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Einleitung 1

1  Einleitung

Ziel der forensischen Haaruntersuchung ist neben der Identifizierung der Spezies auch
die Zuordnung von aufgefundenen Haarspuren zu einem bestimmten Individuum. Dabei
konnen die Ergebnisse der ausgewerteten Haarspuren oftmals die Erwartungen der
Untersuchungsstellen und Gerichte nicht hinreichend erfiillen. Folglich konzentriert sich
die Aufmerksamkeit immer mehr auf neue molekularbiologische Ansédtze mit dem Ziel
der personenbezogenen Zuordnung des Spurenmaterials ,,Haar”, wie sie bei anderen

Spuren menschlicher Herkunft in forensischen Labors heute selbstverstdndlich ist.

Gegen Ende des 19. Jahrhunderts wurden erste mikroskopische Untersuchungen an
Haaren unter forensischer Fragestellung durchgefiihrt. Zur Begutachtung wurden rein
morphologische Kriterien herangezogen. Jedoch war die Gewéhrleistung einer

Personenidentifizierung nicht hinreichend gesichert.

Mit Einfiihrung der molekularbiologischen Methoden, wie z.B. mit der Bestimmung
von polymorphen Proteinsystemen konnten zuverldssigere statistische Aussagen zur
Identifizierung von Personen gewonnen werden. Limitierender Faktor der serologischen
Haaranalyse war die niedrige Anzahl von Proteinpolymorphismen, die untersucht
werden konnte. Auflerdem steht in vielen Féllen nur ein einzelnes Haar zur Verfligung,

sodass die Sensitivitdt der serologischen Methoden nicht ausreicht.

Mit der Modifizierung von DNA-Analysemethoden war ein Identitdtsnachweis moglich
geworden. Die  Entwicklung vollzog sich  iiber  Untersuchungen von
Restriktionsfragmentldngenpolymorphismen (RFLP) bis zur Vervielfiltigung einzelner
polymorpher DNA-Abschnitte mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR).

1.1 Stand der Forschung

Mit dem Beginn von Haaruntersuchungen in der forensischen Medizin konzentrieren

sich alle Anstrengungen ausschlieBlich auf morphologische Kriterien. Die wohl erste
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forensische Haaruntersuchung wurde nach BISBING [16] 1861 von Rudolf Virchow
durchgefiihrt. Schnell folgten zahlreiche Veroffentlichungen, so erschien unter

OESTERLEN [97] das erste Buch iiber die spurenkundliche Haaruntersuchung. Ab
Ende des 19. Jahrhunderts werden in den Lehrbiichern der gerichtlichen Medizin der
Untersuchung von Haaren spezielle Kapitel gewidmet. BALTHAZARD et al. [8] fithren
1910 erstmals eine methodische Beschreibung zur Unterscheidung von menschlichen

und tierischen Haaren durch.

Im Jahre 1900 wurde mit der Entdeckung der Blutgruppen der Grundstein durch
LANDSTEINER fiir die serologische Untersuchung an Haaren gelegt [120], die bald
auch Einzug in die forensische Medizin gefunden hatte. KREFFT [78] konnte als erster
Blutgruppensubstanzen an pulverisierten Kopfhaaren mittels Isoagglutinationstest
nachweisen. 1966 beschriecb YADA [146] Merkmale des ABO-Systems an
menschlichen Haarwurzeln. Weitere Blutgruppensysteme, wie zum Beispiel die des
Phosphoglucomutase 1-Systems (PGM;), wurde von TWIBELL [138] zur Uberpriifung
des Spurenalters benutzt. OYA [101] bestimmte auBer den PGM-Merkmalen auch die
der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (6-PGD) an Haarwurzeln. Die Merkmalsysteme
Esterase D (EsD) und Glycolase I (GLY) iiberpriiften GERTLER et al. [33] beziiglich
ihrer Einsetzbarkeit in der Personenidentifizierung. Bis dato sind 13 serologische
Systeme auf ihre Anwendbarkeit in der forensischen Haarspuranalyse iiberpriift worden
[33], [48], [72], [78], [101], [138], [146].

Der Einsatz von physikalischen und chemischen Methoden in der Haaranalytik findet
heute fast nur im toxikologischen Bereich der forensischen Medizin Anwendung.
Hierbei ist der Nachweis von Drogenkonsum in Haarproben von besonderer Bedeutung
[110].

Der Versuch, den Gehalt an Spurenelementen mittels der sogenannten
Neutronenaktivierungsanalyse zur Individualdiagnose heranzuziehen, hat sich als nicht
geeignet erwiesen. Zwar konnten geographische Unterschiede im Gehalt an
Spurenelementen  gefunden werden, zur Individualtypisierung reicht diese

Differenzierung aber nicht aus [120].

Mit der Entdeckung des inaktiven X-Chromosoms durch BARR et al. [10] sowie der

zytogenetischen Nachweismethode des Y-Chromosoms mittels Quinacrin [115] konnte
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SCHMIDT [122] erstmals das Y-Chromosom in Haarwurzeln nachweisen. Weitere
Untersuchungen wurden von ISHIZU [58] und KING [73] durchgefiihrt. NAGAMORI
[96] entwickelte X-chromosomenspezifische Nachweismethoden fiir Zellen des
Haarschaftes.

Mit der Entwicklung und Einfihrung des Begriffs ,,DNA-Fingerprinting” durch
JEFFREYS [61], [62] und der Etablierung der PCR durch MULLIS und SAIKI [117]
auf der die moderne STR-Analytik basiert, setzte sich diese Methode auch rasch in der
Haaranalytik durch. Da die DNA die alleinige materielle Grundlage genetischer
Unterschiede zwischen verschiedenen Organismen darstellt, liefert das , DNA-
Fingerprinting” die bislang verldsslichste Methode zur biologischen Unterscheidung
einzelner Individuen. HUKKELHOVEN [57] konnte als erster Autor DNA in Haaren
nachweisen. 1989 quantifizierte VON BEROLDINGEN [140] die aus Wurzeln von
Kopthaaren extrahierte DNA. Wihrend OHSHIMA [98] zur DNA-Typisierung an
Haaren eine Restriktionsfragmentanalyse als Untersuchungsmethode einsetzte, bediente
sich HIGUCHI [50] der Polymerasekettenreaktion (PCR). OHSHIMA [98] nutzte diese

zur Geschlechtsbestimmung.

1.2 Das Haar des Menschen

Haare sind typische Hautanhangsgebilde der Saugerhaut. Aus der Sicht der
Evolutionsgeschichte handelt es sich beim Haarkleid der Séugetiere um eine
Weiterentwicklung der Fisch- und Reptilienschuppe. Vollige Haarlosigkeit beobachtet
man nur bei ganz wenigen Meeressdugern [9]. Die Keratinfasern zéhlen zu den
hértesten und bestdndigsten Strukturen der Biologie. Die meisten der unten aufgelisteten
Haarfunktionen, die bei Tieren nach wie vor eine Rolle spielen, haben ihre Bedeutung

fiir den neuzeitlichen Homo sapiens verloren.

Allgemeine Funktionen des Haares:
- Sensorische Funktionen
- Dispersion von Hautsekreten
- Soziale Kommunikation

- Schutz vor UV-Strahlung
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Mechanischer Hautschutz

- Sexuelle Signale

- Klima adaptierte Wéarmeisolation

- Schutz vor Austrocknung

- Schutz vor Insekten / Filterfunktion

- Tarnung
Im wesentlichen dominieren beim Menschen die sozialen Funktionen der Kopf- und
Sexualbehaarung. Daher konnen aus medizinischer Sicht harmlose Verdnderungen des
Haares oder Storungen des Haarwachstums fiir den Betroffenen sekundiren
Krankheitswert erlangen, da diese hdufig als psychisch belastend empfunden werden
und zur sozialen Isolation fiihren kénnen [130].
Beim Menschen nehmen vor allem Geschlecht, Alter und Populationszugehorigkeit
Einfluss auf die Behaarung. Die am stirksten behaarte Population sind die
Eingeborenen Australiens, durch sehr schwache Behaarung zeichnen sich mongolische
Volker aus. Haare fehlen nur an bestimmten Stellen des menschlichen Korpers wie z.B.
Handteller und Fuf3sohlen sowie im Lippenrot und an Teilen der Genitalien.
In folgenden Kapiteln soll zundchst die Morphologie des Haares, das Haarwachstum

sowie die chemische Zusammensetzung niher beschrieben werden.

1.2.1 Morphologie

Haare sind biegsame und zugfeste Hornfiden, die aus Einstiilpungen der Epidermis
(Epidermiszapfen) hervorgehen. Sie stecken in trichterformigen Einsenkungen der Haut
(Haartrichter). Makroskopisch gliedern sich Haare in zwei Abschnitte. Einen unter der
Oberfliche der Epidermis gelegenen Teil, die sogenannte Haarwurzel, die mit der
Haarzwiebel endet und den die Epidermis iiberragenden Teil, den Haarschaft, der in die
Haarspitze auslduft. Die Haarzwiebel umgreift eine bindegewebige Haarpapille, die als
Organ der Erndhrung dient. Geht dieser kapillarreiche Epidermiszapfen zugrunde, leidet
die Vitalitdt des Haarfollikels und das Haar fallt aus.

Der grofite Durchmesser des Haarfollikels wird durch die Auber'sche Linie
beschrieben, welche den Bulbus in eine obere und eine untere Ebene aufieilt. In der

oberen und der unteren Region liegen um die Haarpapille herum Epithelzellen, die sich
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in Kutikula- Medulla- und Kortexzellen differenzieren. Diese Zellen sind mitotisch
aktiv und dem Stratum basale der Haut dquivalent.

Der kraniale Anteil der Haarpapille wird von groBen vakuolisierten und maBig
keratinisierten Zellen bedeckt. Diese bilden das Mark (Medulla) des Haares, sind
schwach pigmentiert und enthalten azidophile Trichohyalingranula. Zur Haarspitze hin
besteht das Mark aus abgeflachten, vielfach wie Geldstiicke aufeinandergestapelten
Zellen. Das Mark ist der variabelste Bestandteil des Haares, es kann fehlen (z.B. bei
Lanugohaaren) oder ungleichméfig stark entwickelt sein.

Die Epithelzellen differenzieren sich lateral der Haarpapille und bilden als Hauptmasse
des Haares die Rinde (Kortex), die das Mark rohrenartig umgibt. Verhornte
Tonofibrillen durchziechen die Kortexzellen und verlethen dem Haar seine
aullerordentliche mechanische Festigkeit. Hier werden auch Matrixzellen angetroffen,
die Pigment an Nachbarzellen sezernieren und so fiir die Haarfarbe verantwortlich sind.
Die Kutikula bildet die letzte zum eigentlichen Haar gehorende Schicht und ist fiir ein
charakteristisches Schuppenmuster verantwortlich. Schuppenmuster und Schuppen-
rdnder konnen in vielen Féllen Riickschliisse auf die Artzugehdrigkeit eines Haares
geben und so zur morphologischen Begutachtung in der Spurenkunde herangezogen
werden [82]. Die verhornten Kutikulazellen liegen dabei dachziegelartig iibereinander.
Daraus resultiert die rauhe und unregelméfige Oberfliche des Haars.

