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1. EINLEITUNG

Der Schwerpunkt der forensisch-medizinischen Haaranalyse liegt, neben der
Speziesidentifizierung, in der Opfer- und / oder Téteridentitatsbestimmung im Rahmen
einer kriminalpolizeilichen Ermittlung. Oftmals sind die erreichten Ergebnisse der
forensisch-medizinischen Haaranalysen nicht zufriedenstellend, sodass neben der
Maoglichkeit der mikroskopischen Untersuchung der Fokus der forensischen
Spurenkunde in den letzten Jahrzehnten immer mehr auf die molekulargenetischen

Untersuchungsmethoden gelegt wurde.

Die ersten mikroskopischen Haaruntersuchungen wurden bereits im spaten 19.
Jahrhundert dokumentiert. Eine alleinige morphologische Analyse war jedoch nicht
aussagekraftig genug, um gesicherte Angaben Uber eine Personenidentifizierung zu

machen. Dies ist bis heute unverandert.

Durch die Entwicklung von molekulargenetischen Untersuchungsmethoden, verénderten
sich die Mdglichkeiten der forensischen Haaranalytik. So war es, im Rahmen der Analyse
polymorpher Proteinsysteme, mdoglich, verlasslichere Angaben Uber Identitaten zu
machen. Die ersten molekulargenetischen Untersuchungsmethoden waren allerdings
nicht sensitiv genug, um mit dem geringen DNA-Gehalt von Einzelhaaren ausreichende
Ergebnisse erzielen zu kénnen.

Erst mit Einzug der Polymerasekettenreaktion (PCR), die eine Vervielfaltigung einzelner,
Individuen-spezifischer DNA-Abschnitte ermoglicht, und der Untersuchung wvon
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen  (RFLP) gelang ein  eindeutiger
Identitatsnachweis, der ausreichend Beweiskraft besitzt, um von

Strafverteidigungsbehdrden und Gerichten verwertbar zu sein.

Heutzutage ist eine molekularbiologische Untersuchung fur die Analyse human-

biologischer, forensischer Spuren, wie etwa Blut, Sperma oder Speichel, Standard.



1.1 Stand der Wissenschaft

Bis Anfang des frihen 20. Jahrhunderts beschrédnkte sich die forensische
Haaruntersuchung im Rahmen der damaligen Madoglichkeiten lediglich auf die
Begutachtung morphologischer Kriterien. Die wahrscheinlich ersten forensischen
Untersuchungen des Haares gehen nach BISPING [8] auf Rudolf Virchow 1861 zurtick.
1873 widmete der britische Toxikologe TAYLOR [57] in seinem Buch ,,The Principles
and Practice of Medical Jurisprudence® ein ganzes Kapitel der forensischen
Haaruntersuchung. Es enthélt Zeichnungen menschlicher Haare unter mikroskopischer
VergroRerung und verweist auf britische Ermittlungen, in denen seinerzeit Haare als
Beweismittel genutzt wurden. 1874 erschien in Tlbingen unter OESTERLEN [41] das
erste Buch uber die Bedeutung des menschlichen Haares in der Gerichtsmedizin. Es
beschéftigt sich hauptséchlich mit morphologischen Kriterien und der Differenzierung
menschlicher und tierischer Haare. 1910 verdffentlichte der franzdsische forensische
Wissenschaftler BALTHAZARD [5] ,.Le poil de I'hnomme et des animaux®, eine
vergleichende Studie, die zahlreiche mikroskopische Untersuchungen nahezu aller
Tierhaare enthalt und somit eine Hilfestellung zur morphologischen Diskrimination

menschlicher und tierischer Haare bietet.

Einen enormen Entwicklungsschritt in der forensischen Haaranalytik ermdglichte
LANDSTEINER [2] mit seiner Entdeckung der Blutgruppen. YADA et al. [64] wiesen
die Merkmale des ABO-Systems 1966 erfolgreich in Haaren nach. Dartiber hinaus wurden
in den spaten 1970er Jahren weitere Blutgruppensysteme, wie etwa das
Phosphoglucomutase;:-(PGMz-)System an  Wurzeln herausgerissener Haare von
TWIBELL [58] oder aber die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (PGD) in Haarwurzeln
durch OYA [44] nachgewiesen. 1983 gelang es GERTLER [18] die Enzyme Esterase D
(EsD) und Glyocalase | (GLO) an humanen Haarwurzeln nachzuweisen. Eine
Geschlechtsdifferenzierung konnte, nach der Entdeckung des inaktiven X-Chromosoms
von BARR [7] und des Akridin-postitiven Y-Chromosoms durch SCHWINGER [52]
erfolgen. 1978 widmete sich NAGAMORI [37] dem spezifischen X-Chromosom-
Nachweises aus dem reinen Haarschaft. Eine Revolution in der forensischen
Spurenkunde gelang JEFFREY'S 1985 [24, 25] durch die Etablierung des ,,genetischen
Fingerabdrucks* und SAIKI [49, 50] durch die Entwicklung und Einfuhrung der PCR.
Die PCR fand, wie in vielen anderen wissenschaftlichen Bereichen, auch in der
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Rechtsmedizin enormen Zuspruch, sodass sich auf dieser Basis die bis heute genutzte
STR-Analytik entwickelte. HUKKELHOVEN [22] gelang 1981 erstmals der DNA-
Nachweis in Haaren; VON BEROLDINGEN [59] quantifizierte erstmals extrahierte
DNA aus Haaren. Seit 1988 wird die DNA-Typisierung von einzelnen Haaren mittels
PCR, erstmals von HIGUCHI [21] durchgefuhrt, eine gdngige Untersuchungsmethode in
der forensischen Medizin.

1.2 Das menschliche Haar

Evolutionsgeschichtlich ist das menschliche Haar als eine Weiterentwicklung der Fisch-
und Reptilienschuppe zu sehen. Die urspriinglichen Funktionen des Haarkleides, wie z.B.
der Kalteschutz, haben keine Bedeutung mehr fiir den neuzeitlichen Homo sapiens. Die

wesentliche Funktion der Kopf- und Sexualbehaarung ist sozialer Natur [34].

1.2.1 Morphologie

Das Haar ist ein strangférmiges Hautanhangsgebilde, das Uber einen Follikel in der
Epidermis verankert ist. Die Follikel sind zylindrische Einstllpungen der Epidermis, die
bis zur Dermis oder Subkutis reichen. Jedem Follikel sind eine Talgdrise und ein glatter
Muskel, der Musculus arrector pili, angegliedert. Die Follikelzahl ist festgelegt und

nimmt postnatal nicht mehr zu.

Man unterscheidet zwei Abschnitte des Haares, den vollstdndig keratinisierten
Haarschaft und die nicht verhornte Haarwurzel. Der Schaft ist zu einem kleinen Anteil
subdermal im Follikel verankert, der groRere Anteil des Schaftes Uberragt jedoch die

Hautoberflache und endet in der Haarspitze.

Lange, kompakt liegende Hornzellen bilden die Hauptmasse des Schaftes, die Rinde. In
ihr liegen die Melanosomen, die fir die individuelle Haarfarbe verantwortlich sind. Die
Cuticula, aufgebaut aus flachen, schuppenférmig angeordneten Hornzellen, umgibt die
Rinde von auen. Streichrichtung ist zur Haarspitze. Das Mark ist ein mit lufthaltigen
Hohlrdumen gefillter, diskontinuierlicher Strang aus Hornzellen und lediglich im

Terminalhaar zu finden.

Ort der Verhornung ist die keratogene Zone. Sie liegt am Ubergang von Haarwurzel zu

Haarschaft.



Die Haarwurzel endet als trichterférmig aufgetriebener Bulbus am Boden des Follikels.
Ihre Zellen sind unverhornt. Der Bulbus enthélt die teilungsaktiven Matrixzellen, die fir
das Haarwachstum verantwortlich sind. Die Nachfolger der Matrixzellen steigen vom
Bulbus her auf und differenzieren sich zu Cuticula, Mark, Rinde oder inneren
Wurzelscheide. Zwischen den Matrixzellen sind die Melanocyten zu finden. Die spateren

Rindenzellen nehmen von hier aus Melanosomen mit zu ihrem Bestimmungsort.

Die Haarpapille reicht von proximal in den Bulbus hinein. Sie besteht aus zellreichem
Bindegewebe und enthalt zur Versorgung des Haares eine Kapillarschlinge. Ohne die

erndhrende Funktion der Papille ware kein Haarwachstum maoglich.

Der Ubergang des Follikels in die Hautoberflache ist der Haartrichter oder Infundibulum.
Am Follikelboden mundet der Talgdrisenausfihrungsgang und — falls vorhanden — kurz
daruber ein apokriner Schweil}drusenausfiihrungsgang.

Innerhalb des Follikels liegen symmetrisch Wurzel und Schaft umgebend die epithelialen
Wurzelscheiden. Hoch bis zum Infundibulum bildet die innere Scheide eine feste Einheit
mit Wurzel und Schaft. Sie besteht aus friih keratinisierten Zellen, die noch vor den
Haarzellen verhornen. Die dulRere Scheide verbindet sich nahtlos mit der Epidermis. Sie
besteht aus vielen Schichten heller, unverhornter Zellen und enthélt unterhalb des
Infundibulums den sogenannten Wulst, eine Kumulation von Stammzellen, die sich zu
Matrixzellen differenzieren, um so, nach Beendigung eines Wachstumszyklus, mit der
Bildung eines neuen Haares, den nachsten Zyklus beginnen.

Von aufRen wird der Follikel von der bindegewebigen Wurzelscheide umhullt. Zwischen
ihr und der &uleren epithelialen Wurzelscheide liegt die Basalmembran oder
Glasmembran.

Aufgabe des M. arrector pili ist die Aufrichtung des Haares (,,Génsehaut*). Der Muskel
inseriert unterhalb der Talgdruse an der Wurzelscheide an der windabgewandten Seite
des Follikels [31, 34, 42].
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Abb. 1.2.1 Histologischer Aufbau des Haares, Haarfollikel (L&ngsschnitt) aus
LULLMANN-RAUCH, R. [31]

1.2.2 Haararten

Es werden drei Arten des menschlichen Haares unterschieden [31, 40].

- Das fetale Lanugohaar wird durch seinen dinnen Querschnitt und seine Hypo-,
bzw. Depigmentierung charakterisiert. Postnatal ersetzen sie die Flaum- oder
Terminalhaare.

- Das Flaumhaar, auch Vellushaar genannt, welches als weiches (bis 20pum im
Querschnitt), hypopigmentiertes und kurzes Haar die Korperoberflache bedeckt.
Der Follikel des Flaumhaares reicht lediglich bis in die Dermis.

- Das Terminalhaar, zu dem die langen, derben (bis 100 pum im Querschnitt) und
pigmentierten Haare des Kopfes, der Brauen, der Wimpern und der sich im Laufe
der Pubertat entwickelnden Haare der Achseln, Genitalregion, Umgebungsregion



von Korperoffnungen und das Barthaar des Mannes z&hlen. Hier reicht der
Follikel bis in die Subkutis.

1.2.3 Wachstumszyklus

Der Wachstumszyklus des menschlichen Haares wird in drei Phasen unterschieden. Er
beginnt immer mit der anagenen Phase, der eigentlichen Wachstumsphase. Sie dauert flr
das Kopfhaar bis zu 8 Jahre, flir die Augenbraue nur einige Monate an. In dieser Phase
ist der Follikel tief in der Epidermis verankert; die in dem Bulbus befindlichen
Matrixzellen sind mitotisch aktiv und produzieren sémtliche Zellen des Haares [17, 31].
Wird das Haar in diesem Stadium durch extern wirkende Kréfte aus der Papille gerissen,
ist die Wahrscheinlichkeit sehr grol3, dass an dem herausgerissenen Haar Zellbestandteile

zu finden sind.

Auf die anagene Wachstumsphase folgt die etwa dreiwdchige Ruckbildungs- oder
katagene Phase. Sie ist definiert als eine kurze Ubergangsphase, in der der mitotisch
aktive Follikel in die Ruhephase, die Telogenphase, (Ubergeht. In dieser
Ruckbildungsphase reduziert sich der Follikel um zwei Drittel seiner ursprunglichen
GroRe. Die mitotische Aktivitdt wird eingeschrankt, die erndhrende Versorgung der
Kapillarschlingen wird verringert, die ersten Zellen des Bulbus verhornen.
Mikroskopisch lasst sich als typisches Merkmal der Katagenphase die Vorstufe der ,,club-
root darstellen, ein pinselartig, gebogenes Follikelende [45].

Die etwa dreimonatige Ruhe- oder Telogenphase endet mit dem Ausfall des Haares. In
dieser Phase ist der Follikel endgultig auf ca. ein Drittel seiner urspriinglichen GroRe
geschrumpft; die Papille ist zu einem Zellhaufen kondensiert, der wenig an die origindren
Fibroblasten der anagenen Papille erinnert. Es sind keine Matrix, innere-, &ullere
Wurzelscheide oder Cuticula nachzuweisen. Die Verankerung des Haares erfolgt allein
uber das kolbenartig veranderte Follikelende. Das Haar fallt durch mechanische
Beanspruchung oder durch ein neu nachwachsendes Haar aus [45].

Die Wachstumszyklen der menschlichen Follikel sind, im Gegensatz zu vielen anderen
Sdugetieren, nicht synchronisiert. So befinden sich ca. 90% der Kopfhaare in der
Anagenphase, die tbrigen 10% verteilen sich auf die Rickbildungs- bzw. Ruhephase. Bei

physiologischen Verhaltnissen verliert der Mensch ca. 100 Haare pro Tag [31].



Abb. 1.2.3 Wachstumsphasen des Haares (aus ORFANOS, C.F. [42])

1.2.4 Biochemie des Haares

Das menschliche Haar ist ein komplexes Gewebe, aufgebaut aus verschieden
differenzierten Zelltypen und einer Anzahl chemischer Komponenten. Der wichtige
Grundbaustein des Haares ist das Keratin. Es wird zwischen weichem und hartem Keratin
unterschieden. Diese beiden Typen differenzieren sich wesentlich in chemischem und
strukturellem Aufbau. Das weiche Keratin entspricht der Stratum corneum der Epidermis.

Die Beruihungssensibilitat des Gewebes ist hier der Ausgangspunkt des Terminus.

Das harte Keratin zeigt ein charakteristisches a-Rontgendiffraktionsmuster, fur welches
die Faserproteine des Haares verantwortlich sind. Dieses spezifische Muster lasst sich in
allen Saugerkeratinen und der Epidermis aller VVertebraten nachweisen [3].

Die Aminosaure Cystein ist fur den relativ hohen Gesamtschwefelgehalt von 5% des
Haares verantwortlich. Im direkten Vergleich dazu liegt der der Epidermis bei nur etwa
1,5%. Das Cystein bildet die Quervernetzung zwischen den Peptidketten, welche sich
durch ein Reduktionsmittel, wie etwa Dithiothreitol (DTT), im Rahmen von
molekularbiologischen Untersuchungen aufbrechen lassen [36].

Der Lipidgehalt des Haares betrdgt 1-2%; der der Epidermis etwa 10%. Daraus ergeben
sich, im Unterschied zur Epidermis, eine gréRere Dehnungs- und Bruchresistenz und eine

geringere Wasserdurchlassigkeit des Haares [42].



Fur die charakteristischen Farben des Haares sind die Melanozyten bzw. das von ihnen
synthetisierte Melanin verantwortlich.

