1- und HV2-Region wurde ein um 1pl geringeres
Endvolumen des Lysats benotigt (vgl. Kap. 2.4.2.4). Dazu war es notwendig, entweder
die Menge an demineralisiertem Wasser, in das die Einzelzelle aufgenommen wurde, oder

die Menge an Reagenzien in der Lysereaktion geringfiigig zu verdndern.
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Es folgten verschiedene Ansétze:

aqua dest. (pl) | Zelle (nl) | Proteinase (pl) | Puffer (pl) | Endvolumen (ul)
15,15 1 0,6 2,0 19,75
16,15 1 0,6 1,5 20,25
15,65 1 0,6 1,5 19,75
16,15 1 0,6 1,0 19,75

Die Ergebnisse werden in Kapitel 3.5.2 dargestellt. Als endgiiltige Methode wurde die
Einzelzelle fiir die Koamplifizierung schlieflich in einen Wassertropfen von 16,15 nl aufge-
nommen und die Lyse mit 0,6 ul Proteinase K und 1,0 pl 10x PCR-Puffer wie beschrieben
durchgefiihrt.

2.4.2 Amplifizierung

2.4.2.1 Kontrollen

Die Kontrollen wurden nach den Richtlinien der DNA-Kommission der Deutschen Ge-
sellschaft fiir Rechtsmedizin durchgefiihrt. Jeder PCR-Ansatz enthielt zusétzlich je eine
positive Kontrolle K562 (Hersteller Gene Print”) und eine negative Kontrolle (nach
Tully et al., 2001). Die negative Kontrolle bestand nur aus demineralisiertem Wasser
ohne DNA oder mtDNA und sollte der Detektion von Kontaminationen dienen. Im Falle
von Verunreinigungen der Proben durch fremde DNA oder mtDNA wiirde diese in der
PCR amplifiziert und in der Gelelektrophorese in Form einer fluoreszierenden Bande
sichtbar. Durch anschliefende Sequenzierung der Negativkontrolle kénnte man Konta-
minationsquellen aufdecken, indem man die erhaltene Sequenz mit denen der an den
Arbeitsschritten beteiligten Personen vergleicht, wie im Protokoll von Bér et al. (2000)
empfohlen. Mit Hilfe der positiven Kontrolle sollte iiberpriift werden, ob alle Reaktionen

regelrecht abliefen.

27



2 Material und Methoden

2.4.2.2 Amplifizierung der HV1-Region

Die zur Amplifizierung der mtDNA notwendige PCR fand in dem Geféf statt, in das die
Einzelzelle mit Hilfe des Mikromanipulators iiberfiithrt worden war. Wie bereits erwéhnt
wurde davon ausgegangen, dass das Fliissigkeitsvolumen, das beim Ausstolen zusammen
mit der Zelle in den Wassertropfen gelangte, 1l betrug. Als Ausgangsmaterial fiir die
PCR dienten demnach entweder 19,751l demineralisiertes Wasser mit einer Zelle bzw.
19,75 pul Lysat, wenn zuvor eine Lysereaktion durchgefithrt worden war. Zu jeder Probe
wurden 5,25 nl des sog. Mastermixes gegeben, so dass das Endvolumen 25 pl betrug. Eine
Ausnahme bildeten die aus der Lysereaktion mit einem Volumen von 20,25 pul hervor-
gegangenen Proben, bei denen sich das Endvolumen nach Zugabe des Mastermixes auf
25,5l belief (vgl. Kap. 2.4.1).

Der Mastermix fiir die Amplifizierung der HV1-Region setzte sich wie folgt zusammen:

2,51l 10x ExTaq Puffer (TaKaRa)
1,0ul  dNTP-Mix (2,5mM) (TaKaRa)
0,0ul  BSA (10 m8/m1)

0,5pl  Primer F15989 (10pmol/y)  (Gibco BRL)

0,5ul  Primer R16420 (10pmol/1)  (Gibco BRL)
0,25nl  ExTaq Polymerase  (5Y/u)  (TaKaRa)

Primer Nukleotidsequenz
F15989 (HV1) | 5-CCCAAAGCTAAGATTCTAAT-3’
R16420 (HV1) | 5-TGATTTCACGGAGGATGGTG-3’

Die Vorversuche von Low (2007) ergaben fiir die PCR bei Einzelzellen eine optimale
Zyklenzahl von 38. Diese Zyklenzahl deckt sich mit der Literatur, in der 34-40 Zyklen
fiir sehr geringes oder stark degradiertes Spurenmaterial sowie fiir Knochen und Haar-
schiifte beschrieben sind (Lien et al., 1993; Bender et al., 2000; Hellmann et al., 2001).
Die ermittelte optimale Zyklenzahl von 38 ergab sich sowohl fiir die Single-PCR HV1
und Single-PCR HV2 als auch fiir die komplette HV1/HV2- Amplifikation. Den Zyklen
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ging eine 3-miniitige Denaturierung bei 94°C voraus, um eventuell bereits vorliegende

Bindungen der DNA-Strange aufzutrennen. Ein Zyklus bestand jeweils aus:

96°C 45 Sekunden (Denaturierung)
56°C 60 Sekunden (Hybridisierung)
72°C 60 Sekunden (Elongation)

Es folgten 10 Minuten bei 72°C zum Verbrauch der restlichen Polymeraseaktivitét.

2.4.2.3 Amplifizierung der HV2-Region

Um die Aussagekraft der Identifizierung einer Person mittels Sequenzierung der mtDNA
zu erhohen, sollten mehrere hypervariable Regionen der mtDNA sequenziert werden. In
der forensischen Molekularbiologie werden {iblicherweise die HV1- und die HV2-Region
untersucht. Zunéchst wurde versucht, auch die HV2-Region von Einzelzellen zu amplifi-
zieren und anschlieend zu sequenzieren.

Die notwendigen Reagenzien zur Herstellung des Mastermixes entsprachen mit Ausnah-

me der Primer denen, die fiir die Amplifizierung der HV1-Region verwendet wurden:

2,51l 10x ExTaq Puffer (TaKaRa)
1,0ul  dANTP-Mix (2,5mM) (TaKaRa)
0,bul  BSA (10 me/m1)

0,5ul  Primer F15 (10pmol/y1)  (biomers.net)
0,5pl  Primer R429 (10Pmol/y1)  (biomers.net)

0,25nl  ExTaq Polymerase  (5Y/u)  (TaKaRa)

Primer Nukleotidsequenz
F15 (HV2) | 5-CACCCTATTAACCACTCACG-3’
R429 (HV2) | 5-CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA -3’
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Zur Amplifizierung der HV2-Region wurde ebenfalls eine Zyklenzahl von 38 gewéhlt,
denen ebenfalls eine 3-miniitige Denaturierung bei 95°C vorausging. Ein Zyklus bestand

jeweils aus:

95°C 45 Sekunden (Denaturierung)
50°C 60 Sekunden (Hybridisierung)
72°C 60 Sekunden (Elongation)

Es folgten 10 Minuten bei 72°C zum Verbrauch der restlichen Polymeraseaktivitét.

2.4.2.4 Koamplifizierung der HV1- und HV2-Region

In der forensischen ,, Routinediagnostik®* geschieht die Amplifizierung und Sequenzierung
von HV1- und HV2-Region zumeist getrennt in zwei verschiedenen Ansétzen. Dieses ist
moglich, wenn geniigend Ausgangsmaterial fiir die Untersuchung vorhanden ist, nicht
jedoch, wenn das Spurenmaterial aus nur einer einzigen Zelle besteht. In der Arbeit von
Low (2007) wurde bereits die Koamplifizierung von HV1- und HV2-Region beschrieben
und an einer Probe mit drei Zellen erfolgreich durchgefiihrt. Dieser Ansatz sollte weiter-
gefiihrt und dahin gehend optimiert werden, dass die Methode fiir Reihenuntersuchungen
an Kinzelzellen einsetzbar sein wiirde.

Zunichst wurde das Verfahren an einigen Speichelproben der Versuchspersonen gete-
stet, da hierbei in jedem Fall ausreichende Mengen an mtDNA zu erwarten waren. Die
DNA war bereits extrahiert und wurde tiefgefroren gelagert (vgl. Kap. 2.5).

Um ein Amplifikat der HV1- als auch der HV2-Region in einem Schritt zu erhalten,
sollte der gesamte Abschnitt des D-Loops amplifiziert werden, der sich zwischen dem
Beginn der HV1-Region und dem Ende der HV2-Region befindet (vgl. Kap. 1.2). Daher
wurden der HV1-Vorwértsprimer F15989 sowie der HV2-Riickwértsprimer R429 einge-
setzt. Bei der Koamplifizierung wurden 2 ul dNTP-Mix verwendet, um fiir die Elongati-
on des zu amplifizierenden lingeren mtDNA-Strangs geniigend dNTPs zur Verfiigung zu
stellen. Daher musste bei der spiteren Verwendung von Einzelzellen das aus der Lyse-

reaktion hervorgehende Endvolumen entsprechend verringert werden (vgl. Kap. 2.4.1).

30



2 Material und Methoden

Der Mastermix zur Koamplifizierung der Speichelproben der Testpersonen setzte sich

wie folgt zusammen:

2,5l 10x ExTaq Puffer (TaKaRa)
2,0l ANTP-Mix (2,5mM) (TaKaRa)
0,5pnl BSA (10 mg/m1)

0,5l Primer F15989 (10pmol/y1)  (Gibco BRL)
0,5pl Primer R429 (10Pmol/y1)  (biomers.net)

0,125pul  ExTaq Polymerase  (5Y/u)  (TaKaRa)
13,875l aqua dest.

Jede Probe enthielt 1l DNA, 4 pl demineralisiertes Wasser und 20 pl Mastermix. Fiir
die PCR wurde das gleiche Thermocycler-Programm verwendet wie bei der alleinigen

Amplifizierung der HV2-Region, jedoch mit einer verringerten Zyklenzahl von 32:

95°C 45 Sekunden (Denaturierung)
50°C 60 Sekunden (Hybridisierung)
72°C 60 Sekunden (Elongation)

Ebenfalls ging eine 3-miniitige Denaturierung bei 95°C voraus und es folgten 10 Minuten
bei 72°C zum Verbrauch der restlichen Polymeraseaktivitiét.

Da die Koamplifizierung der Speichelproben der Testpersonen mit diesem Ansatz er-
folgreich verlief (Ergebnisse sieche Kap. 3.5.1), wurde nun die simultane Amplifizierung
von HV1- und HV2-Region an Einzelzellen getestet. Der Mastermix entsprach bis auf die
Menge des dNTP-Mixes und die Auswahl der Primer denen der einfachen Amplifizierung

von HV1- oder HV2-Region an einzelnen Zellen:

2,5nl  10x ExTaq Puffer (TaKaRa)
20pul  dANTP-Mix (2,5mM) (TaKaRa)
0,bpul  BSA (10 mg/m1)

0,5pl  Primer F15989 (10pmol/1)  (Gibco BRL)
0,5ul  Primer R429 (10Pmol/y1)  (biomers.net)

0,25ul  ExTaq Polymerase  (5V/u)  (TaKaRa)
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Die fiir die PCR notwendigen Temperaturdurchléufe entsprachen exakt denen der allei-

nigen Amplifizierung der HV2-Region.

Die Ergebnisse der Koamplifizierung an den Einzelzellen waren abhingig von den
vorhergehenden Modifikationen an der Lysereaktion. Eine ausfiihrliche Darstellung findet

sich in Kapitel 3.5.

2.4.3 DNA-Quantifizierung mittels Agarosegelelektrophorese

Im Anschluss an die Amplifizierung wurde eine halbquantitative Agarosegelelektropho-
rese mit einem Fluoreszenzfarbstoff durchgefiihrt, um festzustellen, welche DNA-Mengen

in den einzelnen Proben nach der PCR enthalten waren.

Zur Herstellung einer Agarosegelplatte, im Folgenden auch als Minigel bezeichnet,
wurde 1g Agarose in pulverisierter Form mit 50 ml 1xTBE-Puffer gemischt und durch
Rithren und Aufkochen in der Mikrowelle vollsténdig gelost, so dass eine klare gallertar-
tige Fliissigkeit entstand. Diese wurde in eine an die Elektrophoresekammer angepasste
Form gegeben. Anschliefend wurden zwei sogenannte Kédmmchen in die Form einge-
héngt, die in dem Gel mehrere Taschen hinterlassen sollten, die spéter zur Aufnahme
der Proben dienten. Dabei konnte aus drei verschiedenen Kémmchen gewéhlt werden,
die zur Entstehung von entweder 8, 10 oder 12 Geltaschen fithrten. Nach Abkiihlung des
Agarosegels auf Raumtemperatur nahm es eine feste Form an, worauthin die Kémmchen

entfernt und das Gel im Kiihlschrank bei 4 bis 8 °C aufbewahrt werden konnten.

Zur Quantifizierung der DNA wurden 2l des Fluoreszenzfarbstoffes Sybr® Green der
Firma Sigma® in einer Verdiinnung von 1:500 und 2l Blue Dextran Loading Solution
von Promega mit 3l des PCR-Produktes versetzt und in die Taschen des Agarosegels
pipettiert, das zuvor in die mit 1xXTBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer eingesetzt
wurde. An der Kammer wurde fiir etwa 10 Minuten eine Gleichspannung von 100 Volt
angelegt. In dem dadurch erzeugten elektrischen Feld wanderten die verschieden grofien

mtDNA-Fragmente unterschiedlich schnell und weit.
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Die Auswertung der Gelelektrophorese geschah unter einer UV-Lampe, die den an die
DNA gebundenen fluoreszierenden Farbstoff sichtbar machte. Die Stérke der Fluoreszenz
variierte je nach gebundener DNA-Menge und wurde in Stufen von 0 bis 3 beurteilt.

Mit Hilfe der Fluoreszenzstiarke konnte die Menge an aufgereinigtem PCR-Produkt
festgelegt werden, die spiter in der Sequenzierungsreaktion eingesetzt werden sollte.
Weiterhin konnte anhand der Fluoreszenz von Positiv- und Negativkontrolle beurteilt
werden, ob die PCR regelrecht verlaufen war und ob sich Hinweise auf Kontaminationen
ergaben. Zur Arbeits- und Kostenersparnis konnte auf die Sequenzierung von Proben
ohne Fluoreszenz (entspricht Grad 0) oftmals verzichtet werden, da in diesem Falle eine

positive mtDNA-Sequenzierung unwahrscheinlich war.

2.4.4 Aufreinigung

Im Anschluss an die Amplifizierung mittels PCR folgte eine Aufreinigung des PCR-
Produktes, die dazu diente, iiberschiissige Primer, dNTPs und storende Proteine aus
dem Reaktionsgemisch zu entfernen, da diese zu unerwiinschten Interaktionen bei der
anschliefenden Sequenzierungsreaktion fithren wiirden.

Fiir diese Aufreinigung wurde das MinFElute PCR Purification Kit der Firma Quiagen
verwendet. Dieses System reinigt nach dem Prinzip der Sdulenchromatographie die DNA
so auf, dass das Aufreinigungsprodukt nur komplementéir gebundene DNA im Bereich
von 70 bp bis 4 kbp enthélt.

Die verbliebene Menge des PCR Produktes, entsprechend 22 j1l, wurde zusammen mit
dem 5fachen Volumen eines PB-Puffers auf eine Saule gegeben, die ein Silicagel mit einer
hohen Salzkonzentration enthielt. Die Sdule wurde dann bei 13.000 U/min eine Minute lang
zentrifugiert. Die Amplifikate sollten sich an das Silicagel binden, wihrend iiberschiissi-
ge, kurze und ungepaarte DNA-Fragmente sowie andere Verunreinigungen durch 700 pl
Waschpuffer in einem zweiten Schritt wieder aus der Sédule entfernt wurden, wobei die
Séule erneut bei 13.000 U/min eine Minute lang zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurde
mit 35l demineralisiertem Wasser bei einer Inkubationszeit von 2 Minuten die gebun-

den DNA vom Silicagel getrennt und durch 1-miniitige Zentrifugation bei 13.000 Y/min
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aus dem Gel herausgelost. So befand sich im Eluat die aufgereinigte DNA, mit der die

Sequenzierungsreaktion durchgefiithrt werden konnte.

2.4.5 Sequenzierungsreaktion

Abhénging vom Fluoreszenzgrad in der Gelelektrophorese konnte eine variable Menge
des Aufreinigungsproduktes — zwischen 1pl und 6,5l — in der Sequenzierungsreaktion

eingesetzt werden.

Fiir die Sequenzierung der HV1-Region wurden noch hinzugegeben:

2,0nl  Ready Reaktion Mix (Applied Biosystems)
1,0nl  5xSequencing Puffer  (Applied Biosystems)
0,5ul  Primer aus PCR

Ready Reaktion Mix und Sequencing Puffer sind Bestandteil des Big Dye® Termina-
tor v1.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems). Mit 0 - 5,51l demineralisiertem
Wasser wurde die Probe auf ein Endvolumen von 10yl aufgefiillt. Als Primer wurde
meist der bereits zur Amplifizierung verwendete Vorwértsprimer F15989 (10 pmol/y1) ein-
gesetzt. Der komplementéire Strang konnte jedoch ebenso in entgegengesetzter Richtung
sequenziert werden, indem man den Primer R16420 (10 pmol/y1) benutzte (sog. Riickwérts-
Sequenzierung). Dieses Vorgehen wurde zur Sequenzierung nach Koamplifizierung ge-
wéhlt (s.u.). Die zweifache Sequenzierung aus beiden Richtungen erhoht die Sicherheit
der erhaltenen Sequenz und macht damit Fehlinterpretationen unwahrscheinlicher. Im
allgemeinen wurde bei den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen der DNA-Strang
aus Kosten- und Zeitersparnisgriinden nur in einer Richtung sequenziert. Ausnahmen
bildeten ein Grofiteil der Kontroll-Speichelproben der Testpersonen, bei denen durch die
zusétzliche Analyse des komplementéren Stranges Heteroplasmien eindeutiger erkannt
werden konnten (siehe Probanden 5 und 12, Kap. 3.1), sowie wenige zweifelhafte Félle

bei der Einzelzelluntersuchung mit Verdacht auf Heteroplasmien.
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Zur Sequenzierung der HV2-Region wurden andere Mengen der Reagenzien verwendet:

3,0nl  Ready Reaktion Mix (Applied Biosystems)
0,5ul  5xSequencing Puffer  (Applied Biosystems)
0,5ul  Primer aus PCR

Die zum Erreichen des Endvolumens von 10nl bendtigte Menge an demineralisiertem
Wasser betrug 0 - 5ul. Als Primer wurden entweder F15 oder R429 (10 pmol/u1) eingesetzt.