Im ihrem Verlauf bildet die Epidermis um das Haar ein Epithelrohr, das sich aus
mehreren Schichten zusammensetzt, ndmlich die innere und &uflere epitheliale
Waurzelscheide.

Die innere Wurzelscheide umgibt das Haar unmittelbar, wichst aus dem Haarbulbus
empor und endet unterhalb der Talgdriisenmiindung. Diese innere Wurzelscheide
besteht aus drei in ihren oberen Abschnitten verhornenden Zellschichten:

Die Scheidenkutikula, die Huxley’'sche Schicht sowie die Henle'sche Schicht.
Letztendlich wandeln sich die drei einzelnen Lagen der inneren Wurzelscheide in eine
einheitliche Hornschicht um, welche stiickweise abbrockelt und mit dem Sekret der
Talgdriise nach au3en gelangt.

Die duBere Wurzelscheide wird bis zur Talgdriisenmiindung von allen Schichten der
Epidermis gebildet. Im weiteren Verlauf stellt die &uBere Wurzelscheide eine von
Stratum germinativum gebildete Roéhre dar, die in die oberflichliche Schicht der

Haarzwiebel iibergeht. Am sogenannten Haarbeet, einer Verdickung der duBleren
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Waurzelschicht, setzen die Mm. arrectores pilorum an. Bei der Kontraktion dieser
Muskeln werden die Haare in eine anndhernd senkrechte Stellung gebracht, d.h. sie
,wstrauben® sich. Gleichzeitig wird die Haut durch die Kontraktion der in der Umgebung
des Haartrichters liegenden Muskeln leicht eingezogen und es kommt zur ,,Ginsehaut®.
Zwischen den Mm. arrectores pilorum und der &#duBeren Wurzelscheide liegen
Talgdriisen, die bei Kontraktion ,massiert werden und so zur Driisenentleerung
beitragen.

Beim Menschen lassen sich drei verschiedene Haararten unterscheiden. Ihre
unterschiedliche Haarstruktur ist abhdngig vom Alter des Menschen und dem
Vorkommen am Korper. Im einzelnen sind dies:

- Das Lanugohaar kommt nur bei Feten und unreifen Neugeborenen vor. Es ist
kurz, diinn, marklos und pigmentarm. Postnatal werden die Lanugohaare durch
Flaum- oder Terminalhaare ersetzt.

- Das Flaumhaar ist das allgemeine Oberflichenhaar des menschlichen Korpers.
Es ist weich, kurz und liberwiegend farblos. Die Lédnge betrdgt meistens nicht
mehr als 2 cm.

- Das Terminalhaar (Langhaar) weist von der Struktur her Mark und Pigment auf.
Das Gros der Langhaare stellen die Kopf- und Barthaare. Folglich kdnnen
Terminalhaare lingen midBig variieren und sind meist sehr derb. Bei reifen
Neugeborenen sind Terminalhaare bereits in Kopthaut, Brauen und Wimpern

vorhanden.
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Glashaut Kutikula )

AuBere Cortex —— Haarschaft
Waurzelscheide

Medulla
J

Innere
Wurzelscheide Bindegewebescheide
Aubersche Linie

—— Haarbulbus

Melanozyten

Haarpapille

Abbildung 1.2.1: Schema einer Haarwurzel (aus JUNQUEIRA, L.C.,
CARNEIRO, J. [64])

Unter Einwirkung von Sexualhormonen kann ein Haarfollikel zuerst Flaum- und spéter
Terminalhaare hervorbringen. Dieses Verhalten ist z.B. bei Achselhaaren bei Kindern
beiderlei Geschlechts und beim miénnlichen Barthaar zu beobachten. Im Zuge der
méannlichen Glatzenbildung kann sich der Terminalfollikel des Haupthaares auch wieder

in einen Lanugofollikel umbilden.

1.2.2 Haarwachstum und Ersatz

Weder in allen Korperregionen noch im selben Gebiet erfolgt das Haarwachstum
gleichzeitig statt. Verantwortlich dafiir sind zahlreiche exogene (z.B. Temperatur) als
auch endogene (z.B. hormonelle Sekretion der Keimdriisen) Faktoren, die auch das
Wachstum der Nigel an Fingern und Zehen beeinflussen. Am Scheitel und am
Brustkorb betrigt die mittlere Wachstumsrate 0,44 mm/d, an der Schléife 0,39 mm/d und
am Kinn 0,27 mm/d [8], [87], [91], [117].
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Generell werden drei Wachstumsphasen des Haares unterschieden:

Die eigentliche Wachstumsphase des Haarfollikels wird als Anagenphase bezeichnet.
IThre Dauer richtet sich vor allem nach der Haarlinge an den verschiedenen
Korperstellen. In der menschlichen Kopthaut konnen Haarfollikel bis zu acht Jahren in
der Anagenphase verweilen [24]. Der tief in der Epidermis verankerte Follikel wird in
seinem unteren zwiebelformig erweiterten Teil von pluripotenten und undifferenzierten
Matrixzellen gebildet. Séamtliche Zellen des Haarschaftes (Mark, Rinde und Kutikula)
sowie die drei Schichten der inneren Wurzelscheide (Kutikula, Huxley'sche und
Henle'sche Schicht) werden von diesen mitotisch hoch aktiven Zellen gebildet.
Zusétzlich zu ihrer Lokalisation im Follikel lassen sich die unterschiedlichen Zellen
durch charakteristische Differenzierungsprodukte unterscheiden. Rindenzellen werden
durch Filamentbiindel, Matrix, Kutikula und innere Wurzelscheide durch Matrix-,
Kutikula- und Trichohyalingranula gekennzeichnet. Das eigentliche Haar, das aus der
Haut herauswéchst, wird nach Abschluss der vollstindigen Verhornung von Matrix-,
Kutikula- und Rindenzellen gebildet. Zellen der inneren Wurzelscheide werden auf
Hohe der Talgdriisen in den Haarkanal abgestoBen. Die d&ulere Wurzelscheide wird von
Zellen, die in der Follikelperipherie anzutreffen sind, gebildet. Wihrend des Wachstums
wandelt sich die mehrschichtige Breite am kranialen Follikelabschnitt in eine einzige
Zelllage am unteren Bulbusende um. In dieser Region lassen sich auch Melanozyten
nachweisen, die Pigmentgranula an Matrixzellen abgeben und so die Haarfarbe des

jeweiligen Individuums bestimmen.

In der Katagenphase, die beim Menschen zirka zwei bis drei Wochen andauert [74],
geht der Haarfollikel in die Ruhephase iiber. Der wachsende und tief in der Dermis
liegende Follikel verkleinert sich auf etwa ein Drittel seiner Linge, um ein neues,
pinselartiges und gebogenes Ende (sogenannter ,club“) zu bilden. Von diesen
Verdnderungen sind sowohl die epithelialen als auch die bindegewebigen

Follikelkomponenten betroffen.

Die Telogenphase, die auch als Ruhephase des Haarfollikels bezeichnet wird, dauert in
den verschiedenen Bezirken des Korpers unterschiedlich lange. An den Augenbrauen

umfasst die Telogenphase rund neun Monate, in der Kopfhaut zirka drei Monate.
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Das Haarwachstum ist vollstindig zum Erliegen gekommen. Die Haarfollikel erreichen
ein ausgereiftes, stabiles Stadium, in dem die Haare mittels eines kolbenartigen Endes
in den Follikeln verankert sind. Dem Ruhefollikel fehlen die meisten den wachsenden
Follikel kennzeichnenden Strukturen und Zelllagen: Matrix, innere und &duBere
Wurzelscheide sowie die Haarkutikula. Die charakteristische Struktur der Ruhefollikel
ist die in der Katagenperiode gebildete Keimschicht und der ,,club® [116]. Danach fillt

dieses Haar aus und ein neues bildet sich in demselben Follikel.

Abbildung 1.2.2: Wachstumsphasen des Haares (aus ORFANOS, C. [99])

Das Mengenverhéltnis zwischen anagenen und telogenen Haaren ist beim gesunden
Haarwuchs anndhernd 4:1, im pathologischen Fall kann sich das Verhéltnis umkehren.

Die Gesamtheit der Haarfollikel beim erwachsenen Mann wird auf rund fiinf Millionen
geschitzt. Davon entfallen allein auf die Kopthaut rund eine Million Haarfollikel. Die
Haarfollikelzahl je cm” betrigt 880 + 660 an der Wange, 770 + 60 an der Stirn, 100 + 50
am Unterarm und 40 £+ 10 am Oberarm [133]. Untersuchungen an der Kopthaut haben
die allmihliche Abnahme der Haarfollikel mit fortschreitendem Alter bestétigt. Durch
die Alterung der Haarfollikel kommt es zum charakteristischen Phinomen der Kahlheit

[34].
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1.2.3 Chemische Zusammensetzung und Haarfarbe

Das Haar stellt ein kompliziertes Gewebe dar, das sich aus mehreren differenzierten
Zelltypen und einer Anzahl chemischer Komponenten zusammensetzt. Keratin besteht
zum grofBten Teil aus Faser- wund Matrixproteinen und  bildet die
Hauptstrukturkomponente des menschlichen Haares. Wesentliche chemische und
strukturelle Verschiedenheiten lassen zwischen weichem und hartem Keratin
unterscheiden.

Als weiches Keratin bezeichnet man das Stratum corneum der Epidermis, dessen
Terminologie im wesentlichen von der Beriihrungssensibilitit der Gewebe ausgeht
[100].

Hartes Keratin bildet im charakteristischen Rontgendiffraktionsmuster das sogenannte
o-Muster, das sich in allen Sédugerkeratinen und der Epidermis aller Vertebraten
wiederfinden ldsst [6]. Wie sich zeigen lieB3, sind es die Faserproteine dieses Gewebes,
die das charakteristische Rontgendiffraktionsmuster bedingen.

Zusitzlich weisen diese unloslichen Proteine in ihrer Aminosdurezusammensetzung und
threm Molekulargewicht erhebliche Unterschiede auf [114]. Es ist seit lingerem
bekannt, dass einige Aminosduren in einer konstanten Menge am Proteinaufbau des
menschlichen Haares beteiligt sind. Zu den Aminosduren gehort das schwefelhaltige
Cystin, das zum hohen Gesamtschwefelgehalt von etwa 5 % des menschlichen Haares
beitrdgt. Zum Vergleich ist in der Epidermis ein Gesamtschwefelgehalt von 1,5 % zu
messen. Da das Cystin am nativen Haar die wesentlichen Querbriicken zwischen den
Peptidketten bildet, erklart sich die viel groBere Dehnungs- und Bruchresistenz des
Haares gegeniiber der Epidermis. Die Durchlédssigkeit fiir Wasser ist allerdings viel
geringer. Die Aufspaltung der Querbriicken bedeutet einen Verlust der mechanischen
Stabilitit des Haares. Im Rahmen molekularbiologischer Untersuchungen werden zur
Aufspaltung des Disulfid Agenzien wie Thioglykolat, Mercaptoethanol und
Dithiothreitol (DDT) verwendet.

