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1. Genotypisierung des telogenen Haares

Die forensische Analyse dient heute in den meisten Fallen
einer Identitatshestimmung: An einem Tatort sind biolo-
gische Spuren sicher gestellt worden. Oft gibt es tatver-
dachtige Personen. Mit den Methoden der DNA-Analyse
wird geklart, ob die Spur von dem oder den Verdachtigen
herriihrt oder nicht.

Das spezifische Problem der forensischen Analyse ist meist
die durch vielerlei Einfliisse bewirkte Zersetzung der Probe
und deren geringe Menge. Zersetzung des Probenmate-
rials heiBt auch: Die DNA ist fragmentiert — je hoher der
Zersetzungsgrad, desto kiirzer die verbliebenen Fragmente.
Hinzu kommt, dass gerade bei den geringen zur Verfligung
stehenden Mengen an Probenmaterial chemische Storfak-
toren auf die Analyse einen groBen Einfluss haben. Das
fihrt oft dazu, dass die fast immer zur Anwendung kom-
mende Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auch mit an sich
geniigend Ausgangsmaterial nicht funktioniert. Die foren-
sische Analytik bemiiht sich deswegen bei der Auswahl
ihrer Methode um zwei Aspekte:

B Sie arbeitet nach Maglichkeit mit biologischem
Material, welches noch viel DNA enthalt.

B Sie wahlt eine Bestimmungsmethode, die mit
kleinen DNA-Fragmenten auskommt.

Fast alle Korperzellen enthalten zwei Arten von Genomen,
zum einen das im Zellkern befindliche und zum anderen
das Mitochondriengenom. Im Zellkern findet sich das je-
weils zu 50 % von Vater und Mutter ererbte Genom. Die fiir
Abstammungsanalyse und Identitdtsbestimmung benutz-
ten DNA-Marker existieren deswegen in zwei Kopien im
Kerngenom — die eine stammt vom Vater, die andere von
der Mutter. Anders das Mitochondriengenom: Eine Korper-
zelle enthélt, abhdngig vom Typ, zwischen 50 und 10.000
ausschlieBlich von der Mutter ererbte Mitochondrien; jedes
Mitochondrium enthalt im Mittel 8 Kopien des mitochond-

rialen Genoms. Deswegen ist die Analyse des Mitochond-
riengenoms bei stark zersetztem forensischem Probenma-
terial viel aussichtsreicher als die Analyse der Kernmarker.

Eine der haufigsten biologischen Tatortspuren ist das aus-
gefallene Haar. Es handelt sich dabei meist um telogene
Haare, das bedeutet unter anderem: Sie enthalten keine
Zellanhaftungen. Trotzdem konnen sie fiir die Tateriden-
tifizierung eine bedeutende Rolle spielen. Im Innern des
der Wurzel zugewandten Teils des Haares, dem Haarschaft,
befinden sich ndmlich noch einige wenige Zellen. Diese
sind zwar teilweise degradiert, aber vor allem die mito-
chondriale DNA ist in den meisten Fallen gut typisierbar.

Fiir die Praxis der Ermittlertatigkeit hat die mt-Analyse
also den groBen Vorteil, dass man durch ihren Einsatz
fast immer einen hochinformativen Genotyp erhalt. Die-
ser gestattet den Vergleich mit der mt-Sequenz der Ver-
dachtigen und erleichtert so die Identifizierung des Taters.

Haufig kennt man allerdings keine verdachtigen Personen.
In solch einer Situation ware dann doch ein STR-Genotyp
sehr hilfreich. Damit kann man namlich auf die Daten der
internationalen Gendatei von Straftatern zuriickzugreifen.
Diese enthalt noch keine mt-Sequenzdaten, sondern aus-
schlieBlich STR-Genotypen. Trotz der oft zur Anwendung
kommenden stark verkiirzten STR-Amplifikate funktioniert
dieser an sich so vorteilhafte Analysentyp wegen der ge-
ringen Menge intakter DNA meist nicht.