Nach Einfiihrung der Koamplifizierung von HV1- und HV2-Region mussten beide Re-
gionen getrennt sequenziert werden. Dazu wurden der HV1-Riickwértsprimer R16420
und der HV2-Vorwiartsprimer F15 verwendet. Bei Einsatz des HV1-Vorwartsprimers
oder des HV2-Riickwirtsprimers wire auch der mtDNA-Abschnitt sequenziert worden,
der sich zwischen HV1- und HV2-Region befindet und der bei der Koamplifizierung mit
amplifiziert worden war (vgl. Kap. 2.4.2.4). Dies héitte zu einem unnétigen Verbrauch an
Reagenzien in der Sequenzierungsreaktion gefiihrt, wahrend sich durch die entgegenge-
setzte Sequenzierung der beiden Regionen eindeutige Kettenabbriiche erreichen lieflen.

Das Sequenzierungsprogramm im Thermocycler begann mit einer Denaturierung von
30 Sekunden bei 96°C zur Trennung von bereits vorliegenden DNA-Doppelbindungen.
Es folgten 25 Zyklen, bestehend aus:

96°C 10 Sekunden
50°C 5 Sekunden
60°C 4 Minuten

Die dabei ablaufende Reaktion war eine modifizierte Sequenzierung nach dem Prinzip
der sog. Kettenabbruchreaktion, wie bei Sanger et al. (1977) beschrieben. Der Ready Re-
aktion Mix enthélt Desoxynukleotide und Didesoxynukleotide. Diese Didesoxynukleotide
sind je nach enthaltener Base (Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin) mit einem von
vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Kommt es bei der Amplifizierungs-
reaktion zum zufélligen Einbau eines Didesoxynukleotids erfolgt ein Kettenabbruch, da
kein weiteres Desoxynukleotid angefiigt werden kann. Die Begriindung liegt darin, dass

an einem Didesoxynukleotid die OH-Gruppe an der 3’-Stelle der Desoxyribose des Nu-
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kleotids fehlt, die erforderlich wére, um die Verbindung mit der Phosphatgruppe am
5’-Ende dieses Zuckers des folgenden Nukleotids einzugehen. Wihrend der Sequenzie-
rungsreaktion entstehen folglich viele verschieden lange Fragmente, die sich jeweils um
die Lénge eines Basenpaares unterscheiden und an ihrem Ende jeweils eine mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markierte Base tragen. Anhand der Farbe lésst sich nun bestimmen,
welche Base das zuletzt eingebaute Nukleotid enthélt. Die entsprechenden Positionen er-

geben sich aus der Lénge der Nukleotidstréange.

2.4.6 Ethanolfdllung

Die Ethanolfillung diente zur Konzentration der Amplifikate im Anschluss an die Se-

quenzierungsreaktion.

Zum Sequenzierungsprodukt wurden 40 pl 100%iges Ethanol hinzugegeben. Anschlie-
Bend wurde das Gemisch in ein 1,5ml Safe-Lock Eppendorf-Tube pipettiert, in dem
bereits 5 pl drei-molarer Natriumacetat-Losung vorgelegt waren, und bei 13.000 Y/min 10
Minuten lang zentrifugiert. Die DNA im Ansatz wurde dadurch gefillt und setzte sich
am Boden des Reaktionsgefies ab. Der Uberstand wurde abdekantiert, und das Tube
wurde trockengetupft, ohne es vorher umzudrehen, da beim Umdrehen der Bodensatz
durch zuriicklaufende Fliissigkeit wieder gelost und beim anschlieSfenden Trockentupfen
verloren gehen konnte. Derselbe Ablauf wurde nach Zugabe von jeweils 250 ul vorher
frisch angesetzten 70%igen Ethanols noch zweimal wiederholt, um soviel mtDNA wie

moglich zu féallen.

Dann wurde das Reaktionsgefafl mit dem Bodensatz in der Speedvak, einer beheizten
Zentrifuge, etwa 5 Minuten lang trocken zentrifugiert, um letzte Fliissigkeitstropfen aus
dem Reaktionsgefifl zu entfernen. Zuletzt wurden zum Bodensatz 20 pl TSR (Templa-
te Suppression Reagent) der Firma Applied Biosystems hinzugegeben, in dem sich die

gefillte mtDNA l6ste.
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2.4.7 Kapillarelektrophorese

Die Sequenzanalyse wurde mit dem Gerdt ABI Prism 310 Genetic Analyser durchge-
fithrt und beruht auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese. Die aus Sequenzierungs-
reaktion und Ethanolfdllung hervorgegangene Losung bestand nun neben 20 ul TSR aus
DNA-Fragmenten, die sich hinsichtlich ihrer Linge wie auch ihrer terminalen Basen-
markierung unterschieden. Die Probe wurde in eine mit dem Polymer POP6 (Applied
Biosystems) gefiillte Glasfaserkapillare Rapid green (47cm) injiziert, in der die DNA-
Fragmente ihrer Léange nach elektrophoretisch aufgetrennt wurden, so dass deren Rei-
henfolge ihrer Anzahl an gebundenen Desoxynukleotiden entsprach. Der Nachweis der
terminal fluoreszenzmarkierten Base erfolgte durch Laser-induzierte Photodetektion, wo-
bei die verwendeten Farbstoffe eine unterschiedliche Emissionswellenlénge besitzen. An-
hand der Position innerhalb der Kapillare und der Lichtemission des Farbstoffs konnte
demnach die komplette Sequenz des zuvor amplifizierten mtDNA-Abschnitts bestimmt
werden. Die detektierten Rohdaten wurden dazu durch die Sequencing Analysis Software
von Applied Biosystems auf dem an das Geréat angeschlossenen PC analysiert, wobei sich
iiberlappende Emissionsspektren der unterschiedlichen Farbstoffe nach vorher angegebe-

nen Analyseparametern automatisch korrigiert wurden.

Anschliefend konnten die Daten durch Laden in das Programm Sequencing Navigator
nachbearbeitet werden. Zur Auswertung erschien die Sequenz als Abfolge von Peaks,
die entsprechend der jeweiligen Base durch deren Buchstaben sowie vier verschiedene
Farben markiert waren. Auflerdem war jedem Peak eine Position in der Sequenz zu-
geordnet. Die erhaltenen Daten wurden nun mit der Andersonsequenz verglichen (Bér
et al., 2000). Die Sequenz von Riickwértsreaktionen musste vorher komplett umgekehrt
werden. Der Abgleich konnte automatisch mit Hilfe einer Alignment-Funktion oder ma-
nuell erfolgen. Abweichungen zur Andersonsequenz wurden von der Software automatisch
gekennzeichnet und mussten auf ihre Richtigkeit hin iiberpriift werden. Um die Giite der
Sequenzierung bzw. der vorangehenden Amplifizierung festzustellen, konnte die Sequenz

der Positivkontrolle K562, deren spezifische Abweichungen zur Referenz bekannt wa-
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ren, ausgewertet werden. Weiterhin sollte die PCR-~Negativkontrolle keine auswertbare

Sequenz zeigen, d.h. {iber dem Grundrauschen durften keine Peaks auftreten.

2.5 mtDNA-Sequenzierung der Testpersonen

2.5.1 IQ®-Extraktion

Um festzustellen, ob die aus der Analyse der Einzelzellen hervorgegangenen mtDNA-
Sequenzen wirklich von den Testpersonen stammten und nicht etwa durch Kontami-
nationen zustande kamen, mussten die Sequenzen im Voraus bestimmt werden, damit
spéter ein Vergleich stattfinden konnte.

Dazu wurde von jeder Testperson mit einem sterilen Wattetupfer eine Speichelprobe
entnommen. Um aus diesem Material die darin enthaltene mtDNA zu gewinnen, wurden
die Proben einer IQ®-Extraktion unter Verwendung des DNA IQ® Systems von Pro-
mega unterzogen. Diese Art der DNA-Extraktion eignet sich vor allem fiir Spurentréger,
bei denen man einen besonders hohen Anteil an DNA vermutet, wie beispielsweise Blut-
spuren, Zigarettenkippen oder eben Mundschleimhautabstriche. Der Vorteil liegt darin
begriindet, dass mit dieser Methode immer eine konstante Menge an DNA isoliert wird
und auBerdem der Reinigungsgrad der extrahierten DNA sehr hoch ist.

Der eigentlichen /Q®-Extraktion ging eine Lysereaktion voraus, um die DNA aus den
Zellen freizusetzen. Dazu wurde zunéchst mit Hilfe einer sterilen Schere ein Teil der Wat-
te vom Tupfer abgetrennt und in ein 1,5ml Safe-Lock Eppendorf-Tube iiberfiihrt. Nach
Hinzupipettieren von 15pl Proteinase K (20™8/m1 von peglab) und 2501l 1xLysepuffer
(10 mM Tris; 100mM EDTA; 10 mM NaCl; 2% SDS) wurde die Probe durch mehrmali-
ges Aufziehen in der Pipettenspitze und kurzes Vortexen gut durchmischt und bei 56 °C
im Thermoshaker iiber Nacht lysiert.

Nach der Lyse wurden die Reaktionsgefafie bei 13.000 U/min kurz anzentrifugiert, um
die Spurentridger zu sedimentieren. Im Anschluss wurden ca. 100l des Lysats in ein

weiteres Eppendorf Tube iiberfithrt und mit 200 pl JQ®-Lysepuffer vermischt.
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Die nun anschliefenden Reaktionsschritte fanden in einer Mikrotiterplatte statt, in wel-

che folgende Reagenzien vorgelegt wurden:

Spalte A: 7ul  IQ®Resin

Spalten A-C: 100ul IQ®Lysepuffer-Lysat-Probengemisch
Spalte D:  100ul IQ®Lysepuffer

Spalten E-G: 100pul IQ®Waschpuffer

Spalte H: 100pul IQ®Elutionspuffer

Das verwendete Resin enthélt Silica-gekoppelte paramagnetische Partikel. Die DNA bin-
det nach Zugabe dieses Gemisches an die Silicapartikel und kann durch den magnetischen
Anteil in den Partikeln unter Mithilfe eines Elektromagneten im KingFisher-Automaten

bewegt werden. Auf diese Weise erfolgten automatisiert die folgenden Arbeitsschritte:

1. 1 Minute DNA binden in Spalte A
2. 1 Minute DNA binden in Spalte B
3. 1 Minute DNA binden in Spalte C
4. 1 Minute Waschen in Spalte D
5. 15 Sekunden Waschen in Spalte E
6. 15 Sekunden Waschen in Spalte F
7. 15 Sekunden Waschen in Spalte G
8. 7 Minuten Trocknen

9. 10 Minuten Eluieren in Spalte H

Nach Abarbeitung der Proben im KingFisher-Automaten (Verhoff und Heidorn, 2003)
wurde die Mikrotiterplatte entnommen. Die nun im Elutionspuffer vorliegende DNA in
der Spalte H wurde komplett in ein beschriftetes Reaktionsgefafl zur Lagerung iiber-
fithrt und konnte fiir weitere Reaktionen wie die Amplifizierung verwendet werden. Die
Konzentration der extrahierten DNA-Probe wird exakt durch die eingesetzte Menge an

Resin bestimmt und sollte nun 128/ betragen.
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2.5.2 Amplifizierung

Die aus den Speichelproben der Testpersonen extrahierte DNA musste vor der Sequen-
zierungsreaktion amplifiziert und anschlieBend aufgereinigt werden. Die Amplifizierung
erfolgte zunéchst getrennt fiir die HV1- und die HV2-Region, bevor die Koamplifizierung
fiir beide Regionen eingesetzt wurde (dazu siehe Kap. 2.4.2.4).

Zur Amplifizierung der HV1-Region wurde neben 1 pl extrahierter DNA pro Probe ein

Mastermix aus folgenden Reagenzien verwendet:

2,51l 10x ExTaq Puffer (TaKaRa)
2,0l ANTP-Mix (2,5mM) (TaKaRa)
0,5pnl BSA (10 mg/m)

0,5l Primer F15989 (10pmol/y)  (Gibco BRL)
0,5pl Primer R16420 (10pmol/y)  (Gibco BRL)
0,125p1  ExTaq Polymerase  (5Y/w)  (TaKaRa)
13,875l  aqua dest.

Zur Amplifizierung der HV2-Region wurden als einzige Abweichung entsprechend je
0,5l der Primer F15 und R429 (10 pmol/y1) von (biomers.net) eingesetzt.

Die Temperatur-Zeit-Programme im Thermocycler glichen denen zur mtDNA-Amplifi-
zierung an Einzelzellen (siehe Kap. 2.4.2.2 und 2.4.2.3) bei einer verringerten Zyklenzahl

von 32.

2.6 Einzelzellen von einer Zigarettenkippe

Um die praktische Anwendbarkeit der vorgestellten Methode zur mtDNA-Sequenzierung
an Einzelzellen fiir die forensische DNA-Analyse zu priifen, wurde eine Zigarettenkippe
als typischer Spurentriager gewéhlt.

Die Zigarette wurde von einer der Versuchspersonen geraucht und die Kippe in einem
sterilen Glasgefafl bis zur anschlieBenden Analyse aufbewahrt. Der Zigarettenstummel

wurde mit physiologischer Kochsalzlosung leicht befeuchtet und auf dem Boden einer
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sterilen Petrischale (Falcon® Easy Grip™ Petri Dish 60x 15mm) ausgestrichen. Die
darauf folgenden Arbeitsschritte entsprachen denen der Einzelzellgewinnung aus Mund-
schleimhautabstrichen (vgl. Kap. 2.3.2.1). Im DNA-Labor fand eine Amplifizierung und
Sequenzierung der HV1-Region statt.

2.7 Analyse von Mischspuren

Beim Vorliegen einer Mischspur kénnte die Einzelzelluntersuchung der konventionellen
mtDNA-Sequenzierung iiberlegen sein, bei der mehrere Spuren nicht sicher voneinander

getrennt werden kénnen (vgl. Kap. 1.4.2).

Um die Anwendbarkeit der entwickelten Methode in einem solchen Fall zu testen,
wurde eine Mischspur erzeugt, indem zwei der bekannten Versuchspersonen gemeinsam
eine Zigarette rauchten. Mit der Kippe wurde anschlieBend entsprechend der bereits
dargestellten Methode der Analyse einer Zigarettenkippe (vgl. Kap. 2.6) verfahren. Es
folgten eine Koamplifizierung und die Sequenzierung von HV1- und HV2-Region.

2.8 Analyse von Spermien

Da sich die Analyse von Einzelzellen nicht auf Epithelzellen beschrénken sollte, wurde als
weiteres, in der Forensik weit verbreitetes Spurenmaterial eine Spermienprobe verwendet.
Die Probe stammte aus der Abteilung fiir In-vitro-Fertilisation der Gieflener Universi-
tétsfrauenklinik und wurde vom Spender fiir Forschungszwecke zur Verfiigung gestellt.
Der Spender war mir namentlich nicht bekannt und es lag kein weiteres DN A-Material
fiir eine Vergleichsanalyse vor. Es sollte lediglich versucht werden, einzelne Spermien in
das Reaktionsgefafl zu iiberfithren und eventuell eine DNA-Spur nachzuweisen.

In die Petrischale (Falcon® Easy Grip™ Petri Dish 60x 15mm) wurde eine geringe
Menge, in etwa 10 jl, der Probe pipettiert und ohne vorheriges Trocknen mit PVP sowie
Mineraldl iiberschichtet. Die darauf folgenden Arbeitsschritte entsprachen denen der

Gewinnung von einzelnen Epithelzellen mit dem Mikromanipulator (vgl. Kap. 2.3.2.3),
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es wurde lediglich ein verringerter Pipettendurchmesser von etwa 50 pm gewéhlt. Als

DNA-Analyse erfolgte die Amplifizierung und Sequenzierung der HV1-Region.

2.9 Alternative Einzelzellgewinnung

Als Ausblick fiir eine Alternative zur dargestellten Einzelzellgewinnung mit dem Mikro-
manipulator der Gieflener Universitatsfrauenklinik wurde das in Abbildung 2.5 darge-
stellte hochauflosende Stereomikroskop Lumar. V12 der Firma Zeiss mit einer Arbeits-

plattform von aura optik (Jena) getestet (Verhoff et al., 2006).

Es wurde versucht, Einzelzellen auf verschiedenen Materialoberflichen darzustellen
und schlieSlich zu isolieren. Dazu wurden sowohl der Kunststoffgriff als auch die Metall-
schneiden einer Schere iiber die Handfldchen einer Testperson gestrichen, um Epithel-
zellanhaftungen zu verursachen. Weiterhin wurden ein Glasobjekttriger mit Fingern an-
gefasst und eine Briefmarke an der gummierten Seite beleckt. Zunéachst wurde versucht,
die Zellen mit dem SteREOLumar.V12 von Zeiss unter Verwendung einer Kaltlicht-
quelle und einer Mikroskop-Lampe HBO100 mit Fluoreszenzfilter-Sets fiir UV, FITC,
Rhodamin und GFP, jeweils benutzt als Auflicht bei einer Vergroflerung von 150x, auf
den Oberflachen zu betrachten. Zur Isolierung der Zellen verfiigte die Arbeitsplattform

tiber einen Mikromanipulator mit digitaler Steuerung (siehe Abb. 2.6).
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Abbildung 2.6: Transfer einer Zelle ins Reaktionsgefafi mit dem Mikromanipulator
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleichs-Sequenzen der Testpersonen

Damit eine in der Einzelzellanalyse erhaltene mtDNA-Sequenz als positives Ergebnis ge-
wertet werden konnte, musste sie sicher mit der im Voraus ermittelten Sequenz des
Probanden {ibereinstimmen, da nur so eine reine Amplifizierung und Sequenzierung
von durch Kontamination eingebrachter DNA ausgeschlossen werden konnte (vgl. Kap.
2.3.1). Die folgende tabellarische Aufstellung der erhaltenen Vergleichs-Sequenzen be-
schriankt sich auf die 7 Testpersonen, die fiir die Experimente zur Verfiigung standen,

sowie die Autorin (Person 6).