Die Melaninsynthese erfolgt aus der Aminosaure Tyrosin, welches Uber das Enzym
Tyrosinase uber 3,4-Hydroxyphenylalanin (DOPA) und weiter in Dopachinon gespalten
wird. Uber eine Reihe weiterer Syntheseschritte erfolgt letztlich das Endprodukt Melanin
[56].

Die Melanozyten umstiilpen die dermale Papille. Wahrend in der Anagenphase die
Melanozyten grofR und reich an Pigmentkdrnchen sind, endet die Pigmentgranulasynthese
in der Katagenphase. Damit endet auch der Einbau der Pigmentgranula in die
Rindenzellen.

Es werden drei Arten von Melaninen unterschieden: Eumelanin, Phdomelanin und
Neuromelanin. Die eigentliche Haarfarbe eines Menschen hangt sowohl von Qualitéat und
Quantitat des synthetisierten Melanins, als auch von der Haardicke ab. So enthalten
schwarze Haare die groRte Anzahl an weit (ber das Mark und Rinde verteilten
Melanosomen. Blonde Haare sind hypopigmentiert, diinn und enthalten sehr wenig Mark.
Weilie Haare hingegen sind in der Rinde depigmentiert, im Mark stark hypopigmentiert.

Rote Haare enthalten rotes Melanin [14].

1.2.5 Haare als forensische Spur

Neben der toxikologischen Haaruntersuchung auf Drogen, Medikamentenbestandteile
oder andere toxische Substanzen, wie sie in der forensischen Toxikologie Ublich ist,
stehen die Untersuchungen in Hinblick auf Individualmerkmale und Spurenzuordnung
im Fokus der forensisch-medizinischen Haaranalytik [33, 40]. Das Hauptaugenmerk
dieser Arbeit beschrankt sich auf die Untersuchung von Individualmerkmalen und der
sich damit ergebenden Spurenzuordnung.

Spuren sind per definitionem Materialablagerungen auf  Personen  oder
sachgegenstandlichen Oberflachen, die nach Sicherung und Auswertung einen moglichen
Rickschluss auf eventuell stattgefundene Straftaten zulassen. So werden etwa nach
Einbriichen, Gewalt- bzw. Sexualdelikten oder Verkehrsunféllen verschiedenste Spuren
gesichert. Maogliche Spuren konnen unter anderem Korperflussigkeiten wie Blut,

Speichel, Sperma oder Vaginalsekrete, aber auch Gewebeteile oder Hautanhangsgebilde



wie Haare oder N&gel sein. Nicht selten ist die Menge der vorhandenen Spuren sehr
gering.

Aufgrund des bekannten Wachstumszyklus verliert ein gesunder Mensch auf ganz
naturliche Weise bis zu 100 Haare am Tag. Dies macht eine mdgliche Sicherung an
Tatorten sehr wahrscheinlich. Die Sicherung sollte mittels Lupe und Pinzette oder aber
mit einem Klebeband erfolgen. Prinzipiell sollte jedes Haar einzeln asserviert und
beschriftet werden.

Die Untersuchung des gesicherten Haares ist aus mehreren Untersuchungsschritten
aufgebaut. Primér erfolgt die morphologische Begutachtung. So werden etwaig
vorhandene Anhaftungen erkannt und ggfs. weiter untersucht. Nach Reinigung des
Haares mittels Alkohol, Seife oder Ether werden die Haarlange und —farbe bestimmt.
Darauf folgen die Breitenvermessung des Haares sowie die Beurteilung der
Pigmentierung.

Seit 1984 ist durch JEFFREYS® [24, 25] Entdeckung der Minisatelliten im menschlichen
Genom, also der hypervariablen DNA-Bereiche, die spurenkundliche Untersuchung auf
DNA-Ebene ausgeweitet. Dies betrifft auch die Haaranalytik. Die STR-Typisierung ist,
neben der Untersuchung der mitochondrialen Sequenzen, eine wichtige Erhebung in

Richtung Individual-Zuordnung.

1.3 Histologische Haaruntersuchung

Bis zu der Erfindung des Lichtmikroskops im spaten 17. Jahrhundert durch den
Niederlander van Leeuwenhoek, beschrankte sich die maximale VergrdRerung von
Objekten durch sogenannte ,Flohglaser auf  das etwa 9-fache.
Der erste wissenschaftliche Bericht Giber mikroskopische Haaruntersuchungen wurde im
Jahr 1857 von LASSAIGNE [28] verfasst. 1869 erschien eine Arbeit von PFAFF [46],
die unter anderem die Diskriminierung menschlicher und tierischer Haare erlaubt.
WALDEYER [60] verdffentlichte 25 Jahre spater einen Atlas menschlicher und tierischer
Haare mit hervorragenden mikrofotografischen Abbildungen. KOHLER [27]
revolutionierte 1893 mit seiner Arbeit an Ultraviolettmikroskopen die Lichtmikroskopie.
Ab diesem Zeitpunkt entwickelte sich die Fluoreszenzmikroskopie rasant. Lange Zeit

beschrankte sich die Haaruntersuchung auf die Licht- bzw. Fluoreszenzmikroskopie bis



die Haaranalytik mit Einzug der ROntgendiffraktionsanalyse, sowie Raster- und

Transmissionselektronenmikroskope auf eine neue Ebene gehoben wurde.

1.3.1 Prinzip der histologischen Farbungen

Durch die mikroskopische Begutachtung von gefarbtem histologischen Material ist es
moglich, die mit dem blof3en Auge nicht erkennbaren Strukturen, wie z.B. Zellkerne oder
Zytoplasma, sichtbar zu machen und voneinander zu unterscheiden. Man unterscheidet
mehrere Arten von Farbstoffen. Die den Standardfarbungen entsprechenden Farbstoffe
sind:

Kationische = basische Farbstoffe

binden an anionische Strukturen, wie z.B. DNA oder RNA, die aufgrund ihres
Farbeverhaltens auch als basophile Strukturen bezeichnet werden. Ein Vertreter dieser
Klasse ist das Hamatoxylin.

Anionische = saure Farbstoffe

binden an Kkationische Strukturen, wie z.B. Plasmaproteine, Mitochondrien oder
H&moglobin, die aufgrund ihres Farbeverhaltens auch als eosinophile Strukturen
bezeichnet werden. Ein Vertreter dieser Klasse ist das Eosin.

Neben den Standardfarbungen bietet die moderne Histologie eine breite Auswahl an
weiteren moglichen Farbungen, wie etwa die Immun-, Substrat- oder die

Emzymbhistochemie [32].

Daruber hinaus besteht die Mdglichkeit mittels Fluoreszenzfarbstoffen, wie z.B. dem 4',6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI), die DNA anzufarben.

1.3.2 DAPI-Prinzip

Der Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) bindet an A-T-reiche
Sequenzen doppelstrangiger DNA. Durch die Anregung mit ultraviolettem Licht

fluoresziert DAPI in sichtbarem Blau.

Um ein rasches Verblassen der Fluoreszenz zu verhindern, kann dem Farbeansatz das
bicyclische, tertidre Amin 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]Joctan (DABCQO) als Stabilisator
beigefligt werden.
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Mittels Fluoreszenzmikroskop ist es mdglich, die angefarbten, also DNA-haltigen,
Strukturen zu erkennen und eine Aussage Uber die Quantitat der vorhandenen Zellkerne,

bzw. nukleinséurehaltigen Strukturen zu machen [10].

1.3.3 Harris-Hamatoxylin-Farbung

Der basische Farbstoff Hamatoxylin kann auf zweierlei Wegen gewonnen werden; auf
natlrlichem Wege durch Extraktion des Kernholzes der Haematoxylin-Arten oder aber
auf synthetische Weise. Die Nomenklatur ist historisch bedingt, korrekterweise misste
das Oxidationprodukt Hamatein genannt werden. Es existieren tber 100 verschiedene
Rezepte zur Farbstoffgewinnung. Die géngigsten Rezepturen sind die nach Mayer, Harris
und Weigert. Das in dieser Arbeit verwendete Harris-Hamatoxylin ist ein Hamatein,
welches als leicht saurer Farbstoff vorliegt. Erst durch die Verbindung mit einem
Aluminiumkation (APF*) wird die gewiinschte Farbewirkung erreicht. Der basische
Farblack liegt in einer L6sung mit leicht saurem Milieu (pH 3-4) vor. Uber eine
Chelatbildung an mehrwertigen Kationen mit anionischen Strukturen bindet der Farblack
an das Substrat. Diese Bindung ist so stabil, dass folgende Spulschritte in Wasser und
Alkohol sie nicht wieder I6sen. Durch die Spilung mit destilliertem Wasser (pH 4,8-5,0)
entsteht die rotlich-braune Farbe der gefarbten Strukturen. Nach der eigentlichen
Kernfarbung schlielt sich meist eine Gegenfarbung der Gibrigen histologischen Strukturen
an. Diese erfolgt oftmals mit dem sauren Farbstoff Eosin. Auf die Gegenfarbung wurde

in dieser Arbeit aufgrund mangelnden Nutzens verzichtet [1, 32].

1.4 DNA-Typisierung

Die humane DNA ist aus vier unterschiedlichen Bausteinen zusammengesetzt: den
Nukleotiden. Die Nukleotide wiederum setzen sich aus einer Desoxyribose, einem
Phosphat und entweder einer organischen Purin- (Adenin und Guanin) oder einer
Pyrimidinbase (Cytosin und Thymin) zusammen. Sie weisen ein 5°-Phosphat- und ein 3°-
Hydroxyl-Ende auf, worlber sie mit weiteren Nukleotiden tber ein Zucker-Phosphat-
»Rickgrat zu einem Makromolekdl verknipft sind. Das fadenférmige Makromolekiil
ist aus zwei Polynukleotidstrangen aufgebaut, die Gber Wasserstoffbriickenbindungen
miteinander  verknupft sind. Nach der Chargaff-Regel ldsst sich die

Basenzusammensetzung der DNA analysieren. Sie besagt, dass die Anzahl der Adenine
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immer der der Thymine und die der Guanine der der Cytosine entspricht. Daraus ergibt
sich, dass die Anzahl der Pyridine gleich der Anzahl der Purine ist. Watson und Crick
entwickelten im Jahr 1928 das Modell der DNA-Doppelhelix. Dieses zeigt, dass die
beiden Einzelstrange der DNA antiparallel verlaufen, also das 5°-Ende des einen Strangs
dem 3°-Ende des komplementéren Strangs gegentberliegt und umgekehrt. Man spricht
von Polaritaten. Die beiden Einzelstrange liegen ineinander verdrillt in Form einer
Doppelhelix vor. Die hydrophoben Basen nach innen, das negativ geladene
Zuckerphosphatriickgrat auBen. 1952 gelang es Alfred Hershey und Martha Chase
basierend auf den Erkentnissen von Oswald T. Avery, die DNA als genetischen
Informationstrager zu identifizieren.  Sie ist in Form von Nukleotidsequenzen
verschlusselt. Man unterscheidet zwischen einmalig vorkommender single-copy DNA,
die in der Regel zu den proteinkodierenden Bereichen gehort und der repetitiven DNA,
die nahezu ausschlielich zu den nicht-kodierenden Bereichen gezéhlt wird. 1968
konnten Marshall Nirenberg und Gobind Khorana beweisen, dass die lineare Abfolge der
Basen Uber die Abfolge der Aminoséure in den Proteinen entscheidet. Das gesamte
humane Genom ist 111 cm lang; enthélt etwa 3253x108 Basenpaare (bp) und ist auf 23

Chromosomen verteilt [23, 47].

1.4.1 Genetische Individualitat

Fur die Individualitat eines Menschen ist sowohl die Heterogenitat der genomischen als
auch der mitochondrialen Desoxyribonukleinsdure (DNS oder engl.: DNA)
verantwortlich. Durch sie ist eine Unterscheidung zwischen zwei Individuen moglich. Fir
die groRere Heterogenitdat der genomischen DNA der kodierenden und der nicht-
kodierenden  Bereiche ist die Rekombination verantwortlich [23]. Der
Untersuchungsschwerpunkt der genetischen forensischen Spurenkunde liegt in den nicht-
kodierenden Bereichen.

1.4.2 DNA-Polymorphismen

DNA-Abschnitte, die innerhalb verschiedener Individuen derselben Spezies neutrale
Variationen aufweisen, werden als DNA-Polymorphismen bezeichnet, der variable DNA-
Bereich als polymorphe Region. Neutral bedeutet, dass die betroffenen Sequenzen in

nicht-kodierenden Bereichen liegen und somit eine Mutation in diesem Bereich stumm,
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also ohne Genproduktveranderung, verlauft. Man unterscheidet zwischen molekularen
Sequenz- und L&ngenmarkern. In den Sequenzmarkern unterscheidet sich die
Basenabfolge, waéhrend bei den L&ngenmarkern die Héaufigkeit einer sich

wiederholenden, repetitiven Sequenz variiert.

Der genetische Fingerabdruck, also die eindeutige Identifizierung eines menschlichen
Individuums, fuRt auf der hohen Variabilitit der DNA-Polymorphismen. Diese
Polymorphismen kénnen, genau wie Gene, homo- oder heterozygot auf den beiden
homologen Chromosomen vorkommen. Man spricht demnach auch von homo- oder
heterozygoten Allelen. Der Vererbungslehre entsprechend werden die Allele an die
nachfolgenden Generationen vererbt. Das beinahe komplette menschliche Genom weist
diese kurzen, sich tandemartig hintereinander wiederholenden Sequenzen auf. Man
unterscheidet je nach Anzahl der repetitiven Einheiten zwischen Satelliten-
Minisatelliten- und Mikrosatelliten-Sequenzen [23, 47].

1.4.2.1 Satelliten-DNA

Mit einem Wiederholungsgrad von 103-107 mal pro Locus, welcher nur etwa 1-2 Mal
pro Chromosom vorliegt und einer L&nge von bis zu mehreren hunderttausend sich
wiederholenden Basenpaaren zédhlt die Satellilten-DNA zu den grofiten DNA-

Tandemwiederholungsabschnitten.

1.4.2.2 Minisatelliten-DNA

Das Sequenzmotiv ist 9-100 bp; der gesamte sich wiederholende Abschnitt ist nicht
langer als 15000 bp. Minisatelliten-DNA kdnnen bis zu mehrere tausend Mal im Genom
vorkommen und bilden Polymorphismen (Variable Number of Short Tandem Repeats,
VNTR).

1.4.2.3 Mikrosatelliten-DNA (=STR, short tandem repeats)

Das Sequenzmotiv der Mikrosatelliten-DNA ist mit 2-6 bp noch kirzer als das der
Minisatelliten. Der Gesamt-Tandem-Repeat erreicht eine Maximalldnge von etwa 400 bp.
Sie kommen Uber das komplette Genom verteilt vor. Die STRs machen etwa 0,5% des
Gesamtgenoms aus. Durch einen leichten Versatz der Einzelstrange wéhrend der DNA-
Replikation kann es zu einer Veradnderung der Anzahl der Motivwiederholungen

kommen. Daraus ergibt sich eine sehr hohe Polymorphie. Die kurzen Fragmentlangen
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und die damit verbundene hohe Resistenz gegentiber nukleasenvermitteltem Abbau

macht sie fur die Forensik zu einem der wichtigsten Marker.

Nahezu alle Individuen einer Spezies weisen eine Heterozygotie der Mini- und
Mikrosatelliten auf [23, 47].