Der Lipidgehalt des Haares betrdgt 1-2 %, der Epidermis tiber 10 %.

Kohlenhydrate spielen als Energiequelle und als Brennstoff fiir die Oxidierung eine eher

untergeordnete Rolle.
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Verantwortlich fiir die Produktion von Melaninpigment und damit letztlich fiir die
Haarfarbe sind Matrixzellen, die der Papille kappenformig aufsitzen. In der
Anagenphase nehmen die Melanozyten an Gro3e zu und enthalten in ihrem Zytoplasma
reichlich Pigmentkdrnchen. Die Melaninbildung beginnt damit, dass in den
Praemelanosomen die aromatische Aminosdure L-Thyrosin aus der Zellumgebung
aufgenommen wird. Daraus wird unter Mitwirkung von Thyrosinase 3.,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA). Dieses wird weiter in Dopachinon iiberfiihrt. Uber
zusétzliche Syntheseschritte entsteht schlieBlich Melanin.
Vom Haarpigment Melanin sind drei Melaninklassen bekannt: Eumelanine,
Phidomelanine und Neuromelanine. Melanine sind in fast allen Ldsungsmitteln
unloslich. Weiterhin kdnnen freigesetzte Melanine die PCR-Reaktion inhibieren [147].
Die einzelnen Haarfarben sind durch folgende Charakteristika gekennzeichnet [99]:

- WeiBe Haare haben kein Pigment in der Rinde und nur sehr wenig im Mark

- Blonde Haare sind diinn, enthalten wenig Pigment und so gut wie kein Mark.

- Rote Haare enthalten rotes Melanin.

- Schwarze Haare enthalten sehr groBe Melanosomen, die iiber Mark und Rinde

verteilt sind.

An Leichen, die bereits Verwesungs- und Féulniserscheinungen zeigen, konnen
auffallend fuchsigrote Farbungen an den Haaren beobachtet werden. Oxidative
Vorgidnge am Pigment sowie Nitrierungs- und Alkalisierungsreaktionen am Keratin,
insbesondere an dem als Keratinbaustein vorliegenden Tyrosin, fiihren zu solchen

Farbveranderungen.

1.2.4 Asservierung sowie Untersuchungsmoglichkeiten an Haarspuren

Anldsse fiir rechtsmedizinische Haaruntersuchungen konnen u. a. tétliche
Auseinandersetzungen und Unfille sein. Dabei kdnnen am Tatort, an der Kleidung einer
betroffenen oder vermutlich beteiligten Person oder an Tatwerkzeugen Haare gefunden
werden. Auch ohne duflere Gewalteinwirkung verliert eine gesunde Person stindig

Haare. Nimmt man an, dass auf der menschliche Kopfhaut 10° Haare vorkommen und
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die Anagendauer 1.000 Tage lang andauert, so verliert der Mensch pro Tag zirka 100
Haare [128]. Statistisch gesehen bedeutet das den Verlust eines Haares pro 15 Minuten.
Die Sicherung einer Haarspur sollte mit Lupe und Pinzette erfolgen. Als weitere
Methode steht das Klebeband als Mittel zur Verfiigung [76]. Jedes aufgefundene Haar
sollte separat asserviert und beschriftet werden. Eine Sicherung von Vergleichsspuren
sollte sehr umfangreich erfolgen.

Bei menschlichen Haaren miissen an vier verschiedenen Stellen des Kopfes Haarproben
entnommen werden und zwar direkt an der Haut. Damit die Haarwurzel in eine
Untersuchung mit einbezogen werden kann, miissen Haare eventuell ausgerupft oder
ausgekdmmt werden. Bei Sexualdelikten miissen auch Schamhaare in das
Vergleichsmaterial mit einbezogen werden [40].

Im Rahmen von Vergleichsuntersuchungen gestaltet sich die Entnahme von Tierhaaren
oft problematisch oder ist z.T. nicht moglich. Die meisten Untersuchungsstellen halten
deshalb eine Sammlung von Tierhaaren bzw. Fotografien mikroskopischer Préparate
bereit [47], [136].

Die spurenanalytische Aufarbeitung von Haaren beginnt mit einer dulleren
Besichtigung. Hier erfolgt eine detaillierte Betrachtung und morphologische
Beschreibung des Spurenmaterials. Eventuell vorhandene Schmutzanlagerungen kénnen
vor der Reinigung der Haare mit Seife, Alkohol oder Ather selbst als wichtiges Indiz
zur Identifikation von Personen dienen. Durch Bakterien oder Pilze kann auf bestehende
Krankheiten zuriickgeschlossen werden.

Der Untersuchung nach morphologischen Kriterien folgt die Beurteilung der metrischen
Verhéltnisse (Anzahl, Linge und Form). Die Breite der Haare wird mit einem
Okularmeter gemessen. Hierbei muss bedacht werden, dass die Schaftbreite bei
verschiedenen Kopthaaren derselben Person von 0,02 bis 0,14 mm variieren kann [136].
Pigmentierung, Pigmentverteilung sowie Pigmentfirbung konnen ebenfalls festgestellt

werden.

An  Korperhaaren  sind  zusdtzlich  durch  mechanische  Gewalt-  oder
SchweiBBeinwirkungen verursachte Schiden an der Kutikula zu erkennen. Zur
Untersuchung der Kutikulazeichnung verwendet SCHRODER [126] eine erweichte
Gelatineschicht fotografischer Platten, in die das Haar eingepresst wird. Stumpfe

Gewalteinwirkungen stellen sich als Quetschungen, Auflosungen oder als splitterartige
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Bruchstellen dar. Bei scharfen Werkzeugen reichen die Befunde von glattrandig queren
oder schrigen Durchtrennungsstellen bis zu gequetschten Haarenden bei einer weniger
scharfer Schneide. Grundsétzlich fiihrt eine mechanische Belastung des Haares
besonders bei langen Haaren zur Aufsplitterung der Haarenden (sogenanntes
Pinselhaar) [83]. AuBerdem ermoglicht dieses Verfahren auch die Unterscheidung
zwischen Tier- und  Menschenhaar, da bei Tieren speziesgebundene
Kutikulazeichnungen zu erkennen sind [47], [82].

Eine spezielle molekularbiologische Methode zur Untersuchung von Einzelhaaren stellt
die Erfassung von Isoenzym-Polymorphismen an Haarwurzeln und Haarwurzelscheiden
dar. Durch Stdrkegel- oder Zelluloseacetatelektrophorese und isoelektrische
Fokussierung in Polyacrylamidgelen konnten folgende Isoenzymtypisierungen
erfolgreich durchgefiihrt werden: Phosphoglukomutase (PGM;), Adenylatkinase (AK),
6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase (6-PGD), Phosphohexose-Isomerase (PHI) von
TWIBELL et al. [138]. Phosphoglukomutase;-Subtypen von TROGER et al. [137],
Esterase D (EsD) und Glyoxalase I (GLO) von GERTLER et al. [33]. a-L-Fucosidase
(FUCA) von KIDO et al. [68] und Diaphorases; (DIA3) ebenfalls von KIDO et al. [69].
Durch die Entdeckung der repetitiven Sequenzen im Genom (sog. ,.genetischen
Fingerabdruckes®) durch JEFFREYS [61] hielt die Spurenkunde auf DNA-Ebene
Einzug in die Haaranalytik. OHSHIMA [98] verwendete als Untersuchungsmethode
eine Restriktionsenzymfragmentanalyse, HIGUCHI [50] eine Individualtypisierung
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR). Eine weitere wichtige Identifikationsmethode
in der forensischen Medizin ist die Untersuchung mitochondrialer Sequenzen. Die hohe
Anzahl der Kopien pro Zelle (ca. 1.000 - 10.000 Kopien/Zelle) [22] ermdglicht an
Spurenmaterial eine sensitive Nachweismethoden zur Identifizierung von Personen.
Diese Mdglichkeit besteht selbst dann, wenn nur eine geringe Menge an Spurenmaterial
vorhanden ist. Zu beachten ist hierbei, dass sich die meisten als Spurenmaterial
vorkommenden Haare im telogenen Stadium befinden und somit die DNA-Ausbeute
sehr gering ausfillt. Kosmetische Haarfirbungen konnen molekularbiologische
Untersuchungen erheblich beeintrdchtigen. Meist handelt es sich um Bleichmittel (z.B.
H,0,), die bei Bearbeitung des Haares ebenfalls in Lyse gehen und somit die DNA-

Typisierung erschweren konnen.
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1.3  Histologische Untersuchungstechniken

Im 17. Jahrhundert begann mit der Entdeckung des Lichtmikroskops die Ara der
wissenschaftlichen Haarforschung. Bereits im Jahre 1665 wurden Unterschiede von
Menschen- und Tierhaaren in ihrer Oberflichenbeschaffenheit und in ihrem Querschnitt
beschrieben. Spiter fanden sich detaillierte Abbildungen menschlicher Haare mit der
Einteilungen in Haarwurzel, Kutikula, Rinde und Mark [9].

1884 wurde ein erster differenzierter Haaraufbau vorgestellt, der erst ab 1960 durch den
Einsatz neuer Methoden mit hohem Auflosungsvermégen wie Raster-
elektronenmikroskopie (REM), Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und durch

Rontgenbeugung erginzt und erweitert wurde.

1.3.1 Fixierung histologischer Priaparate

In der Histologie bezeichnet man mit ,,Fixierung® eine Methode zur Vorbereitung von
biologischem Untersuchungsmaterial fiir die mikroskopische Analyse. Die Fixierung
dient dazu, die enzymatische Autolyse (Auflosung durch gewebeeigene Enzyme) sowie
die bakterielle Zersetzung (Fdulnis) zu verhindern, um aussagekriftige histologische
Schnitte zu fertigen. Weiterhin werden die im Gewebe enthaltenen Eiweile dauerhaft
denatuiert, sind lagerbar und kdnnen auch mit erheblichen Zeitversatz noch untersucht
werden. Dabei sollen die Substanzen der Fixationslosung das Gewebe schnell fixieren
oder denaturieren. Des weiteren bleibt die Gewebestruktur im Augenblick des
Fixationsvorgangs erhalten und wird fiir die weiteren Arbeitsschritte resistent gemacht.
Gewebe sollten deshalb ein giinstiges Verhdltnis von Oberfliche zu Volumen
aufweisen.

Der menschliche Organismus besteht aus ca. 80 % Wasser, 12 % Proteinen und 7 %
Fett. Somit ist klar, dass der groBte Anteil dieser Trockensubstanzen zur Zeit des
Lebens im gelosten Zustand vorliegt. Der Vorgang der Fixierung muss daher darauf
abzielen, die Loslichkeit der wesentlichen organischen Komponenten (Eiweif3, Fett und

Kohlenhydrate) herabzusetzen oder das Losungsmittel zu entfernen.
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Zusammenfassend miissen durch eine Fixationslosung folgende Punkte gewéhrleistet
werden:

- Verhinderung von Schrumpfung, Schwellung oder Verzerrung des Gewebes.