Zeichenerklarung:
Pos. Basenposition

A Andersonsequenz
P Person

Del. Deletion

Ins. Insertion

> Heteroplasmie (stérker)
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Person 1 (m)

Person 5 (m)

Person 6 (w)

Abweichungen| Pos. A P | Pos. A P | Pos. A P
1 16294 C T [16051 A Anderson
2 16296 C T 16162 A G
3 16304 T C
Person 7 (m) Person 10 (w) Person 12 (m)
Abweichungen| Pos. A P | Pos. A Pos. P
1 16126 T C 16356 T 16114 A
2 16294 C T 16192 C T
3 16296 C T 16256 C T
4 16304 T C 16270 C T
5) 16294 C T
Person 13 (m) Person 15 (w)
Abweichungen| Pos. A P | Pos. A P
1 Anderson 16263 T
Tabelle 3.1: Vergleichssequenzen der Testpersonen und der Autorin (Person 6):

HV1-Region
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Person 1 (m) Person 5 (m) Person 6 (w)
Abweichungen| Pos. | A P | Pos. | A P Pos. | A P
1 73 A G 73 A G 186 C A
2 263 A G 263 A G 263 A G
3 315.1| / |Ins. C| 309.1) / |Ins. C(>)|315.1} / Ins. C
4 315.1) / Ins. C
Person 7 (m) Person 10 (w) Person 12 (m)
Abweichungen| Pos. | A P | Pos. | A P Pos. | A P
1 73 A G 73 A G 73 A G
2 146 T C 195 T C 152 T C
3 151 C T 263 A G 263 A G
4 263 | A G |30 T Del. 309.1] / | Ins. C (>)
5 315.1] / |Ins. C 315.1] / Ins. C
Person 13 (m) Person 15 (w)
Abweichungen| Pos. | A P | Pos. | A P
1 152 T C 263 A G
2 194 C T
3 263 A G
4 315.1| / |Ins. C

Tabelle 3.2: Vergleichssequenzen der Testpersonen und der Autorin (Person 6):

HV2-Region

Innerhalb der Sequenzen in der HV2-Region traten in zwei Féllen Heteroplasmien auf.

Bei beiden Proben lag jeweils bei einem Teil der amplifizierten mtDNA eine zusétzliche

Insertion der Base Cytosin an der Position 309.1 vor. Die Sequenz mit der Insertion

bildete jeweils den stérkeren Anteil an den beiden parallel bei dem Individuum vorkom-

menden Sequenzen.
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3 Ergebnisse

3.2 Testlauf mit PVP in der Real-Time-PCR

Fiir die Einzelzellanalyse war eine Quantifizierung von DNA nicht von Bedeutung, da
lediglich ein eventuell stérender Einfluss von PVP auf die PCR-Reaktion anhand der
IPC untersucht werden sollte. Zwei Proben waren frei von DNA und die beiden weiteren
Proben enthielten jeweils eine Epithelzelle (vgl. Kap. 2.2). Ein Nachweis von amplifi-
zierter ncDNA aus den Zellen wurde nicht erwartet. Wie bereits in Kap. 2.2 erlautert,
zeigt ein im Vergleich zum Normwert erhohter CT-Wert der IPC einer Probe die aus-
bleibende bzw. verlangsamte Zunahme der Fluoreszenz und damit eine Hemmung der
PCR-Reaktion an.

Bei allen vier Proben lag der CT-Wert der IPC im Normbereich, wich also nicht um
mehr als einen Zyklus vom Mittelwert der CT-Werte fiir die IPC der Standard-DNA-
Proben ab. Wie zu erwarten konnte kein zusétzliches DNA-Material amplifiziert werden.
Durch den Einsatz der Real-Time-PCR konnte also gezeigt werden, dass PVP keinen
hemmenden Effekt auf die PCR-Reaktion aufweist.

3.3 Ergebnisse der Amplifizierung der HV1-Region

3.3.1 Zellen ohne Lysereaktion

Zu Beginn wurden insgesamt 28 Zellen nach der in Kap. 2.3 ausfiihrlich erlduterten
Methode isoliert und deren HV1-Region zunéchst auf die bereits von Low (2007) be-
schriebene Weise, also ohne vorherige Lysereaktion, amplifiziert.

Die erhaltene mtDNA-Sequenz der HV1-Region wurde als positives Ergebnis gewertet,
wenn sie in den Abweichungen zur Anderson-Sequenz mit der zuvor bestimmten Ver-
gleichssequenz der entsprechenden Testperson vollsténdig {ibereinstimmte. In der tabel-
larischen Darstellung 3.3 finden sich die Versuchsperson, die jeweilige Menge an gepickten

Einzelzellen sowie die Anzahl positiver Ergebnisse in Minigel und Sequenzierung.
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3 Ergebnisse

Person | Anzahl Zellen | Minigel positiv | Sequenz positiv
1 10 10 4
) 10 9 2
10 8 6 0
> 28 25 (89,3 %) 6 (21,4 %)

Tabelle 3.3: Ergebnisse HV1-Region ohne Lysereaktion

Mit Ausnahme einer Probe von Person 5 wurden alle gewonnenen Zellen sequenziert,
auch die Proben, die im Minigel keine Bande zeigten. Die nicht als positiv zu wertenden
Sequenzierungen waren nicht auswertbar, d.h. es fand sich keine identifizierbare Sequenz
(18 Proben), oder es lagen der Vergleichssequenz nicht entsprechende Abweichungen zur
Anderson-Sequenz vor (3 Proben), die als Verunreinigung zu werten sind (vgl. Kap.
4.2). In einem Fall wurde die reine Anderson-Sequenz ermittelt, wobei es sich um eine
Kontamination beispielsweise durch mich wéhrend der Versuchsdurchfiihrung handeln
konnte. Dieser Aspekt wird in Kap. 4.2 weiter erortert. Eine detaillierte Aufstellung der

Einzelergebnisse findet sich im Tabellenanhang.

3.3.2 Zellen mit Lysereaktion

Nach Einfiihrung einer Lysereaktion vor der PCR wurden insgesamt 57 Einzelzellen
von 4 verschiedenen Probanden isoliert. Die HV1-Region wurde amplifiziert und die
Sequenzierung ergab die in Tabelle 3.4 dargestellten Ergebnisse.

Mit Ausnahme einer Probe von Person 1 (zweite Tabellenzeile) wurden auch alle Pro-
ben mit negativem Minigel sequenziert. Insgesamt ergaben sich 14 nicht auswertbare
Ergebnisse bei der Sequenzierung. Bei einer Zelle von Person 1 trat eine zusétzliche
Basenabweichung gegeniiber der Kontrollsequenz auf. Diese Abweichung kann im Sinne
einer Heteroplasmie interpretiert werden und wurde als positive Sequenzierung gewer-
tet (vgl. Kap. 4.1.2). Eine detaillierte Aufstellung der Einzelergebnisse findet sich im
Tabellenanhang.
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3 Ergebnisse

Person | Anzahl Zellen | Minigel positiv | Sequenz positiv
1 9 9 9
1 6 5 4 (V.a. HP)
5 8 8 8
5 8 8 8
7 10 3 3
10 16 11 10
> o7 44 (77,2%) 42 (73,7%)

Tabelle 3.4: Ergebnisse HV1-Region mit Lysereaktion (V.a. HP = Verdacht auf Hetero-

plasmie)

Um zu iiberpriifen, ob das Einfrieren der Zellen vor der Lyse einen Einfluss auf die
Amplifizierung haben wiirde, bzw. ob dem Einfrieren nach Einfiihrung einer Lysereaktion
noch eine grofle Bedeutung zukommen wiirde, wurden von den 16 gepickten Zellen von
Person 5 (Tabellenzeilen 3 und 4) 8 Zellen vor der Lyse eingefroren, die anderen 8 Zellen

wurden direkt lysiert.

Weder im Minigel, noch in der Sequenzierung ergaben sich Unterschiede zwischen den
beiden Ansétzen. Das Tieffrieren hatte demnach keine positiven oder negativen Aus-
wirkungen auf die folgenden Analyseschritte und die Ergebnisse, so dass im Folgenden
darauf verzichtet werden konnte, wenn die Zellen aus praktischen Griinden nach dem

Picken direkt weiter verarbeitet werden sollten.

3.4 Ergebnisse der Amplifizierung der HV2-Region

Nach der erfolgreichen mtDNA-Sequenzierung der HV1-Region an Einzelzellen mit vor-
angehender Lysereaktion wurde versucht, auch die HV2-Region zu analysieren. Dazu
wurden in drei Schritten insgesamt 22 Einzelzellen von einem Probanden gepickt. Unab-

héngig vom Minigel wurden alle Proben sequenziert, wobei drei nicht auswertbar waren.
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Eine detaillierte Aufstellung der Einzelergebnisse findet sich im Tabellenanhang, zum

Heteroplasmieverdacht siehe Kap. 3.3.2.

Person | Anzahl Zellen | Minigel positiv | Sequenz positiv
1 8 6 6
1 6 6 5 (V.a. HP)
1 8 8 8
> 22 20 (90,9%) 19 (86,4%)

Tabelle 3.5: Ergebnisse HV2-Region mit Lysereaktion (V.a. HP = Verdacht auf Hetero-

plasmie)

3.5 Ergebnisse der Koamplifizierung von HV1- und
HV2-Region

3.5.1 Ergebnisse bei den Testpersonen

Die Koamplifizierung von HV1- und HV2-Region wurde zunéchst an den Speichelproben
der Testpersonen versucht, da darin eine ausreichende Menge an mtDNA zu erwarten
war. Die bereits vorliegenden DNA-Extraktionen der Probanden 1 bis 7 wurden nach der
in Kap. 2.4.2.4 dargestellten Methode amplifiziert. Im Minigel zeigten sich bei allen Pro-
ben starke Banden, so dass die Koamplifizierung als Erfolg gewertet wurde. Die Probe
von Testperson 1 wurde anschlieend dazu verwendet, die Sequenzierbarkeit der Amplifi-
kate zu iiberpriifen. Die Ergebnisse der HV1- und der HV2-Region aus der Sequenzierung
waren gut auswertbar und die Basenabweichungen gegeniiber der Anderson-Sequenz ent-
sprachen den bereits getrennt amplifizierten und sequenzierten Proben der Testperson
1. Die Methode musste demnach nicht weiter modifiziert werden, und im Anschluss wur-
den alle weiteren Speichelproben (Probanden 12 bis 15) nach der angewendeten Methode

koamplifiziert, wodurch Zeit und Arbeitsmaterial eingespart werden konnten.
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3 Ergebnisse

3.5.2 Unterschiedliche Ansdtze bei der Lyse-Reaktion

Um das Lysat fiir den Einsatz in die Koamplifizierung um 1 pl zu reduzieren, wurden
verschiedene Ansétze bei der Lyse-Reaktion getestet (vgl. Kap. 2.4.1).

Ansatz 1 (15,15 pl aqua dest., 0,6 pl Proteinase, 2,0 ul Puffer, 19.75 pl Endvolumen)
wurde an insgesamt 69 Zellen von den zwei Probanden 1 und 7 getestet. Sdmtliche
Proben zeigten keine Bande im Minigel, wurden nicht in die Sequenzierung eingesetzt
und als negatives Ergebnis gewertet.

Dieser Ansatz enthielt die gleichen Mengen an Proteinase und Puffer wie sie bei der
Lyse vor erfolgreicher Sequenzierung entweder der HV1- oder der HV2-Region nach
Simplex-PCR verwendet wurden. Es war zu vermuten, dass damit die besten Ergebnisse
erzielt werden wiirden, da eine im Verhéaltnis kleine Verringerung der Menge an aqua
dest., in das die Zelle beim Picken aufgenommen wurde, eine geringere Verdnderung
bei der Lyse-Reaktion erwarten lie3 als eine verhéltnisméfBig grofle Abweichung bei den
Lysereagenzien.

Es zeigte sich jedoch, dass mit diesem Ansatz keine positiven Amplifizierungen zu
erreichen waren. Die hohe Anzahl an eingesetzten Zellen erklart sich dadurch, dass die-
ser Ansatz am Anfang der Experimente zur Koamplifizierung entwickelt wurde und wie
oben erldautert erwartungsgeméafl gute Resultate hervorbringen sollte. Die Erfolglosigkeit
bei der Amplifizierung hétte sich zu diesem Zeitpunkt durch die noch nicht ausgereifte
Methode der Koamplifizierung an Einzelzellen erklédren lassen und schien wahrscheinli-
cher als eine erfolglose Lyse durch die geringfiigige Anderung bei der Reagenzienmenge
(vgl. Kap. 4.3.2).

Schlielich wurde versucht, die Mengen an eingesetzten Reagenzien zu variieren, um
eine eventuell in der Lyse-Reaktion begriindete Ursache der negativen Amplifizierungen
aufzudecken. Wie in diesem Kapitel beschrieben, gelang dadurch letzlich die Koamplifi-
zierung nach entsprechender Modifikation der Methode.

Da die negativen Ergebnisse der 69 eingesetzten Zellen offenbar durch die Anderun-
gen bei der Lyse-Reaktion und nicht durch die Methode der Einzelzellgewinnung oder

der Koamplifizierung verursacht wurden und dieses Problem schliellich durch die in
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diesem Kapitel beschriebenen Versuche beseitigt werden konnte, werden diese Proben
in der spéiteren Aufstellung der ,Erfolgsquoten® nicht berticksichtigt und als eigenstén-
diges Experiment im Vorfeld der eigentlichen Versuche mit der endgiiltigen Methode

aufgefasst.

Ansatz | Person | Anzahl Zellen | Sequenz positiv
1 1 12 0
1 12 0
1 6 0
1 12 0
7 19 0
7 8 0
2 1 8 7
1 6 6
7 8 7
3 7 4 3
4 7 4 4

Tabelle 3.6: Ergebnisse der Versuche zur Anpassung der Lysereaktion

Nach Ansatz 2 (16,15 pl aqua dest., 0,6 ul Proteinase, 1,51l Puffer, 20,25 ul Endvolumen)
wurde mit insgesamt 22 Zellen der Probanden 1 und 7 verfahren. Daraus lielen sich 20
Proben erfolgreich im Minigel darstellen und deren HV1- und HV2-Region sequenzieren.
Diese Proben sind in der Aufstellung in Kap. 3.5.3 enthalten.

Ansatz 3 (15,651l aqua dest., 0,6 pl Proteinase, 1,5ul Puffer, 19,751l Endvolumen)
und Ansatz 4 (16,15 pl aqua dest., 0,6 pl Proteinase, 1,0 pl Puffer, 19,75 pl Endvolumen)
wurden an jeweils 4 Zellen von Person 7 getestet. Die Proben aus Ansatz 3 ergaben 3
positive Sequenzierungen in HV1- und HV2-Region, die vierte Sequenz entsprach nicht
der Testperson und wurde als negativ gewertet. Die vier Proben aus Ansatz 4 wurden in

beiden Regionen erfolgreich sequenziert. Die genannten 8 Zellen finden sich ebenfalls in
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der Aufstellung in Kap. 3.5.3. Da mit Ansatz 4 alle Zellen komplett positiv sequenziert
werden konnten und die vier Proben im Minigel gegeniiber den vier Proben aus Ansatz
3 deutlich stiarkere Banden zeigten, wurde dieser Ansatz weiter verfolgt und letzlich als
endgiiltige Methode verwendet. Tabelle 3.6 fasst die Ergebnisse der Versuche zur An-
passung der Lysereaktion zusammen. Eine detaillierte Aufstellung der Einzelergebnisse

findet sich im Tabellenanhang.

3.5.3 Ergebnisse mit der endgiiltigen Methode

Nachdem durch die Modifikation der Lyse-Reaktion positive Ergebnisse nach einer Ko-
amplifizierung von HV1- und HV2-Region erzielt werden konnten (vgl. Kap. 3.5.2), wur-
de die Methode an weiteren Reihen von Einzelzellen getestet. Insgesamt wurden 112
Zellen von 5 verschiedenen Probanden untersucht. Die Ergebnisse fiir beide hypervaria-
blen Regionen sind in der Tabelle 3.7 zusammengefasst (zum Teil prisentiert auf der
15. Frithjahrstagung der Deutschen Gesellschaft fiir Rechtsmedizin: Pipper et al., 2006).
Eine detaillierte Aufstellung der Einzelergebnisse findet sich im Tabellenanhang, zum
Heteroplasmieverdacht siehe Kap. 3.3.2.

Die Proben, die im Minigel eine Bande gezeigt hatten, wurden in die Sequenzierung
eingesetzt. Zunéchst wurde die HV1-Region analysiert. Wenn diese erfolgreich verlief,
also zumindest eine positive Probe enthielt, wurde anschlieSlend die HV2-Region unter-
sucht. Bei zwei Ansétzen konnte trotz positiven Minigels keine positive Sequenzierung
der HV1-Region erreicht werden, so dass auf eine Analyse der HV2-Region verzichtet
wurde. Die negativ gewerteten Proben waren alle nicht auswertbar, d.h. es lag keine zu
analysierende Sequenz vor.

Es zeigte sich, dass die Ergebnisse fiir die HV2-Region deutlich schlechter waren als die
fiir die HV1-Region. Der Anteil positiver Sequenzierungen lag um etwa 10% niedriger,
obwohl zu erwarten gewesen war, dass bei beiden Regionen der Anteil an positiven
Sequenzierungen gleich sein wiirde, da es sich um die identische Probe handelte. Die
Ursachen moglicher Ausfille bei den Sequenzierung werden ausfiihrlich in Kap. 4.3.3

und Kap. 4.6 diskutiert.
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Person | Anzahl Zellen | Minigel positiv | HV1 Sequenz positiv | HV2 Sequenz positiv
1 8 7 7 (V.a. HP) 7 (V.a. HP)
1 6 6 6 (V.a. HP) 6
7 8 7 7 7
7 8 8 7 7
10 10 9 8 8
10 10 8 8 8
12 10 9 9 (V.a. HP) 6 (V.a. HP)
12 8 5 0 /

13 10 10 10 8
13 10 3 3 3
13 8 5 5 4
13 8 5 5 0
13 8 8 0 /
> 112 90 (80,4%) 75 (67,0%) 64 (57,1%)

Tabelle 3.7: Ergebnisse HV1- und HV2-Region nach Koamplifizierung (V.a. HP = Ver-

dacht auf Heteroplasmie)

3.6 Versuch mit Zigarettenkippe

Um die Methode auch fiir realistische forensische Spurentriger zu testen, wurde eine

Zigarettenkippe untersucht. Die Zigarette wurde von Person 1 geraucht und anschlieffend

wurde wie in Kap. 2.6 beschrieben verfahren.

Im Minigel waren bei 5 Proben schwache Banden erkennbar. Die Sequenzierung der

HV1-Region wurde an allen 8 Proben durchgefiihrt und ergab 6 mal die erwarteten

Basenabweichungen zur Andersonsequenz von Proband 1, die anderen 2 Proben waren

nicht auswertbar. Somit gelang es erfolgreich, Einzelzellen von einer Zigarettenkippe zu

analysieren.
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3.7 Versuch mit Mischspur

Es sollte untersucht werden, ob aus einer Mischspur mit Hilfe der Einzelzellanalyse ver-
schiedene Sequenzen zur eindeutigen Téteridentifikation gewonnen werden kénnten. Da-
zu wurde zweimal eine Mischspur von zwei Testpersonen auf einer Zigarette erzeugt (vgl.