1.4.3 DNA-Typisierung in der forensischen Genetik

Fur die forensische Genetik spielen im Sinne der Kriminalistik bzw. der
Abstammungsanalyse die STR die wichtigste Rolle. Die tandemartigen Wiederholungen
kurzer Nukleotidsequenzen weisen eine sehr hohe Variabilitit am Locus der
Mikrosatelliten auf. Es wird dartiber spekuliert, ob diese Mutationen aufgrund ihrer
genetischen Unerheblichkeit unverandert verbleiben.
Von den bis heute beschriebenen vielen Tausend STRs sind letztendlich nur etwa 50
STRs grindlich erforscht, d.h. die Allelfrequenz und Sequenzstruktur (repeats) ist
bekannt [23].

Das European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI) empfiehlt die
Untersuchung von 16 STR-Merkmalssystemen und dem geschlechtsspezifischen System
Amelogenin. Alle 16 Systeme entstammen den nichtkodierenden Bereichen der DNA,

lokalisiert auf verschiedenen Chromosomen [54].

1.4.4 Multiplex-PCR

Die Multiplex-PCR ermdglicht die gleichzeitige Amplifikation mehrerer STR-Systeme.
Sie ist in der Regel industriell hergestellten Multiplex-Kits erhdltlich. Sie bieten eine
enorme Zeitersparnis gegenuber der Singleplex-PCR, bei der jedes STR-System einzeln
amplifiziert werden muss, was einen vermehrten Probenverbrauch mit sich zieht.
Allerdings sind die Multiplex- gegenuber den Singleplex-PCRs in ihrer Sensitivitat
geringer, wie CHAMBERLAIN [15] in seiner Arbeit feststellte. Die in dieser Arbeit
untersuchten STR-Systeme entsprechen den von der European Network of Forensic
Science Institues (ENFSI) und European DNA profiling Group (EDNAP) deklarierten
européischen  Standard Sets (ESS) und damit der entsprechenenden

Standardarbeitsanweisung des Instituts fiir Forensische Genetik Miinster, DN_SA_110.
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Folgende 17 Systeme wurden typisiert: D18S51, D21S11, THO01, D3S1358, D16S539,
D2S1338, D1S1656, D10S1248, FGA, D8S1179, VWA, D22S1045, SE33, D19S433,
D12S391, D2S441 und das geschlechtsindizierende System Amelogenin.

1.4.5 Kapillargelelektrophorese

Ziel der Kapillargelelektrophorese ist die Auftrennung und Detektion von
fluoreszenzmarkierten PCR-Produkten. Die Elektrophorese ist als Wanderung von sich
in Losung befindlicher lonen oder geladenen Molekdile durch ein Medium bei angelegter
Spannung definiert. Die PCR-Produkte werden vor der eigentlichen Elektrophorese mit
Formamid versetzt. Das Reagenz ist in der Lage die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den komplementéren Strangen der PCR-Amplifikate aufzubrechen und die
Salzkonzentration zu vermindern. Die Kapillare wird mit einer Gelmatrix (Polymer)
gefillt und Probenmaterial elektrokinetisch in die Kapillare injiziert. Die angelegte
Spannung bewirkt, dass sich die verschieden groRen DNA-Amplikone ihrer Ldnge nach
auftrennen und sich in Richtung der Anode, an einem Argon-lonen-Laser vorbei
bewegen. Dieser regt die gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe zur spontanen Lichtemission
an. Das emittierte Licht wird mittels Prisma seiner Wellenlange nach zerlegt und von
einer Detektionseinheit (CCD-Kamera) registriert. Jeder Probe ist ein ebenfalls
fluoreszenzmarkierter Langenstandard (CC5) zugesetzt, der Fragmente mit bekannter
Lange enthélt. Anhand dieser Fragmentlangen erfolgt die Langenberechnung der
unbekannten Amplikone. Die CCD-Kamera setzt die Fluoreszenzintensitét in Daten um,
die dann an die Datenerfassungssoftware tbertragen werden.

Die Kapillargelelektrophorese erfolgte in dieser Arbeit mithilfe des ABI PRISM™ 3130
Genetic  Analyzer von Applied Biosystems unter der entsprechenden
Standardarbeitsanweisung des Instituts fiir Forensische Genetik Miinster, DN_SA_102.

1.5 Aufgaben- und Fragestellung

Edmond Locard formulierte 1910 den Grundsatz der heutigen, modernen forensischen
Wissenschaft, dass jeder Kontakt eine Spur hinterlasse. Diese Spur kann zum Beispiel in
Form von Korperflussigkeiten wie Blut, Speichel oder Sperma oder aber Hautschuppen,
Kleidungsfasern oder Haaren vorliegen. Diese Arbeit befasst sich ausschlieflich mit der

Untersuchung des Spurentrégers ,,Haar®. Haare kdnnen im Rahmen unterschiedlicher
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Verbrechen, wie etwa Einbruchen, Verkehrsunfallen,
Gewalt-, Sexual- oder Kapitaldelikten gesichert werden. Aufgrund des Wachstumszyklus
des Haares liegen die meisten gesicherten Haare in ihrer telogenen Form vor. Das heift,
das Wachstum ist abgeschlossen; das Haar persistiert ischamisch und unter Abldsung
vom umgebenden Bindegewebe bis zum natirlichen Ausfall in seinem Follikel.
Basierend auf diesem biologischen Prozess liegt die DNA in sehr geringer Konzentration
deutlich degradiert vor. Um eine realistische Routinesituation nachzuahmen, werden in
dieser Arbeit lediglich telogene Kopfhaare von sieben unverwandten Probanden
untersucht. Diese Anforderungen werden mikroskopisch Gberprift. Im Rahmen einer
moglichen Screeningmethodenentwicklung werden die Haare vor der Extraktion mit
DAPI, einem  DNA-spezifischen  Fluoreszenzfarbstoff, gefarbt  und
fluoreszenzmikroskopiert. ~ Zudem  wird die  Mdoglichkeit  einer  Harris-
H&matoxylinfarbung als Alternative zur Fluoreszenzfarbung untersucht. Es werden sechs
etablierte und eine bislang nicht weiter erforschte Extraktionsmethode fur telogene Haare
vergleichend angewendet. Die bis dato unzureichend untersuchte Extraktionsmethode
wird durch finf Parameteranderungen modifiziert. Die zu erwartenden, geringen DNA-
Mengen aus den telogenen Kopfhaaren werden mit einer Multiplex-PCR auf die dem
europdischen  Standard  entsprechenden 16  STR-Systeme und  dem
geschlechtsindizierenden System Amelogenin amplifiziert und anschlielend mittels
hochsensitiver Kapillargelelektrophorese typisiert. Als Vergleich dienen die DNA-
Profile, die aus den Speichelproben der Probanden gewonnen werden. Die
unterschiedlichen Extraktionsmethoden werden auf ihre Effizienz hinsichtlich der DNA-
Ausbeute verglichen. Zusatzlich wird der Zusammenhang zwischen der mikroskopisch

sichtbaren, angefarbten DNA und dem Typisierungsergebnis untersucht.
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2. MATERIAL

2.1 Herkunft des Untersuchungsmaterials

Die 257, in dieser Arbeit untersuchten Haare wurden von insgesamt sieben Probanden,
sechs Studentinnen und einem Studenten der Universitdt Wirzburg, gespendet. Sechs
Probanden sind Nordwesteuropéer, eine Probandin ist eine VVorderasiatin.

Die Spender sammelten ihre natlrlich ausgefallenen Haare, meist von der Kleidung oder
aber nach dem Fohnen, tiber einen Zeitraum von etwa 12 Wochen in Pergamintiiten. Die
Tuten wurden bis zu Beginn der Forschungsarbeiten flr einen Zeitraum von etwa 18

Monaten an einem dunklen Ort bei Zimmertemperatur gelagert.

2.2 Chemikalien und Gerate

Alle in dieser Arbeit verwendeten Geréte, Chemikalien und Materialien sind nachfolgend
gelistet.

Histologische Farbungen

Objekttrager 26 X 76mm Thermo Fisher Scientific,
Waltham

Reaktionsgefal 1,5ml Diagonal, Minster

Ethanol >99,8% Roth, Karlsruhe

Harris Haematoxylin Sigma-Aldrich, Miinchen

Agqua dest. entmineralisiert nach DIN 43530 Chemica, Sarstedt

Glycerin Sigma-Aldrich, Miinchen

Deckglaschen 24 x 50mm R. Langenbrinck,

Emmerdingen

Mikroskop Olympus KL1500 Olympus SZ, Tokio

compact
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DAPI-Farbeansatz:

DAPI
DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan)

Tris-HCI 0,2M; pH 7,4

Fluorsezenz-Mikroskop

DNA-Extraktion nach Chelex 100

Chelex ® - 100 - Suspension 5%
in HPLC-H20

Proteinase K (10 mg/ml)
Vortexer VTX-3000L

Wasserbad

Blockthermostat

Li-Puffer:
Tris-HCI (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)

0,2 mol NaCl
Proteinase K (200 pg/ml)

Triton X-100

Direct PCR

Reaktionsgefal 0,2 ml
PowerPlex® ESX 17 System
Thermocycler GeneAmp 9700
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Sigma-Aldrich, Minchen

Thermo Fisher Scientific,
Waltham

Roth Karlsruhe
Prof. Dr. Gbhde, Minster

BIO RAD, Miinchen

Macherey-Nagel, Diiren
LMS Tokyo, Japan

GFL, Burgwedel
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Macherey-Nagel, Diiren

Roth, Karlsruhe

Diagonal, Minster
Promega, Mannheim

Applied Biosystems,

Darmstadt


https://www.promega.de/resources/protocols/technical-manuals/101/powerplex-esx-17-system-protocol/

Modifizierte TNCa — Extraktion

Lysepuffer:

Tris-HCI, pH 8,0

100 mM NaCl

1 mM CaCl,

2% SDS (w/v)

39mM DTT

250 pg/ml Proteinase K

NucleoSpin®Tissue XS
NucleoSpin® Tissue XS Kit

NucleoSpin® gDNA Clean-up
NucleoSpin® gDNA Clean-up Kit

Quantifiler:
HPLC-Wasser

Quantifiler ® Human DNA

Quantification Kit
Quali-PCR-Platten 96-well
PCR-Folie

1 M Tris pH 8,0

0,5MEDTAPpH 8,0

Glycogen

9947A, DNA Standard
TagMan ® RNAse
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Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
omnilab, Bremen

Macherey & Nagel, Diren

Macherey-Nagel, Diiren

Macherey-Nagel, Diiren

J.T. Baker, Griesheim

Applied Biosystems,
Darmstadt

Kisker, Steinfurt
Kisker, Steinfurt

Thermo Fisher Scientific,
Waltham

Thermo Fisher Scientific,
Waltham

Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Applied Biosystems,
Darmstadt



7500 Real Time PCR System,
Spectral Calibration Kit
Amplifikation:

PowerPlex ® ESX 17 System
9947A, DNA Standard
ThermoTube PCR Tubes 0,2 ml
Reaktionsgefall 1,5 ml aus PP

Vortex-Mixer VTX-3000L

Tischzentrifuge mini spin

Thermocycler GeneAmp 9700

Amplikonanalyse, Kapillarelektrophorese:

3130 Running Buffer 10x
POP-4 ™ Polymer for
3130 Genetic Analyzers

HPLC-Wasser
3130 Capillary Array 36 cm

3130 Genetic Analyzer Capillary Array

Gene Mapper ID v3.2.1

HiDi-Formamid

CC5-Langenstandard
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Applied Biosystems,
Darmstadt

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Kisker, Steinfurt

Sarstedt AG & Co,
NUmbrecht

LMS, Tokyo

Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems,
Darmstadt

Applied Biosystems,
Darmstadt

Applied Biosystems,
Darmstadt

J.T. Baker, Griesheim
Applied Biosystems,

Darmstadt

Applied Biosystems,
Darmstadt

Applied Biosystems,
Darmstadt

Applied Biosystems,
Darmstadt

Promega, Mannheim



Allgemein verwendete Gerate und Materialien:

Pipetten (verschiedene VVolumina) Eppendorf, Hamburg

Filterpipettenspitzen (verschiedene Volumina) Sarstedt AG & Co.,
Nuimbrecht

Schraubréhrchen mit Deckel Sarstedt AG & Co.,
Nimbrecht

Sezierscheren Plano GmbH, Wetzlar

Kihlschrank Liebherr, Biberach an der Rif3

Gefrierschrank Liebherr, Biberach an der Rif}

Glaswaren Hirschmann, Eberstadt

Tischwaage Sartorius, Gottingen
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3. METHODEN

Dieses Kapitel widmet sich der Erlduterung der einzelnen experimentellen
Untersuchungen. Es unterteilt sich in die Beschreibung der Anfertigung der
histologischen  Farbungen und der Erklarung der unterschiedlichen DNA-
Extraktionsmethoden. Abschlieend geht es auf die DNA-Typisierung der telogenen

Haare ein.

3.1 Morphologische Untersuchung der Haare

Als erster Untersuchungsschritt wurden alle Haare der sieben Probanden mit einem
Stereomikroskop (SZX7, Firma Olympus) unter 12 ,5-facher VergréRerung begutachtet
und die Wurzelqualitat nach telogen, katagen bzw. anagen beurteilt. Lediglich die
telogenen Haare wurden fur die weiteren Untersuchungsschritte katalogisiert und die
Haarfarbe (blond, braun, rot, schwarz) und —ldnge bestimmt. Die Haarfarben der
Probanden und die Durchschnittslange ihrer Haare sind in den Abbildungen 4.1.1a-g
bzw. der Tabelle 4.1.2 angegeben. AnschlieRend wurden die Haare mit einem Skalpell
auf eine Lange von 1cm distal der Wurzel gekurzt. Das Skalpell wurde nach jeder
Nutzung mittels Wischdesinfektion mit einem 70%igen Alkohol getrankten
Einmalzellstofftuch gereinigt. Nach der mikroskopischen Untersuchung wurden die
Haare je nach Extraktionsmethode in 1,5 ml bzw. 0,2 ml ReaktionsgefalRe (Firma

Diagonal) tberfuihrt, wonach sich die weiteren Untersuchungsschritte direkt anschlossen.

3.2 Farbungen

Um im Rahmen einer Screening-Untersuchung im Vorfeld eine Aussage tber den Nutzen
eines telogenen Haares in Bezug auf den Nutzen einer genetischen STR-Typisierung
treffen zu konnen, wurde in dieser Arbeit der Maoglichkeit, Farbungen als

Voruntersuchung zu nutzen, nachgegangen.

Durch die mikroskopische Begutachtung von geférbtem, histologischen Material, ist es
mdglich, die mit dem blofRen Auge nicht erkennbaren Strukturen, wie z.B. Zellkerne,
sichtbar zu machen.

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Féarbungen als potentielle Screening-

Methoden verglichen.
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3.2.1 DAPI-Farbung

Nach Protokoll von Lepez et al. [29]

Ansatz DAPI/DABCO-Féarbeldsung

1,6 mg DAPI, 2,24 g DABCO, 10 ml Tris-HCI 0,2 M; pH 7,4

1.
2. 20 pl der DAPI/DABCO-L6sung direkt auf das Haar pipettieren
3.

4. Direkte Fluoreszenzmikroskopie

Das auf 1cm gekurzte, telogene Haar auf einen sauberen Objekttrager platzieren

Haar mit einem Deckgléschen bedecken

3.2.2 Harris Hamatoxylin Farbung

Nach Protokoll von Brooks et al. [12]

1.