- Inaktivierung gewebeeigener Enzyme.

- Abtéten von Mikroorganismen.

- Gewihrleistung einer Gewebebeschaffenheit, die eine Weiterbearbeitung des
Gewebes durch Entwisserung, Reinigung, Einbettung, Schneiden und Firbung
zuldsst.

Die Wabhl einer Fixationslosung wird durch die Gewebestrukturen und -verédnderungen
bestimmt, welche spéter durch eine spezifische Farbung dargestellt werden soll. In
dieser Arbeit wurde zum einen Formalin, zum anderen ein Fixiergemisch, die

sogenannte Carnoysche Fliissigkeit, verwendet.

1.3.2 Firbung histologischer Priaparate

Ziel von histologischen Farbungen ist es, sowohl lebende als auch fixierte Gewebe, die
eigentlich flir das menschliche Auge transparent erscheinen, sichtbar zu machen. Dabei
wird ein Farbstoff, der in Losung angeboten wird, an definierte Gewebestrukturen
gebunden.
Die Farbstoffe kdnnen grob in zwei Gruppen aufgeteilt werden:

1. Natiirliche Farbstoffe, wie z.B. Hématoxylin, Indigo, Koschenille und seine

Derivate, sowie Orcein und Brazilin.
2. Artifizielle Farbstoffe. Diese werden durch chemische Reaktion von Substanzen,

die in Kohleteer enthalten sind, synthetisiert [102], [106], [134].

Farbungen werden in der Regel am fixierten Gewebe durchgefiihrt. Es werden vier
Hauptvorginge fiir das Entstehen von histologischen Gewebepriparaten verantwortlich
gemacht:
1. Die Oberflichenabsorption wird durch eine physikalische Reaktion
hervorgerufen. Der ionisierte Farbstoff bindet an der Gewebefliche, die eine

bestimmte elektrische Ladung trégt.
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2. Die direkte Fiarbung beruht auf unterschiedlichen Absorptionspotentialen der
verschiedenen  Gewebestrukturen mit einer schwachen Losung eines
Farbemittels. Besonders die Gewebedichte dient hier als kontrollierender Faktor.

3. Die indirekte Farbung bedient sich einer starken Losung des Farbemittels.
Nachfolgend wird der Farbstoff von unrelevanten angefirbten Gewebestrukturen
entweder ausgewaschen oder von chemischen Reagenzien zersetzt.

4. Beizen sind Salze oder Hydroxide von bi- oder trivalenten Metallen, die

bestimmte Gewebestrukturen vor Bindung mit Farbstoffen bewahren.

Weitere Faktoren, die Einfluss auf eine Farbung nehmen, sind die Stirke der Ladung
der Férbelosung, ihre Konzentration, die Fixation und die Temperatur. In den folgenden

zwei Kapiteln werden die beiden verwendeten Farbemethoden néher besprochen.

1.3.2.1 Hiamatoxylin-Eosin-Fiarbung

Nach einer Formalinfixierung lassen sich histologische Schnitte sehr gut mit Himalaun
farben. Bei der Hamatoxylin-Eosin-Farbung handelt es sich um eine Doppelfirbung, die
schnell und einfach auszufiihren ist und oft als Ubersichtsfirbung in der Routine von
histologischen Laboratorien verwendet wird. Hdamalaun ist ein Hamatoxylinlack des
Aluminiums, das mit gewohnlichem Alaun (Kalialaun Al, (SO4)3-K2(SO4)-24H,0) oder
Ammoniumalaun (Aly(SO4)3-(NH4)2SO4) gebildet wird. Als positiv geladener Farbstoff
ist Himalaun dazu geeignet, ganz allgemein Basophilie einer Struktur anzuzeigen.

Das in dieser Arbeit verwendete saure Hamalaun nach Mayers liefert sehr selektive,
starke, blaue Kernfirbungen. Eine Uberfirbung der Priiparate ist praktisch nicht
moglich. AuBlerdem zeichnet sich der Farbstoff durch seine Stabilitét aus und der daraus
resultierenden langen Haltbarkeit.

Im Anschluss wurde die Kernfirbung nach Mayer mit einer sogenannten Gegenfirbung
ergdnzt. Verwendet wurde hierfiir der synthetische Anilinfarbstoff Eosin Y, der
chemisch dem Tetrabrom-Fluorescein entspricht. Die gleichzeitige Ldslichkeit in
Wasser wie in Alkohol macht Eosin Y zum Pridparat der Wahl bei Doppel- oder
Dreifachfirbungen. Als saurer Plasmafarbstoff enthdlt Eosin Y Sulfonyl- und
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Carbonsdure, die bevorzugt Bindungen mit Gewebeproteinen ausbilden, die einen
Uberschuss an basischen Aminosiuren, wie z.B. Arginin, Lysin, Hydroxylysin und
Histidin besitzen.

Das Ergebnis der Féarbung sind verschiedene rotliche Tonabstufungen des angefirbten

Zytoplasmas und der meisten Interzellularsubstanz.

1.3.2.2 Methylgriin-Pyronin-Fiarbung

Die von PAPPENHEIM [103] eingefiihrte Ein-Schritt-Methode mit Methylgriin-
Pyronin dient der gleichzeitigen Darstellung von DNA und RNA in Gewebeschnitten.
DNA fiarbt mit Methylgriin, RNA bildet mit Pyronin einen roten Farbniederschlag.
Aufgrund der uneinheitlichen Verwendung von Farbstoffen und des pH-Wertes der
Farbelosung galt diese Férbung lange als schlecht reproduzierbar. Thre letzte
Vervollkommnung erfuhr die Methylgriin-Pyronin-Féarbung durch KURNICK [79]. Er
erkannte, dass die -elektrostatische Bindung basischer Farbstoffe abhdngig vom
isoelektrischen Punkt der zu farbenden Struktur ist. Der gewiinschte pH-Wert konnte
durch die Modifikation des Pappenheimschen Farbgemisches mit Zugabe von Phenol
erreicht werden. In modernen Ansitzen arbeitet man mit Pufferlosungen, die den pH-
Wert von 4,8 zuverldssig einstellen. Methylgriin bindet ndmlich dann mit der hoher
polymerisierten DNA, wohingegen das niedrigere Polymer RNA mit Pyronin bindet.
Wird die DNA durch Sduren oder UV-Licht depolymerisiert, verliert Methylgriin die
Fahigkeit zur Anfirbung des Chromatins.

1.4 DNA-Typisierung

Unterschiede zwischen einzelnen Individuen sind in der Sequenz ihrer jeweiligen
Desoxyribonukleinsdure (DNS oder engl.: DNA) niedergelegt. In der forensischen
Spurenkunde bedient man sich sowohl der im Zellkern gelegenen genomischen DNA
als auch der in den Mitochondrien gelegenen mitochondrialen DNA. Die DNA ist ein
Makromolekiil, welches aus vielen Nucleotiden besteht, die iiber eine 3°,5'-

Phosphodiesterbindung zu einer langen Kette verkniipft sind. Die genetische
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Information ist in der DNA durch die Sequenz der Basen codiert. In der DNA sind die
vier Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin enthalten. Eine Folge von drei Basen
(Triplett) codiert jeweils auf dem Genom fiir eine Aminosdure. Die gesamte haploide
DNA des Menschen ist ca. 990 mm/Zelle lang und enthilt 3,9 x 10° Basenpaare auf 23
Chromosomen.

Die DNA liegt im Zellkern als gegenldufige (plectonemische) rechtsgewundene o-
Doppelhelix vor, die in einer kompletten Windung zehn Basenpaare enthélt und eine
Windungshéhe von 3,4 nm aufweist. Jede Base im Doppelstrang bestimmt eindeutig
ihre gegeniiberliegende (komplementire) Base (Prinzip der Basenpaarung). Dadurch ist
eine exakte Weitergabe der genetischen Information moglich (identische Replikation).
Das humane mitochondriale Genom (mtDNA) besteht aus einer zirkuldren
doppelstrangigen DNA mit einer Lénge von 16.569 Kilobasen (kb), dessen Basenfolge
erstmals von ANDERSON et al. [4] sequenziert werden konnte. Im Vergleich zu der
genomischen DNA besitzt die mitochondriale DNA eine kompaktere Struktur und
verfiigt iiber keine Introns oder Startboxen (TATA-Boxen) [5]. Jedes Mitochondrium
besitzt mehrere Kopien des mitochondrialen Genoms, so dass von einer sehr hohen
Kopienzahl pro Zelle ausgegangen werden kann. Entgegen den Mendel’schen Regeln
unterliegt die mtDNA einem maternalen Vererbungsmodus. Insgesamt existieren nur
drei nicht kodierende Bereiche der Kontollregion, die im sog. Displacement (D)-Loop
lokalisiert sind. Es liegen zwei Bereiche mit einer groBBen Sequenzvariabilitit vor: die
hypervariable Region 1 (HV1) zwischen den Positionen 16.024 und 16.356 und die
hypervariable Region 2 (HV2) zwischen den Positionen 73 und 240. Eine dritte Region
(HV3) mit geringerer Variabiltét stellt sich im Bereich 438 - 574 dar [17], [104].

Hiufig steht jedoch die Untersuchung der genomische DNA im Mittelpunkt, da sie
durch die Tatsache der Rekombination iiber eine wesentlich groBere Heterogenitét
verfiigt [28], [29], [77], [104]. Dariiber hinaus kdnnen elektrophoretisch quantifizierbare
FragmentgroBen der genomischen DNA als Ausdruck der Heterogenitit direkt
verglichen werden, wihrend zur Darstellung der mitochondrialen Heterogenitét eine
Sequenzierung mit anschlieBendem Vergleich einer BezugsgrofBe, der sog. Anderson-

Sequenz, erforderlich wird [104].
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1.4.1 Tandem-Sequenzwiederholungen

Gegenstand der Untersuchungen in dieser Arbeit sind repetitive Sequenzen, die in den
nichtcodierenden DNA-Abschnitten (Introns) entweder verstreut zwischen anderen
DNA-Sequenzen liegen oder als hintereinandergekettete Tandemwiederholungen
auftreten. Je nach Linge der Tandemwiederholungen unterscheidet man zwischen:
1. Satelliten-DNA
2. Variable number of tandem repeats (VNTRs)
Minisatelliten-DNA
Mikrosatelliten-DNA

Satelliten-DNA:

Satelliten-DNA ist im Chromosom im Centromerbereich lokalisiert und besteht aus
hochrepetitive Sequenzen, deren Linge von 5 bp bis maximal 171 bp beschrieben wird
[20]. Die Gesamtlinge des Bereiches, in der die Wiederholungseinheiten auftreten, kann
von 100 Kilobasen bis zu einigen Megabasen variieren. lhre Allele sind fiir die
Spurenanalyse nicht nur zu grof3, sie sind sogar ungeeignet, da ihre einzelnen Repeats

nicht identisch, sondern nur zu 95 % homolog sind.