Kap. 2.7).

Die erste Zigarette wurde von den Probanden 1 und 11 geraucht und es konnten 17
Zellen isoliert werden. Mit 9 Proben daraus wurde eine Sequenzierung der HV1-Region
durchgefiihrt, mit den restlichen 8 Proben eine Koamplifizierung, allerdings nach der
Lyse mit Ansatz 1 (15,151l aqua dest., 0,6 pl Proteinase, 2,0 pl Puffer, 19.75 nl Endvo-
lumen), der schliefllich als erfolglos bewertet wurde (vgl. Kap. 3.5.2).

Im Minigel war bei keiner der Proben eine Bande zu erkennen. Trotzdem wurden alle
Proben sequenziert, es ergab sich jedoch keine auswertbare Sequenz, d.h. alle 17 Proben

waren negativ.

Die zweite Zigarette wurde von den Probanden 1 und 15 geraucht und es konnten 24
Zellen isoliert werden. Es erfolgten eine Koamplifizierung und anschlieBende Sequenzie-

rung von HV1- und HV2-Region mit den in Tabelle 3.8 dargestellten Ergebnissen.

Bei der zweiten Zigarettenkippe konnte ein Grofiteil der Einzelzellen, ndmlich zu 83,3%
in der HV1- und zu 62,5% in der HV2-Region, erfolgreich sequenziert werden. Wie bereits
bei der Koamplifizierung der Einzelzellen aus Mundschleimhaut-Zellausstrichen der ein-
zelnen Probanden gestaltete sich die Sequenzierung der HV2-Region deutlich schwieriger
mit erhohter Ausfallquote (vgl. Kap. 3.5.3). Fiir die HV1-Region gelang eine eindeutige
Zuordnung der beiden Probanden. Proband 1 konnte 16mal nachgewiesen werden, die
Sequenz von Proband 15 in 4 Féllen. Somit konnte die Methode der Einzelzellanalyse
bei Mischspuren erfolgreich angewendet werden. Bei der HV2-Region konnte lediglich
die Sequenz von Person 1 in 14 Proben festgestellt werden, die den Proben entsprachen,
die in der HV1-Region auch Proband 1 ergaben. Ein Nachweis von Proband 15 war nicht
erfolgreich, da samtliche Proben, die in der HV1-Region dieser Testperson zugeordnet

wurden, in der HV2-Region nicht auswertbar waren.
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3 Ergebnisse

Zelle | Minigel Sequenz HV1 Sequenz HV2
1 + Proband 1 Proband 1
2 : / /

3 + NA NA

4 + Proband 1 Proband 1
5 + Proband 1 Proband 1
6 - / /

7 - / /

8 + Proband 1 Proband 1
9 + Proband 1 Proband 1
10 + Proband 15 NA

11 + Proband 15 NA

12 + Proband 1 Proband 1
13 + Proband 1 Proband 1
14 + Proband 15 NA

15 + Proband 1 Proband 1
16 + Proband 1 Proband 1
17 + Proband 1 Proband 1
18 + Proband 1 Proband 1
19 + Proband 1 Proband 1
20 + Proband 15 NA

21 + Proband 1 Proband 1
22 + Proband 1 Proband 1
23 + Proband 1 (V.a. HP) NA

24 + Proband 1 Proband 1

[ > [21 (87,5%) | 20 (83,3%) [ 15 (62,5%) |

Tabelle 3.8: Ergebnisse HV1- und HV2-Region von Zellen aus Mischspur

Zeichenerkliarung:
NA nicht auswertbar
/ keine Sequenzierung durchgefiihrt

V.a. HP Verdacht auf Heteroplasmie
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3.8 Versuch mit Spermien

Die Gewinnung von einzelnen Spermien war problematisch, da sie aufgrund ihrer ge-
ringen Grofle nicht so leicht in die Pipettenspitze eingesogen werden konnten wie die
Epithelzellen und die Sichtkontrolle sehr schwierig war. Es konnten schliefllich 12 ein-
zelne Spermien oder zumindest Teile einer Spermie gewonnen werden. Weiterhin fanden
sich im Ejakulat Epithel- oder Urothelzellen, von denen 6 als mogliche Kontrollen zum
Sequenzabgleich isoliert werden konnten.

Alle Proben wurden in der HV1-Region amplifiziert, im Minigel zeigte sich aber nur
1 positive Bande. Es folgte eine Sequenzierung von 6 der Spermienproben, bei der die
Probe mit der positiven Minigelbande enthalten war, sowie von 3 der Kontrollproben.

Die Kontrollproben ergaben 3 mal die Andersonsequenz, d.h. eine Kontamination
durch die Untersucherin kann nicht sicher ausgeschlossen werden. Bei 2 der Spermien-
proben konnten bei schlechter, unsauberer Qualitédt der Peaks im Auswertungsprogramm
Teile einer Sequenz erkannt werden. Die Abweichungen zur Andersonsequenz der beiden
Proben konnten jedoch nicht sicher bestimmt werden, so dass der Versuch insgesamt
als negativ gewertet werden muss, da keine eindeutigen Sequenzen nachgewiesen werden

konnten.

3.9 Heteroplasmien

Heteroplasmien fithren zu Schwierigkeiten bei der Interpretation von Sequenzen (vgl.
Kap. 1.2.3). Bei den in dieser Arbeit dargestellten Versuchen ergab sich in 8 Fillen der
Einzelzellanalysen jeweils eine zusétzliche Basenabweichung gegeniiber der Vergleichsse-
quenz des Probanden. Die Proben sind in den Ergebnistabellen sowie im Tabellenanhang
entsprechend gekennzeichnet. Man kann diese zusétzliche Abweichung im Sinne einer
intraindividuellen Heteroplasmie interpretieren. Da die restliche Sequenz der des Pro-
banden entsprach, wurden die Proben als positives Ergebnis gewertet (vgl. Kap. 4.1.2).

Bei der mtDNA-Sequenzierung der Kontroll-Speichelproben der Probanden traten in
zwei Féllen intraindividuelle Heteroplasmien in der HV2-Region auf (vgl. Kap. 3.1). In
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den Einzelzell-Untersuchungen wurde lediglich die HV2-Region einer dieser Personen,

néamlich Proband 12, untersucht. Bei den entsprechenden Proben ergab sich jeweils die

als stérker gekennzeichnete Sequenz.

& File Edit Sequences Find Uiew Align Help

Mit 16:09 == P !

17 04881 HU2 210826 F_8
600_'TCCACCAAAECCCEECVCCCCCCGCTTCT

!
1309.1
!

(el i ol |

—— 19 040885 HU2 #1 026 R_ 7 =—8————
,E‘L‘EET‘ECE

Abbildung 3.1: Liangenheteroplasmie bei einer Einzelzelle

Als Besonderheit konnte eine Heteroplasmie innerhalb einer Zelle bei einer Probe von
Person 1 nachgewiesen werden. Abbildung 3.1 zeigt einen Ausschnitt von Vorwérts-
und Riickwirtsreaktion einer mtDNA-Sequenzierung der HV2-Region. An der Stelle
309.1 ist eine Léngenheteroplasmie bei der Einzelzelle sichtbar, ndmlich ein zusatzli-
ches C bei einer Minderheit der mtDNA-Fragmente, erkennbar als schwécherer Peak.
Die in Abbildung 3.1 dargestellten mtDNA-Abschnitte zeigen eine sich daraus ergeben-

de Verschiebung um eine Base bei der betroffenen selteneren Sequenz, jeweils sichtbar
als schwécherer Peak.
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3.10 Alternative Einzelzellgewinnung

Mit Hilfe des hochauflosenden Stereomikroskops Lumar.V12 der Firma Zeiss war der
Nachweis von kernhaltigen Einzelzellen auf allen Oberflichen mit Kaltlicht und noch
besser mit UV-Licht erfolgreich. Es wurde versucht, die Zellen mit dem in die Arbeits-
plattform integrierten Mikromanipulator zu isolieren. Am besten gelang das Picken von
Metall und Kunststoff, bei Glas war die Adhésion der Zellen stéirker ausgeprégt. Auf Pa-
pier waren die Zellen von Fasern umschlungen und konnten nur erschwert gelost werden.
War eine Zelle in die Pipettenspitze aufgenommen worden, konnte sie in das vorberei-
tete Reaktionsgefafl mit 16,151l aqua dest. transferiert werden. Lediglich die Kontrolle
iiber die AusstofSung der Zelle war limitiert, da die Sicht durch das Material des Tubes
eingeschriinkt war, so dass eine vollstiandige Kontrolle der Uberfithrung von Einzelzellen

in das Reaktionsgefafl nicht garantiert war.
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4.1 Interpretation von Sequenzen

4.1.1 ldentitatswahrscheinlichkeiten

Nach einer mtDNA-Analyse gilt es, die erhaltene Sequenz zu interpretieren, um einen
Personenabgleich durchfiihren zu kénnen. Bei der Auswertung ergeben sich haufig Schwie-
rigkeiten hinsichtlich eventueller Heteroplasmien und der maternalen Vererbung. Diese
Aspekte werden in den folgenden beiden Kapiteln diskutiert. Weiterhin besteht die Mo6g-
lichkeit, dass eine Mischspur vorlag, die die eindeutige Typisierung erschwert (siehe dazu
Kap. 4.4.2).

Entsprechen sich die mtDNA-Sequenzen zweier Proben vollsténdig in ihren Abwei-
chungen zur Anderson-Sequenz, kann eine Identitdt zundchst nicht ausgeschlossen wer-
den. Man muss eine Identitdtswahrscheinlichkeit ermitteln, indem die Sequenzen mit
einer Datenbank abgeglichen werden (vgl. Kap. 1.3), wie bei Bender et al. (2000) be-
schrieben. Zur Wahrscheinlichkeitsberechnung eignet sich beispielsweise die Innsbrucker
Datenbank, aus der man Haufigkeiten von Sequenzvarianten abrufen kann. In der kauka-
soiden Bevolkerungsgruppe kommt der haufigste HV1/HV2-Typ mit 7% vor, 12 weitere
Typen werden zu etwa 0,5% gefunden (Parsons und Coble, 2001). Wie auch bei der
Typisierung durch STR-Systeme muss eine mtDNA-Sequenz-Analyse auf die entspre-
chende ethnische Gruppe abgestimmt sein, da sich die Variationsbreite sowie die jeweils
haufigsten Abweichungen zur Anderson-Sequenz zwischen den verschiedenen Bevolke-
rungsgruppen unterscheiden (Meyer et al., 1999; Hedman et al., 2007; Mabuchi et al.,
2007).
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Die Aussagekraft der ermittelten Identitdtswahrscheinlichkeit hingt vom Umfang der
Datenbank, also der Anzahl der abgespeicherten Sequenzen, ab (Wittig et al., 2000).
In den meisten existierenden Datenbanken sind jedoch zu wenige Eintrage vorhanden,
um fiir alle Bevolkerungsgruppen exakte Berechnungen vorzunehmen (Rousselet und
Mangin, 1998; Rohl et al., 2001). Problematisch ist oft auch die hohe Fehlerhaftigkeit
und die fehlende Kontrolle der eingetragenen Sequenzen (Dennis, 2003; Parson et al.,
2004; Turchi et al., 2007). Weiterhin gibt es keine internationale Datenbank, die als
weltweit giiltige Referenz genutzt werden konnte.

Die errechnete Identititswahrscheinlichkeit bei kompletter Ubereinstimmung zweier
mtDNA-Sequenzen liegt stets unter 100% und erreicht nicht die hohen Werte einer
STR-Analyse von ncDNA. Es konnen jedoch auch kodierende mtDNA-Regionen zu-
sétzlich untersucht werden, um die Identifikationswahrscheinlichkeit zu erhthen (Finnil&
et al., 2000; Coble et al., 2006). Auch eine Analyse von SNPs (Single Nucleotide Po-
lymorphisms), die iiber das mitochondriale Genom verteilt sind, kann fiir eine weitere
Abklarung hilfreich sein (Vallone et al., 2004; Roper et al., 2007).

Obwohl die Identitéit zweier Proben aufgrund iibereinstimmender mtDNA-Sequenzen
nicht vollstandig gesichert ist, ist es dennoch moglich, anhand einer mtDNA-Analyse
einen moglichen Téter als Spurenverursacher auszuschlieen. Unterscheiden sich zwei
Sequenzen beim Vergleich in drei oder mehr Basen, ist von einer Nicht-Identitit auszu-

gehen (Piercy et al., 1993).

4.1.2 Heteroplasmien

Wie bereits in Kapitel 1.2.3 erlautert, erschwert die hohe Heteroplasmierate der mtDNA
eine eindeutige Auswertung von mtDNA-Sequenzierungen, da sie nicht eindeutig von
Verunreinigungen, Mischspuren oder Punktmutationen abgrenzbar sind. Das Wissen
iiber Heteroplasmien, beispielsweise iiber deren Verteilung im menschlichen Korper, ist
immer noch ungeniigend. Bei einer Sequenzierung fallen sie meist durch zwei iiberein-
anderliegende Peaks an einer Basenposition in der Kapillarelektrophorese auf. Durch

das Hohenverhéltnis der Peaks lassen sich Riickschliisse auf die Anteile der jeweiligen
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Sequenz in der Probe ziehen, aber es ist nicht feststellbar, an welcher Stelle sich die
Heteroplasmie befindet. Das heif3t, die beiden unterschiedlichen Sequenzen kénnten zum
jeweiligen Anteil in zwei verschiedenen Zellgruppen der Probe vorliegen, oder aber die
Heteroplasmie bestiinde innerhalb aller einzelnen Zellen. Mit Hilfe der Einzelzellanalyse
liefle sich diese Frage klédren, so dass die in dieser Arbeit vorgestellte Methode auch zur

Heteroplasmieforschung geeignet wére.

Bei der Analyse der Kontrollspeichelproben wurden in zwei Féllen Heteroplasmien
in der HV2-Region beobachtet, wobei von einem Probanden auch Einzelzellen einer
mtDNA-Sequenzierung der HV2-Region zugefiihrt wurden. Dabei ergab sich jeweils die
Sequenz, die den stirkeren Peak bei der Kontrolle zeigte (vgl. Kap. 3.9). Da sowohl
zwischen als auch innerhalb der einzelnen Zellen keine Heteroplasmien auffillig waren,
kann man davon ausgehen, dass bei diesem Probanden zwei unterschiedliche Gruppen
von Mundschleimhautepithelzellen mit jeweils anderer Sequenz existieren, wobei der eine

Teil seltener ist und keine Einzelzelle daraus gewonnen wurde.

Bei einer Probe von Person 1 wurde eine Léngenheteroplasmie innerhalb der Einzel-
zelle beobachtet (vgl. Kap. 3.9), die bei diesem Individuum so selten sein muss, dass sie
in der Kontrolle nicht feststellbar war. Ob es sich allerdings um eine Heteroplasmie zwi-
schen allen Mitochondrien dieser Zelle oder aber nur innerhalb einzelner Mitochondrien
handelt, ist auch mit der Methode der Einzelzellanalyse nicht feststellbar. Dazu miissten

die Mitochondrien einzeln isoliert und deren mtDNA sequenziert werden.

Unterscheiden sich zwei Proben in nur einer Base, ist das Ergebnis nicht eindeutig, da
sowohl die Moglichkeit besteht, dass bei iibereinstimmenden Proben eine Heteroplasmie
oder eine Verunreinigung vorliegt, als auch, dass eine Identitdt dadurch unwahrschein-
lich ist (Bér et al., 2000). Man muss bei der Auswertung auch die unterschiedlichen
Heteroplasmieraten einzelner Gewebetypen bedenken, die die Wahrscheinlichkeit einer

Heteroplasmie in solch einem Fall beeinflussen (Paneto et al., 2007).

Bei den in dieser Arbeit dargestellten Versuchen ergab sich in 8 Féllen der Einzel-
zellanalysen jeweils eine zusétzliche Basenabweichung gegeniiber der Vergleichssequenz

des Probanden. Wie soeben erldutert, ist dieses Ergebnis nicht eindeutig. Da es sich um
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einzelne Zellen eines Probanden handelt, ist eine Mischspur auszuschliefen. Es bestiinde
die Moglichkeit, dass die untersuchte Zelle von einer anderen Person stammt, die eine
nur in einer Base unterschiedliche mtDNA-Sequenz aufweist. Es ist jedoch sehr unwahr-
scheinlich, dass in allen 8 Féllen eine Kontamination durch fremde Zellen mit zudem
sehr dhnlicher Sequenz vorlag. Die erhaltenen Sequenzen wurden daher als positiv ge-
wertet, d.h. eine Ubereinstimmung mit dem Probanden wurde angenommen. Aufgrund
der hohen Heteroplasmierate der mtDNA ist es nicht unwahrscheinlich, dass sich einzelne
Zellen in einer Base unterscheiden, so dass in den vorliegenden 8 Fillen der Verdacht auf
eine Heteroplasmie besteht. Eine weitere Moglichkeit wére eine Kontamination durch
DNA-Bruchstiicke wihrend der Analysen im DNA-Labor (vgl. Kap. 4.2), die aber auch
zu einer positiven Bewertung der Sequenzen gefiihrt hitte. Die Proben sind jedoch im Ta-
bellenanhang entsprechend gekennzeichnet, da die Ergebnisse zwar fiir die Fragestellung
dieser Arbeit (sog. begrenztes Szenario) eine hohe Identitédtswahrscheinlichkeit besitzen,

aber nicht fiir eine eindeutige Verwendbarkeit vor Gericht ausreichen wiirden.

4.1.3 Maternaler Vererbungsmodus

Aufgrund der maternalen Vererbung der mtDNA ist durch eine mtDNA-Sequenzierung
eine Individualisierung nur begrenzt moglich, da alle in maternaler Linie verwandten
Personen die selbe Sequenz in der Kontrollregion aufweisen miissten, falls zwischen den
Generationen keine Punktmutationen aufgetreten sind. Mehrere in maternaler Linie ver-
wandte Tatverdachtige sind also durch die mtDNA-Analyse einer Spur nicht zu differen-
zieren.

Der Vorteil der maternalen Vererbung liegt jedoch in der Méglichkeit, Personen, von
denen keine DNA zum Vergleich gewonnen werden kann, iiber Verwandte in maternaler
Linie zu identifizieren. So kénnen auch fliichtige oder vermisste Menschen als Verursacher
einer Spur erkannt oder ihre Uberreste identifiziert werden.