Das auf 1 cm gekirzte, telogene Haar mit der Wurzel voran in ein 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefal geben

0,5 ml 100% Ethanol auf das Haar pipettieren und fiir 30 min bei Raumtemperatur
inkubieren

Ethanol entfernen

0,5 ml Harris Hamatoxylin auf das Haar pipettieren und fur 2 % min bei
Raumtemperatur inkubieren

Harris Hadmatoxylin entfernen

0,5 ml destilliertes Wasser auf das Haar pipettieren und entfernen

1-2 Tropfen Glycerin auf einen sauberen Objekttrager geben und mit der Pinzette
das gefarbte Haar aus dem Eppendorf Reaktionsgefa auf dem Objekttrager
platzieren und mit einem Deckgléschen bedecken

Bei 40-facher VergroRerung mikroskopieren

3.3 Extraktionsmethoden

3.3.1 Chelex-100-Methode

Ziel der Extraktion ist die Sicherung des Erbguts aus den eventuell vorhandenen Zellen

der telogenen Haare.
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Die in dieser Arbeit angewandte Technik beruht auf dem von WALSH [61]
beschriebenen und vom Institut fur Forensische Genetik Minster GmbH modifizierten
und in der zu dem Zeitpunkt geltenden Standardarbeitsanweisung DN_SA_001. Durch
gepaarte Iminodiacetatgruppen ist das Styrodivinylbenzolcopolymer Chelex®100 in der
Lage, mehrwertige Metallionen (z.B. Cu?* oder Fe?*) zu chelatisieren. Die DNA-
Isolierung erfolgt mittels Kochen bei 100°C, wodurch die Komplexierung der 0.g. lonen
eine katalytische DNA-Fragmentierung durch z.B. Desoxyribunukleasen (DNAsen)
verhindert. Dar(liber hinaus bindet das Chelex-Harz hydrophobe Zellbestandteile und tragt
damit zur Aufreinigung des Untersuchungsmaterials bei. Falls notwendig, kann die
Lyseeffektivitdt durch Zugabe von Proteinase K (Pro K) erhéht werden. Durch
hydrolytische Inaktivierung von DNAsen bzw. anderen (Membran-)Proteinen fuhrt das
Enzym zusétzlich zur DNA-Freisetzung aus den Zellen. Da die in der PCR eingesetzte
Tag-DNA-Polymerase Protease-empfindlich ist, muss diese durch Denaturierung vor der
Amplifikation inaktiviert werden.

Die DNA aus den Speichelproben der Probanden wurde nach folgendem Protokoll

extrahiert:

1. EinKleines Stlick des Wattestieltupfers mit einer Sezierschere abschneiden und in
ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgeféal geben

Hinzufiigen von 30 pl Chelex® (5% in HPLC-H20 ) + 1 pl ProK (10 mg/ml)
Ansatz flr 10 sec maschinell mischen (Vortexer)

Ansatz bei 56°C fiir 30 min im schwenkenden Wasserbad inkubieren

Ansatz fir 10 s maschinell mischen (Vortexer)

Ansatz bei 100°C fiir 8 min im Blockthermostat inkubieren

Ansatz flr 10 sec maschinell mischen (Vortexer)

Probe bei 14.000 x g 3 min zentrifugieren

© 0o N o g b~ N

gewonnenen Uberstand fiir die Amplifikation verwenden

3.3.2 Direkt-PCR

Wiéhrend bei der klassischen DNA-Amplifikation von forensischen Spuren immer ein
Extraktionsschritt voraus geht, wird bei der direkten PCR auf diesen verzichtet. Dies birgt

den grolRen Vorteil, dass ein DNA-Verlust, der durch das Wegfallen von Waschschritten,
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oder Reaktionsgefalwechsel entstehen kann, reduziert wird. Zusatzlich werden einerseits
mdogliche Kontaminationen verhindert, andererseits Zeit und Kosten gespart [9, 43].

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden sehr sensible und mdoglichen Inhibitoren
gegenuber duRerst unempfindliche PCR-Kits entwickelt. Sie erlauben eine Amplifikation
ohne einen vorherigen Extraktionsschritt. Trotz der Sensibilitatszunahme der Kits ist nach
wie vor der Anfangs-DNA-Gehalt einer Probe tiber den Erfolg einer PCR entscheidend.
Fur die direkte PCR spricht also die origindre Anfangs-DNA-Menge einer Probe, die
ohne vorherige Aufbereitungsschritte direkt amplifiziert wird.

In dieser Arbeit wurden die Haare auf dreierlei Weise untersucht. Es wurde zwischen
einer direkten Amplifikation der Wurzel (2 mm distal der Wurzel geschnitten), des
Schaftes (5 mm reiner Schaft) sowie der Wurzel zusammen mit dem Schafte (7 mm distal
der Wurzel) unterschieden.

Der jeweilige Abschnitt des Haares wurde direkt in einem PCR-Reaktionsgefal platziert
und im 12,5 pl Ansatz (PowerPlex® ESX 17 System) amplifiziert. AnschlieBend wurden

die Amplifikate mittels Kapillarelektrophorese ausgewertet.

3.3.3 modifizierte TNCa-Extraktion nach Hellmann et al.

Ziel der TNCa-Extraktion nach Hellmann et al. ist die Isolierung von Zellkern-DNA aus
Haarschaften bzw. — wurzeln. Das Prinzip beruht auf einer Lyse der Keratinmatrix mit

anschlieBender Aufreinigung und Konzentration [20].

Der Lysepuffer setzt sich wie folgt zusammen:
10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM CacCl,, 2% SDS (w/v), 39 mM DTT und
250 pg/ml Proteinase K
Anstelle der organischen Extraktion mittels Phenol-Chloroform, wird in dieser Arbeit mit
dem Harz Chelex gearbeitet.
In dieser Arbeit wurde nach folgendem Extraktionsprotokoll gearbeitet:

1. Das auf 1 cm gekirzte, telogene Haar mit der Wurzel voran in ein 1,5 ml

Eppendorf Reaktionsgefal geben
2. 200 pl der Extraktionslosung auf das Haar pipettieren
3. Bei 56°C uber Nacht inkubieren
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4. Sollte das Haar Gber Nacht makroskopisch noch nicht lysiert sein, werden 16 pl
Proteinase K und 20 pl TNCa zugegeben und erneut fir 60 min bei 56°C im
Wasserbad inkubiert (ggfs. wiederholen)

5. Nach vollstandiger Lyse 200 ul 5%iges Chelex (in HPLC-H.0) auf den Ansatz
pipettieren

6. Ansatz fir 5-10 sec maschinell mischen (Vortexer)

7. 60 min Inkubation bei 56°C im Wasserbad / Thermoblock

8. 8 min Inkubation im kochenden Wasserbad

9. Proben 5-10 sec vortexen

10. 3 min Zentrifugation bei 13.000 U/min

11. Aufkonzentrierung des Uberstandes mittels Microcon®Y M-30 auf 50 pl

12. Aufreinigung mittels QlAquick®-Saulen (Elution mit 50 ul Puffer)

Entsalzung und Konzentrierung mittels Microcon ® YM-30 Centrifugal Filter Devices

Ziel der Entsalzung ist die Konzentrierung von DNA-Extrakten, die einerseits nach
erfolgter PCR kein verwertbares Ergebnis liefern, und andererseits von DNA-Extrakten,
die sehr geringe DNA-Mengen, Verunreinigungen und / oder PCR-Inhibitoren enthalten.
Der Extrakt wird Uber eine regenerierte Zellulosemembran mit spezifischer Porengrofie
(30.000 NMWL) zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation passieren Salze und andere
Bestandteile die Membran. Die DNA kann aufgrund ihrer Grolie die Membran nicht
passieren. Durch die Zugabe von HPLC-Wasser, die Kippung des Eppendorf-
ReaktionsgefaBes um 180° und die erneute Zentrifugation des Ansatzes, kann der
aufkonzentrierte Extrakt mit dem Endvolumen von 50 ul in einem neuen Eppendorf-
Reaktionsgefal aufgefangen werden. Das Vorgehen entspricht der zu dem Zeitpunkt
geltenden Standardarbeitsanweisung DN_SA 006 08 des Instituts fur Forensische

Genetik Minster.

Aufreinigung mittels QlAquick®-Saulen

Ziel ist die Herstellung eines aufgereinigten DNA-Extraktes zur weiteren Verwendung in
PCR-Reaktionen. Die Aufreinigung dient dazu, den vorliegenden DNA-Extrakt von, die
PCR storenden, Substanzen, z.B. Salzen, zu befreien. Die DNA wird unter
Hochsalzbedingungen an eine Silicamembran gebunden, gewaschen und anschlieRend

mit einem Niedrigsalzpuffer wieder eluiert. Die maximale Bindungskapazitat der
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QIAquick®-S&ulen betragt 10 ug DNA. Der Bindungspuffer der QIAquick® Spin Kits
bietet eine optimale Salzkonzentration und pH-Wert, um die DNA an die Silicamembran
zu adsorbieren. Unerwinschte Verunreinigungen wie Salze 0.4. binden nicht an die
Silicamembran, sondern werden im weiteren Verlauf heraus gewaschen. Die Elution der
DNA erfolgt durch die Zugabe eines Elutionspuffers, wobei der pH-Wert zwischen pH
7,0 und 8,5 liegen sollte, um eine moglichst effiziente Elution zu erzielen.

Nach TNCa-Extraktion, Konzentrierung und Aufreinigung erhalt man einen DNA-
Extrakt von 50 pl, der fir die anschlieBende Amplifikation genutzt wird. Das Vorgehen
entspricht der zu dem Zeitpunkt geltenden Standardarbeitsanweisung DN_SA_007_07

des Instituts fir Forensische Genetik Minster.

3.3.4 QIAsymphony® mit ,,DNA Investigator-Kit

Der Extraktionsautomat ermdglicht nach einer manuellen Probenvorbehandlung (Lyse)
die anschlieBende automatische DNA-Aufreinigung von Spurenproben zur weiteren
Verwendung in PCR- oder Sequenzierreaktionen. Das Prinzip des QIAsymphony®
beruht auf einer Silica-basierten DNA-Aufreinigung in Kombination mit magnetischen
Partikeln. Die Reinigungsmethode besteht aus vier Schritten: Lyse, Bindung, Waschung
und abschlieRende Elution.

Die DNA-Extraktion wurde nach der zu dem Zeitpunkt geltenden
Standardarbeitsanweisung DN_SA 208 02 des Instituts flir Forensische Genetik
Minster durchgefihrt.

Das Protokoll fur die DNA-Extraktion aus Haaren erfordert eine Probenaufbereitung
unter Zugabe von 40 ul DTT (1,0 M).

3.3.5 NucleoSpin® Tissue XS

Der NucleoSpin® Tissue XS Kit ist fir die effiziente Isolation genomischer DNA aus
u.a. forensischen Spuren ausgelegt. Durch einen speziell entwickelten Trichter werden
hoch-konzentrierte DNA-haltige Eluate von 5-30 pl gewonnen. Die Lyse wird (iber eine
Probeninkubation in einem Proteinase K-haltigen Lysepuffer erzielt. Durch die Zugabe
von Ethanol werden optimale Voraussetzungen fir die DNA-Bindung an eine Silica-

Membran geschaffen. Der Ansatz wird auf die NucleoSpin® Tissue XS Sdule pipettiert,
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daraufhin bindet die vorhandene DNA direkt an die Silica-Membran. Zwei
darauffolgende Waschgénge mit Waschpuffer entfernen mogliche Kontaminationen
erfolgreich. Das Endprodukt ist die reine DNA, geldst in einem 5-30 pl grof3en, leicht
alkalischen, schwach ionischen Puffer (5 mM Tris-HCI, pH 8,5).

Es wurde nach Herstellerangabe gearbeitet (Mai 2014 / Rev. 06 User manual):
Das telogene Haar wird mittels der von HELLMANN [20] beschriebenen Methode
vorbereitet. Daraufhin wird mit Schritt 3 des geltenden Standardprotokolls von

Macherey-Nagel fortgefahren.

3.3.6 NucleoSpin® gDNA Clean-up

Der NucleoSpin® gDNA Clean-up Kit ist fur die schnelle Aufreinigung von im Vorfeld
isolierter hochmolekularer genomischer DNA konzipiert. Er wird vor allem fir die
Aufreinigung und Konzentration nach groben Extraktionsmethoden, wie zum Beispiel
mittels Trizol, oder anderen enzymatischen oder chemischen Reaktionen genutzt. Er

besitzt unter anderem die Fahigkeit, den PCR-Inhibitor Melanin zu eliminieren.

Es wurde nach Herstellerangabe gearbeitet (Juli 2014 / Rev. 02 User manual).

3.3.7 Li-Puffer

Die Arbeitsgruppe rund um LI [30] hat im Jahr 2010 eine simple und kostengtinstige
Methode der direkten PCR-Amplifikation entwickelt. Sie optimierte die
unterschiedlichen Komponenten und deren Konzentrationen in Lysepuffern. Dabei wurde
ihr Augenmerk auf die Einzelkomponenten und ihre Funktion im Rahmen der Lyse
gelegt.

Proteinase K hydrolysiert Zellproteine in Gegenwart von Tris-HCI (pH 8,0), bei einer
optimalen Temperatur von 55°C; EDTA verhindert die DNA-Fragmentierung durch
Bindung von bivalenten Kationen, die ihrerseits endogene Nukleasen aktivieren; das
Tensid SDS, Natriumlaurylsulfat, setzt chromatingebundene DNA frei und NacCl
neutralisiert die negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA und l&sst damit eine

raumliche Ann&herung der DNA-Molekiile zu.

Ergebnis war ein optimierter Lysepuffer mit folgender Zusammensetzung:
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10mmM (Tris)-HCI (pH 8,0), 2 mmM EDTA (pH 8,0), 0,2 mol/l NaCl und 200 pg/ml
Proteinase K.

Auf das Natriumlaurylsulfat wurde verzichtet, da es die Tag-DNA-Polymerase bei einer
Konzentration von 0,01% inhibiert und somit eine Amplifikation unmdglich macht.
Urspriinglich wurde diese Methode lediglich fur die Amplifikation tierischer Gewebe
konzipiert. Interessanterweise konnte sie aber auch fir menschliche Proben, wie etwa
Blut, Wangenschleimhautzellen und Haare, erfolgreich eingesetzt werden. Die direkte
Amplifikation erfordert weniger Reagenzien (Tris-HCI, EDTA, Protease K und NaCl)
und eine geringere Inkubationszeit von nur 35 Minuten. Die Kosten pro Probe belaufen
sich auf weniger als 0,02€ und alle Schritte kdnnen in einem 96-well Thermo-Cycler

durchgefihrt werden.

In dieser Arbeit wurde nach folgendem Protokoll gearbeitet:
1. Das auf lcm gekirzte, telogene Haar mit der Wurzel voran in ein 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefal geben
2. 6 pl des Lysepuffers auf das Haar pipettieren
3. Inkubation bei 55°C fir 30 min
4. Bei 95°C flr 5 min kochen

Fur die Amplifikation wurden 2 pl des Extraktionsansatzes eingesetzt.

3.3.7.1 modifizierte Methoden

Im Folgenden wird die urspriingliche Extraktionsmethode, wie sie von Li et al. [30]
entwickelt wurde, modifiziert. Zum einen wurden die Inkubationszeiten experimentell
verdndert, zum anderen wurde dem Ansatz das nicht-ionische Tensid Triton X-100
zugeflgt. Das Tensid Triton-X-100 denaturiert keine Proteine. Dadurch ist eine Losung
nativer Membranproteine maoglich, ohne sie in ihrer Konformation zu verandern. Durch
die Zugabe des Tensids zu dem eigentlichen Li-Puffer wird eine groRere DNA-Ausbeute

erwartet.