Unsere hier angebotene Analytik kombiniert beide Metho-
den: Mit Hilfe der sogenannten DAPI-Methode farben wir
das Spurhaar an und zahlen die im Wurzelendstiick vor-
handenen Kerne. Ist deren Zahl héher als ca. 30, so kon-
nen wir die STR-Analyse mit Erfolg anwenden, liegt die
Zahl darunter, miissen wir dem Einsender nicht die Kosten
fiir eine fehlgeschlagene STR-Analyse in Rechnung stel-
len und sequenzieren sofort die mt-DNA.
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2. Die Entscheidung — Sequenzierung des mitochondrialen Genoms
oder STR-Analyse

Die DAPI-Farbung

Diese Farbemethode lasst die DNA intakt fiir alle mdglichen, weiterfiihrenden Analysen. Der Arbeitsvorgang ist wegen
seiner Einfachheit sehr leicht kontaminationsfrei zu halten. Abbildung 1 zeigt Aufnahmen verschiedener Klassen von
telogenen Haaren, in denen man die unterschiedliche Dichte an Zellkernen erkennen kann.

-

Abbildung 1. A) zeigt ein DAPI-gefarbtes Haar mit sehr vielen Kernen (n>30). Mit beiden Kits ergab sich ein komplettes Profil.
Die HVI- und HVII-Sequenzen waren einwandfrei. B) zeigt ein Haar mit nur einigen wenigen Kernstrukturen. Hier konnten wir
mit dem Kit genRes MPX-4SEv4.1 nur 8 der 12 Markerloci nachweisen. Dagegen zeigte der forensische Kit MPX-SP1v2.0 seinen
kompletten Genotyp mit 5 Markern. Die HV I- und HV II-Sequenzen waren einwandfrei. In Abbildung C) ist ein Haar ohne erkenn-
bare Kerne dargestellt. Beide Kits lieferten keine Signale, abgesehen vom Amelogenin im MPX-SP1v2.0. Die Sequenzierungen

von HV 1 und HV Il waren einwandfrei.

Nach MalBigabe dieser DAPI-Ergebnisse und nach Riicksprache mit dem Einsender entscheiden wir, ob wir eine STR-
Untersuchung oder direkt eine mt-Sequenzierung durchfiihren. Fiir eine STR-Untersuchung stehen wahlweise die bei-
den SERAC-STR-Kits (siehe Kapitel 4) zur Verfiigung.

3. Das telogene Haar und seine Entwicklung
Wahrend seiner Entwicklung durchlauft das Haar drei verschiedene, mikroskopisch erkennbare Zustande.

Das anagene Haar ist ein aktives, wachsendes Haar. Es bleibt in dieser Phase
rund 1.000 Tage. Es ist fest verwachsen und verankert in der dermalen Papille.
Es flihrt deswegen nach dem AusreiBen Zellmaterial mit sich, aus dem eine
DNA-Analyse sehr leicht und sicher anzufertigen ist.

Das katagene Haar stellt die nachste Entwicklungsstufe dar. Es handelt sich
dabei um ein 3—4 wéchiges Ubergangsstadium, wihrenddessen sich der Haar-
bulbus von der Papille trennt. Die Zellproduktion wird allmahlich eingestellt.

Dies ist der Ubergang zum telogenen Haar. In dieser Phase ist das Haar iiber

sein nun kolbenformiges Ende wohl noch im Follikel verankert, aber nicht mehr

Uber Zellen verwachsen. Im Laufe weiterer 3—4 Wochen wird dieses telogene

Haar durch ein nachwachsendes Haar verdrangt und fallt aus. Es enthalt also
® keine Zellanhaftungen, aber in Wurzelnahe einige Zellkerne.

Die geringe Anzahl der Zellkerne und der Umstand, dass diese in das Keratin-
Geriist des Haares eingeschlossen sind, machen die DNA-Untersuchung schwie-
anagen L katagen Ltelogen  rig. Nur Speziallaboratorien beherrschen diese Form der Identitatsanalyse.
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4. Die STR-Analyse

Wir wenden routinemaBig die beiden folgenden STR-Kits der Firma SERAC an:

B genRES MPX-4SE v4.1 zur Identitats- und Elternschaftsbegutachtung
Enthaltene Mikrosatellitenmarker: vVWA; D21511; D195433; AMG; THO1; D165539; D18S51; D851179; D251338;
FGA; D351358; SE33;