Fiir die in dieser Arbeit vorgestellten Versuche ist dieser Aspekt von untergeordneter
Bedeutung, da die Testpersonen untereinander nicht verwandt sind, so dass bei iiberein-

stimmender Sequenz von einer Identitéit ausgegangen werden konnte.
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4.2 Qualitat und Verwendbarkeit der erhaltenen

Sequenzen

Das langfristige Ziel der dargestellten Experimente ist die mtDNA-Sequenzierung an
einzelnen Zellen in der forensischen Fallarbeit. Um die Methode sicher fiir diesen Zweck
etablieren zu konnen, muss eine hohe Qualitédt der erhaltenen Sequenzen garantiert sein,
da nur so eine eindeutige Typisierung moglich ist. Auch bei der bereits standardméfig
eingesetzten DNA-Analyse von mehrzelligen Proben stellen Kontaminationen ein grofes
Problem im forensischen DNA-Labor dar. Durch die Verwendung von einzelnen Zellen als
Probenmaterial riickt dieser Aspekt noch weiter in den Vordergrund, da die minimalen
DNA-Mengen noch leichter von Kontaminationen iiberlagert werden konnen. Weiterhin
musste fiir die PCR eine im Vergleich zur konventionellen Amplifizierung von mehrzelli-
gen Proben relativ hohe Zyklenzahl gewéhlt werden, um das geringe Ausgangsmaterial
entsprechend zu vervielfaltigen. Dadurch fallen auch eventuelle Kontaminationen in der
Probe stiarker ins Gewicht. Es wurde gezeigt, dass ein Verhéltnis von verunreinigender
Substanz zu Probe grofler als 8:1 zu einer fehlerhaften Basenerkennung in der Kapil-
larelektrophorese fiithrt. Daher wurde ein Verhéltnis von 10:1 als Obergrenze fiir eine

akzeptable Kontaminationsmenge festgesetzt (Andréasson et al., 2006).

Kontaminationen kénnen vielfiltige Ursachen haben und bei jedem Arbeitsschritt ent-
stehen. Haufige Quellen sind Zellen oder DNA-Bruchstiicke von Personen, die mit der
Probe, den Arbeitsmaterialien oder den Reagenzien in Kontakt waren, aber auch DNA-
freie Substanzen wie bestimmte Chemikalien oder Enzyme, die mit der DNA interagieren

oder die Analysen storen, beispielsweise DN Asen.

Um die Gefahr von Kontaminationen wahrend der Versuchsdurchfithrung zu verrin-
gern, wurden die von Bér et al. (2000) aufgefithrten Empfehlungen der ,DNA commission
of the international society for forensic genetics“ beachtet. Dazu zéhlen die Verwendung
von Handschuhen, Kitteln und speziellen, fiir die DNA-Analyse zugelassenen Pipetten-
spitzen, die Reinigung von Arbeitsoberflichen sowie die strikte Trennung von pra- und

post-PCR-Arbeitsbereichen im Labor. Weiterhin wurden die verwendeten Reagenzien in
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kleinen Mengen regelméflig neu angesetzt, beispielsweise die Primer, oder bei Verdacht
auf Kontaminationen ausgetauscht. Sollte eine Kontrollprobe eines Probanden in selte-
nen Féllen zusammen mit den Einzelzellproben analysiert werden, so wurde die Kontrolle
ans Ende der Probenreihe gestellt, um eine Verschleppung der DNA in darauffolgende
Reaktionsgefifle zu vermeiden. Die besonders empfindliche Sequenzierungsreaktion wur-
de unter einer Sterilbank angesetzt, die durch UV-Licht dekontaminiert werden konnte.
Im Anschluss an die PCR wurde eine Aufreinigung durchgefiihrt, um eventuelle verun-

reinigende Substanzen in der Probe zu minimieren.

Die Qualitéit der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen war {iber-
wiegend sehr gut. Die meisten Sequenzen waren rein und eindeutig auswertbar, so dass
sie fiir forensische Zwecke verwertbar gewesen wiren. Einige Proben wiesen leichte Ver-
unreinigungen in Form von zusétzlichen flachen Peaks in der Kapillarelektrophorese auf,
die jedoch von der eigentlichen Hauptsequenz problemlos abgrenzbar waren und die Aus-
wertung nicht beeintréchtigten. Proben mit sehr starken Verunreinigungen, bei denen die
Sequenz aufgrund von sich iiberlagernden Peaks nicht sicher bestimmbar war, wurden

als negativ gewertet.

Insgesamt fiinf Proben aus verschiedenen Reihen wiesen eine vollstindig andere Se-
quenz als die zum Probanden gehorige auf und wurden als negativ gewertet. Bei einer
dieser Proben handelte es sich um die Anderson-Sequenz in der HV1-Region. Da die
Untersucherin in der Kontroll-Region keine Abweichungen zur Referenz aufweist, ist ei-
ne Kontamination durch sie wiahrend der Versuchsdurchfiihrung anzunehmen. Die vier
anderen Sequenzen kénnten von einer Kontamination durch fremde Zellen oder Zellbe-
standteile herrithren, mit denen Arbeitsmaterial verunreinigt gewesen sein konnte. Auch
DNA-Bruchstiicke kénnten urséchlich sein, da die erhaltenen Sequenzen sehr unrein und

nicht vollstandig auswertbar waren.

In acht Féllen kam es zu einer zusétzlichen Basenabweichung gegeniiber der Kontroll-
probe des jeweiligen Probanden. Ob es sich dabei um die Sequenz einer anderen Person,
eine Heteroplasmie oder eine Verunreinigung handelt, ist nicht mit Sicherheit festzule-

gen. Dieser Aspekt wurde bereits in Kapitel 4.1.2 diskutiert. Bei einer Probenreihe trat
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bei allen acht Proben in der HV2-Region die gleiche Verdnderung auf, namlich ein zu-
sitzlicher Peak an Position 69 und ein kurzer Abschnitt mit neben der Hauptsequenz
sichtbaren kleineren Peaks zwischen Position 80 und 90. Die Lage der zusétzlichen Peaks
entsprach nicht exakt den Hauptpeaks, so dass eine Heteroplasmie eher unwahrschein-
lich ist. Da es sich stets um die selben Verdnderungen handelte und diese immer im
gleichen Bereich der Sequenz vorkamen, ist hier von einer Kontamination auszugehen.
Mit Ausnahme dieser Probenreihe waren alle anderen beobachteten Verunreinigungen
nicht regelméfig, so dass es sich vermutlich um einzelne Kontaminationen handelte,
die durch Zufall oder durch vereinzelt verunreinigte Arbeitsmaterialien entstanden sein
konnten.

Zur Feststellung von Kontaminationen ist es in der forensischen DNA-Analyse iiblich,
eine Negativkontrolle bei jeder PCR mitzufiihren. Ist die Negativkontrolle positiv, bei-
spielsweise als sichtbare Bande im Minigel, kann durch die Sequenzierung der Kontrolle
eine Kontaminationsquelle aufgedeckt werden. Im Rahmen der Versuche fiir die vorlie-
gende Arbeit war nur in einem Fall eine eindeutig positive Bande im Minigel sichtbar.
Die Sequenzierung ergab die Sequenz der beiden letzten Proben in dieser Reihe, so dass
von einer Verschleppung der DNA dieser Proben in die darauf folgende Negativkontrolle
auszugehen ist. Bei allen anderen Probenreihen, auch denen mit in der Kapillarelek-
trophorese sichtbaren Verunreinigungen, ergab die Sequenzierung der Negativkontrolle
keine sichtbare Basenabfolge. Kontaminationen durch verunreinigte Reagenzien traten

demnach bei den durchgefiihrten Versuchen nicht auf.

4.3 Beitrdge zur Verbesserung der Methodik

4.3.1 Verbesserung des Single-Cell-Pickings mit dem

Mikromanipulator

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die von Low (2007) entwickelte Methode der mtDNA-

Sequenzierung an Einzelzellen zu verbessern, um dadurch spéter eine Anwendbarkeit in
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der forensischen Fallarbeit erreichen zu koénnen. Zur Isolierung der Einzelzellen sollte
weiterhin ein Mikromanipulator benutzt werden. Low (2007) beschreibt verschiedene
Techniken, mit denen die Uberfithrung der Zellen vom Ausstrich in das ReaktionsgefaB
versucht wurde. Als endgiiltige, weil am besten geeignete Methode erwies sich die Isolie-
rung der Einzelzellen direkt vom Objekttrager unter Verwendung von demineralisiertem
Wasser als Medium. Zur Uberfithrung in das spitere Reaktionsgefi wurde dieses auf
einen Objekttrager gelegt. Am Rand des Gefiles befand sich das Wasser fiir die PCR,

in das die Zelle schliellich mit Hilfe des Mikromanipulators eingebracht wurde.

Durch dieses Verfahren ergaben sich jedoch zwei grofie Probleme. Zum einen wurde
durch die physikalischen Eigenschaften des gewihlten Mediums Wasser die Zelle in der
diinnen Pipettenspitze sehr stark beschleunigt. Zum anderen war die Fokussierung durch
das parallel zum Objekttrager positionierte Reaktionsgefafl kaum moglich. Durch diese
beiden Aspekte war die stédndige Sichtkontrolle, die nétig ist, um die sichere Isolierung
einer einzelnen Zelle zu garantieren, erschwert. Sowohl beim Einsaugen als auch beim

Ausstolen der Zelle war diese Kontrolle nicht immer gegeben.

Um die Geschwindigkeit, mit der die Zelle in der Pipettenspitze bewegt werden konnte,
leichter regulieren zu kénnen, wurde statt demineralisiertem Wasser PVP als Medium
eingesetzt. Die Isolierung von Einzelzellen mit Hilfe von PVP wurde bereits von Low
(2007) durchgefithrt. In ihrer Arbeit war jedoch bei keiner der mit PVP gewonnenen
Zellen eine positive Sequenzierung moglich. Die Vermutung, dass das PVP aufgrund von
Interaktionen mit den Reagenzien negative Auswirkungen auf den Verlauf der spéteren
PCR habe, wurde durch einen Testlauf in der Real-Time-PCR widerlegt (vgl. Kap. 3.2).
Im Vergleich zu Wasser besitzt PVP eine hohere Viskositédt, wodurch die Position der
Zelle in der Pipettenspitze gut kontrolliert werden konnte. Das verwendete PVP-Medium
musste vorher angemischt werden, um den optimalen Viskosititsgrad zu erreichen (vgl.
Kap. 2.3.2.1). War das Gemisch zu diinnfliissig, war die Geschwindigkeit der Zelle beim
Picken weniger gut zu kontrollieren, war es zu dickfliissig, verstopfte die diinne Pipet-
tenspitze. Die Zubereitung des PVP-Gemischs stellt eine mégliche Kontaminationsquelle

dar, durch regelméfig frisches Ansetzen ist diese Gefahr jedoch zu minimieren.
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Zur Verbesserung der Sicht bei der Uberfithrung der Zelle wurde das spétere Reakti-
onsgefifl am zweiten Arm des Mikromanipulators befestigt, wobei sich am unteren Rand
der Wassertropfen befand, in den die Zelle ausgestolen werden sollte. Eine genaue Be-
schreibung der Technik findet sich in Kapitel 2.3.2.4. Durch diese Methode wurde ein
iiber den Gefafirand hinaus reichender, hingender Tropfen erzielt, in den mit dem Mi-
kroskop hinein fokussiert werden konnte. Die zusétzliche Sichtbarriere der Gefaflwand
wurde damit umgangen. Nach Einfithrung der Pipettenspitze in den Tropfen konnte die
Spitze neu fokussiert werden und war inklusive der im Inneren befindlichen Zelle deutlich
sichtbar.

Durch diese beiden Verbesserungsschritte konnte eine nahezu vollstandige Sichtkon-
trolle der Zellen erreicht werden. Es mussten nur noch sehr wenige Zellen verworfen wer-
den, bei denen die Uberfithrung nicht eindeutig und kontrolliert gelang. Dieser Aspekt ist
von grofler Bedeutung, wenn mit minimalem Spuren- und damit Zellmaterial gearbeitet
werden soll. Mit zunehmendem Geschick bei der Verwendung des Mikromanipulators war

schliefflich die Isolierung der Einzelzellen sicher und relativ schnell und einfach moglich.

4.3.2 Lysereaktion

Low (2007) fiihrte vor der Amplifizierung keine Lysereaktion durch, da davon ausge-
gangen wurde, dass die Membranen der Zellen durch die osmotische Wirkung des demi-
neralisierten Wassers, das Tieffrieren sowie die Denaturierung in der PCR ausreichend
geschédigt wiirden und so die DNA fiir die Amplifizierung in freier Form vorliegen wiirde.
Zunéchst sollte die bereits von Léw (2007) erfolgreich eingesetzte Versuchsdurchfiithrung
reproduziert werden. Dazu wurden 28 Zellen ohne vorhergehende Lysereaktion der PCR
zugefiihrt. Die Quote positiver Sequenzierungen in der HV1-Region erreichte mit 21,4%
in etwa die beschriebene , Erfolgsquote* von 19,2% (vgl. Kap. 3.3.1).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war eine Verbesserung der Methode, um die Quote
positiver Sequenzierungen zu steigern. Fiir eine Anwendung in der forensischen Routine
wére es wiinschenswert, wenn aus rarem Spurenmaterial jede Zelle erfolgreich analysiert

werden konnte. Bei mehrzelligen Proben ist es im Allgemeinen {iblich, vor der PCR
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eine Lysereaktion zur DNA-Extraktion durchzufiithren (Klintschar und Neuhuber, 2000;
Bienvenue et al., 2006). Es sollte gekldrt werden, ob sich auch bei den Einzelzellen durch
eine zusétzliche Lyse mehr positive Sequenzierungen erzielen liefen. Nachdem die ersten
Versuchsreihen fiir die HV1-Region vielversprechende Ergebnisse lieferten, wurde die

Lyse standardméfBig bei allen Proben angewendet.

Fiir die Koamplifizierung von HV1- und HV2-Region musste die Lysereaktion hinsicht-
lich der Reagenzienmengen angepasst werden. Die verschiedenen Ansétze sowie deren
Ergebnisse wurden in Kapitel 3.5.2 dargestellt. Es war zu erwarten, dass mit gegeniiber
der Amplifizierung nur einer der beiden grofien hypervariablen Regionen gleichbleiben-
den Mengen an Puffer und Proteinase die Lyse am erfolgreichsten sein wiirde, da die
Verringerung der Menge an aqua dest. im Verhéltnis minimal war. Mit diesem Ansatz
konnte jedoch keine positive Sequenzierung erzielt werden. Erst eine im Verhéltnis sehr
grofle Abweichung bei der Puffermenge, nédmlich eine Verringerung um die Hélfte, fithrte
zu auswertbaren Ergebnissen in der Kapillarelektrophorese. Da auch das Minigel beim
erfolglosen Lyseansatz stets negativ war, ist davon auszugehen, dass entweder die PCR
oder die Lyse ansich durch die Anderungen gestort wurde. Sowohl demineralisiertes Was-
ser als auch der Puffer sind feste Bestandteile jeder PCR, so dass eine Beeintrichtigung
bei der Amplifizierung unwahrscheinlich ist. Warum eine Abnahme des Verhéltnisses
von Wasser zu Puffer allerdings die Lysereaktion so stark beeintriachtigen sollte, dass an-
schliefend keine Amplifizierung mehr moglich ist, bleibt unklar. Selbst die Quote von et-
wa einem Fiinftel positiver Sequenzierungen, wie sie ohne vorherige Lyse erreicht wurde,
konnte nicht erzielt werden, so dass eine betréchtliche Schadigung der DNA zu vermuten

ist. Ob dieses durch einen zu hohen Pufferanteil moglich ist, bleibt kldrungsbediirftig.

Durch das Hinzufiigen der Lysereaktion zur iiblichen Versuchsdurchfiihrung konnte bei
insgesamt 57 Zellen eine Quote von 73,7% positiver Sequenzierungen in der HV1-Region
nach einfacher HV1-PCR erreicht werden. Nach Amplifizierung der HV2-Region lag der
Anteil bei 86,4% von insgesamt 22 analysierten Zellen. Die Erfolgsrate war demnach
deutlich hoher als bei den von Low (2007) durchgefithrten Versuchen ohne Lyse. Durch

diesen zusétzlichen Schritt lief§ sich also eine enorme Verbesserung erzielen.
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4.3.3 Koamplifizierung

Bei der vorgestellten Methode zur mtDNA-Analyse an Einzelzellen fand die PCR im sel-
ben Reaktionsgefi statt, in das die Zelle nach der Isolierung iiberfiithrt und in dem auch
die Lysereaktion angesetzt wurde. Dadurch ist eine maximale Ausbeute an Templates
fiir die PCR zu erwarten und die Gefahr von DNA-Verlust oder Kontaminationen wird
vermindert. Wird allerdings die Zelle fiir einen PCR-Ansatz verwendet, der beispiels-
weise der Amplifizierung der HV1-Region dient, wére eine anschliefende Amplifizierung
der HV2-Region erst nach aufwéndigen Aufreinigungsschritten moglich, wodurch ein er-
heblicher Verlust an DNA zu erwarten ist. Folglich kann bei diesem Vorgehen aus einer
Zelle entweder nur die HV1- oder die HV2-Region amplifiziert und sequenziert werden.
Die Aussagekraft der forensischen mtDNA-Analyse steigt aber, wenn sowohl Sequenzen
der HV1- also auch der HV2-Region fiir einen Personenabgleich zur Verfiigung stehen.
Aus diesem Grund sollte eine gleichzeitige Amplifizierung dieser beiden hypervariablen
Regionen in einem Ansatz erfolgen, um aus nur einer Zelle die vollsténdige Information

der mtDNA-Analyse zu gewinnen.

In der Arbeit von Low (2007) wurde bereits der Versuch beschrieben, eine Koamplifi-
zierung bei Proben mit verschiedener Zellzahl bis hin zu Einzelzellen durchzufiihren. Fiir
die PCR wurden die beiden Vorwértsprimer F15989 und F15 eingesetzt. Im Minigel zeig-
ten sich zwei Banden, die als HV1- und HV2-Bande bezeichnet wurden. Aufgrund der
verwendeten Primer diirfte es sich allerdings dabei um ein langes Amplifikat vom Beginn
der HV1- bis zum Ende der HV2-Region sowie ein kiirzeres Amplifikat der HV2-Region
handeln. Die HV2-Region wire im Ansatz stéirker vertreten. Um eine ausgewogenere
Menge beider Regionen und viele gleich lange Amplifikate zu erhalten, wurden in der
vorliegenden Arbeit der HV1-Vorwértsprimer F15989 und der HV2-Riickwértsprimer
R429 verwendet, wodurch ein langes Amplifikat entstehen sollte, in dem beide hyperva-
riablen Regionen enthalten sind (vgl. Kap. 2.4.2.4). Als Alternative zu der kompletten
Amplifikation von HV1- und HV2-Region hétte eine Duplex-PCR mit 2 Primerpaa-
ren in einem Ansatz (Chong et al., 2005) versucht werden konnen. Bei dem Einsatz

von 2 Primerpaaren ist jedoch eine vermehrte Artefaktbildung im Sinne unspezifischer
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PCR~Produkte zu erwarten, insbesondere durch die erhéhte Zyklenzahl bei der Einzel-

zellanalyse.