Die Zusammensetzung des originalen Lysepuffers blieb unverandert. Die Modifikationen

sind nachfolgend gelistet.
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3.3.7.2 5-minitige Inkubation

Anstelle der dem Original entsprechenden 30-minttigen Inkubationszeit bei 55°C wird

das Haar im Extraktionsansatz fur finf Minuten bei 55°C inkubiert.

3.3.7.3 6-stundige Inkubation

Anstelle der dem Original entsprechenden 30-minttigen Inkubationszeit bei 55°C wird
das Haar im Extraktionsansatz fir sechs Stunden bei 55°C inkubiert.

3.3.7.4 15-stiindige Inkubation

Anstelle der dem Original entsprechenden 30-minitigen Inkubationszeit bei 55°C wird

das Haar im Extraktionsansatz fiir 15 Stunden bei 55°C inkubiert.

3.3.7.5 + Triton X-100, 30-minutige Inkubation

Anstelle der dem Original entsprechenden 30-minttigen Inkubationszeit bei 55°C wird
das Haar im Extraktionsansatz fur 30 Minuten bei 55°C inkubiert. Zuséatzlich wird dem
Ansatz 3% Triton X-100 zugesetzt.

3.3.7.6 + Triton X-100, 15-sttindige Inkubation

Anstelle der dem Original entsprechenden 30-minttigen Inkubationszeit bei 55°C wird
das Haar im Extraktionsansatz fiir 15 Stunden bei 55°C inkubiert. Zusatzlich wird dem
Ansatz 3% Triton X-100 zugesetzt.

3.3.8 DNA-Extraktion der Vergleichsspeichelproben

Ziel der Extraktion ist die DNA-Isolierung aus den Zellen von
Mundschleimhautabrieben. Die Speichelproben werden durch einen
Wangenschleimhautabrieb mittels Wattestieltupfer gewonnen.
Das Prinzip dieser Extraktionsmethode ist die dieselbe, wie in 3.3.1 bereits erlautert.
Die DNA aus den Speichelproben der Probanden wurde nach folgendem Protokoll
extrahiert:

1. Ein ca. 4 mm?® groRes Stiick des getrockneten Wattetragers in ein beschriftetes

Eppendorfgefal geben
2. Hinzufiigen von 400 pl Chelex® (5% in HPLC-H20 ) + 10 pl ProK (10 mg/ml)
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Ansatz maschinell mischen (Vortexer)

Ansatz bei 56°C fiir 30 min im schwenkenden Wasserbad inkubieren
Ansatz maschinell mischen (Vortexer)

Ansatz bei 100°C fiir 8 min im Blockthermostat inkubieren

Ansatz maschinell mischen (Vortexer)

Probe bei 14.000 x g 3 min zentrifugieren

© © N o 0 bk~ o

Gewonnenen Uberstand fiir die Amplifikation verwenden

3.4 Nachweis und Quantifizierung humaner DNA mittels Quantifiler®

Ziel ist die Quantifizierung von DNA-Extrakten mittels der real-time PCR-Technik.

Die real-time PCR ist eine Methode, bei der die Bildung von Amplifikaten wéhrend der
PCR kontinuierlich verfolgt werden kann. Sie wird in dieser Arbeit zur Quantifizierung
von DNA eingesetzt. Das Prinzip des Quantifiler ® Human DNA Quantification Kit
(Applied Biosystems, Darmstadt) beruht auf der spezifischen Detektion von
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden - sogenannten Sonden. Aufgrund ihrer zur
Targetsequenz komplementarer DNA ermdglichen sie einen spezifischen Nachweis der
Amplikone. Uber eine dem Matrizen-DNA-Strang komplementirer und mit dem
Fluoreszentfarbstoff FAM markierte TagMan-Sonde wird die Detektion des PCR-
Produktes gewabhrleistet. Darliber hinaus enthalt der Quantifiler eine IPC (internal PCR
control) Template-DNA — eine synthetische, natirlich nicht vorkommende Sequenz, die
dazugehorigen Primer und eine VIC-markierte TagMan MGB-Sonde (MGB= minor
groove binder). Zusétzlich beinhaltet der Mastermix alle fur eine erfolgreiche PCR
notwendigen Reagenzien, wie MgClz, dNTPs, AmpliTagGold DNA-Polymerase und den
Fluorophor ROX als passive Referenz. Die IPC dient der internen Qualitatskontrolle —

also der Funktionalitatstiberpriifung einzelner Systembestandteile.

ROX normiert Schwankungen der Fluoreszenz, die z.B. durch Pipettierunterschiede von
Vertiefung zu Vertiefung auftreten konnen.  Die Fluoreszenz kann in einem
Thermocycler mit entsprechender Detektionsoptik nach jedem PCR-Zyklus gemessen
werden. Der Quantifiler ® Human DNA Quantification Kit arbeitet mit der absoluten
Quantifizierung. Hierbei wird eine Verdinnungsreihe eines Standards mit bekannter
Konzentration erstellt. Die gemessenen Fluoreszenzen der unbekannt konzentrierten

Proben kénnen mit der Standard-Fluoreszenz verglichen und somit quantifiziert werden.
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Anhand der mit dem Human Quantifiler bestimmten, DNA-Mengen eines
Probenextraktes, wird entschieden, wieviel Volumen des Extrakts fir die sich
anschlieBende Amplifikation eingesetzt wird. Es gilt die zu dem Zeitpunkt geltende
Standardarbeitsanweisung DN_SA 008 08 des Instituts flir Forensische Genetik
Munster.

3.5 Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR)

Mit der Polymerasenkettenreaktion ist es mdglich geringste Mengen von DNA-
Molekiilen zu vervielfaltigen und so nachweisbare und analysierbare Quantititen zu
erhalten. Die dafiir genutzte Methode wurde von SAIKI [50] beschrieben.
Fur eine erfolgreiche Amplifikation werden bestimmte Reaktionsteilnehmer bendétigt:
- Primer
bestimmte Oligonukleotide markieren das zu vervielfaltigende Fragment von
beiden Enden. Sie dienen der DNA-Polymerase als Ansatzpunkt fur die
darauffolgende Synthese
- DNA-Polymerase

ein thermostabiles Enzym, welches urspringlich aus dem in heiRen Quellen
lebenden Bakterium Thermus aquaticus stammt und isoliert wurde. Hieraus leitet
sich der Name ,,Tag-DNA-Polymerase* ab. Diese Thermostabilitét ist fiir den
Amplifikationsablauf von besonderem Vorteil, da sie die unumganglichen
Denaturierungsschritten wahrend der PCR ohne Schaden (bersteht. Heutzutage
wird das Enzym eher durch rekombinante Expression in E. coli Bakterien
gewonnen

- Nukleotide
Bausteine der DNA, zusammengesetzt aus einem Monosaccharid (Pentose),
einem Phosphorséurerest und einer der vier Nukleobasen (Adenin, Cytosin,
Thymin oder Guanin)

- Magnesiumchloridldsung (MgCl,) und Reaktionspuffer

bieten optimale Milieubedingungen fur eine erfolgreiche Amplifikation

Die letztendliche Replikation des zu vervielféltigenden DNA-Fragments erfolgt unter
sich wiederholenden Schritten zyklisch.
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Grundsétzlich differenziert man 3 Amplifikationsphasen:
Die Denaturierung bei 94°C, in der die doppelstrangige DNA durch Hitzedenaturierung
in Einzelstrange zerfallt; das Primer-Annealing bei einer, flr das Primerpaar spezifischen
Temperatur, in der sich der Primer an die ihm entsprechende komplementare DNA-
Sequenz anlagert; und die Extension bei 72°C, in der die eigentliche Vervielfaltigung des
Matrizenstrangs durch die Tag-DNA-Polymerase stattfindet. Dieser Zyklus wird bis zu
40 Mal wiederholt, sodass es in jedem Zyklus zu einer Verdopplung der gewinschten
DNA-Sequenz kommt. Somit ist theoretisch eine Vermehrung der Ausgangs-DNA um

das (2")a-fache (n= Anzahl der Zyklen; a= Anzahl der Ausgangsmolekiile) mdglich [33].

In dieser Arbeit wurden sémtliche PCRs mit dem Promega PowerPlex ESX 17 (ESX=
European Standard Extended) Kit durchgefiihrt. Ziel ist die Amplifikation von 16
autosomalen STR-Systemen plus Geschlechtsbestimmung in einer Multiplex-Reaktion
mittels PCR-Technik. Durch die Reaktion von fluoreszenzmarkierten Primerpaaren,
einem Reaktionsmix (inkl. DNA-Polymerase), DNA-Extrakt und HPLC-H,O in 30 sich
wiederholenden Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Extension im Thermocycler,
resultieren fluorochromierte PCR-Produkte. Die Untersuchungsmethode entspricht
gultigen Standardarbeitsanweisung DN_SA 010 07 des Instituts fir Forensische
Genetik Mnster.
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Die Abbildung 3.5 zeigt die fluorochromierten PCR-Produkte schematisch.
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Abb. 3.5: schematische Darstellung der fluorochromierten PCR-Produkte (PowerPlex ESX-17 Kit)

Die PCR wurde in einem 12,5ul Reaktionsansatz durchgefihrt.

Protokoll PowerPlex ESX17

Anfangsdenaturierung: 96°C — 2 min

Denaturierung: 94°C — 20 sec

Annealing: 59°C — 120 sec 30 Zyklen
Extension: 72°C — 30 sec

Schluss-Extension: 72°C — 5 min, 60°C — 10 min

Ende: 4°C - w0

3.6 Kapillargelelektrophorese

Ziel der Kapillargelelektrophorese ist die Auftrennung und Detektion von
fluoreszenzmarkierten PCR-Produkten. Die Elektrophorese ist als Wanderung von sich
in Losung befindlicher lonen oder geladenen Molekile durch ein Medium bei angelegter
Spannung definiert. Die PCR-Produkte werden vor der eigentlichen Elektrophorese mit

Formamid versetzt. Das Reagenz ist in der Lage, die Wasserstoffbriickenbindungen
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zwischen den komplementéren Strangen der PCR-Amplifikate aufzubrechen und die
Salzkonzentration zu vermindern. Es werden zeitgleich vier Kapillaren mit einer
Gelmatrix (Polymer) geflllt und Probenmaterial in die jeweilige Kapillare
elektrokinetisch injiziert. Die angelegte Spannung bewirkt, dass sich die verschieden
grolRen DNA-Amplikone ihrer L&nge nach auftrennen und sich in Richtung der Anode,
da negativ geladen, an einem Argon-lonen-Laser vorbei bewegen. Dieser regt die
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe zur Lichtemission an. Das emittierte Licht wird mittels
Prisma seiner Wellenlange nach zerlegt und von einer Detektionseinheit (CCD-Kamera)
registriert. Jeder Probe ist ein ebenfalls fluoreszenzmarkierter Langenstandard (CC5,
Promega) zugesetzt, der Fragmente mit bekannter Lange enthdlt. Anhand dieser
Fragmentléangen erfolgt die Langenberechnung der unbekannten Amplikone. Die CCD-
Kamera setzt die Fluoreszenzintensitdit in Daten um, die dann an die

Datenerfassungssoftware tbertragen werden.

Die Kapillargelelektrophorese erfolgte in dieser Arbeit mithilfe des ABI PRISM™ 3130
Genetic Analyzer von Applied Biosystems nach folgendem, den zu dem Zeitpunkt
geltenden Standardarbeitsanweisungen DN_SA 102 und _110 des Instituts fur
Forensische Genetik entsprechenden Protokoll:

Speichelproben:
1. Amplifikate mit jeweils 100 pl HPLC-H,O verdinnen

2. Jeweils 12 pl Formamid (mit internem L&ngenstandard) in jede Vertiefung der
Mikrotiter-Platte vorlegen

1 pl des verdinnten Amplifikats in die Vertiefung pipettieren

0,5 ul der Ladder in die Vertiefung pipettieren

Bei 14.000 x g 1 min zentrifugieren

Bei 96°C 3 min denaturieren

N o g o~ w

Ansitze fir mindestens 3 min bei -15°C bis -25°C in einem Kihlblock im
Tiefkiihlschrank lagern

-35-



Haare:

1. Jeweils 12 pl Formamid-CC5 in jede Vertiefung der Mikrotiter-Platte vorlegen
4 ul des unverdinnten Amplifikats in die Vertiefung pipettieren

0,5 pl der Ladder in die Vertiefung pipettieren

Bei 14.000 x g 1 min zentrifugieren

Bei 96°C 3 min denaturieren

o ok~ w N

Ansatze fir mindestens 3 min bei -15°C bis -25°C in einem Kihlblock im

Tiefkuhlschrank lagern
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4. ERGEBNISSE

4.1 Morphologische Begutachtung der Haare

Bevor die Haare der Probanden fiir die weiteren forensischen Analyseschritte (Farbung,
Extraktion, Amplifikation und Typisierung) genutzt werden konnten, wurden sie
makroskopisch in Hinblick auf ihre Farbe begutachtet, vermessen und schlielich ihre
Wurzelqualitdt bewertet. AusschlieRlich telogene Haare wurden fir die weiteren

Untersuchungsschritte genutzt.

4.1.1 Haarfarbe

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen Haarfarbe und DNA-Ausbeute zu
untersuchen, wurden die Haarfarben der Probanden bestimmt. VVon den sieben Probanden

konnten drei als blond-, einer als rot-, zwei als braun- und einer als schwarzhaarig

typisiert werden. Die folgenden Abbildungen zeigen die Haarfarben der einzelnen

Probanden.

- ' 7

Abb. 4.1.1a A.D.,blond  Abb. 4.1.1b E.K,, rot Abb. 4.1.1c, G.E., blond Abb. 4.1.1d, J.B., blond

Abb. 4.1.1e, R.R., schwarz Abb. 4.1.1f T.M., braun  Apb. 4.1.1g, S.G., braun
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4.1.2 Bestimmung der Haarlange

Jedes telogene Haar wurde einzeln vermessen. Die Haarldnge der Probanden reichte von
4,2 bis 45 cm. Daraus ergibt sich eine durchschnittliche Lange der untersuchten Haare

von ca. 35,6 cm.

Proband mittlere
Haarlénge (cm)
A.D. 41
E.K. 42
G.E. 4,2
J.B. 33
R.R. 45
S.G. 29
T.M. 34

Tab. 4.1.2: Durchschnittliche Haarl&dnge der untersuchten Probanden

4.2 Histologische Darstellung von Zellkernen

Dieser Abschnitt stellt die licht- und fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen der
gefarbten Haare dar. Die Beobachtung von Zellkernen oder anderen Zellorganellen kann
ein Hinweis auf die Gegenwart von DNA sein, die im spéteren Extraktionsschritt isoliert
werden kann. Grundsétzlich ist die Darstellung von degradierter DNA mit den gangigen
histologischen Farbungen &uRerst diffizil. Die vorhandenen nukleinsaurehaltigen
Strukturen der telogenen Haare wurden mithilfe der klassischen histologischen Harris
Hamatoxylin-Farbung und der fluoreszenzhistologischen DAPI-Farbung dargestellt.
Wahrend sich die Nukleinsauren in der Harris Hamatoxylin-Farbung rot-braun

darstellten, fluoreszierten sie in der DAPI-Farbung leuchtend blau.
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nukleinsdurehaltiges Material

Abb. 4.2a: HE-Férbung, 40X Abb. 4.2b: DAPI-Farbung, 40X

telogene Wurzel mit nukleinsdurehaltigen Substanzen

Vorab wurde sowohl die Fluoreszenz- als auch die Standard-H&matoxylin-Féarbung auf
Durchfuhrbarkeit und Validitdt untersucht. Die Vorversuche zu der Hamatoxylin-
Farbung ergaben keinerlei reproduzierbare Ergebnisse, sodass sie nicht weiter in den
Untersuchungsablauf mit einbezogen wurde. Die Screeningmethode, die initial der

Extraktion durchgefiihrt wurde, beschrénkte sich also auf die DAPI-Fluoreszenzfarbung.