B genRES MPX-SP1v2.0 — forensischer Kit mit verkiirzten Amplifikaten
Enthaltene Mikrosatellitenmarker: AMG; vWA; THO1; D351358; D851179;

Wenn wir diese beiden Kits ohne Vorauswahl der telogenen Haare nach DAPI-Farbung fiir die Genotypisierung einset-
zen, erhalten wir die in Tabelle 1 dargestellten Ergebnisse:

N=40 Kompletter Genotyp (%) partieller Genotyp (%) nicht auswertbar (%)
genRES MPX 4SEv4.1 28 28 44
genRES MPX SP1v2.0 52 48 0

Bei 40 nach MaBgabe der DAPI-Farbung getroffenen Entscheidungen haben wir bis auf zwei Félle die STR-Typisierbarkeit richtig prognostiziert.

5. Das mitochondriale Genom und seine partielle Sequenzierung

Zelle —_— n Mitochondrium —_— D-Loop

Mitochondrien Zytoplasma -
Abbildung 2. A) stellt stark schematisiert
—~— — L-Strang — H-Strang . . .
und nicht maBstabsgerecht eine Zelle mit
Mitochondrien dar. B) Mitochondrium —
16000 o 500 stark schematisiert. C) Mitochondriales Ge-
e l l l nom und der HVI- und HV Il Ausschnitt
L-Strang

Zellkern 16569

Das mitochondriale Genom ist ein doppelstrangiges DNA-Molekdil (H-Strang und
L-Strang). Es besteht aus 16.569 Basen. Es enthélt 37 Gene, von denen 28 auf dem
H-Strang liegen und 7 auf dem L-Strang. Sie codieren fiir Gene des Mitochondrien-
eigenen Replikationsapparates und den Energiestoffwechsel. Fiir die Identitatsbe-
gutachtung ist in erster Linie ein nichtkodierender Bereich auf dem H-Strang von Grund PCR
Bedeutung — der sogenannte D-Loop oder Replikationsursprung des H-Strangs.
Hier beobachtet man eine betrachtliche Neumutationsfrequenz und damit eine
hohe genetische Variabilitét. Letztere macht diese Region so niitzlich fiir Abstam-
mungs- und Identitatsuntersuchungen. Die erwéhnte Variabilitat beschrankt sich
fast ausschlieBlich auf die beiden HV1 (Position 16.024—16.356) und HVII (Posi-
tion 73-340) genannten Regionen (siehe Abbildung). HV steht fiir hypervariabel.

PCR-Primer

v
‘

PCR-Primer

—

Heute geht praktisch jeder forensischen Analyse eine PCR voraus. Damit vervielfal- Nested PCR
tigt man ein definiertes Teilstlick der Ziel-DNA. Anfang und Ende des Amplifikates  mit eingeriickten
werden durch spezifische Primer (Oligonukleotide) bestimmt. In der forensischen primern
Analytik versucht man maglichst mit einheitlichen Versuchsbedingungen zu arbei-

ten. Dazu gehort auch die Auswahl der Primer. Die Benennung der Positionen im
mitochondrialen Genom folgt einer international einheitlichen Nomenklatur (Abb.2,

Kap. 5.1). Weil sich nur ganz wenige Zellen im Haarschaft befinden und zudem die

Isolation der DNA aus dem Haar problematisch ist, wendet man haufig eine beson- Abbildung 3. Schematische Darstellung der
ders wirkungsvolle PCR-Strategie an, ndmlich die sogenannte Nested-PCR (Abb. 3). Nested-PCR

]
|
|
:



5.1 RoutinemaBig eingesetzte Primer

5.1.1 Grund-PCR

Region Bezeichnung Sequenz

" L15997 (forward) 5-CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT-3°
H16395 (reverse) 5-CAC GGA GGATGG TGG TCA AG-3’

" L00029 (forward) 5-GGT CTATCA CCCTATTAA CCAC-3’
H408 (reverse) 5-CTG TTA AAA GTG CAT ACC GCCA-3°