In den Experimenten von Low (2007) gelang eine Sequenzierung der HV1- und HV2-
Region aus koamplifizierten Proben mit mindestens 3 Zellen. Die Analyse von Einzelzel-
len blieb erfolglos. Die Versuche der vorliegenden Arbeit ergaben nach Koamplifizierung
an insgesamt 112 untersuchten Einzelzell-Proben eine Quote positiver Sequenzierungen
von 67,0% in der HV1-Region und 57,1% in der HV2-Region. An iiber der Hilfte der
isolierten Zellen war somit nach Koamplifizierung eine Typisierung moglich, so dass eine
erfolgreiche Identifizierung aus Einzelzellen bei minimalem Spurenmaterial mit dieser
Methode wahrscheinlich ist. Die Quoten erfolgreicher Sequenzierungen lagen unter de-
nen, die nach einfacher HV1- oder HV2-PCR erreicht wurden. Die Ursache kénnte in
einer erschwerten Amplifizierung von ldngeren DNA-Abschnitten bei geringem Spuren-

material liegen (Gabriel et al., 2001; Hellmann et al., 2001).

Ist die Negativkontrolle einer Probenreihe frei von DNA, so wére eine positive Bande
im Minigel bereits als erfolgreiche Amplifizierung zu werten. Die HV1-Region von im
Minigel positiven Proben konnte nach einfacher PCR zu 95,5% erfolgreich sequenziert
werden. Fiir die HV2-Region lag der Anteil bei 95,0%. Nach Koamplifizierung ergaben
sich bei 80,4% der 112 isolierten Zellen sichtbare Banden im Minigel. Daraus konnten die
HV1-Region in 83,3% und die HV2-Region in 71,1% der Fille sequenziert werden. Die-
se Ergebnisse sprechen fiir eine erfolgreiche Amplifizierung mit Schwierigkeiten bei der
anschliefenden Sequenzierungsreaktion. Durch die Koamplifizierung mit einem langen
Amplifikat kénnten vermehrt Artefakte und Fehler aufgetreten sein, die eine erfolgrei-
che Sequenzierung verhindert haben konnten. Aufféllig ist auch die hohere Ausfallquote
in der HV2-Region bei Zellen, deren HV1-Region bereits erfolgreich dargestellt werden
konnte. Dafiir konnten Faktoren wie unterschiedliches Primer-Bindungsverhalten oder

unterschiedlich fehleranfillige Basenabfolgen in den beiden Regionen verantwortlich sein.

Die Amplifizierung eines langen DNA-Abschnitts kénnte bei der Anwendung in der
forensischen Fallarbeit problematisch sein, da es sich dabei nicht um kontrolliert per Ab-

strich entnommene Zellen, sondern um degradiertes Spurenmaterial handeln wiirde. Fiir
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die Anwendung in der forensischen Praxis wére deshalb in weiterfithrenden Untersuchun-
gen eventuell der Einsatz einer Nested PCR (Dimo-Simonin et al., 2000; Brandstéatter

und Parson, 2003; Imaizumi et al., 2007) zu versuchen.

Auch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit bereits verwendete Methode der Real-
Time-PCR konnte bei der Einzelzelluntersuchung Verwendung finden. Sie eignet sich
beispielsweise zur Quantifizierung von mtDNA-Mengen aus stark degradiertem Spuren-
material (Alonso et al., 2004) oder zur Mischspuranalyse (vgl. Kap. 4.5). Wire die in
der Probe enthaltene DNA-Menge bekannt, kénnten weitere Untersuchungsschritte, z.B.
die Zyklenzahl in der PCR, entsprechend angepasst werden. Zu stark beschidigte DNA
konnte erkannt werden, so dass dadurch die kostenintensiven Folgeanalysen eingespart
werden konnten. Bei degradiertem Material wére prinzipiell die Amplifizierung von kur-
zen DNA-Abschnitten zu erwégen, da in diesen Fillen eine Koamplifizierung mit einem

langen DNA-Strang nicht Erfolg versprechend ist (s.o.).

4.4 \Weiterfuhrende Versuche

4.4.1 Versuch mit Zigarettenkippe

Nach erfolgreicher mtDNA-Sequenzierung an einzelnen Zellen aus Mundschleimhaut-
Abstrichen sollte die Anwendbarkeit der Methode bei forensischem Spurenmaterial gete-
stet werden. Dazu wurde als typischer Spurentréiger eine Zigarettenkippe gewahlt (vgl.
Kap. 2.6). Diese Versuchsdurchfithrung wurde bereits von Low (2007) beschrieben und
bei 5 von 9 isolierten Zellen war eine positive Sequenzierung der HV1-Region moglich.
Fiir die vorliegende Arbeit wurden 8 Einzelzellen gewonnen, von denen 6 die richtige Se-
quenz in der HV1-Region aufwiesen. Es gelang somit erfolgreich, das durch Low (2007)

erreichte Ergebnis auch mit den Modifikationen in der Methodik zu reproduzieren.

Léw (2007) beschreibt auch den Versuch einer Koamplifizierung von HV1- und HV2-
Region an Reihen mit mehreren bis hin zu einzelnen Zellen, die von einer Zigarettenkippe

gewonnen wurden. Dabei konnten jedoch fiir die HV1-Region keine positiven Ergebnisse
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erzielt werden. Die Sequenzierung der HV2-Region war nur aus einer Probe mit 5 Zellen

moglich. Folglich gelang keine Koamplifizierung von Einzelzellen einer Zigarettenkippe.

4.4.2 Versuch mit Mischspur

Beim Vorliegen einer Mischspur kénnte die Einzelzelluntersuchung der konventionellen
mtDNA-Sequenzierung iiberlegen sein (vgl. Kap. 1.4.2). Léw (2007) berichtet iiber die
Isolierung einzelner Zellen aus einer fiir den Versuch hergestellten Mischspur von einer Zi-
garettenkippe mit anschlieSender Amplifizierung der HV1-Region. Es wurden insgesamt
79 Zellen gewonnen, von denen 38 in die Sequenzierungsreaktion eingesetzt wurden. Da-
von waren 7 (8,9%) positiv und es konnte zwischen den beiden Testpersonen differenziert
werden.

In den weiterfithrenden Versuchen dieser Arbeit sollten die bisher erzielten Ergebnisse
zunichst unter Anwendung der Modifikationen in der Methode reproduziert werden. Es
wurden eine Amplifizierung und Sequenzierung der HV1-Region an 9 Proben versucht,
die jedoch erfolglos blieben. Auch eine Koamplifizierung von 8 Proben mit allerdings
noch nicht optimierter Lyse ergab keine auswertbare Sequenz (vgl. Kap. 3.7). Erst nach
Anderung der Lysereaktion war auch die Koamplifizierung einer Mischspur méglich. Ein
Grofiteil der 24 isolierten Einzelzellen konnte erfolgreich sequenziert werden, némlich
83,3% in der HV1- und 62,5% in der HV2-Region. Eine eindeutige Zuordnung der Pro-
banden war nur in der HV1-Region méglich, da sdmtliche Proben der einen Testperson
in der HV2-Region nicht auswertbar waren. Dennoch ist das Experiment als Erfolg zu
werten, da eine Differenzierung der beiden Spurenanteile der Mischspur zumindest in der
HV1-Region gelang und fiir eine der Personen auch die Sequenzen der HV2-Region be-
stimmt werden konnten, wodurch eine hohere forensische Aussagekraft gegeben ist. Fiir
eventuell folgende Versuche in der Zukunft gilt es, die eindeutigen Schwierigkeiten bei
der Sequenzierung der HV2-Region nach der in dieser Arbeit vorgestellten Methode der
Koamplifizierung zu untersuchen und wenn moglich zu beheben, da hierin eine wichtige
Ursache fiir die Ausfallquote zu liegen scheint (vgl. Kap. 4.3.3). Alternative Techniken

zur Analyse von Mischspuren werden in Kapitel 4.5 erlautert.
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4.4.3 Versuch mit Spermien

Da sich die Anwendung der Einzelzellanalyse nicht auf Epithelzellen beschrianken sollte,
wurden Spermien als weiteres, in der forensischen Routine sehr héufig vorkommendes
Probenmaterial untersucht. Gerade bei Verdacht auf Vergewaltigung ist eine Mischung
der Spuren von Téater und Opfer héufig, wobei meistens Spermien des Téters zu finden
sind. Die in solchen Féllen durchgefiihrte differentielle Lyse fiihrt nicht immer zur er-
folgreichen Trennung der DNA-Muster (Anslinger et al., 2005; Hatsch et al., 2007), so
dass der Untersuchung von Einzelzellen dabei grofle Bedeutung zukommen koénnte.

Die Gewinnung der einzelnen Spermien mit dem Mikromanipulator gestaltete sich
jedoch sehr schwierig, da sie beim Abkratzen vom Boden der Petri-Schale mit der Pi-
pettenspitze geschidigt oder zerteilt wurden. Auch der sténdige Sichtkontakt bei der
Uberfithrung ins Reaktionsgefa war aufgrund der geringen GroBe schwer zu gewdhr-
leisten. Von den 12 isolierten Spermien konnte keines erfolgreich sequenziert werden.
Die durchschnittliche Anzahl von mtDNA-Molekiilen in Spermien liegt bei nur etwa
1/500 der Kopienzahl in einer Epithelzelle (Bender et al., 2000), so dass hierin die
wahrscheinlichste Ursache fiir die negativen Ergebnisse liegt. Um in Zukunft auch die
mtDNA-Sequenzierung an einzelnen Spermien erfolgreich durchfithren zu kénnen, miisste
die Technik der Einzelzellgewinnung mit dem Mikromanipulator noch weiter verbessert
werden, um zumindest den Transfer eines kompletten Spermiums sicherzustellen. Dabei
kommt dem Medium wahrscheinlich grofle Bedeutung zu, da frei in Fliissigkeit bewegli-
che Zellen einfacher zu gewinnen sind als am Boden anhaftende. Weiterhin kénnte eine
erhohte Zyklenzahl versucht werden, auch wenn dann verstédrkt mit Verunreinigungen

und Artefakten zu rechnen ist.
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4.5 Kritische Bewertung der Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit

Ziel der Arbeit war eine Verbesserung der von Léw (2007) beschriebenen Methode zur
mtDNA-Sequenzierung an Einzelzellen, so dass ihr Einsatz in der forensischen Routine
zur Typisierung bei minimalem Spurenmaterial oder Mischspuren méglich werden sollte.
Die Fortschritte bei der Versuchsdurchfithrung wurden bereits ausfiihrlich in Kapitel 4.3
diskutiert. Im Folgenden soll die Bedeutung der experimentellen Arbeit im Vergleich zu

anderen, in der Literatur beschriebenen Methoden erortert werden.

In Kapitel 1.1.3 wurden bereits einige Publikationen zur Einzelzellanalyse vorgestellt.
Wie dort dargelegt, haben die Versuche mit kodierenden ncDNA- oder mtDNA-Abschnit-
ten keine Bedeutung fiir forensische Fragestellungen und sollen hier nicht weiter disku-
tiert werden. Findlay et al. (1995) beschrieben erstmals eine Untersuchung von STRs
an einzelnen Zellen zur Kontaminationskontrolle in der Praimplantationsdiagnostik. Zur
Gewinnung der Einzelzellen wurde eine Probe mit Zellen in PBS-Puffer gewaschen und
in 100 pl PBS iiberfiihrt. Unter Verwendung eines Mikroskops und einer feinen Pipette
wurden die Zellen mehrfach in 1-2 pl PBS-Puffer gewaschen, wodurch sichergestellt sein
sollte, dass sich nur eine einzelne Zelle in der Pipette befand, die dann in ein Eppendorf-
Tube gegeben wurde. Diese Methode ist &uflerst fraglich, da es sich dabei quasi nur um
eine Verdiinnung auf Einzelzellniveau handelt. Uber eine Sichtkontrolle sowie die Tech-
nik der Uberfithrung ins ReaktionsgefaB wird nicht berichtet. Weiterhin ist die Arbeit
ohne forensischen Bezug entstanden und Kontrollen bei der STR-Analyse waren nicht
vorhanden. Im darauf folgenden Jahr wurde iiber ein dhnliches Thema mit STRs zur
Kontaminationskontrolle publiziert (Findlay und Quirke, 1996), wobei keine Angaben
iiber die Gewinnung der Einzelzellen gemacht werden.

Die erste Verdffentlichung iiber eine STR-Analyse an Einzelzellen mit forensischem Be-
zug stammt von Findlay et al. (1997). Die Autoren berichten iiber die Isolierung von 226
einzelnen Mundschleimhaut-Epithelzellen von vier verschiedenen Probanden mit Hilfe

eines Mikromanipulators. An der Hilfte dieser Zellen sei eine erfolgreiche Analyse von
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6 STR-Systemen durchgefithrt worden. Es fehlen jedoch detaillierte Informationen bzgl.
des Protokolls zur DNA-Analytik sowie konkrete Angaben iiber die Praparation und Ge-
winnung der Zellen. Auf dem , International Symposium on Forensic DNA Technologies*
im Rahmen der 82. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Rechtsmedizin 2003 in
Miinster referierte Findlay iiber seine Versuche, die Grundlage fiir die Nature-Publikation
waren (Findlay, 2003). In der anschliefenden Diskussion wurde er nach seiner Methode
der Einzelzellgewinnung gefragt. Findlay antwortete, dass er die auf Papier befindlichen
Zellen unter dem Mikroskop eingestellt und mit einem Spatel abgekratzt habe. Danach
habe er die Spatelspitze in das Reaktionsgefifl getaucht. Er bestritt nicht, dass durch
diese Methode véllig unkontrolliert zwischen 0 und méglicherweise bis zu 100 Zellen zur
Analyse gelangen konnten. Somit bestand bei den publizierten Versuchen keine Kontrol-
le {iber die in die PCR eingesetzte Zellzahl, womit die genannte Erfolgsquote auch im
Hinblick auf die fiir eine Einzelzellanalyse sehr niedrige Zyklenzahl von 34 in der PCR

hinreichend erklart ware.

In Kapitel 1.4.2 wurden bereits die Vorteile einer Einzelzelluntersuchung bei der Ana-
lyse von Mischspuren dargelegt. In der Literatur sind mehrere Methoden beschrieben,
mit denen aus einer Mischspur Personen differenziert werden konnen, ohne auf Einzel-
zellniveau herunter zu gehen. Hatsch et al. (2007) beschreiben eine mtDNA-Analyse mit
Hilfe der Klonierung. Nach differentieller Lyse eines Vaginalabstrichs nach Vergewalti-
gung wurde die ménnliche Fraktion kloniert, wobei sich in der anschliefenden mtDNA-
Sequenzierung eine Mischspur ergab. Da die Vergleichssequenzen von Opfer und Verdéch-
tigtem bekannt waren, wurde versucht, die Mischspur durch eine RFLP (Restriktions-
Fragment-Léngen-Polymorphismus)-Analyse zu trennen und daraufhin erneut zu sequen-
zieren. Es konnte keine vor Gericht verwertbare Typisierung erreicht werden, es ergab
sich lediglich ein Verdacht auf Ubereinstimmung der DNA-Muster der ménnlichen Frak-
tion und des Verdéchtigen. Problem dieser Methode ist das hohe Kontaminationsrisiko
durch die vielfaltigen Arbeitsschritte. Nur bei Vorliegen einer Vergleichssequenz kann die
Mischspur differenziert werden, wobei eine Trennung durch RFLP nicht in allen Féllen

und nicht zu 100% moglich ist.
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Walker et al. (2004) verwendeten ebenfalls eine Klonierungs-Technik, wobei die Ampli-
fikate einer artifiziellen Mischspur von drei Probanden kloniert und anschliefend sequen-
ziert wurden, bis drei verschiedene, den Probanden entsprechende Sequenzen gefunden
wurden. Auch diese Methode weist Einschrankungen auf, beispielsweise das ebenfalls
hohe Kontaminationsrisiko und die fehlende Kontrolle, ob eine ermittelte Sequenz wirk-
lich nur von einem Individuum stammt, vor allem, wenn noch keine Vergleichsproben

vorliegen.

Eine weitere Methode ist die Denaturing High Performance Liquid Chromatography
(DHPLC), wie sie unter anderem von LaBerge et al. (2003) beschrieben wurde. Da-
mit werden mtDNA-Amplifikate paarweise, ndmlich unbekannte Probe gegen bekannte
Kontrolle, abgeglichen. Die Amplifikate werden denaturiert und wieder renaturiert, wo-
durch eine Mischung aus unterschiedlich stark aneinander gebundenen DNA-Stringen
entsteht, je nachdem, wie stark die beiden Sequenzen voneinander abweichen (sog. He-
teroduplices). Stimmen beide Sequenzen iiberein, binden alle Strénge gleichméafig an-
einander (sog. Homoduplices), so dass die Sequenz der Probe anhand der Vergleichs-
sequenz ermittelt werden kann. LaBerge et al. (2003) beschreibt auch die Trennung
einer artifiziellen Mischspur mit dieser Methode, wobei zwei Fraktionen durch ihr un-
terschiedliches Bindungsverhalten aufgrund von Basenabweichungen chromatographisch
getrennt wurden. Anschlieend wurden die beiden Fraktionen getrennt aus dem Chroma-
tographen entnommen und sequenziert. Auch bei dieser Versuchsdurchfithrung besteht
ein hohes Kontaminationsrisiko durch die vielen Arbeitsschritte. Die Trennung war fiir
eine Mischspur erfolgreich, die artifiziell in einem Mischungsverhéltnis von 1:1 herge-
stellt wurde. Es ist fraglich, ob auch bei unausgewogeneren Mischungen sowie bei mehr
als zwei DNA-Mustern eine Differenzierung moglich wére. Bei geringem oder degra-
diertem Spurenmaterial konnte der hohe Verbrauch an DNA fiir die Chromatographie
problematisch sein (Bei dem dargelegten Experiment wurde eine Klonierungs-Technik

zur DNA-Vervielfiltigung eingesetzt.).