Alle 257 in dieser Arbeit untersuchten telogenen Haare wurden vor Extraktion mittels
dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt und mikroskopiert. Um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der Anzahl fluoreszenzmikroskopisch darstellbarer
nukleinsdurehaltiger Zellkerne und einer erfolgreichen Typisierung zu ziehen, wurden die
sichtbaren Zellkerne gezéhlt und notiert.

Es folgte eine Aufgliederung in fiinf Kategorien: keine sichtbaren Zellkerne; kleiner
zwanzig sichtbare Zellkerne; zwanzig bis funfzig sichtbare Zellkerne; groRer fiinfzig
sichtbare Zellkerne und das Vorhandensein eines Keratinisierten warzenférmigen

Fortsatzes; einem angehangten zellkernlosen, keratinisierten Gewebe.
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Die folgenden Abbildungen geben beispielhaft Vertreter der einzelnen Kategorien

wieder:

Abb.4.2 1-3, DAPI-Férbung, 40X
beispielhafte Vertreter der einzelnen DAPI-Kategorien: 1.= keine sichtbaren Zellkerne, 2.= <20
sichtbare Zellkerne, 3.= 20-50 sichtbare Zellkerne
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Abb. 4.2. 4-5, DAPI-Farbung, 40X beispielhafte Vertreter der einzelnen DAPI-Kategorien 4.= >50
sichtbare Zellkerne, 5.= Vorhandenseins eines keratinisierten warzenférmigen Fortsatzes (im Folgenden
als kern. Ni bezeichnet)

Anmerkung: Diese Abbildung besteht aus finf Einzelbildern, die unabhangig voneinander aufgenommen
wurden. Fluoreszenzintensitatunterschiede zwischen den flinf Bildern kénnen nicht interpretiert werden.

Aus dieser Untersuchung ergaben sich folgende Ergebnisse fir die 257 untersuchten

Haare:
sichtbare Zellkerne | Anzahl der telogenen Haare
0 203
<20 34
>20-50 12
>50 10

Tab. 4.2: Verteilung der unter DAPI-Farbung sichtbaren Zellkerne aller 257 untersuchten Haare

4.3 DNA-Profile der Vergleichsspeichelproben

Um einen verifizierten Rickschluss auf die, in den unterschiedlichen
Extraktionsmethoden, ermittelten Allele ziehen zu konnen, wurden als Referenz
Speichelproben der Probanden mittels der Chelex-100-Methode (s. 3.3.1) extrahiert,

-4] -



amplifiziert (3.5) und anschliel}end typisiert (3.6). Die Ergebnisse dieser Untersuchung
werden in folgenden Tabellen dargestellt:

Proband | Amelogenin | D3S1358 | THO1 D21S11 | D18S51 | D10S1248
A.D. X 15/18 6 28/30.2 14/16 14/16
E.K. X 16/17 7/9.3 30/31.2 13/14 14
G.E. XY 16/17 6/8 28 13/15 14/15
J.B. X 17 9.3 28/29 13/14 14
R.R. X 15/16 6/7 29/32.2 12/17 13/14
S.G. X 16/17 8/9.3 | 30.2/31.2 14/16 13/14
T.M. X 14/18 9/9.3 29 12 14/16

Tab. 4.3.a: Genotypen der Vergleichsspeichelproben mittels ESX-17

Proband | D1S1656 | D2S1338 | D16S539 | D22S1045 | VWA D8S1179
A.D. 17.3/18.3 17/24 12/13 16 14/17 12/13
E.K. 11/15 20/24 9/14 14/16 16/17 14
G.E. 12/15 18/19 12/14 15/16 17 13/15
J.B. 17/17.3 17/22 11/12 15/17 16/17 13/15
R.R. 13/16 21/24 12 14/15 17 12/13
S.G. 11/13 18/20 12 15/17 14/16 13
T.M. 14/16.3 23/25 11/12 15/16 14/16 12/15

Tab. 4.3.b: Genotypen der Vergleichsspeichelproben mittels ESX-17
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Proband FGA D2S441 D12S391 D195433 ACTBP2
A.D. 19/22 10/11 21 13/14 16/17
E.K. 22/23 11/15 22/23 13/14.2 27.2/28.2
G.E. 25/26 11/14 22123 15/16 27.2/132.2
J.B. 22 10 18/23 14 18/28.2
R.R. 20/21 14/15 18/20 14/16 15
S.G. 23.2124 11.3/14 20/21 14/15.2 15/29.2
T.M. 23/24 11 21/22 12/16.2 19/23.2

Tab. 4.3c: Genotypen der Vergleichsspeichelproben mittels ESX-17

4.4 DNA-Ausbeute der telogenen Haare

Die 257 telogenen Einzelhaare von den insgesamt sieben Probanden wurden mithilfe
sechs unterschiedlicher Extraktionsmethoden (Chelex-100-Methode, directPCR, TNCa-
Puffer, QIAsymphony® mit ,,DNA Investigator“-Kit, NucleoSpin® Tissue XS, Nucleo
Spin® gDNA Clean up,

Li-Puffer) untersucht. Als Referenz diente das aus

Speichelproben typisierte DNA-Profil der Probanden (Vgl Tab 4.3a-c). Die extrahierte

DNA wurde mittels Kapillargelelektrophorese typisiert und fur weitere Beurteilungen

hinsichtlich einer moglichen Korrelation zu morphologischen und histologischen

Kriterien herangezogen. Die folgenden Tabellen geben die Mittelwerte der erfolgreich

typisierten Allele im Vergleich zu den eigentlich zu erzielenden Allelen, einem

vollstandigen DNA-Profil entsprechend, der einzelnen Probanden an.
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4.4.1 Chelex-100-Methode

Proband zu erzielende Allele x erzielte Allele
A.D. 29 0

E.K. 30 5

G.E. 30 1

J.B. 26 2

R.R. 29 15

S.G. 30 1

T.M. 29 0

Tab. 4.4.1: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Chelex-100-Methode, n=14

4.4.2 Direkt-PCR

Die Ergebnisse werden, den Untersuchungen entsprechend, aufgeteilt in: komplettes

Haar, reine Untersuchung des Schaftes und der reinen Untersuchung der Wurzel.

4.4.2.1 Direkt-PCR, komplettes Haar

Proband zu erzielende Allele X erzielte Allele
A.D. 29 0
E.K. 30 5
G.E. 30 5
J.B. 26 0
R.R. 29 1
S.G. 30 1
T.M. 29 0

Tab. 4.4.2.1: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Direkt-PCR, komplettes Haar, n=7
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4.4.2.2 Direkt-PCR, Schaft

Proband zu erzielende Allele X erzielte Allele
A.D. 29 0
E.K. 30 3
G.E. 30 0
J.B. 26 0
R.R. 29 1
S.G. 30 0
T.M. 29 1

Tab. 4.4.2.2: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Direkt-PCR, Schaft, n=7

4.4.2.3 Direkt-PCR, Wurzel

Proband zu erzielende Allele x erzielte Allele
A.D. 29 0
E.K. 30 6
G.E. 30 20
J.B. 26 0
R.R. 29 0
S.G. 30 6
T.M. 29 3

Tab. 4.4.2.3: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Direkt-PCR, Wurzel, n=7

4.4.3 modifizierte TNCa-Methode nach Hellmann et al.

Die Haare wurden nach Extraktion mittels HumanQuantifiler®, eine real-time
quantitative PCR, quantifiziert. Da alle Extrakte negativ waren, wurde auf eine

Typisierung verzichtet.
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4.4.4 NucleoSpin® Tissue XS und NucleoSpin® Clean up

Mit den beiden Aufbereitungsmethoden von Macherey-Nagel konnten keinerlei Allele

aus den telogenen Haaren typisiert werden.

4.45 QIAsymphony® mit ,,DNA Investigator-Kit

Proband zu erzielende Allele x erzielte Allele
A.D. 29 0
E.K. 30 1
G.E. 30 1
J.B. 26 0
R.R. 29 1
S.G. 30 3
T.M. 29 0

Tab. 4.4.5: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels QIAsymphony® mit ,,DNA
Investigator*-Kit, n=7

4.4.6 Li-Puffer, 30-mintige Inkubation

Proband zu erzielende Allele x erzielte Allele
A.D. 29 1
E.K. 30 0
G.E. 30 15
J.B. 26 8
R.R. 29 12
S.G. 30 0
T.M. 29 8

Tab. 4.4.6: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Li-Puffer, n=28
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4.4.6.1 5-mintige Inkubation

Proband zu erzielende Allele X erzielte Allele
A.D. 29 1
E.K. 30 1
G.E. 30 12
J.B. 26 3
R.R. 29 0
S.G. 30 1
T.M. 29 0

Tab. 4.4.6.1: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Li-Puffer, 5-minitige Inkubation,
n=21

4.4.6.2 6-stundige Inkubation

Proband zu erzielende Allele x erzielte Allele
A.D. 29 0
E.K. 30 6
G.E. 30 0
J.B. 26 2
R.R. 29 10
S.G. 30 20
T.M. 29 2

Tab. 4.4.6.2: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Li-Puffer, 6-stindige Inkubation,
n=21
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4.4.6.3 15-stlindige Inkubation

Proband zu erzielende Allele X erzielte Allele
A.D. 29 1
E.K. 30 1
G.E. 30 7
J.B. 26 10
R.R. 29 3
S.G. 30 10
T.M. 29 10

Tab. 4.4.6.3: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Li-Puffer, 15-stiindige Inkubation,
n=21

4.4.6.4 + Triton, 30-minitige Inkubation

Proband zu erzielende Allele x erzielte Allele
A.D. 29 0
E.K. 30 2
G.E. 30 0
J.B. 26 7
R.R. 29 12
S.G. 30 10
T.M. 29 0

Tab. 4.4.6.4: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Li-Puffer unter Zugabe von Triton,
30-minatige Inkubation, n=21
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4.4.6.5 + Triton, 15-stundige Inkubation

Proband zu erzielende Allele X erzielte Allele
A.D. 29 6
E.K. 30 3
G.E. 30 8
J.B. 26 5
R.R. 29 10
S.G. 30 7
T.M. 29 3

Tab. 4.4.6.5: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl pro Proband mittels Li-Puffer unter Zugabe von Triton,
15-stundige Inkubation, n=105

Folgende Elektropherogramme zeigen ein Teilprofil und ein volles DNA-Profil eines
telogenen Haares und die positiv Kontrolle eines anagenen Haares unter Li-Puffer +

Triton, nach 15-stiindiger Inkubation.
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Sample File [ sample Name [ Panel [sao [os [sa
08-15h-A35--— 2015-08-28 fsa [ 08-15h-A35--— [ PowerPlex ESX_17_v1.0SE | | []
[AaL] D3S1358 | THO1 I D21811 [ D18S51 ]
90 150 2?0 2'|/0 3?0 390
5100
3400
1700+ n
0 sk T 1 Af A -
[x 15 | 6 |28 14
|6011 | 2176 | 3365 11255 247
|81.71] 122.81| 160.61| 214,69 307.09
[18 [30.2 16
‘1198 816 338
[135.23 | 224.72 131479 |
08-15h-A35-—_2015-08-28.fsa [ 08-15h-A35--- [ PowerPlex ESX_17_v1.0SE | [E] [
[ Dios1248 | D151656 I D251338 | D16S539 |
90 150 210 270 330 390
1800+
1200
f 1 f
0 A T T T1 T T T1 \
14 [173 17 24 12 |
11934 | 972 826 ‘ 548 764 |
| 101.47| | 166.3[19 21911 246.89 | 1301.2|0 |
|16 183 [13
@1586 699 1 650
1109.78 170.43 |305.17 |
08-15h-A35----_2015-08-28.fsa [ 08-15h-A35--—- [ PowerPlex_ESX_17_v1.0SE I [ ]
[ D2251045 | VWA D8S1179 [ FGA
a0 150 210 270 330 ) 35?0
900
600
300 M
0 Al T = et i
[16 14 12 19
1817 886 442 1045
\ 105.01 141.02 223.54 283.29
17 13 22
587 477 288
153.08 | 227.58 29475
Sample File [ Sample Name | Panel [ sQo [os [sa
08-15h-A35----_2015-08-28.fsa [ 08-15h-A35—— [ PowerPlex ESX_17_v1.0SE ] [] I
[ D2s441 D125391 [ D195433 | SE33
90 ) 150 210 ) 270 ) 330 390
4500
3000 |
1500 AJ
0 s 5 3 T =
[10 21 o e
13273 5963 1714 168
|96.22| 161.61 22229 | 317.95
1| 14| [17
2113 2915 359 |
100.27 i 226.26 322.04 |

Abb. 4.4.6a beispielhaftes Elektropherogramm eines kompletten DNA-Profils eines telogenen

Haares
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Sample File [ sample Name [Panel [sao 0s |sa
27-15h-T28----_2015-08-28 fsa [27-15h-T28--—- [ PowerPlex ESX_17_v1.0SE [ I i
[al] D351358 [ THO1 D21S11 | D18851 |
70 140 210 280 ) 350 420
330
220
110 L
0 T ey - S e — Ax Ax
X 14 93 2 |
212 | 161 | 81 79
81 65J 118.71] 175.42 218.74
27-15h-T28----_2015-08-28.fsa 27-15h-T28-— [PowerPlex ESX_17_v1.0SE [5]
[ D10S1248 | D151656 [ D251338 [ D16S539 ]
7.0 ) 140 2?0 ) 2{30 3§0 4?0
300
200+
100 A
0 | |
14 23
105 53
101.40 242.97
27-15h-T28-—_2015-08-28.fsa 27-15h-T28-— [PowerPlex ESX_17_v1.0SE []
[ D22s1045 T VWA D8S1179 [ FGA ]
70 140 210 280 350 420
300
200
100
| | ) .
R B I
16 14 12
47 76 57
105.02 141.15 | 223.47
27-15h-T28-——_2015-08-28.fsa 27-15h-T28-— [PowerPlex_ESX_17_v1.0SE I 5]
[ D2saat ] D125391 [ D195433 I SE33 ]
70 140 210 280 3§0 4?0
300
200
100 k
0 T 4 e
1 16.2
205 148
100.27 236.31

Abb. 4.4.6b beispielhaftes Elektropherogramm eines partiellen DNA-Profils eines telogenen