Variable number of tandem repeats (VNTRs):

Im Gegensatz zur Satelliten-DNA sind die Anzahlen der Wiederholungen wesentlich
kiirzer, sie bestehen in der Regel aus bis zu 50 Wiederholungen. Diese Wiederholungen
sind auBlerdem hochvariabel. Durch falsche Zusammenlagerung beim Crossover
wihrend der meiotischen Rekombination haben sich im Verlauf der Evolution viele
verschiedene Allele gebildet, die aus jeweils einer anderen Zahl von Wiederholungen

bestehen.

Minisatelliten-DNA:
Als Minisatelliten-DNA werden DNA-Bereiche bezeichnet, bei denen Kernsequenzen
von 9 — 100 bp hintereinander geschaltet sind und die theoretisch mehrere tausend

Wiederholungen bilden konnen. Die Lokalisation im Chromosom liegt im

Telomerbereich [59], [62], [104].
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Mikrosatelliten-DNA:

Einen besonderen Anteil nicht-kodierender DNA-Abschnitte stellen Mikrosatelliten
dar, die in Form von kurzen Sequenzen mit einer Lénge von 2 bis 7 bp vorkommen.
Diese kurzen Wiederholungseinheiten sind iiber das gesamte Genom verteilt und
weisen eine maximale Repeathédufigkeit von ca. 100 auf. Aus diesem Grund werden
sie auch als ,short tandem repeats (STR) bezeichnetet. Sie treten auf bestimmten
Chromosomen an einer genau definierten Stelle (locus) in einer variablen Anzahl auf.
Die Untersuchung der STR-Systeme umfasst verschiedene Chromosomen und

Chromosomenbereiche.

1.4.2 Genetische Polymorphismen und genetische Individualitat

Die genetische Heterogenitét ist die Grundvoraussetzung der forensischen Serologie.
Nur, wenn sich Individuen voneinander unterscheiden, kdnnen Zuordnungen von
Spuren zu Personen und umgekehrt erfolgen [104]. Die heutigen DNA-Untersuchungen
unter forensischem Aspekt bedienen sich bestimmter Genomregionen, von denen
bekannt ist, dass sie bei verschiedenen Individuen hdufig differieren. Man bezeichnet
solche Genomabschnitte als polymorphe Regionen, wenn in einer menschlichen
Population verschiedene Varianten (Allele) von mehr als einem Prozent an demselben
Locus vorkommen. Bei dieser Hiufigkeit ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass die
Variante nur zufillig mehrmals aufiritt. Eine hohe Heterozygotenrate von z.B.
polymorphen STR-Regionen ermdglicht eine gute Differenzierung von Individuen, falls

sich diese in den untersuchten STR-Systemen unterscheiden.

1.4.3 Entwicklung der Methoden

Seit der Entdeckung der DNA als Triger der genetischen Information durch AVERY
[120] hat sich die Molekulargenetik mit bemerkenswerter Geschwindigkeit entwickelt.
Mit den Entdeckungen von JEFFREYS [62] und MULLIS [117] hat die DNA-
Technologie Einzug in die forensische Medizin gefunden. Durch die Entwicklung des

sogenannten ,,DNA-Fingerprinting* war es nun moglich geworden, die Beweiskraft bei
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der Aufkldrung von Straftaten und Paternitdtsbestimmungen erheblich zu steigern. Mit
folgenden Methoden werden unterschiedliche repetitive Sequenzen in der forensischen

Spurenkunde untersucht:

RFLP-Analyse der Minisatelliten-DNA mittels Multi-Locus-Sonden (MLS)

JEFFREYS [62] fragmentierte nukledre menschliche DNA mittels Restriktionsenzymen
in unterschiedliche grofe Bruchstiicke und trennte diese elektrophoretisch auf. Danach
transferierte er sie auf eine Membran und hybridisierte sie mit einer MLS (Multi-Locus-
Sonde), sodass sich Varianten repetitiver Sequenzen an vielen verschiedenen DNA-Loci
gleichzeitig nachweisen lassen. Als Endergebnisse zeigen sich komplexe,
multiallelische Bandenmuster, die mittels der Southern-Blot-Technik als diskrete,
strichcodeartige Banden auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden (,,DNA-
Fingerprinting).

Der Nachweis dieser polymorphen Regionen mit Restriktionsenzymen und einer Sonde
wird als Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus (RFLP) bezeichnet. Das
Individualzuordnungspotenz ist, verglichen mit anderen Merkmalssystemen (z.B.
Blutgruppenserologie, HLA-Typisierung) ungleich hoher.

Fir die Anwendbarkeit in der forensischen Medizin besitzt die DNA-Typisierung
mittels MLS zur RFLP-Bestimmung aber mehrere Schwéchen:

1. Aufgrund der relativ geringen Empfindlichkeit der RFLP-Analyse werden im
Vergleich zur Polymerasekettenreaktion (PCR) mindestens 500 ng DNA
(entspricht 500.000 bis 1 Million Spermien) benotigt.

2. Fir die Auswertung werden iblicherweise nur Banden mit einer Gréfe von
>4.000 bp verwendet. Da Banden >4.000 bp sehr dicht nebeneinander zur
Darstellung kommen, sind sie kaum identifizierbar. Aus diesem Grund bendtigt
man flir die RFLP-Analyse hochmolekulare DNA. Im forensischen
Spurenmaterial tragt die hiufige Prisenz z.B. von Bakterien oder UV-Licht zur
Degradierung der DNA bei. Diese ,unkontrollierte” Fragmentierung der DNA
produziert ein fehlerhaftes oder negatives Ergebnis.

3. Die hiufig in der forensischen Spurenkunde vorkommenden Uberlagerungen
zweier DNA-Muster, wie z.B. in Sperma- und Vaginalzellen, machen eine

Interpretation mittels MLS nahezu unmoglich.



Einleitung 22

4. Die detektierten Banden weisen oft eine unterschiedliche Intensitdt auf, da die
Kernsequenz pro Restriktionsenzymfragment in unterschiedlicher Anzahl
vorliegt (je mehr Sonden an ein DNA-Fragment hybridisiert werden, desto
intensiver erscheint das Markierungssignal). Der Verlust von schwachen Banden
im Spurenmaterial ist so oft unvermeidbar.

5. Ergebnisse des ,,DNA-Fingerprinting” sind statistisch nicht analysierbar. Es
liegen keine Kenntnisse vor, welche Banden zu einem Locus zuzuordnen sind

[113].

RFLP-Analyse der Minisatelliten-DNA mittels Single-Locus-Sonden (SLS)

Durch die Einfihrung von  Single-Locus-Sonden (SLS) konnten nach
Restriktionsenzymverdau repetitive Sequenzen der Minisatelliten-DNA von bestimmten
Genorten erfasst werden. Sogenannte VNTRs (engl.: variable number of tandem
repeats) treten als Tandemwiederholungen auf den verschiedenen Chromosomen in
unterschiedlicher Anzahl, GroBe und Sequenzen auf. Mit der RFLP-Analyse mittels
Single-Locus-Sonde (z.B. MS1, MS8, MS31, g3, TBQ7) konnen pro Individuum
maximal zwei Fragmente nachgewiesen werden.

Neben der Moglichkeit der Bestimmung von geschlechtsspezifischen X- und Y-Sonden
[98] besteht der Fortschritt gegeniiber der DNA-Typisierung mittels MLS-Sonden darin,
dass durch Hybridisierung mit verschiedenen SLS-Sonden die Ubereinstimmung
mehrerer DNA-Muster verschiedener Personen voneinander einfacher zu differenzieren
ist. Des weiteren besteht die Moglichkeit, mehrere Personen voneinander einfach zu
unterscheiden, was als Diskriminationsstirke bezeichnet wird. Jedoch schrinken auch
einige Nachteile die Anwendung der RFLP-Analyse mittels SLS in der forensischen
Praxis ein:

1. Auch bei diesem Nachweis ist hochmolekulare DNA erforderlich, da aufgrund
der geringen Empfindlichkeit etwa 20 ng DNA bendtigt werden. Zahlreiche in
der SLS-Analyse verwendeten Systeme kommen zwischen 2 — 20 kb zur
Darstellung, sodass bei degradierter DNA ein negatives oder fehlerhaftes
Ergebnis produziert wird.

2. Die Ergebnisse eines einzelnen Merkmalsystems erreichen nicht die

Aussagekraft einer MLS-Analyse.
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VNTR-Typisierung der Minisatelliten-DNA mittels PCR

Nach Entwicklung der PCR-Methode (Polymerase-Ketten-Reaktion) verloren die
Restriktionsenzyme fiir die DNA-Analyse fiir die Spurenkunde an Bedeutung. Durch
Einsatz hitzestabiler DNA-Polymerasen, wie z.B. die Tag-DNA-Polymerase, konnten
bestimmte Genomabschnitte gentechnologisch um etwa den Faktor 10° vervielfiltigt
werden. Mittels PCR wurden zunichst verschiedene Bereiche der Minisatelliten-DNA
untersucht, spiter hochpolymorphe VNTR-Regionen mittels PCR amplifiziert. Diese
nachgewiesenen VNTR-Polymorphismen werden als amplifizierbare
Fragmentlingenpolymorphismen (AmpFLP) bezeichnet. Folgende VNTR-Regionen
werden in der rechtsmedizinischen Praxis eingesetzt:

- das System D1S80 auf Chromosom Nr.1 [21], [66], [75]

- das System YNZ22 auf Chromosom Nr.17 [56], [112]

- die hypervariable Region 3° Apo B auf Chromosom Nr. 2 [84], [112]

- Col2A[112]

Der Einsatz der PCR zur Untersuchung von VNTR-Regionen weist gegeniiber der
Untersuchung mittels Restriktionsenzymen und Single-Locus-Sonden mehrere Vorteile
auf:
1. Heraufsetzen der  Nachweisempfindlichkeit  durch die PCR  auf
Grofenordnungen von ca. 5 ng DNA.

2. Moglichkeit der Typisierung von degradierter DNA [7], [31], [38], [144].

STR-Typisierung der Mikrosatelliten-DNA mittels PCR

Mit TAUTZ et al. [135] im Jahre 1994 hilt die Mikrosatelliten-DNA Einzug in die
DNA-Typisierung. Dimerische STRs der Sequenz AC stellen sich als zu kurz heraus, da
die Taqg-Polymerase hdufig an diesen vorbeigeleitet wird und somit eine genaue
Amplifikation nicht moglich ist. Dieses Vorbeigleiten, das sogenannte ,artefact stutter
banding®, ist bei tri-, tetra- und pentameren STR-Loci seltener zu beobachten [28], [29],

[32], [143]. Tri- und tetramere STR-Loci wurden durch EDWARDS [28], [29]
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erfolgreich in die forensische DNA-Typisierung eingefiihrt. Im Vergleich zu der oben
aufgefiihrten DNA-Typisierung weist diese mehrere Vorteile auf:

1. Die DNA-Typisierung eines STR-Systems setzt den Einsatz von 0,5 - 1 ng DNA
voraus, ist also in der Nachweisempfindlichkeit der Amplifikate sensitiver als
die der AmpFLPs [28], [29].