Als weitere Methode zur Analyse einer Mischspur wurde durch Andréasson et al.

(2006) das Pyrosequencing beschrieben. Die Autoren untersuchten damit SNPs in der
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Kontrollregion und in kodierenden mtDNA-Abschnitten. Mit dieser Technik ist keine
eigentliche Sequenzierung moglich, sondern es wurde lediglich die Quantifizierung von
Anteilen einer Mischspur aufgezeigt. Diese kann bei der Interpretation von gemischten
mtDNA-Sequenzen hilfreich sein, wenn die Fraktionen unterschiedlich grof§ sind. Auch
durch eine Real-time-PCR (Niederstétter et al., 2006) ist solch eine Quantifizierung
moglich, sie liefert jedoch ebenso wenig direkte Informationen iiber die mtDNA-Sequenz.

Im Gegensatz zu den dargestellten Techniken ist die Methode der mtDNA-Sequen-
zierung an Einzelzellen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, nicht auf
spezielle Falle beschriankt. Die Anzahl der an der Mischspur beteiligten Personen sowie
die jeweiligen quantitativen Anteile stellen kein Problem dar, da jede Zelle einzeln ge-
wonnen und analysiert werden kann. Mit Ausnahme des Single-Cell-Pickings mit dem
Mikromanipulator kénnen alle weiteren Arbeitsschritte durch ein forensisches Routinela-
bor geleistet werden, da keine speziellen Gerite erforderlich sind. Die Analyse beschrankt
sich auf die notwendigsten Bestandteile einer DNA-Analyse, ndmlich Lyse, PCR und
Sequenzierung, so dass das Risiko von Kontaminationen gering gehalten wird und der
Arbeitsaufwand nicht sehr hoch ist. Auch Mischspuren in minimalen Mengen kénnen
erfolgreich analysiert werden, und als Ergebnis liegen vollstdndige Sequenzen mit foren-

sischer Aussagekraft vor.

4.6 Erklarungsmoglichkeiten fiir die Ausfallquote

Da nicht aus allen isolierten Einzelzellen eine positive Sequenzierung moglich war, stellt
sich die Frage, wodurch diese Ausfille begriindet sein kénnten. Die Ursachen koénnten
in sémtlichen Arbeitsschritten vom Single-Cell-Picking bis zur Kapillarelektrophorese
liegen. Da die Austfille jedoch unterschiedliche Muster zeigten, ist eine grobe Differenzie-
rung moglich. Beispielsweise zeigte sich, dass komplette Probenreihen nicht mit Erfolg
amplifiziert werden konnten, was sich in einem vollstdndig negativen Minigel duflerte.
Diese reihenweisen Ausfille traten im Rahmen der noch nicht optimierten Lysereaktion

auf, so dass hier eine fehlerhafte Lyse als Ursache wahrscheinlich ist (vgl. Kap. 4.3.2).
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Weiterhin gab es Félle von anscheinend gelungener Amplifizierung mit sichtbaren Ban-
den im Minigel, bei denen die Sequenzierung jedoch nicht méglich war. Dabei kénnte zum
einen das Ergebnis des Minigels durch eine reine Vermehrung von Verunreinigungen be-
griindet sein, wobei diese Moglichkeit bei kontaminationsfreier Negativkontrolle weniger
wahrscheinlich ist, zumal Verunreinigungen im Allgemeinen nicht so starke Banden im
Gel verursachen. Zum anderen kénnte das Ausgangsmaterial so stark degradiert gewesen
sein, dass die Amplifizierung und die anschlieBende Sequenzierungsreaktion keine voll-
standigen und korrekt analysierbaren DNA-Strange hervorbringen konnten. Weiterhin
wire ein Verlust des Sequenzierungsprodukts bei den Arbeitsablidufen der Ethanolfal-
lung denkbar, da sich das Template in der Fliissigkeit l6sen und mit ihr abdekantiert
werden konnte. Diese Moglichkeit kdme vor allem bei in der Wiederholung gelungenener
Sequenzierung in Betracht. Die nach Koamplifizierung aufgetretenen Ausfille bei der Se-
quenzierung der HV2-Region nach bereits erfolgreicher Sequenzierung der HV1-Region

wurden schon in Kapitel 4.3.3 diskutiert.

Auch nach Anpassung der Lysereaktion gab es einzelne Proben, bei denen die Amplifi-
zierung negativ verlief, so dass keine Bande im Minigel zu erkennen war. In diesen Féllen
ist davon auszugehen, dass nicht genug Template fiir die PCR zur Verfiigung stand. Das
Fehlen der ganzen Zelle im Reaktionsgefafl kann dafiir nicht urséchlich sein, da der Trans-
fer mit dem Mikromanipulator unter stindiger mikroskopischer Sichtkontrolle erfolgte,
die nach Optimierung der Methode gewéhrleistet werden konnte (vgl. Kap. 4.3.1). Es
besteht die Moglichkeit, dass nicht geniigend mtDNA aus der Zelle frei wurde, die bei
der PCR héitte amplifiziert werden kénnen. Eigentlich sollten aber der hypotone Effekt
des destillierten Wassers sowie der zusétzliche Lyse-Schritt fiir eine Auflosung der Zell-
wénde und mitochondrialen Membranen ausreichend sein. Eine weitere Hypothese zur
Erkldarung dieser einzelnen Ausfille ist, dass die Zelle, nachdem sie in den hidngenden
Wassertropfen hinein pipettiert wurde, beim Umdrehen des Reaktionsgefiafies nicht mit
dem Tropfen auf den Boden gelangte, sondern an der Wand haften blieb. Dieser Schritt
ist als einziger bei der Préparation nicht unter mikroskopischer Sichtkontrolle durch-

zufithren. Verbleibt die Zelle relativ weit oben an der Wand des Geféfles, ist durch den
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fehlenden Kontakt mit den spéter hinzu pipettierten PCR-Reagenzien die Amplifizierung
nicht moglich.

Zur Verminderung der Ausfallquote bei Anwendung der Methode in der forensischen
Routine wéren schlussfolgend weitere Verbesserungen in der Amplifizierung, v.a. bei der
durch den langen DNA-Strang fehleranfilligen Koamplifizierung, wiinschenswert. Die
Zellpraparation mit dem Mikromanipulator ist dahin gehend zu optimieren, dass die
Zelle sich nach der Préaparation sicher im spateren PCR-Ansatz befindet. Die Pipettie-
rung der Zelle in einen Wassertropfen am Rand des Gefifles ist kritisch zu sehen und
wére eventuell durch alternative Techniken zu vermeiden, beispielsweise durch den Ein-
satz des AmpliGrid " -Systems. Dieser Aspekt sowie weitere Moglichkeiten, die zukiinftig
zu Verbesserungen bei der Einzelzellanalyse beitragen konnten, werden ausfiihrlich im

folgenden Kapitel diskutiert.

4.7 Ausblick

4.7.1 Alternative Zellpraparation

Dass die erfolgreiche Praparation von einzelnen Zellen mit einem Mikromanipulator mog-
lich ist, konnte durch die vorliegende Arbeit, deren Grundlage von Léw (2007) beschrie-
ben wurde, gezeigt werden. Es sind jedoch auch Alternativen denkbar, die den Einsatz
der Einzelzellanalyse erweitern konnten. In Kapitel 3.10 wurde bereits die Anwendung ei-
nes hochauflosenden Stereomikroskops beschrieben, mit dessen Hilfe Einzelzellen direkt
von verschiedenen Oberflichen gewonnen werden konnten. Der Transfer der Zelle ins
Reaktionsgefdl war zum damaligen Zeitpunkt nicht kontrolliert moglich, konnte aber
in nachfolgenden Experimenten verbessert werden (Verhoff et al., 2006). Die Arbeits-
plattform von aura optik (Jena) mit einem Mikromanipulator wurde zunéchst um eine
Mikropipette erweitert, durch die die Einzelzellgewinnung jedoch weiterhin schwierig
war. Als Alternative wurde eine Mikropinzette eingesetzt, mit der ein Microcarrier in
Form einer Pronectin® F-beschichteten Kugel gegriffen und bewegt werden konnte. Die

einzelnen Zellen hafteten an dem Carrier und konnten unter mikroskopischer Kontrolle
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in einen Tropfen Klebstoff auf Silikonbasis, der in den Boden des Reaktionsgefifles gege-
ben wurde, eingebracht werden. Mit Hilfe dieser Technik kénnten in Zukunft Einzelzellen
direkt vom Spurentréger isoliert werden. Durch die Verwendung von Microcarriern, wie
sie durch Verhoff et al. (2006) beschrieben wurde, kénnte das Problem umgangen wer-
den, dass die Zelle beim Umdrehen des Reaktionsgefafies am Rand haften bleiben kénnte
(vgl. Kap. 4.6).

Als weitere Alternative zum Mikromanipulator konnte die Laser Micro Dissection
(LMD), auch als Laser Capture Microdissection (LCM) bezeichnet, zum Einsatz kom-
men. Dieses bevorzugt in der Pathologie oder biologischen Forschung gebrauchliche Ver-
fahren kann an Zellausstrichen angewendet werden und wird zunehmend auch in der
Forensik benutzt, beispielsweise zur Vaterschaftsbestimmung (Bauer et al., 2002; Bu-
dimlija et al., 2005), in Vergewaltigunsfillen (Elliott et al., 2003) oder zur Haaranalyse
(Martino et al., 2004b). Da die Zellen bei dieser Methode nicht beriihrt werden miissen,
ist die Gefahr von Kontaminationen geringer als beim Pipettieren mit dem Mikromani-
pulator. Beide Verfahren konnen jedoch auch kombiniert werden, wie bei Bauer et al.
(2002) beschrieben. Die Microdissection ist auch zur Trennung von Mischspuren geeignet
(Anoruo et al., 2007) und aufgrund ihrer Genauigkeit auch zur Préiparation auf Einzel-
zellniveau benutzbar (Martino et al., 2004a; Geigl und Speicher, 2007; Schiitze et al.,
2007). Bei dieser Methode werden jedoch im Allgemeinen Farbungs- und Fixationstech-
niken eingesetzt, die bei degradiertem Spurenmaterial zu weiteren DNA-Schiadigungen
fithren konnten (Martino et al., 2004a). Die weitere Forschung auf diesem Gebiet wird
zeigen konnen, inwiefern eine Typisierung an durch Microdissection gewonnenen Einzel-

zellen fiir forensische Zwecke moglich ist.

4.7.2 Verwendung eines AmpliGrid -Systems

In den letzten Jahren wurde von der Industrie ein neues Produkt zur Analyse kleinster
DNA-Mengen auf den Markt gebracht, namlich das sogenannte AmpliGrid" -System,
auch als Strukturierter BioChip oder Reaction Slide bezeichnet. Dabei handelt es sich um

eine chemisch strukturierte Glasplatte mit mehreren Reaktionskammern, in denen eine

81



4 Diskussion

vollstandige PCR-~Reaktion ablaufen kann. In einer Veroffentlichung von Schmidt et al.
(2006) wurde ein AmpliGrid -Chip von Aloper mit unterschiedlich stark verdiinnten
DNA-Mengen getestet. Eine STR-Analyse konnte in diesen Versuchen bei einem DNA-
Gehalt von 1000 bis 32 pg erfolgreich durchgefiihrt werden. Trotz der rdumlichen Néhe
der Proben zueinander traten keine Kontaminationen auf. In weiteren Experimenten
folgte ein Vergleich zwischen mtDNA-Amplifizierungen auf dem Reaction Slide und in
konventionellen Tubes (Lutz-Bonengel et al., 2007). Es zeigte sich, dass bei geringen
mtDNA-Mengen, einem Aquivalent von 2,5 bis 1 pg ncDNA, die Chip-Analyse bessere
Ergebnisse lieferte als die Amplifizierung im Tube.

Das AmpliGrid"-System ist auch fiir die Analyse von Einzelzellen geeignet (Verhoff
et al., 2006). Der Vorteil liegt darin, dass die Zellen direkt in den auf der Glasplat-
te befindlichen Fliissigkeitstropfen zur spéteren PCR transferiert werden konnen. Eine
stéandige Sichtkontrolle ist gegeben und die Technik einfach durchzufithren. Der Tropfen
muss nach der Uberfithrung der Zelle nicht mehr bewegt werden, so dass keine Gefahr
des Zellverlusts besteht. Nachteil der Methode ist jedoch das extrem geringe Reaktions-
volumen von 1 pl. Die Menge ist nicht ausreichend fiir eine zusétzliche Untersuchung im
Minigel, fiir eine Wiederholung der Sequenzierung oder die gleichzeitige Sequenzierung
von beiden mtDNA-Strangen, wie sie fiir forensische Analysen wiinschenswert wére. Die
weitere Forschung muss zeigen, ob Einzelzellen mit den Chips erfolgreich untersucht
werden konnen und ob die Methode eventuell als Ergénzung zur konventionellen DNA-

Analyse in Spezialfidllen Verwendung finden kann.
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Eine erfolgreiche Analyse von einzelnen Zellen auf ihr DNA-Muster konnte fiir die fo-
rensische DNA-Analyse einen enormen Fortschritt bei der Untersuchung von minimalem
Spurenmaterial bedeuten. In der Literatur finden sich Berichte von STR-Typisierungen
an Einzelzellen, die jedoch in der forensischen Praxis bisher nicht reproduziert werden
konnten. Es existiert aber eine funktionierende Methode zur mtDNA-Sequenzierung an
einzelnen Epithelzellen, die es weiter zu verbessern galt, um eine Anwendbarkeit in der

forensischen Routine zu erreichen.

Mit Hilfe eines Mikromanipulators wurden Zellen aus Ausstrichen isoliert und in ein
Reaktionsgefaf {iberfiihrt. Die Technik des Single-Cell-Pickings konnte optimiert werden,
so dass sie relativ einfach durchzufiithren war und die sténdige Sichtkontrolle gew&hrlei-
stet werden konnte. Durch das Hinzunehmen einer Lysereaktion vor der PCR konnte
die Quote positiver Ergebnisse erhoht werden. Im Anschluss an die Lyse fanden eine

Amplifizierung sowie eine Sequenzierung der mitochondrialen Kontrollregion statt.

Nach erforderlichen Anpassungen in der Versuchsdurchfithrung wurden schliellich ins-
gesamt 191 Epithelzellen aus Mundschleimhautabstrichen von 6 verschiedenen Proban-
den untersucht. Aus 57 Zellen wurde eine Amplifizierung der HV1-Region durchgefiihrt,
und bei 73,7% der Proben konnte die Sequenz der jeweiligen Testperson nachgewiesen
werden. In der HV2-Region wurden 22 Zellen amplifiziert, von denen 86,4% erfolgreich
sequenziert wurden. An weiteren 112 Zellen erfolgte eine Koamplifizierung von HV1- und
HV2-Region in einem Ansatz, eine Methode, die bisher noch nicht mit Erfolg an Einzel-
zellen durchgefiihrt werden konnte. Die richtige Sequenz wurde bei 67,0% der Proben in

der HV1-Region nachgewiesen, fiir die HV2-Region lag die Quote bei 57,1%.
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Auch die Gewinnung und Sequenzierung von Epithelzellen, die sich auf einer Zigaret-
tenkippe befanden, war moglich. Ebenfalls auf einer Zigarettenkippe wurde eine artifi-
zielle Mischspur von zwei Probanden durch gemeinsames Rauchen erzeugt. Nach einer
Koamplifizierung an 24 isolierten Einzelzellen konnten in der HV1-Region 20 Zellen po-
sitiv sequenziert werden, wobei eine Differenzierung zwischen den beiden Probanden
moglich war. Fiir die HV2-Region gelang nur der Nachweis des einen Probanden an 15

Proben.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine mtDNA-Sequenzierung an einzelnen Epithel-
zellen mit einer hohen Erfolgsquote durchgefiihrt werden kann. Auch eine Koamplifizie-
rung von HV1- und HV2-Region ist an Einzelzellen moglich. Forensisches Spurenmaterial
wie eine Zigarettenkippe ist genauso wie eine Mischspur fiir eine Analyse mit dem vor-
gestellten Verfahren geeignet. Erweiterungen konnten sich durch den Einsatz eines hoch-
auflosenden Stereomikroskops ergeben, mit dessen Hilfe Zellen direkt vom Spurentréger
gewonnen werden kénnen. Die préisentierte Methode kénnte in der forensischen Routine
Anwendung finden, wenn eine STR~Analyse oder konventionelle mtDNA-Sequenzierung
kein Ergebnis lieferte. Das kénnte vor allem bei minimalem oder degradiertem Spuren-
material sowie Mischspuren der Fall sein. Weiterhin liefle sich das Phdnomen der He-
teroplasmie ndher untersuchen, was die Berechnung von Identitdtswahrscheinlichkeiten

prézisieren konnte.
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A successful analysis of single-cell DNA-samples could be a major advance for the in-
vestigation of minimal trace-material in forensic DNA-analysis. In literature there are
reports on STR-typing of single cells, which could not be reproduced in forensic casework
yet. There is already an efficient method for mtDNA-sequencing of single epithelial cells,

which had to be improved in order to achieve an applicability in forensic casework.

With the help of a micromanipulator cells from a smear were isolated and transferred
to a reaction-tube. The procedure of Single-Cell-picking was successfully optimised, so
that it could be carried out easily and a permanent visual control was guaranteed. By
adding a lysis before PCR, the rate of positive results was increased. The lysis was
followed by an amplification and a sequencing of the mitochondril control region.

After some required adjustments in the practical application of the experiments, a total
of 191 epithelial cells from buccal cell-smears of 6 different test persons were analysed.
There was an amplification of the HV1-region out of 57 cells, and the sequence of the
particular test person could be verified in 73,7% of the samples. Amplification of the
HV2-region was performed on 22 cells, out of which 86,4% were successfully sequenced.
For another 112 cells there was a combined amplification of the HV1- and the HV2-
region in one PCR-batch, a method which could not be implemented with success for
epithelial cells before. The correct sequence was verified in 67,0% of the samples for the
HV1-region, the rate for the HV2-region was 57,1%.

The isolation and sequencing of epithelial cells, which were located on a cigarette butt,
were possible, too. On another cigarette butt an artificial mixed trace of two test persons

was generated by shared smoking as well. After a coamplification of 24 isolated single
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cells, 20 cells could be sequenced correctly in the HV1-region, in which a discrimination
between the two test persons was possible. For the HV2- region, a verification could only

be achieved for one of the persons in 15 of the samples.