Haares
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Sample File | Sample Name [ Panel $Q0 |os sQ
29-15h-posAnna----_2015-08-28.fsa | 29-15h-posAnna-——- | PowerPlex ESX_17_v1.0SE X [ ] [ ]
[AZ] D351358 | THo1 I D21S11 | D18S51 ]
90 150 210 270 330 390
6800 i ! i - ' .
5100
3400
| | Il
0 1 % A 1 | ! O | 11 11
X |18 s | [29 13
4743 | 5826 3120 ‘ 2157 | 2014
81.70 135.21 168.49] 21873 303.32
lo3 0 | 14
2417 2839 | 2346
175.38 22279 1 307.21
29-15h-posAnna----_2015-08-28.fsa [ 29-15h-posAnna---- [PowerPlex_ESX_17 v1.0SE I X | [ ] | [ ]
[ Dios1248 D151656 I D251338 | D165539 ]
90 150 210 270 330 390
2700
1800
900
0 TT T T T T }
13 14 22 [11
| 2765 1920 2700 2322
97.34 151.07 239.06 |297.21
|14 153 | 24 | 12
2381 2680 2251 1668 |
|101.45 158.32 246.98 | 301.20 |
29-15h-posAnna---- 2015-08-28.fsa 29-15h-posAnna-—- PowerPlex ESX 17 v1.0SE | X [ ] | [ ]
D2251045 | VWA ] D8S1179 Il EGA |
90 150 210 270 330 390
2400
1600 |
800 U
0 JX A T ‘,,,J — T T
11 14 9 15 18
434 1231 2380 | (2266 2105
90.00 141.21 215.57 | |239.69 283.34
16 17 | |21
409 1264 | 2238
105.03 153.01 294.84 |
Sample File | Sample Name [ Panel sQo [os [ sQ
29-15h-posAnna--—_2015-08-28.fsa [29-15h-posAnna—- [ PowerPlex ESX_17_v1.0SE X ] m [ =
[ D2s4at ] D12S391 [ D198433 | SE33 ]
90 150 ) 210 270 330 390
4200
2800
1400 ’A
0 F— = | )Jl T I /Yk
10 19 14 19 29.2
3787 4123 3788 1665 1278
96.17 153.08 226.39| 330.28 | 1372.89
14 20 16
2749 4590 4288
|112.82 157.24 234.31

Abb 4.4.6¢.: Beispielhaftes Elektropherogramm einer Positiv Kontrolle eines anagenen Haares
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4.5 Vergleich der einzelnen Extraktionsmethoden untereinander

Die Extraktionserfolge der Li-Untersuchungsreihe ahneln und pendeln sich bei
durchschnittlich 5,7 Allelen / Experiment ein. Der schlechteste Typisierungserfolg der
Reihe (X erzielte Allele / Experiment = 2,8) ist bei einer Inkubationszeit von 5 Minuten,
ohne Zugabe des Oberflachentensids Triton X-100, zu verzeichnen. Die direkte PCR der
reinen telogenen Wurzel erzielt im Schnitt 5 Allele / Experiment. Dahinter folgen mit
unter zwei erzielten Allelen pro Experiment die Chelex-100-Methode nach Walsh et al.,
die direkte PCR des reinen Schafts und des kompletten Haars und die QIAsymphony®
mit ,,DNA Investigator” Kit. Die mit Abstand schlechtesten Ergebnisse, da komplett
negativ, wurden bei der modifizierten TNCa-Extraktion nach Hellmann und den
NucleoSpin® Aufbereitungsmethoden beobachtet. Die nachfolgende Grafik gibt eine
Ubersicht der Ergebnisse der einzelnen Extraktionsmethoden.
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Abb. 4.5: Durchschnittlich erfolgreich typisierte Allele der einzelnen Extraktionsmethoden

-53-



Die Typisierungserfolge mit dem modifizierten Li-Puffer unter Zugabe von 3% Triton
und einer Inkubationszeit von 15 Stunden sind signifikant besser als drei der bekannten
Standard-Extraktionsmethoden. Folgende Tabelle gibt die p-Werte zu den

vergleichenden Extraktionsmethoden wieder:

Extraktionsmethode? p-Wert
Chelex-100 nach Walsh et al. 0,003006

directPCR nach Ottens et al.

- komplettes Haar 0,006619
- Schaft 0,001028
QIAsymphony® mit ,,DNA Investigator*-Kit 0,001242

Tab. 4.5: Signifikanz der modifizierten Methode (+3% Triton, Inkubationszeit 15 Stunden) im Vergleich
zu den anderen angewandten Extraktionsmethoden

Im Vergleich zu der originaren Extraktionsmethode nach Li et al. und den untersuchten
vier Modifikationen konnten keine signifikant besseren Ergebnisse erzielt werden. Die
folgenden Extraktionsmethoden ergaben keine Ergebnisse: modifizierte TNCa-
Extraktion nach Hellmann et al., NucleoSpin® MACHEREY-NAGEL®, Clean up
gDNA ® MACHEREY-NAGEL®.

4.6 Korrelation Zellkernanzahl und DNA-Ausbeute

Die nachfolgenden Tabellen geben Auskunft Uber den Zusammenhang zwischen der
Anzahl der mittels DAPI-Farbung sichtbar gemachten Zellkerne der telogenen Haare und
der Anzahl der jeweils durchschnittlich erfolgreich typisierten Allele. Die Anzahl der
Zellkerne wurde in die finf unter 4.2 beschriebenen Kategorien unterteilt.
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4.6.1 Chelex-100-Methode nach Walsh et al.

6
5
5
=
N
c 4
<
o
=< 3
(0]
=
Kl
T 2
()
Ix< 1 1
1
0
0 <20 20-50 >50 kern. Ni

gezahlte Zellkerne

Abb. 4.6.1: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels Chelex-100-Methode im
Verhaltnis zu gezéhlten Zellkernen

4.6.2 Direkt-PCR

Hier wurden die Methoden Direkt-PCR komplett und Direkt-PCR Wourzel
zusammengefasst. Eine Angabe uber Direkt-PCR Schaft entféllt.
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Abb. 4.6.2: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels Direkt-PCR im Verhéltnis zu
gezahlten Zellkernen
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4.6.3 modifizierte TNCa-Methode

Der von HELLMANN et al. [20] vorgestellte Typisierungserfolg konnte in dieser Arbeit
mit der modifizierten Methode nicht reproduziert werden. Alle mit dem modifizierten
TNCa-Puffer extrahierten Haare enthielten keine nachweisbare Menge an humaner
Zellkern DNA. Somit entfiel eine Typisierung.

Aufgrund der negativen Ergebnisse wurde auf die grafische Darstellung verzichtet.

Anzahl Zellkerne X erzielte Allele
0 0

<20 0

20-50 0

>50 0
keratinisierter

warzenformiger Fortsatz 0

(ker. Ni)

Tab. 4.6.3: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels modifizierter TNCa-Methode nach Hellmann et al.
im Verhdltnis zu gezahlten Zellkernen

4.6.4 QIAsymphony® mit ,,DNA Investigator*-Kit
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Abb. 4.6.4: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels QIAsymphony® mit ,,DNA
Investigator*-Kit im Verhéltnis zu gezéhlten Zellkernen
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4.6.5 NucleoSpin® XS und NucleoSpin® Clean up

Mit den von Macherey-Nagel® angebotenen Kits zur Extraktion telogener Haare konnten

keine Typisierungserfolge erzielt werden.

Aufgrund des negativen Ergebnisses wurde auf eine graphische Darstellung verzichtet.

Anzahl Zellkerne X erzielte
Allele
0 0
<20 0
20-50 0
>50 0
keratinisierter
warzenformiger Fortsatz 0
(ker. Ni)

Tab. 4.6.5: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels der Macherey-Nagel®-Aufbereitungsmethoden im
Verhaltnis zu gezéhlten Zellkernen

4.6.6 Li-Puffer nach Li et al.
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Abb. 4.6.6: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels Li-Puffers im Verhéaltnis zu
gezéhlten Zellkernen
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4.6.6.1 5-mindtige Inkubation
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Abb. 4.6.6.1: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels Li-Puffers 5-minitige
Inkubation im Verhaltnis zu gezahlten Zellkernen; es konnten keine Haare mit einem
keratinisierten warzenférmigen Fortsatz nachgewiesen werden

4.6.6.2 6-stundige Inkubation
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Abb. 4.6.6.2: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels Li-Puffers 6-stiindige
Inkubation im Verhaltnis zu gezéhlten Zellkernen
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4.6.6.3 15-stiindige Inkubation
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Abb. 4.6.6.3: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels Li-Puffers 15-stiindige
Inkubation im Verhéltnis zu gezahlten Zellkernen; es konnten keine Haare mit >50
Zellkerne nachgewiesen werden

4.6.6.4 +Triton, 30-minutige Inkubation
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Abb. 4.6.6.4: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels Li-Puffers + Triton 30-minitige
Inkubation im Verhaltnis zu gezéhlten Zellkernen; es konnten keine Haare mit 20-50, >50
Zellkerne nachgewiesen werden
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4.6.6.5 + Triton, 15-stiindige Inkubation
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Abb. 4.6.6.5: Durchschnittlich erzielte Allelanzahl mittels Li-Puffers + Triton 15-stindige
Inkubation im Verhéltnis zu gezéhlten Zellkernen; es konnten keine Haare mit >50ZK nachgewiesen
werden

Der Typisierungserfolg korreliert mit der Anzahl der darstellbaren Zellkerne.
Grundsatzlich wurden bessere Typisierungserfolge erzielt, wenn bei der DAPI-Féarbung
mehr als zwanzig Zellkerne sichtbar waren. Die mit Abstand meisten Allele, zum Teil
sogar volle DNA-Profile, wurden bei telogenen Haare, die in der DAPI-Farbung 50 oder
mehr Zellkerne zeigten, typisiert. Nichts desto trotz konnten telogene Haare, die als
DAPI-negativ gewertet wurden, mit durchschnittlich zwei richtigen Allelen typisiert
werden. Bei drei von 180 DAPI-negativen Haare konnte ein volles DNA-Profil
nachgewiesen werden. Telogene Haare, die einen Kkeratinisierten warzenférmigen

Fortsatz aufwiesen, weisen im Schnitt mit 12 Allelen auf.

Die nachfolgende Grafik gibt eine Ubersicht der durchschnittlich erfolgreich typisierten

Allele der einzelnen Extraktionsmethoden im Verhaltnis zu der Zellkern-Anzahl.
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Abb. 4.6: Ubersicht der durchschnittlich erfolgreich typisierten Allele aller Extraktionsmethoden im
Verhaltnis zu den im Vorfeld mit DAPI-Farbung gezahlter Zellkerne

4.7 Korrelation Haarfarbe und DNA-Ausbeute

Von insgesamt 257 untersuchten telogenen Haaren konnte bei 147 Haaren, also in 57%,
ein oder mehrere Allele typisiert werden. Die Korrelation zwischen Haarfarbe und der
DNA-Ausbeute zeigt, dass im Durchschnitt vor allem die schwarzen Haare erfolgreicher
typisiert werden konnten. Im Vergleich zu blonden und roten Haaren ist die
durchschnittliche Allel-Ausbeute doppelt so hoch. Im Vergleich zu braunen Haaren ist
die Allel-Ausbeute 1,5-fach hoher. Vergleicht man die durchschnittliche Allel-Ausbeute
aller Extraktionsmethoden, so erzielen blonde und rote Haare die Halfte der
durchschnittlichen Allele der schwarzen und eine ca. 1,4-fach geringere durchschnittliche

Allel-Anzahl als braune Haare.
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Die nachfolgende Grafik gibt die Korrelation zwischen Haarfarbe und der
durchschnittlichen Allel-Anzahl wieder.
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Abb. 4.7: Korrelation Haarfarbe und durchschnittliche Allel-Anzahl
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5. DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche die effizienteste
Extraktionsmethode  telogener Haare ist. Es wurden sowohl gangige
Standardextraktionsmethoden, als auch bislang nicht etablierte Extraktionsmethoden
betrachtet und im Rahmen derer eine Weiterentwicklung der vielversprechendsten
Methode untersucht. Darliber hinaus wurde versucht, mittels mikroskopischer
Voruntersuchungen, eine valide Aussage uber den Typisierungserfolg eines einzelnen

telogenen Haares geben zu kdnnen.

5.1 Hintergrund der Untersuchung

Das Haar als Spurentréger zeichnet sich gegeniber anderen menschlich-biologischen
Spuren durch eine lange Lagerungsstabilitat und hohe Autolyseresitenz aus. Damit ist es
auf den ersten Blick ein wertvolles Untersuchungsmaterial. So ist es nachvollziehbar,
dass diese Vorteile durch viele unterschiedliche Herangehensweisen in den letzten
Jahrzehnten zu nutzen probiert wurden. Leider waren die Ergebnisse von
Blutgruppenbestimmungen [11, 38, 64] oder die Geschlechtsdifferenzierungen tber den
Nachweis eines Y-Chromosoms [53], sowie mikroskopische Untersuchungen
histologischer und elektronenmikroskopischer Art fiir die Individualtitdtsbestimmung
nicht ausreichend zufriedenstellend. Dies d&nderte sich mit dem Einzug der

molekularbiologischen Untersuchungsmethodik [49, 50].

Durch den natirlichen Wachstumszyklus des Haares ist es erklarlich, wieso vor allem
telogene Haare oftmals an Tatorten gesichert werden kénnen. So fallen jedem Menschen
durchschnittlich bis zu 100 Haare pro Tag auf ganz natiirliche Art und Weise aus [40].
Bis ein Haar der Kopfhaut entféllt, durchlauft es komplexe Keratinisierungsprozesse.
Waihrend die Entwicklung der Haarproteine ausgiebig erforscht ist, ist Uber die
Verénderung der im Haar enthaltenen Nukleinsduren wenig bekannt [3, 16, 55]. Man geht
davon aus, dass die DNA im Laufe der Keratinisierungsprozesse [13, 20, 36] degradiert
und somit denkbar ungunstige Voraussetzungen fiir eine STR-Typisierung bietet. Doch
sind es gerade diese molekularbiologischen Untersuchungen, die von besonders
diskriminativer Aussagekraft sind. Erschwerend kommt hinzu, dass oftmals Einzelhaare

als Spur an Tatorten gesichert werden, sodass der DNA-Gehalt eines einzelnen telogenen
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Haares fir eine molekularbiologische Untersuchung ausreichend sein muss. So sind
konsequenterweise vor allem Haare mit anheftenden Hautepithelien oder aber mit
Bestandteilen der Haarwurzelscheiden erfolgreich typisierbar.

Daruber hinaus wird in der Literatur immer wieder das in den Haaren enthaltene Melanin
als potentieller PCR-Inhibitor diskutiert und damit als ein mdglicher Grund der raren
Typisierungserfolge gesehen [4, 19, 36, 39].

Heutzutage sind STR-Typisierungen an telogenen Haaren und dementsprechend deutlich
degradierter DNA, von meist kaum mehr als 110 bp groRen DNA-Fragmenten durch die
Entwicklung modifizierter, hochst sensitiver STR-Primer mdglich, wenn auch immer
noch nicht zufriedenstellend [6, 20, 36].

Einen alternativen Ansatzpunkt der Haaruntersuchung bietet die Isolierung der
menschlichen, mitochondrialen DNA (mtDNA), Amplifikation der 228 bp Region des D-
Loops und anschlieBender Sequenzierung [62, 63]. Diese Untersuchung ist nicht

Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

5.2 Haarfarbe

Uber die Verteilung der Haarfarbe der Erdbevélkerung macht die Literatur nur wenige
Angaben. CESARINI [14] stellt ein Vorherrschen des schwarzen Haares weltweit fest. In
der nordwesteuropaischen Bevolkerung ist vor allem blondes und rotes Haar verbreitet.
Diese Literaturangaben entsprechen den Beobachtungen dieser Arbeit. So sind vier
nordwesteuropdische  Probanden  rothaarig bzw. blond, wahrend zwei
nordwesteuropéische Probanden braunhaarig sind und eine vorderasiatische Probandin

eine schwarze Haarfarbe aufweist (vgl. Tab. 4.1.1).