5.1.2 PCR — Uberspringen der C-Stretch Region

Region Bezeichnung Sequenz
116209 5-CCC CAT GCT TAC AAG CAA GT-3'
H16395 5-TGATTT CAC GGA GGATGG TG-3’

vl H16164 5-TTT GAT GTG GATTGG GTTT-3’
L15997 5’-CAC CAT TAG CAC CCA AAG (CT-37
1331 5-CCC CGCTTC TGG CCA CAG CA-3’
H408 5-CTG TTA AAA GTG CAT ACC GCCA-3’

vl H285 5'-GGG GTTTGG TGG AAATTT TTT G-3'
L29 5-GGT CTATCA CCCTATTAA CCA C-37

M13-Anhangssequenz der forward-Primer: TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13-Anhangssequenz der reverse-Primer: CAG GAA ACA GCT ATG ACC

Damit gelingt praktisch immer die Amplifikation der HV I-und HV II-Bereiche aus telogenen Haaren.

Ein zusatzliches analytisches Problem stellen gelegentlich die Mutationen im sogenannten C-Stretch dar: Relativ hau-
fig wird die Base T in Position 15189 gegen C ausgetauscht. Das fiihrt zu einer Sequenz mit 10 hintereinander liegen-
den Cs. Als Folge davon ist die Sequenz nach dem C-Stretch nicht mehr lesbar. Das bedeutet, man kann diese Sequen-
zen nicht mehr durch eine reverse Sequenzierung bestétigen. Das gleiche gilt fiir den C-Stretch im HVII. Um diesen Un-
sicherheitsfaktor auszuraumen, wenden wir eine vom FBI genutzte Strategie an: Entsprechend dem in Abb 4 gezeigten
Prinzip amplifizieren wir die jeweils vor und nach dem C-Stretch liegende Sequenz mit zusatzlichen Primern und se-
quenzieren diese den C-Stretch nicht mehr enthaltenden Amplifikate.

Normale Sequenz
16189T C-Stretch

P NN A WA WA W e I

— —

Sequenz ohne C-Stretch
Mutation 1689 C (2 Sequenzen iibereinander)

PN AMAMAMAN AN A s i i AN e

Abbildung 4. Amplifikationsstrategie zum Uberspringen der kritischen C-Stretch-Region

Der nachste Schritt des Verfahrens ist die Sequenzierung der Amplifikate. Grundsatzlich werden die Amplifikate von
HVI und HVIl in beide Richtungen sequenziert. Echte Varianten im Genom werden bei beiden Sequenzierungen gefun-
den — die eine Reaktion bestatigt die andere.
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6. Die Bewertung der Sequenzanalyse eines telogenen Haares

Das mitochondriale Genom ist natiirlich wegen seiner ge-
ringen GroBe eines der ersten sequenzierten Genome gewe-
sen. Die erste komplette Sequenz stammt von Anderson (1).
Sie ist auch als Bezugsgenom fiir die mitochondriale Geno-
typisierung festgelegt worden. Die bei einer Person festge-
stellten Abweichungen von dieser Bezugssequenz bezeich-
net man als deren mitochondrialen Haplotyp. In einem typi-
schen Analysenergebnis unterscheidet sich dieser Haplotyp
in 6—-8 Basen von der Anderson-Sequenz. Spezielle Compu-
terprogramme erlauben eine schnelle und sichere Bestim-
mung des Haplotyps. Weltweit stehen inzwischen mindes-
tens zwei Datenbanken zur Verfiigung, in denen zahlreiche
mitochondriale Haplotypen (>4.000) aufgezeichnet sind.
Sie erstrecken sich auf praktisch alle menschlichen Rassen.
Diese Datenbanken wachsen stetig.

Prinzipiell gibt es zwei mdgliche Ergebnisse beim Ver-
gleich des mitochondrialen Spurhaplotyps mit dem ei-
nes Verdachtigen:

B Die Haplotypen sind identisch
B Die Haplotypen sind nicht identisch

Beim ersten Ergebnistyp wird mit Hilfe der Datenbanken
ermittelt, wie haufig der gefundene Haplotyp ist. Daraus
|asst sich ableiten, wie hoch die statistische Wahrschein-
lichkeit dafiir ist, dass die beiden Untersuchungsproben
von der gleichen Person stammen. Die Ublichen Aussage-
wahrscheinlichkeiten sind nicht so hoch wie die bei ent-
sprechenden STR-Analysen.