2. Mit STRs kann degradierte DNA typisiert werden [35], [37], [46].

3. Tri- und tetramere STR-Regionen kommen im nukledren Genom sehr héufig
vor. Im menschlichen Genom sind solche STR-Loci mit einer Hiufigkeit von ca.
400 Millionen verteilt. Da es sich zusdtzlich um hochpolymorphe Regionen
handelt, ist der Einsatz zur Personenidentifizierung besonders geeignet [1], [28],
[29], [71].

4. Die Kiirze der Fragmente vermindert eine ungleiche Amplifikation unter Allelen
sowie den Ausfall von groBen Allelen, wie es z.B. bei der Amplifikation von
VNTR-Regionen zu beobachten ist.

5. Die Amplifikationsprodukte liegen in einem Grofenbereich von 120 bis 350 bp,
der eine prézise Allelbestimmung erlaubt. Die Allellingen kdnnen mittels PAGE

oder Kapillarelektrophorese aufgelost werden [21].

Somit stellt die molekularbiologische Untersuchung von STR-Regionen ein wichtiges
und aussagekriftiges Instrument der forensischen DNA-Typisierung dar. In der
forensischen Medizin ist der FEinsatz von STR-Systemen an verschiedene
Anforderungen gebunden. Diese Bedingungen werden in folgenden Kapiteln

beschrieben.

1.4.4 DNA-Typisierung

In dieser Arbeit werden zwei STR-Systeme und ein Geschlechtsbestimmungssystem zur
Untersuchung eingesetzt. Die Auswahl der Systeme erfolgt im Hinblick auf die im
Spurenmaterial ,,Haar* oft nur gering und degradiert vorkommenden DNA sowie deren
Etablierung in der forensischen Praxis. Die Anforderungen flir die DNA-Typisierung
einzelner STR-Systeme (Singleplex-PCR) lassen sich wie folgt beschreiben:
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- Effizienz:
Um eine hohe statistische Aussage zu erhalten, sollte die Heterozygotenrate moglichst

hoch sein. Es sollten zahlreiche Allele mit gleichméBiger Haufigkeit verfligbar sein.

- Sensitivitét:

Die Sensitivitdt bezieht sich auf die GroBe des zu amplifizierenden Fragmentbereichs
des STR-Systems. Kleine FragmentgroBBen eines STR-Systems sind bei der
Amplifikation von geringen oder stark degradierten DNA-Mengen sensitiver.

- Reproduzierbarkeit:

Eine standardisierte Nomenklatur muss zu jedem STR-System vorhanden sein. Dies
beinhaltet die Existenz einer Allelleiter, welche durch die Haufigkeit von Allelen in
einer bestimmten Population konstruiert wird. Zur Unterscheidung der Allele wird
zusétzlich eine standardisierte elektrophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikate
vorausgesetzt. Die Qualitdtskontrolle eines etablierten STR-Systems erfordert intern die
Untersuchung der DNA einer Vergleichsprobe bekannter Gruppenzugehorigkeit.
Weiterhin ist die erfolgreiche Teilnahme an Ringversuchen, die von der Spuren- und
Qualitdtssicherungskommission der Deutschen Gesellschaft fliir Rechtsmedizin

durchgefiihrt werden, notwendig (externe Qualitdtskontrolle).

- Populationsgenetische Aspekte:
Die Populationsdaten der STR-Systeme miissen zum Einsatz fiir die statistische
Auswertung bekannt sein. Diese umfassen die DNA-Typisierung einzelner STR-

Systeme von einer groBen Anzahl unverwandten Individuen in mehreren Populationen.

Die untersuchten Loci tetramerer STR-System werden in folgenden Kapiteln
vorgestellt. Die Bezeichnung der Loci erfolgt nach Angaben der Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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1.4.4.1 STR-Locus: HumACTBP2

Der Locus HumACTBP2 (SE33) wird von MOOS [92] mit einem
FragmentgroBenbereich von 223 bis 309 bp angegeben. Dieser wird von der Genbank
als ,human beta-actin related pseudogene H-beta-Ac-psi-2“ definiert und weist die
Genbank-Nr. V00482 auf. Die tetramere, polymorphe Sequenz besitzt die
chromosomale Lokalisation Spter-5qter und liegt im Bereich des -Aktin Pseudogen 2.
Die polymorphe Struktur wurde erstmals von MOOS et al. [92] untersucht. Weitere
Autoren beschrieben die Region hinsichtlich der Einsatzmoglichkeit in der forensischen
Medizin [93], [95], [108], [123], [124], [139]. HumACTBP2 weist einen komplexen
STR-Locus mit Tetranukleotidstruktur auf, der mehr als 32 Allele im Bereich von 202
bis 323 bp beinhaltet. Dabei wiederholt sich die hochrepetitive Sequenz 5'-CAAA-3"bis
maximal vierzig mal. Im Bereich zwischen 233 bis 273 bp wurden zusétzlich hexamere
Abschnitte mit der Sequenz 5 -AAAAAG-'3 oder 5'-AGAAAG-3"entdeckt. Aufgrund
der hohen Anzahl von Lingen- und Sequenzvarianten stellt HumACBP2 einen hoch

mformativen STR-Locus dar.

1.4.4.2 STR-Locus: HumVWA

Der Locus HumVWA wird in der Genbank als ,human von Willebrand factor gene,
exon 39, 40, 41 and 42, and the repetitive element* definiert und von MANUSCO [88]
mit einer Grofe von 5.285 bp angegeben. Die tetramere polymorphe Sequenz ist auf
dem Chromosom 12p12-pter lokalisiert.

Erstmalig wurde diese polymorphe Struktur von KIMPTON [71] untersucht. Weitere
Autoren lberpriiften die Einsatzmoglichkeit in der forensischen Praxis [52], [70], [85],
[94], [119]. Das Intron 40 des HumVWA-Gens enthdlt drei TCTA tandem-repeat-
Regionen. PEAKE [105] untersuchte die Region zwischen den Nukleotiden 1.900 bis
2.000, DE VETTEN [25] zwischen 2.200 bis 2.350. KIMPTON [71] amplifizierte die
polymorphe Region TCTA mit zwei Oligonukleotidprimern zwischen den Nukleotiden
1.640 bis 1.794, der amplifizierte FragmentgroBenbereich erstreckt sich liber 154 bp.
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1.4.4.3 Geschlechtsbestimmungssystem: HumAMEL X/Y

Zur Geschlechtsbestimmung mittels PCR-Methode werden einfache homologe
Sequenzen mit nur einigen Basenpaaren Unterschied auf dem X- und Y-Chromosom
benotigt. Nach Empfehlung der ISFH [26] sollten sowohl X- als auch Y-chromosomal-
spezifische Kopienbereiche amplifiziert werden, wobei diese PCR parallel oder
simultan durchgefiihrt werden kann.

Das Amelogenin-Gen liegt auf dem DYZ1-Locus (AMGY) des Y-Chromosoms und
homolog auf dem X-Chromosom (AMGX) in dem Bereich, in dem beide
Geschlechtschromosomen  nicht  rekombinieren [104]. Die  Vervielfiltigung
geschlechtschromosomaler Bereiche erfolgt mit nur einem einzigen Primerpaar, dabei
sind die PCR-Produkte Fragmente mit unterschiedlicher Groéfe. Die Primer des
Amelogenin-Systems werden von einer 6 bp-Deletion innerhalb des Intron 1 des X-
homologen Bereichs flankiert. Die X-chromosomalen Fragmente sind 103 bp, die Y-
chromosomalen Fragmente sind 109 bp gro83.

Bei Ménnern treten zwei Fragmente auf. Das eine Fragment misst 103 bp, das andere
109 bp. Bei Frauen dagegen treten zwei gleichgrofle 106 bp grofle Fragmente auf, die
nach elektrophoretischer Auftrennung als eine einzelne Banden, zu erkennen sind.

Der Erfolg der Amplifikation wird durch die Anwesenheit der X-spezifischen Bande
kontrolliert. Das Geschlechtsbestimmung wird durch die An- oder Abwesenheit der Y-

spezifischen Bande bestimmit.

1.4.5 Singleplex-PCR

Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion beruht auf einer zuverldssigen in vitro
Methode, um bestimmte DNA-Zielsequenzen zu vervielfiltigen. Fiir die DNA-
Replikation miissen folgende Reaktionsteilnehmer zur Verfligung gestellt werden:

- Primer (Startersequenz)

- Tag-Polymerase

- Nukleotide und Energie (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

- Reaktionspuffer und Magnesiumchloridlosung (MgCl,)
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Der PCR-Zyklus beginnt mit der Denatuierung durch Hitze der DNA in ihre
Einzelstrange. Oligonukleotid-Primer, die komplementdr zu den Enden einer definierten
Sequenz der DNA-Matritze (engl.: template) sind, flankierten die gewiinschte Sequenz
(engl.: primer annealing). So kann die Taq-Polymerase mit der schrittweisen Addition
von Desoxyribonukleotideinheiten an das 3'-Ende der DNA-Kette beginnen. Bei jedem
durchgefiihrten Zyklus von Denaturierung, Primer Hybridisierung und Neusynthese
(engl.: primer-extension) oder Elongation wird die Zahl der Kopien verdoppelt. Unter
optimalen Bedingungen beziiglich der Zusammensetzung des Reaktionsgemisches
sowie des Zeitprofils und der wechselnden Temperaturbedingungen der Zyklen gelang
es, nach insgesamt 35 durchlaufenen Zyklen millionenfache Kopien der DNA-
Zielsequenz im Thermocycler herzustellen. Dabei sollten folgende grundséitzliche
Uberlegungen und Auswahlkriterien an die verschiedenen PCR-Komponenten gestellt

werden:

- Primerauswahl:

Die Primersequenzen der einzelnen Systeme sollten so beschaffen sein, dass die
einzelnen Sequenzen weder inter- noch intramolekular komplementér sind. Somit wird
eine Hybridisierungsreaktion, wie z.B. in Form von Primerdimerprodukten vermieden.
Auflerdem sollten die Oligonukleotide moglichst gleiche Schmelztemperaturen zum
Anlagern an die Ziel-DNA (engl.: template-DNA) aufweisen. Dies kann dadurch
erreicht werden, dass Primer mit gleicher Lénge, &hnlichen GC-Gehalt sowie einer
gleichméBigen Verteilung von G und C innerhalb der Primersequenz selbst verwendet

werden.