5.3 Haarlange

Auch zur durchschnittlichen Haarldnge der Erdbevolkerung gibt die Literatur nur
ungenaue Angaben. Die durchschnittliche Haarlange eines Individuums ist vermutlich

eher durch modische statt durch genetische Faktoren bestimmt.
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5.4 DAPI-Fluoreszenzfarbung als zuverlassige Screeningmethode

Basierend auf der Farbemethodik nach LEPEZ et al. [29] wurden alle telogenen Haaren
mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt, ehe sie typisiert wurden. Die Wurzelqualitét
wurde bestimmt und die sichtbaren Kerne wurden gezahlt (vgl. Tab 4.2). Im Vergleich
zu der belgischen Arbeitsgruppe, die ihren Schwellenwert flr eine erfolgreiche STR-
Typisierung bei einem Minimum von 20 gezahlten Zellkernen flir mindestens ein
Teilprofil legten, konnte in dieser Arbeit in vier von funf Fallen mit der modifizierten Li-
Extraktionsmethode bereits mit zehn sichtbaren Zellkernen ein Teilprofil (mehr als 65%
richtige Allele) detektiert werden.

Die Konsequenz einer Voruntersuchung mittels DAPI-Fluoreszenz-Féarbung ist fiir den
Routinefall aus unterschiedlichen Gesichtspunkten zu betrachten. Die Untersuchungen
zeigten einen klaren Zusammenhang zwischen einer vermehrten Menge mikroskopisch
nachweisbarer DNA und einer erfolgreichen Typisierung: Der Typisierungserfolg steigt
proportional zu der im Vorfeld mikroskopisch nachgewiesenen Zellkernanzahl. Das
entspricht erwartungsgemaR der Literatur. Dies gibt in der Routine die Mdglichkeit, in
einem Fall, der mehrere Haare als Beweismittel beinhaltet, die Haare mit der besten
Typisierungsprognose herauszufiltern und zu untersuchen. Andererseits zeigte diese
Arbeit, dass, wenn auch nur zu 3,5% (3/85 Haaren) die Mdglichkeit gegeben ist, ein
telogenes Haar, bei dem sich im Rahmen der Screeninguntersuchung im Vorfeld
histologisch keine DNA nachweisen lie3, ein volles Profil nachweisen l&sst. So kann in
der Routinesituation auch ein DAPI-negatives Haar ein durchaus verwertbares Ergebnis
erzielen. Sollte ein Fall also nur wenige telogene, DAPI-negative Haare enthalten, wird

geraten, auch diese zu typisieren.

5.5 DNA-Ausbeute der telogenen Haare

Wie bereits erwahnt, weisen telogene Einzelhaare nur eine geringe Menge degradierter
DNA auf. Um eine erfolgreiche DNA-Typisierung durchzufiihren, ist es von besonderer
Bedeutung, sich einer maximal effizienten DNA-Extraktionsmethode zu bedienen, die
die Grundlage fur eine erfolgreiche PCR und gelungene Typisierung bietet. Einen
alternativen Ansatz bietet der Verzicht auf eine Extraktion, wie sie im Rahmen von direkt-
PCRs angewandt wird [43]. Grundgedanke dieser Methodik ist die Minimierung von
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eventuellen Kontaminationen und Ablauffehlern, die durch den Einsatz vieler
unterschiedlicher GefaRe oder aber auch transferbedingt auftreten konnen; die
Maximierung der Sensitivitat ist — nicht zuletzt — eine Kosten- und Zeitersparnis. Da die
Ergebnisse der direkten Amplifikation im Rahmen dieser Arbeit als nicht
erfolgversprechend zu werten waren, wurde von einer weiteren Untersuchung in diese
Richtung abgesehen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fallen entsprechend der bekannten und im
Vorfeld geschilderten Problematik aus. Die durchschnittlich korrekt typisierte
Allelanzahl ist in keiner der untersuchten Extraktionsmethoden zufriedenstellend. So
werden im Schnitt 5,7 Allele pro Experiment der Li-Untersuchungsreihe richtig typisiert,
unabhéngig der Zugabe von Triton X-100. Eine Inkubationszeit von mindestens 30
Minuten scheint einen positiven Effekt auf den Extraktionsvorgang zu haben; die
Ergebnisse einer 5-mindtigen Inkubationszeit sind 2,25-fach schlechter als die derselben
Extraktionsmethode mit 30-mindtiger Inkubationszeit. Durch die Zugabe des
Oberflachentensids Triton X-100 wurde eine groRere DNA-Ausbeute erwartet. Mit der
entsprechend modifizierten Extraktionsmethode wurden allerdings 1,5-fach schlechtere
Ergebnisse erzielt als mit der &quivalenten Extraktionsmethode ohne das
Oberflachentensid. Auch eine langere Inkubationszeit von 15 Stunden hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse (Abb. 4.5).

Die Typisierungserfolge der unter 3.3.7.4 beschriebenen Extraktionsmodifikation der
chinesischen Forschungsgruppe rund um Li et al. [30] sind signifikant effizienter als drei
der géngigen Extraktionsmethoden (Chelex-100 nach Walsh et al., direkte PCR des
kompletten Haares, bzw. des reinen Schafts nach Ottens et al. und des QIAsymphony®
mit “DNA Investigator”-Kit). Diese Signifikanz muss jedoch im Verhaltnis zu den noch
schlechteren DNA-Ausbeuten dieser drei Extraktionsmethoden relativiert werden.

Von den insgesamt 257 untersuchten telogenen Haaren, konnten lediglich, verteilt auf
alle in 3.3 angefiihrten Extraktionsmethoden, aus 22 Haaren ein volles Profil und von 19
weiteren Haaren mehr als zehn richtige Allele detektiert werden. 105 Haare erbrachten
weniger als 10 Allele, aus 111 Haaren konnte kein Allel abgeleitet werden.

Diese schlechte DNA-Ausbeute aus telogenen Haaren ist ein in der Literatur bekanntes
Problem. Als mdogliche Ursache daftr ist einerseits die schlechte DNA-Qualitat zu

werten: Wie unter 5.1 beschrieben, sind komplexe Keratinisierungsprozesse fiir die
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Degradation der DNA verantwortlich, so dass davon auszugehen ist, dass die in geringen
Mengen in telogenen Haaren enthaltene DNA in einem GroRenbereich von kaum mehr
als 110 bp fir eine effiziente Amplifikation nicht ausreichend ist [6, 20 36].

Daruber hinaus wird in der Literatur immer wieder das Melanin als PCR-Inhibitor
diskutiert [4, 19, 36, 39]. Als logische Konsequenz daraus geht hervor, dass bei dunklen
Haaren besonders schlechte Typisierungserfolge zu erwarten waren. Diese Hypothese ist
nicht mit den Ergebnissen dieser Arbeit vereinbar. So konnte bei schwarzen Haaren eine
durchschnittlich doppelt so hohe Allel-Ausbeute wie bei den blonden und roten Haaren
und immerhin eine 1,5-fach hohere Allel-Ausbeute als bei braunen Haaren erzielt werden
(vgl. 4.7). Eine mogliche Erklarung fur dieses Phanomen bieten die mittlerweile stabilen
und Inhibitor-resistenten Amplifikationskits, sodass das Melanin als PCR-Inhibitor

moglicherweise keine allzu groRe Rolle mehr spielt.

5.6 Madgliche morphologische Lokalisation der degradierten DNA-

Reste im Haar

Die komplexen Zellkeratinisierungsvorgange und der damit verbundene Verbleib der
DNA im Haar sind in der Literatur relativ wenig beschrieben. Es gilt die allgemeine
Meinung, dass die Nukleinséuren der Zellen wahrend dieses Prozesses zu Grunde gehen
[51]. Mc NEVIN et al. [35] konnten in ihren Untersuchungen zeigen, dass eine Extraktion
einer telogenen Haarwurzel nicht erfolgreicher ist als die eines telogenen Haarschaftes.
Sie schlussfolgern daraus, dass die telogene Haarwurzel im gleichen MaR keratinisiert
wie der Haarschaft und die Wurzel somit nicht mehr DNA enthélt wie es bis dahin

allgemeine Lehrmeinung war.

Im Rahmen der Etablierung einer Screeningmethode in Form einer Fluoreszensfarbung
mittels DAPI konnte diese Erkenntnis nicht bestatigt werden. Nukleinsdurehaltige
Strukturen konnten, wenn tberhaupt, nur im Wurzelbereich nachgewiesen werden. DNA
im Bereich des Schaftes konnte in keinem Fall dargestellt werden. Dartiber hinaus wurde,
wie unter 4.4.2 beschrieben, mittels direkter Amplifikation der Vergleich zwischen der
Untersuchung von telogenen Wurzeln und telogenen Schéften untersucht. Im Schnitt
wurden von 203 Allelen 5 Allele durch eine Untersuchung des Schaftes richtig typisiert,
wéhrend sich bei der Untersuchung der telogenen Wurzel immerhin 35 von 203 Allelen

darstellen lieRen (vgl. Tab. 4.4.2.1 und 4.4.2.2). Um eine valide Aussage tber die
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morphologische Lokalisation der DNA im telogenen Haar treffen zu kdnnen, wéren
weitere Untersuchungen, vor allem histologischer Art, notwendig gewesen. Dies war
jedoch nicht Ziel der vorliegenden Arbeit.

Eine alternative Untersuchung der telogenen Haare bietet die mtDNA-Analytik. Der
grolRe Vorteil der mtDNA ist, dass sie im Vergleich zur chromosomalen DNA in hundert-
bis tausendfacher Kopie vorliegt und damit einen quantitativen Vorteil gegeniiber dem
diploiden Satz der chromosomalen DNA bietet, der in lediglich zwei verschiedenen
Kopien vorliegt. Andererseits lasst eine mtDNA-Analytik nur eine schlechtere
Diskrimination gegentber der nukledren DNA-Typisierung zu. Ein weiterer Nachteil der
mtDNA-Analytik ist, dass weibliche Verwandte nicht klar voneinander zu unterscheiden,
bzw. auszuschlieBen sind. Das heiflt, eine weibliche Linie kann durchaus bestimmt
werden, eine weibliche Einzelperson zu identifizieren ist aber nicht moglich. Ob eine
mtDNA-Analytik sinnvoll ist, sollte individuell und fallabhéngig entschieden werden.
Eine mtDNA-Sequenzierung des keratinisierten Materials telogene Haare stellt also in
einigen Fallen durchaus eine Alternative zur nukledren DNA-Typisierung dar, ist jedoch
nicht Gegenstand dieser Arbeit.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem telogenen Haar als forensische Spur. Ziel
dieser Arbeit war es, eine geeignete Untersuchungsmethodik zu ermitteln und damit eine
erfolgreiche Typisierung zu sichern. Darlber hinaus wurde im Rahmen einer initialen
Screeninguntersuchung versucht, eine moglichst verlassliche Aussage (ber den
Typisierungserfolg eines einzelnen telogenen Haars zu geben.

Insgesamt wurden 257 telogene Haare von sechs Probanden mittels DAPI (1,4-
Diazabicyclo[2.2.2]octan) fluoreszenzgefarbt, mikroskopiert, extrahiert, amplifiziert und
anschlieRend typisiert.

Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI bindet an die A-T-reichen Regionen doppelstréangiger
DNA. Eine Anregung mit ultraviolettem Licht lasst den Farbstoff in sichtbarem Blau
fluoreszieren und markiert somit DNA-haltige Bereiche. Die Untersuchungen der
fluoreszenzgeférbten, telogenen Haare ergaben eine Korrelation zwischen der Menge der
sichtbaren Zellkerne und dem Typisierungserfolg. Entgegen der Erwartungen konnte,
wenn auch nur zu 3,5%, aus DAPI-negativen Haaren ein volles DNA-Profil detektiert
werden. Dies hat zur Konsequenz, dass ein DAPI-negatives Haar in einem forensischen
Spurenfall ein durchaus verwertbares Ergebnis erzielen kann und nicht im Vorfeld der
Untersuchungen ausgeschlossen werden sollte. In Spurenfédllen mit mehreren Haaren
kann Uber die DAPI-Screeningmethode das Haar mit der besten Typisierungsprognose

gewahlt werden.

Es wurden sieben unterschiedliche Extraktionsmethoden verglichen und im Rahmen
dessen die erfolgversprechendste Methode optimiert. Der origindre, chinesische
Lysepuffer setzt sich aus einer optimalen Kombination und Konzentration folgender
Einzelkomponenten zusammen: 10mmol (Tris)-HCI (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
(pH 8,0), 2mmol EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) (pH 8,0), 0,2mol NaCl und
200ug/ml Proteinase K.

Dem Ansatz wurde hoc loco das nicht-ionische Tensid Triton X-100 in einer 3%-igen
Konzentration zugefligt. Durch mehrere Versuchsreihen ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede durch den Zusatz des Oberflachentensids, noch durch eine Verlédngerung
der origindren 30-mindtigen Inkubationszeit. Im Durchschnitt wurden in den

Experimenten rund um die Li-Untersuchungsreihe 5,7 Allele erfolgreich typisiert. Im
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Vergleich zu den drei Extraktionsmethoden (Chelex-100 nach Walsh et al., direkte PCR
des kompletten Haares, bzw. des reinen Schafts nach Ottens et al. und des
QlAsymphony® mit “DNA Investigator”-Kit) konnten signifikant bessere Ergebnisse
erzielt werden. Diese Signifikanz muss jedoch im Verhaltnis zu den noch schlechteren

DNA-Ausbeuten dieser drei Extraktionsmethoden relativiert werden.

Es ist allgemein bekannt, dass ein telogenes Haar als forensische Spur einen &uferst
diffizilen Spurentrager darstellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen dies. Die
Optimierung und Weiterentwicklung eines erfolgversprechenden Lysepuffers l&sst auf
eine zukinftig erfolgreichere Typisierung und dementsprechend bessere Verwertbarkeit
der forensischen Spur telogenes Haar hoffen.

Da bis dato die Keratinisierungsprozesse im Haar und der damit verbundene Verbleib der
Zellkerne bzw. der Degradation der DNA nur wenig erforscht sind, sollten sich
zukiinftige Untersuchungen unter anderem auch diesem Thema widmen, um die
erfolgreiche STR-Typisierung der degradierten Minimalspuren weiter zu verbessern.
Daruber hinaus birgt die Weiterentwicklung der Sequenzer in Bezug auf die Optimierung
und Erweiterung ihrer Farbkanéle und die daraus resultierende Mdglichkeit auch kirzere
STRs zu detektieren, eine grolle Chance die Wertigkeit des telogenen Haars als

forensische Spur weiter zu steigern.
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8. ANHANG

8.1 Abkurzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

bp Basenpaar(e)

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CaCl; Calciumchlorid

Cu? Kupferion

°C Grad Celsius

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol
DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
DNA Desoxyribonukleinsaure
DNAse Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
DTT Dithiothreit

EDTA Ethylendiamintetraessigséure
engl. englisch

etal. et alii

Fe? Ferrum (Eisen)

g G-Zahl

ggfs. gegebenenfalls
HiDi-Formamid reines Formamid

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie
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H.O
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kbp

ker ni
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MgClI2

min.

ml

mm
mM
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mol/Il
MRNA
MtDNA

NaCl
NMWL

0.g.
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Pro K
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Dihydrogenmonoxid (Wasser)
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keratinisierter, warzenformiger Fortsatz (keratnised nipple)
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Magnesiumchlorid
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mikro
Milliliter
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Millimolar
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mol pro Liter

messenger Ribonucleinacid
mitochondriale DNA

nano
Natriumchlorid

Nominal Molecular Weight Limit
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Proteinase K

relative fluorescence units
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SDS
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Tris-HCI
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VNTR

ol
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siehe
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Natriumlaurylsulfat

single nucleotide polymorphism

short tandem repeat

Thymin
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unter anderem
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vergleiche

variable number of tandem repeats

arithmetisches Mittel

zum Beispiel
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