Recapitulating it can be stated, that mtDNA-sequencing of single epithelial cells can be
performed with a high success rate. Also a coamplification of HV1- and HV2-region is
possible for single cells. Forensic trace material like cigarette butts are just as appropriate
for an analysis with the presented method as a mixed trace. Extensions could result
from the use of a high-resolution stereomicroscope, which allowes the isolation of cells
directly from the trace material. The presented method could find application in forensic
casework, in case a STR-analysis or conventional mtDNA-sequencing did not provide
results. This could particularly be the case for minimal or degraded trace material and
mixed traces. Furthermore the phenomenon of heteroplasmy could be examined more

closely, what could bring more precision to the calculation of identity probability.
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Tabellenanhang

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit erfolgt soweit moglich eine gemeinsame Darstellung
von Amplifizierung und Sequenzierung in einer Tabelle. Einzelne wiederholt sequenzierte
Proben sind entsprechend gekennzeichnet.

Jeder einzelnen Zelle ist eine Identifikations-Nummer zugeordnet. Dabei entspricht die
erste Zahl vor dem Punkt der Nummer der Testperson, nach dem Punkt sind die Einzel-
zellen dieser Testperson durchnummeriert. Beispielsweise ist Z213.024 die 24. Einzelzelle,

die von Person 13 gepickt und analysiert wurde.

Zeichenerklarung:

F Vorwiértsreaktion

R Riickwartsreaktion

Wdh. Wiederholte Sequenzierung
Z Zelle

NeKo Negativkontrolle

H>,O  Menge an aqua dest. beim Single-Cell-Picking
Pu Menge Puffer

Pr Menge Proteinase K

+ Sequenzierung positiv

- keine Sequenz

and.  andere Sequenz, entspricht nicht Proband

ZUS. eine zusétzliche Basenabweichung gegeniiber Proband, Verdacht auf Heteroplasmie
NA nicht auswertbar
/ nicht durchgefiihrt

HP Heteroplasmie
Teile  Teile einer Sequenz, nicht sicher auswertbar
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6.1 Tabellen HV1-Region

Tabellenanhang

Probe Minigel Sequenzierung F Sequenzierung R
K562 3 + +
71.001 2 NA NA
71.002 1 + +
71.003 1 + +
71.004 2 NA NA
71.005 2 + +
21.006 2 NA NA
71.007 2 NA NA
71.008 1 + +
71.009 1 and. and.
71.010 1 NA NA
NeKo 0 - -
10 10 4 4
Tabelle 6.1: 18,75 ul H2O, keine Lyse, PCR: HV1
Probe Minigel Sequenzierung F Sequenzierung R
K562 3 + +
710.001 0 NA NA
710.002 1 NA NA
710.003 2 NA NA
710.004 1 NA NA
710.005 1 NA NA
710.006 1 NA NA
710.007 0 NA NA
710.008 2 NA NA
NeKo 0 - -
E 6 0 0

Tabelle 6.2: H-0O: 18,75 l, Lyse: keine, PCR: HV1
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Tabellenanhang

Probe Minigel Sequenzierung F
K562 3 +
75.001 2 NA
75.002 2 NA
75.003 1 and.
75.004 2 NA
75.005 2 +
75.006 1 and.
75.007 0 /
75.008 2 and.
75.009 2 NA
75.010 2 +
NeKo 0 -
10 9 2

Tabelle 6.3: H»O: 18,75 ul, Lyse: keine, PCR: HV1

Probe

Minigel

Sequenzierung F

K562

71.011
71.012
71.013
71.014
71.015
71.016
71.017
7Z1.018
71.019
NeKo

3

e i

OO = NN DNDNND N

9

Tabelle 6.4: H,O: 16,15l, Lyse: 2pl Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1
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Tabellenanhang

Probe Minigel Sequenzierung F
K562 3 +
77.001 0 NA
27.002 1 +
27.003 1 +
77.004 0 NA
27.005 2 +
27.006 0 NA
27.007 0 NA
27.008 0 NA
27.009 0 NA
77.010 0 NA
NeKo 0 -
10 3 3

Tabelle 6.5: H>O: 16,15 ul, Lyse: 2ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1

Probe Minigel Sequenzierung F

K562 3
75.011
75.012
75.013
75.014
75.015
75.016
75.017
75.018
NeKo

e i e S

DD P H = /) =)=

E 8

Tabelle 6.6: H,O: 16,151, Lyse: 2l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1, ohne Einfrieren
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Tabellenanhang

Probe

Minigel

Sequenzierung F

K562

75.019
75.020
75.021
75.022
75.023
75.024
75.025
75.026
NeKo

3

e i S

(o o) | e I e e e e i Pl

8

Tabelle 6.7: H>O: 16,15pl, Lyse: 2ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1, mit Einfrieren

Probe Minigel Sequenzierung F Sequenzierung R
K562 3 + /
710.009 1 ZUs. +
210.010 0 NA /
710.011 1 + +
710.012 1 + /
710.013 1 + /
710.014 1 + /
710.015 1 + /
710.016 1 + /
710.017 0 NA /
710.018 1 + /
710.019 0 NA /
710.020 1 NA /
710.021 1 + +
710.022 1 + +
710.023 0 NA /
710.024 0 NA /
NeKo 0 - /
16 11 10 4

Tabelle 6.8: H>O: 16,15 ul, Lyse: 2ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1
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Tabellenanhang

Probe Minigel Sequenzierung R Wdh. R
K562 1 / /
71.060 1 Zus. Zus
71.061 1 + +
71.062 1 NA +
71.063 1 NA +
71.064 0 / /
71.065 1 NA /
NeKo 0 / /

6 5 2 4

6.2 Tabellen HV2-Region

Tabelle 6.9: H,O: 16,15nl, Lyse: 2,0l Pu + 0,6 pl Pr, PCR: HV1

Probe Minigel Sequenzierung F Sequenzierung R
K562 3 + /
71.020 3 + +
71.021 0 NA /
71.022 3 NA +
71.023 3 + +
71.024 3 + +
71.025 3 + +
71.026 3 + (HP) + (HP)
71.027 0 NA /
NeKo 0 - /
E 6 5 \ 6

Tabelle 6.10: H;O: 16,15yl, Lyse: 2l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV2
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Tabellenanhang

Probe Minigel Sequenzierung F
K562 3 +

71.090 2 +

71.091 2 +

71.092 2 +

71.093 2 +

71.094 1 NA
71.095 2 ZUs.

NeKo 0 -

6 6 D

Tabelle 6.11: H5O: 16,15pl, Lyse: 2ul Pu + 0,6 pl Pr, PCR: HV2

Probe Minigel Sequenzierung F

K562 3
71.096
71.097
71.098
71.099
71.100
71.101
71.102
71.103
NeKo

e e S

0D DN DN NN DNDDNDNDDN

8

Tabelle 6.12: H5O: 16,15pl, Lyse: 2ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV2
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Tabellenanhang

6.3 Tabellen Koamplifizierung von HV1- und

HV2-Region
Probe Minigel Sequenzierung Sequenzierung
HV1F HV2 F

K562 3 + +
71.028 3 + +
71.029 3 + +
71.030 3 + +
71.031 3 + +
71.032 3 + +
71.033 2 + ZUs.
71.034 0 NA NA
71.035 3 Zus. +
NeKo 0 - -

8 7 7 7

Tabelle 6.13: H;O: 16,15yul, Lyse: 1,5 ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV142
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Tabellenanhang

Probe

Minigel

Sequenzierung

K562

77.011
77.012
77.013
77.014
77.015
77.016
77.017
77.018
77.019
77.020
77.021
77.022
77.023
77.024
77.025
77.026
77.027
77.028
77.029
NeKo

3

19

SO DD DD DD DO DD DO oD OO o000 o000 oo

|

[ Y N N

Tabelle 6.14: H»O: 15,15pl, Lyse: 2,0ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2

Probe

Minigel

Sequenzierung

K562

71.036
71.037
71.038
71.039
71.040
71.041
71.042
71.043
71.044
71.045
71.046
71.047
NeKo

3

12

SO DD DD D DD o OO

[l G U N
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Tabelle 6.15: H-O: 15,15pl, Lyse: 2,0ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2




Tabellenanhang

Probe

Minigel

Sequenzierung

K562

71.048
71.049
71.050
71.051
71.052
71.053
71.054
71.055
71.056
71.057
71.058
71.059
NeKo

3

SO DD DO D DO oo oo

O ™ T T T T T T T T T T T T T

Tabelle 6.16: H-0O: 15,15pl, Lyse: 2,0ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2

Probe

Minigel

Sequenzierung

K562

71.066
71.067
71.068
71.069
71.070
71.071
NeKo

3

SO DD OO O OO

O™ T T T T T T T
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Tabelle 6.17: HyO: 15,15yl, Lyse: 2,0l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV14-2




Tabellenanhang

Probe

Minigel

Sequenzierung

K562

71.072
71.073
71.074
71.075
71.076
21.077
71.078
71.079
71.080
71.081
71.082
71.083
NeKo

3

12

SO DD DO D DO oo oo

O ™ T T T T T T T T T T T T T

Tabelle 6.18: H-0O: 15,15pl, Lyse: 2,0ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2

Probe

Minigel

Sequenzierung

K562

71.084
71.085
71.086
71.087
71.088
71.089
NeKo

3

SO DD OO O OO

O™ T T T T T T T
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Tabelle 6.19: H;O: 15,15yl, Lyse: 2,0l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV14-2




Tabellenanhang

Probe

Minigel

Sequenzierung
HV1 R

Sequenzierung
HV2 F

K562

71.104
71.105
71.106
71.107
71.108
71.109
NeKo

e

DN DN NN DN~ W

|

S+ 5 +++++

|

6

Tabelle 6.20: H,0: 16,15, Lyse: 1,511 Pu + 0,61l Pr, PCR: HV1+2

Probe

Minigel

Sequenzierung
HV1R

Sequenzierung
HV2 F

K562

77.030
77.031
77.032
77.033
77.034
77.035
77.036
77.037
NeKo

e e e S S

+

e A

gdo~— mr mr—,r —, N~ oW

|

7

|

7

Tabelle 6.21: H;O: 16,15yl, Lyse: 1,5 ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV142

Probe

Minigel

Sequenzierung

K562

77.038
77.039
77.040
77.041
77.042
77.043
77.044
77.045
NeKo

3

OO D DODDOD DD OO OO

O™ T T T T T T T T T

Tabelle 6.22: H;O: 15,15yl, Lyse: 2,0l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV14-2

112




Tabellenanhang

Probe Minigel Sequenzierung Sequenzierung
HV1 R HV2 F

K562 3 + +
77.046 1 + +
77.047 1 + +
27.048 1 + +
27.049 1 and. and.

4 4 3 3

Tabelle 6.23: H>O: 15,65 pul, Lyse: 1,5ul Pu 4+ 0,6 pl Pr, PCR: HV1+2, gemeinsam mit
PCR Tabelle 6.24

Probe Minigel Sequenzierung Sequenzierung
HV1 R HV2 F
27.050 2 + +
77.051 2 + +
77.052 2 + +
27.053 2 + +
NeKo 0 - -
4 4 4 4

Tabelle 6.24: H>O: 16,15pul, Lyse: 1,0ul Pu 4+ 0,6 pl Pr, PCR: HV1+2, gemeinsam mit
PCR Tabelle 6.23

Probe Minigel Sequenzierung Sequenzierung
HV1 R HV2 F

K562

713.001
713.002
713.003
713.004
713.005
713.006
713.007
713.008
713.009
713.010
77.031 (Wdh.)
27.036 (Wdh.)
NeKo 1

= e e e e e e e e QO

e e i i i e S

Wl ~~~++ ++ 2L+ +++~

—
)

10 \ 10

Tabelle 6.25: H50: 16,15 ul, Lyse: 1,0ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2, NeKo verunreinigt
(Proband 7)
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Tabellenanhang

Probe

Minigel

Sequenzierung

HV1 R

Sequenzierung

HV2 F

K562
713.011
713.012
713.013
713.014
713.015
713.016
713.017
713.018
713.019
713.020
NeKo

| 10

WD DO O OO, OFOW

Tabelle 6.26: H-O: 16,15pl, Lyse: 1,0pnl Pu + 0,6 nl Pr, PCR: HV1+42, Sequenzierung
gemeinsam mit Proben Tabelle 6.27

Probe Minigel Sequenzierung Sequenzierung
HV1 R HV2 F
K562 3 + /
713.021 1 + +
713.022 1 + +
713.023 0 / /
713.024 1 + NA
713.025 0 / /
713.026 2 + +
713.027 1 + +
713.028 0 / /
NeKo 0 - /
E 5 5 4
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Tabelle 6.27: H»0O: 16,15pl, Lyse: 1,0l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2




Tabellenanhang

Probe Minigel Sequenzierung Sequenzierung
HV1 R HV2 F
K562 3 + /
713.029 0 / /
713.030 0 / /
713.031 0 / /
713.032 1 + NA
713.033 1 + NA
713.034 1 + NA
713.035 1 + NA
713.036 1 + Teile
NeKo 0 - /
E 5 5 0

Tabelle 6.28: H»O: 16,15 pl, Lyse: 1,0l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2

Probe Minigel Sequenzierung Sequenzierung
HV1 R HV2 F
K562 3 NA /
713.037 2 NA /
713.038 2 NA /
713.039 2 NA /
713.040 2 NA /
713.041 2 NA /
713.042 2 NA /
713.043 2 NA /
713.044 2 NA /
E 8 0 /

Tabelle 6.29: H>O: 16,15pul, Lyse: 1,0ul Pu 4+ 0,6 pl Pr, PCR: HV1+2, gemeinsam mit
PCR Tabelle 6.30
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Tabellenanhang

Probe Minigel Sequenzierung Sequenzierung
HV1 R HV2 F
712.001 2 NA /
712.002 2 NA /
712.003 0 / /
712.004 1 NA /
712.005 0 / /
712.006 2 NA /
712.007 2 NA /
712.008 0 / /
NeKo 0 - /
8 5 0 /

Tabelle 6.30: H>O: 16,15ul, Lyse: 1,0ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2, gemeinsam mit

PCR Tabelle 6.29

Probe Minigel Sequenzierung | Sequenzierung | Wdh. HV2 F
HV1 R HV2 F
K562 3 + / /
712.009 1 + NA Teile
712.010 2 + + /
712.011 0 NA / /
712.012 1 Zus. NA +
712.013 1 + + /
712.014 2 + ZUS. +
712.015 2 + + /
712.016 2 + NA Teile
712.017 2 + +
712.018 2 + NA Teile
NeKo 0 - / /
10 \ 9 9 \ 5 \ 2

Tabelle 6.31: H-0: 16,15pl, Lyse: 1,0ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2
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Tabellenanhang

Probe

Minigel

Sequenzierung

HV1 R

Sequenzierung
HV2 F

K562

710.025
710.026
710.027
710.028
710.029
710.030
710.031
710.032
710.033
710.034
NeKo

10

OO W WO WWWWwwrH =W

o+ ~+++++Z++

ol ++~+++++Z++

Tabelle 6.32: H»0O: 16,15 pl, Lyse: 1,0l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2

Probe

Minigel

Sequenzierung
HV1 R

Sequenzierung
HV2 F

K562

710.035
710.036
710.037
710.038
710.039
710.040
710.041
710.042
710.043
710.044
NeKo

o+t ~—t+ ++

Fob e~ +

10

DN P N DNODOWWWW

8

8

Tabelle 6.33: H50: 16,15pl, Lyse: 1,0ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+2
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Tabellenanhang

6.4 Tabelle Versuch mit Zigarettenkippe

Probe Minigel Sequenzierung F Sequenzierung R
K562 3 + /
Kippe 71 0 + NA
Kippe Z2 0 + NA
Kippe Z3 0 + NA
Kippe Z4 1 + NA
Kippe Z5 1 + +
Kippe Z6 1 + +
Kippe Z7 1 NA /
Kippe 78 1 NA /
NeKo 0 - /
8 5 6 2

Tabelle 6.34: H,O: 16,15, Lyse: 2l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1, Zigarettenkippe

6.5 Tabellen Versuche mit Mischspur

Probe Minigel Sequenzierung F
K562 3 +
X01 0 NA
X02 0 NA
X03 0 NA
X04 0 NA
X05 0 NA
X06 0 NA
X07 0 NA
X08 0 NA
X09 0 NA
NeKo 0 -
9 0 0

Tabelle 6.35: H,O: 16,15nl, Lyse: 2l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1, Mischspur
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Tabellenanhang

Probe Minigel Sequenzierung HV1 F
K562 3 +
X10 0 NA
X11 0 NA
X12 0 NA
X13 0 NA
X14 0 NA
X15 0 NA
X16 0 NA
X17 0 NA
NeKo 0 -
8 \ 0 0

Tabelle 6.36: H-O: 15,15 l, Lyse: 2ul Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+42, Mischspur

Probe Minigel Sequenzierung Sequenzierung
HV1F HV2 R
Y01 2 Proband 1 Proband 1
Y02 0 / /
Y03 1 NA NA
Y04 2 Proband 1 Proband 1
Y05 2 Proband 1 Proband 1
Y06 0 / /
Y07 0 / /
Y08 2 Proband 1 Proband 1
Y09 1 Proband 1 Proband 1
Y10 1 Proband 15 NA
Y11 1 Proband 15 NA
Y12 2 Proband 1 Proband 1
Y13 2 Proband 1 Proband 1
Y14 1 Proband 15 NA
Y15 2 Proband 1 Proband 1
Y16 2 Proband 1 Proband 1
Y17 1 Proband 1 Proband 1
Y18 2 Proband 1 Proband 1
Y19 2 Proband 1 Proband 1
Y20 1 Proband 15 NA
Y21 2 Proband 1 Proband 1
Y22 2 Proband 1 Proband 1
Y23 1 Proband 1, zus. NA
Y24 2 Proband 1 Proband 1
NeKo 0 - -

Tabelle 6.37: H-O: 16,15pl, Lyse: 1l Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1+42, Mischspur
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Tabellenanhang

6.6 Tabelle Versuch mit Spermien

Probe Minigel Sequenzierung F
K562 3 +
Sm1 0 NA
Sm2 0 Teile
Sm3 0 NA
Sm4 0 NA
Smb 0 NA
Sm6 0 /
Sm7 0 /
Sm8& 0 /
Sm9 0 /
Sm10 0 /
Smll 2 Teile
Sm12 0 /
KoZ1 0 Anderson
KoZ2 0 Anderson
KoZ3 0 Anderson
KoZ4 0 /
KoZ5 0 /
KoZ6 0 /
NeKo 0 -

8 \ 8 8

Tabelle 6.38: H2O: 16,15pl, Lyse: 2pl Pu + 0,6 ul Pr, PCR: HV1, Spermien (Sm) und
Kontroll-Epithelzellen (KoZ)
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Lebenslauf
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