- Zyklusparameter:
Jeder Synthesezyklus einer PCR-Reaktion besteht aus drei Schritten:
1. Denaturierung der Matrizen-DNA bei einer Temperatur von 95 °C.
2. Anbindung des Primer an die Ziel-DNA (template-DNA) bei 50 — 60 °C
(Annealing).
3. Bindung der Nukleotide an die gebundenen Primer bei 72 °C (Extension). Die
Annealingtemperatur soll so hoch wie moglich, die Anzahl der Zyklen so gering
wie moglich gehalten werden, damit keine unspezifischen

Amplifikationsprodukte auftreten.
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- Enzymkonzentration

Die typische PCR-Reaktion gilt als duB3erst effektiv, doch vermehren sich die gesuchten
Sequenzen nicht beliebig lange exponentielll Mit zunehmender Konzentration der
Amplikons vermindern sich deren Hybridisierungen untereinander durch Konkurrenz in
der Anlagerung der Primer. Zusétzlich nimmt die Aktivitdit des Enzyms durch

Hitzedenaturierung ab.

- Pufferkonzentration:

Fiir die meisten PCR-Reaktionen werden Standardpuffer eingesetzt, die aus 10 mmol/l
Trishydroxymethylaminomethan (Tris), 50 mmol/l KCl und 1,5 mmoll MgCl,
bestehen. Zu beachten ist, dass die Mg**-Ionen mit den dNTPs einen 16slichen Komplex
bilden und so flir den ANTP-Einbau ausschlaggebend sein konnen. AuBlerdem kann die
MgClL-Konzentration die Ausbeute einer PCR wesentlich beeinflussen.

Im allgemeinen verringert eine ungeniigende Mg*'-Konzentration die Anzahl der

Amplifikate, tiberschiissige Mg -Ionen fordert die Bildung unspezifischer Produkte.

Die in diesem Kapitel vorgestellten STR-Systeme HumACTBP2, HumVWA sowie dem
Amelogenin-System HumAMEL X/Y stellen einzelne DNA-Systeme dar, mit denen
eine Individualtypisierung inklusive einer Geschlechtsbestimmung in der forensischen
Praxis moglich ist. Durch zwei bereits etablierte Methoden wird aus Haarwurzeln und
Haarschiften DNA extrahiert. Die Amplifikate werden mittels hoch sensitiver
Polyacrylamidgelelektrophorese und Silberfirbung nachgewiesen und sollen so zur

Individualtypisierung dienen.

1.4.6 Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

Fiir die Auftrennung von DNA-Fragmenten bis 1.000 bp wird die Polyacrylamidgel-
Elektrophorese (PAGE) eingesetzt [45]. Der Einsatz dieser Elektrophoresetechnik
ermdglichte die Auftrennung von DNA-Fragmenten in einem spezifischen
GroBenbereich und diente somit zur Uberpriifung des PCR-Erfolges. Die negative
Ladung der DNA-Molekiile verursacht im alkalischen Milieu eine Wanderung im

elektrischen Feld in Richtung der Anode. Da das Polyacrylamidgel ein komplexes
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Netzwerk mit definierter Porengrofe darstellt, wandern besonders kleine Molekiile (mit
wenigen Basenpaaren) relativ schnell durch das Gel. GroBBe Molekiile gelangten mit
entsprechend verlangsamter Geschwindigkeit durch die Gelporen. Auf diese Weise

wurden die DNA-Molekiile nach ihrer Gro88e aufgetrennt.

1.4.7 Silberfarbung der Polyacrylamidgele

Zur Detektion der mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Amplifikate wurden die Gele
aus Kapitel 1.4.6 mit Silbernitrat gefirbt [45]. Bei diesem sensitiven
Detektionsverfahren wird ionisches Silber (Silbernitrat) an die DNA gebunden und

durch eine Reduktionsreaktion in sichtbares metallisches Silber umgewandelt.

1.4.8 Hochauflosende Kapillarelektrophorese

Unter dem Begriff Kapillarelektrophorese wird eine analytische Technik zusammen
gefasst, bei der in einer Kapillare die unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten
geladener Teilchen in einem elektrischen Feld zur Trennung ausgenutzt wird.

Die DNA der zur analysierende Probe wird durch Hitze denaturiert und in ihre beiden
Einzelstrange zerlegt. Anschliefend erfolgt die elektrophoretische Auftrennung in einer
Glaskapillare, die mit einem Gel angefiillt ist. Zur Detektion der DNA-Fragmente wird
ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet, der durch einen Argonlaser angeregt wird. Von
einer sog. CCD (charge couple device)-Kamera wird die erzeugte Fluoreszenz erfasst
und in ein elektrisches Signal umgewandelt. Ein angeschlossener Computer wertet die

Signale mittels spezieller Software aus.

1.5 Aufgaben- und Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit werden Haarspuren in ihrer Funktion als Beweismaterial

untersucht. Anldsse flir eine spurenkundliche Untersuchung von Haaren waren
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vorwiegend Gewaltdelikte, Einbriiche oder Verkehrsunfille. Haare konnten dann an
Kleidungsstiicken, Tatwerkzeugen oder Personen gesichert werden. Die Entnahme des

Vergleichsmaterials erfolgte an 30 unverwandten Probanden.

Mit einer makroskopischen und mikroskopischen Beurteilung der Einzelhaare wird die
Eignung als forensisches Untersuchungsmaterial tiberpriift. Meistens treten telogene
Haare als Spurenmaterial auf. Aufgrund des zum Stillstand gekommenen Wachstums
sowie der vollstindigen Losung des Haarfollikels vom Blutsystem und Bindegewebe,
besitzen diese Haare den niedrigsten Gehalt an DNA. Aus diesem Grund erfolgte die
DNA-Extraktion ausschlieBlich an telogenen Haaren sowie Haarschéften.

Die isolierte Gesamt-DNA aus telogenen Haaren und Haarschiften wird zur
Bestimmung der Allelkonstellationen der polymorphen, tetrameren STR-Regionen
ACTBP2, HumVWA sowie einem Geschlechtsbestimmungssystem HumAMEL X/Y in
die PCR eingesetzt. Zum Vergleich wird die DNA der entsprechenden Person auch aus
Blut isoliert.

Die zu erwartenden geringen DNA-Mengen aus telogenen Kopthaaren und
Haarschéften wird im Hinblick auf den Einsatz in der forensischen Praxis untersucht
und beurteilt. Weiterhin werden anhand von histologischen Léngs- und Querschnitten
durch die Kopthaut Haare in ihrer Gesamtstruktur untersucht. Mit der histologischen
Hiamatoxylin-Eosin- sowie der Methylgriin-Pyronin-Farbung soll gepriift werden, ob
sich morphologische Hinweise auf die Existenz moglicher Strukturen in Zellen des
keratinisierten Haares finden lassen, mit denen hochmolekulare DNA assoziiert sein
kann. Die morphologischen Untersuchungen fanden primédr unter dem Aspekt der

Korrelation zwischen DNA-Ausbeute und der Haarfarbe und Haarléinge statt.
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2  Material

2.1 Herkunft und Beschaffenheit des Untersuchungsmaterials

Sadmtliches Untersuchungsmaterial entstammt dem Sektionsgut des Instituts fiir
Rechtsmedizin der Universitit Wiirzburg aus dem Jahre 1998-1999. Die
Materialentnahme erfolgte an 30 unverwandten Leichen, deren Obduktionen gerichtlich
angeordnet waren. Fiir die Herstellung histologischer Schnitte wurde Koptfhaut
verwendet. Das Material wurde aus dem Rand des bogenformigen
Hautweichteilschnittes vom rechten Processus mastoideus tliber das Hinterhaupt zum
linken Processus mastoideus entnommen. Die entnommene Kopthaut wurde bis zur
Fixierung bei — 20 °C tiefgefroren.

Fiir die DNA-analytischen Untersuchungen erfolgte zusitzlich eine Entnahme von 10
Kopthaaren am Hinterkopf (occipital) mit einer Pinzette sowie 5 ml Vollblut. Sowohl
die Einzelhaare als auch die Blutprobe wurden jeweils in 5 ml Reaktionsgefifle (Firma

Falcon) iiberfiihrt und bis zur weiteren Untersuchung bei — 20 °C aufbewahrt.

2.2 Gerite und Chemikalien

Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Instrumente, Materialien und
Chemikalien aufgefiihrt. Die verwendeten Reagenzien ohne Bezugsquelle wurden von
den Firmen Sigma (Miinchen), Roth (Karlsruhe) und Merck eurolab (Darmstadt)

bezogen.

Fixationslosungen:

10 % Formalin Fa. Straub, Niirnberg

Carnoysche Fliissigkeit: 10 ml Eisessig Fa. Merck eurolab
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30 ml Chloroform Fa. Merck eurolab
60 ml 100 % Ethanol Fa. Merck eurolab

Entwdsserung, Reinigung und Einbettung:

Autotechnicon-Mono-Gerit

Chloroform Fa. Merck eurolab
Ethanol 80-100% Fa. Merck eurolab
Gewebekassetten Fa. Medin, Giessen
Paraffin Histosec Fa. Merck eurolab
Paraffinspender Fa. Reichert
Schneiden am Mikrotom:

Ethanol 100 % Fa. Merck eurolab
Objekttrager (76 : 26 mm) Fa. Langenbrinck
Schlittenmikrotom Fa. Leica
Wasserbad Fa. Medax

Xylol Fa. Roth, Karlsruhe

Fdrben der Schnitte:

Acetatpuffer : 0,1 N Natriumacetat Fa. Merck eurolab

0,1 N Essigsédure Fa. Merck eurolab
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Deckglas (50 : 24 mm)

Eindeckmittel Pertex

Eosinldsung:

Filterpapier

Héamateinlosung:

Methylgriin-Pyroninldsung:

Mikroskop

Xylol

Reinigung der Haare:

100 % Ethanol

Aqua bidest

Brutschrank

25 mg Eosin
3 ml 100 % Essigsdure

1.000 ml Aqua dest.
1 g Hamatoxylin

200 mg Natriumjodat
50 g Kalialaun

50 g Chloralhydrat

1 g Zitronensdure

1 g Methylgriin

50 pl Aqua dest.

5 g Pyronin Y

Fa.

Fa.

Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

Fa.

Diatec, Hallstadt

Medite

Sigma, Miinchen

Merck eurolab

Sigma, Miinchen
Merck eurolab
Merck eurolab
Merck eurolab
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Zeiss, Jena

Memmert
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DNA-Extraktion mittels Chelex 100:

Chelex-100 Suspension 5 % (gelost in Aqua bidest.)