Man muss beriicksichtigen, dass Vollgeschwister den glei-
chen mitochondrialen Haplotyp aufweisen. Das bedeutet,
die Spur kénnte z.B. auch von einem Bruder des Verdach-
tigen gelegt worden sein. Dieser sogenannte maternale
Vererbungsmodus bringt es auch mit sich, dass Mutter
und mdtterliche GroBmutter eines Probanden den glei-
chen mitochondrialen Haplotyp haben wie dieser — ein
bei vielen forensischen Problemen hilfreicher Sachverhalt.

Beim zweiten Ergebnistyp ist eine genauere Interpretation
der Ergebnisse notig: Wenn z.B. die beiden Haplotypen
sich nur in einer Base unterscheiden, konnten die beiden
Proben wegen der vergleichsweise hohen Mutationsrate
im mitochondrialen D-Loop evtl. trotzdem von einem In-
dividuum stammen. Die Berechnung der Aussagesicher-
heitist ganz von den individuellen Befunden abhéngig: Es
gibt Stellen in den beiden betrachteten Sequenzen (HV/,
HV 1), die bekanntermaBen sehr haufig mutieren wie die
Poly-C-Bereiche in HV116184-16193 und HV Il 302-310,
und es gibt Positionen, die nur extrem selten mutieren wie
HV1173. Gelegentlich weisen auch verschiedene Haare des-
selben Individuums unterschiedliche mt-Haplotypen auf.

Die Sequenzen unterscheiden sich dann in einer oder sel-
tener in zwei Basen. Ursache kann auch hier eine Neumu-
tation in einem der Haare sein. Dies bzw. die hohe Neu-
mutationsrate kann auch dazu fiihren, dass sich in einer
Position die mitochondriale Sequenz der Referenz oder
Vergleichsperson von derjenigen der Spurprobe unter-
scheidet, obwohl die Proben vom gleichen Individuum
stammen: Unterschiedliche Gewebe von einer Person kon-
nen ebenfalls unterschiedliche Sequenzen aufweisen. Wir
haben bei 29 Personen jeweils 5 telogene Haare, 5 ana-
gene Haare, einen Speichelabstrich, Blut und Harnsedi-
ment untersucht. In keinem Fall konnten wir zwischen
den verschiedenen Geweben Unterschiede im mitochon-
drialen Haplotyp nachweisen.

In der wissenschaftlichen Literatur wird seit langem das
Phanomen der Heteroplasmie diskutiert: Eine Zelle oder
die Mischung aus vielen Zellen zeigt bei der Sequenzana-
lyse von HV 1 und HV Il gelegentlich gleichzeitig zwei un-
terschiedliche Haplotypen. Die Unterschiede manifestie-
ren sich meistens auch hier nur in einer Basenposition. Die
groBte Variabilitat zeigen nattirlich auch dabei die Sequenzen
in den beiden erwahnten Poly-C-Bereichen. Deren Instabilitat
fiihrt am héufigsten zur Heteroplasmie. Beobachtet man im
telogenen Spurhaar einen solchen heteroplasmatischen
Unterschied an einer Base, ansonsten aber einen mit dem
Verdachtigen identischen Haplotyp, so kann die Spur doch
durchaus vom Tatverdachtigen stammen. Sind beide Pro-
ben — Tatverdachtiger und Haar — an einer Position hete-
roplasmatisch und auch sonst identisch, so erhéht dies
die Wahrscheinlichkeit der Identitdtszuordnung erheblich.

In europaischen und US-amerikanischen Gerichten spielt
inzwischen die Mitochondrienanalyse eine bedeutende
Rolle. In den meisten Fallen sind Haare und Knochen das
Spur- und Untersuchungsmaterial. Es geht fast immer
um Identitatsuntersuchungen. Die Methoden sind nicht
so standardisiert wie die STR-Analysen. Aber seit Jahren
zeigen weltweit organisierte Ringversuche, wie zuverlds-
sig dieses Verfahren ist. In den USA und in Europa wer-
den den technischen, analytischen und informationstech-
nischen Fortschritten entsprechend regelmaBig Empfeh-
lungen fiir den Umgang mit dem mitochondrialen D-Loop
in wissenschaftlichen Zeitschriften publiziert (2, 3).
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