DTT (1M)
Proteinase K (10 mg/ml) Fa. Merck eurolab
Wasserbad, grof3 GFL

Reinigung der DNA mittels Diatomeenerde:

80 % Isopropanol

Diatomeenerdesuspension: 200 g/l Diatomeenerde Fa. Sigma, Miinchen
gelost in 10 ml/1 konz. HCI Fa. Merck eurolab

Guanidinthiocyanat

-Pufter (L6): 100 ml 0,1 M Tris-HCI Puffer (pH 6,4)

8,8ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
2,6 ml Triton-X 100
120 g Guanidinthiocyanat ad 250 ml H,0

Zentrifugenfritte Fa. Promega

Phenol-Chloroform-Extraktion:

20 % SDS (in H,0)

100 % Ethanol

3 M Natriumacetat

DTT (60 mg/ml)
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Extraktionspuffer: 0,01 M Tris-HCI (pH 7,6)
0,01l M EDTA
0,1 M NaCl

Fliissiger Stickstoff

Glycogen

Homogenisator Fa. Hartenstein
Phenol/Chloroform Fa. Roth, Karlsruhe
Proteinase K (10 mg/ml) Fa. Merck eurolab

DNA Extraktion aus Vollblut:

20 % SDS

Erythrozyten-Lysepuffer: 150 mM NH4CI
10 mM KHCO;
0,1 mM EDTA (pH 7,4)

PBS: 2,7 mM Kaliumchlorid (KCI)
137 mM Natriumchlorid (NaCl)
1,5 mM Kalium-di-hydrogenphosphat (KH>POj)
7,75 mM Di-Natrium-hydrogenphosphat (Na,HPO,), pH
7,4

Proteinase K (10 mg/ml) Fa. Merck eurolab

TE-Pufter. 10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA, pH 8,0
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TEN-Pufter: 10 mM Tris-HCl
10 mM EDTA, pH 8,0
150 mM NacCl

Quantifizierung der extrahierten DNA-Menge aus Vollblut:

Biophotometer

Amplifikation:
Allel-Leitern VWA, ACTBP2, AMELX/Y

GeneRuler ™ 100 bp DNA Ladder Plus
Oligonukleotidprimer fiir die PCR:

Reagenzien fiir den

Amplifikationsmix: Aqua dest.
Primer I und II
Nukleotide-Triphosphat
10x PCR-Puffer
Taqg-Polymerase

Fa. Eppendorf

Entwicklung des

Instituts

MBI Fermentas
MWG-Biotech

MBI Fermentas

Fa. Eppendorf

repetitive
Primersequenz 5°-3° Sequenz Literatur

VWA 5'- CCC TAG TGG ATG ATAAGAATAATC TCTA | MOOS [92]
Primer 1

VWA 5'- GGA CAG ATG ATA AAT ACA TAG GAT | TCTA | MOOS [92]
Primer 2 GGA TGG
ACTBP2 5'- AAT CTG GGC GAC AAG AGT GA CAAA | MANUSCO
Primer 1 [88]
ACTBP2 5- ACA TCT CCC CTA CCG CTA TA CAAA | MANUSCO
Primer 2

[88]
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Amelogenin | 5°. CCC TGG GCT CTG TAA AGA ATA GTG MANNUCCI
Primer 1 [87]
Amelogenin | 5. ATC AGA GCT TAA ACT GGG AAG CTG MANNUCCI
Primer 2 [87]
Mineralol Fa. Sigma, Miinchen

Personal Cycler

Gottingen

Thermocycler 2400

Niedrigauflosende Polyacrvlamidgel-Elektrophorese:

Acrylamid-Stammldsung 29,1 % Acrylamid
0,9 % Bisacrylamid

Aqua dest.

Auftragspldttchen

Filterpapierstreifen

Gel-Bond-Film

Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylen Cyanol
25 % Ficoll 400

Tris-Borat-Puffer (pH 9,0) 0,5 M Tris
0,28 M Borsaure

Fa. Biometra,

ABI, Weiterstadt

Fa. Serva

Fa. Pharmacia
Fa. Schleicher &
Schill

Fa. Pharmacia,

Freiburg



Material 39

Silberfdrbung:

10 % Essigsdure
5 % Glycerol
12 mM Silbernitratlosung 0,4 g AgNO;
200 ml Aqua dest.
Entwicklerlosung 0,28 M NaCO;
0,019 % Formalin

Salpetersdure 1 %

Hochauflosende Kapillarelektrophorese:

Formamid Fa. Sigma, Miinchen
Interner Langenstandart GS ROX-500 Applied Biosystems
Sequenzierungsautomat ABI-Prism 310 Genetic Analysis Applied Biosystems

Gerdte und Materialien, die bei mehreren Methoden verwendet wurden:

Automatische Pipetten (verschiedene Volumina) Fa. Eppendorf
Filterpipettenspitzen (verschiedene Volumina) Fa. Peqlab, Erlangen
Fritten Wizard Minicolumns Fa. Promega
Gefrierschrank Fa. Liebherr

Glaswaren Fa. Hartenstein
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Kihlschrank Fa. Bosch
Magnetriiher M 21 GLW
Mikroschraubréhrchen Fa. Sarstedt

PAG-Elektrophoresegerdte ~Multiphor II Electrophoresis Unit Fa. Pharmacia,

Freiburg
Macrodrive 5 Power Supply Fa. Pharmacia,
Freiburg
Mulitemp Thermostatic Circulator Fa. Pharmacia,
Freiburg
pH Meter pH256 WTW
Photometer Fa. Eppendorf
Pipettenspitzen (verschiedene Volumina) Fa. Eppendorf
Reaktionsgefille Standard und Safelock Fa. Eppendorf
Schiittler Vortex Genie 2 Fa. Bender & Hobein
Taumelrotator, horizontal Fa. Heidolph
Tischwaage Fa. Sartorius
Zentrifuge Mikroliter Fa. Hettich,
Tuttlingen

Zentrifugenrohrchen Fa. Greiner
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3 Methoden

In diesem Kapitel wird das Untersuchungsmaterial sowie die experimentelle
Vorgehensweise bei den Untersuchungen beschrieben. Im ersten Teil wird die
Verfahrensweise zur Herstellung von histologischen Schnitten durch die Kopthaut
erlautert. Im zweiten Teil wird die Methode der DNA-Extraktion und Typisierung aus
Haarschéften und -wurzeln vorgestellt.

Das Verfahren zur statistischen Analyse des aus den DNA-Profilen gewonnenen

Datenmaterials der untersuchten Stichproben wird im Kapitel 3.5 erldutert.

3.1 Herstellung histologischer Schnittpriparate durch die Kopfhaut

In der folgenden Arbeit wird mit ausgewihlten Fixationen und Férbemdglichkeiten der
Versuch unternommen, in histologischen Schnitten durch die Kopthaut Haare auf
intakte Zellkerne und darin enthaltene DNA zu untersuchen. Dafiir wurden sowohl
Langs- als auch Querschnitte durch die Haarstrukturen angefertigt, die mit der
Himatoxylin-Eosin- und der Methylgriin-Pyronin-Methode angefdarbt wurden. Vorher
mussten die Préparate in speziellen Fixierungslosungen wie z.B. Formalin und der

Carnoyschen Fliissigkeit, vorbehandelt werden.

3.1.1 Zuschnitt der Gewebeproben

Kopthaut ldsst sich am besten im gefrorenen und unfixierten Zustand z. B. mit einem
Rasiermesser zuschneiden. Um exakte Querschnitte durch die Haare zu erhalten darf die
Schnittfithrung mit dem Mikrotom nicht einfach parallel zur Haaroberfliche erfolgen,
denn dies wiirde Schrigschnitte ergeben. Vielmehr muss mit der Lupe der Haarverlauf
an der Schnittfliche kleiner quadratischer Kopthautstiicke (1,5 x 1,5 cm) festgestellt
werden. Nun wurde einseitig die Kopfschwarte so weit abgetragen, dass in den
Gewebestiicken die Haare senkrecht stehen. Ein solcher Flachschnitt ergab Querschnitte

durch die Haare in den verschiedenen Hohen ihrer Einpflanzung in der Kopfhaut.
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Léangsschnitte durch die Kopthaut sind sehr schwer zu realisieren, vor allem wenn das
Haar von der Haarzwiebel bis zum Austritt aus der Kopthaut getroffen werden soll. Die
Seitenfliche der Gewebestiicke muss exakt mit dem Verlauf des Haares identisch sein.
Beim Schneiden orientiert man den Block so, dass zuerst der Bulbus und zuletzt der
Haarschaft vom Messer getroffen wird. Dazu wurde die Kopthaut in 1,5 x 0,5 cm grof3e
rechteckige Stiicke zugeschnitten. Noch vor der Féarbung konnte unter dem Mikroskop
das Ergebnis der Schnittfiihrung begutachtet werden.

3.1.2 Fixation

Folgende Fixationslosungen wurden verwendet:
- 10 %-ige Formalinlosung — Hamatoxylin-Eosin-Farbung

- Carnoysche Fliissigkeit — Methylgriin-Pyronin-Férbung

Die verwendete 10 %-ige Formalinlosung (100 ml 10 % Formalinlosung + 900 ml
destilliertes Wasser) benotigte zur vollstindigen Fixation der 1,5 x 1,5 cm und 1,5 x 0,5
cm groflen Gewebsstlicke ca. 48 Stunden. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur
(21 °C). Die besten Fixationsergebnisse wurden bei einem pH-Wert von 7,0 erreicht.
Formalinpigment bildete sich bei einem pH-Wert unter 5,6. Ein alkalisches Hamatin
wird bei einem pH-Wert von {iber 8,0 gebildet.

Beide Pigmente konnten entweder mit einer alkoholischen Picrin-Séure oder einer
Losung von 1% Kaliumhydroxyd in 80 % Alkohol gelost werden (cave! Picrin-Siure

nie im getrockneten Zustand lagern, da hoch explosiv!).

Die Carnoysche Fliissigkeit (60 ml 100 % Ethanol + 30 ml Chloroform + 10 ml
Eisessig) dringt sehr rasch in das zu fixierende Gewebe ein (ca. 2,9 mm in vier
Stunden), sodass fiir die 1,5 x 1,5 cm groBen Gewebestlicke eine Fixationszeit von acht
Stunden und fiir die 1,5 x 0,5 cm groflen Gewebestiicke eine Fixationszeit von 3,5
Stunden veranschlagt wurde. Der Aufenthalt in der Losung sollte nicht langer
ausgedehnt werden als zur voélligen Durchdringung notwendig. Bei zu langer
Einwirkzeit verstdrkten sich die Schrumpfungen und die Préparate werden zu hart. Zu

beachten ist auBBerdem, dass Carnoysche Fliissigkeit Erythrozyten hidmolysiert. Auch
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sdurelosliche Zellgranula und Pigmente gehen bei dieser Fixation in Losung. Nach der

Fixation sollte man sofort in absolutes Ethanol iibertragen.

Fir die weitere Bearbeitung werden die durchfixierten Gewebeproben in Kassetten

(Firma Medin) verbracht.

3.1.3 Entwisserung und Reinigung der Gewebeproben

Unmittelbar nach der Fixierung besitzen Prdparate noch nicht die richtige
Beschaffenheit, um mit dem Mikrotom geschnitten werden zu kénnen. Deshalb schlof3
sich eine Nachbehandlung an, die sich in eine Entwésserung, Reinigung sowie eine
sogenannte Einbettung gliederte. Das zu untersuchende Objekt musste folglich mit
einem Medium durchtrinkt werden, sodass hinterher eine feste und gut schneidbare
Masse entstand.

Entwésserung, Reinigung und Einbettung in Paraffin wurden mit einem Autotechnicon-
Mono-Gerdt durchgefiihrt. Mit Hilfe einer Zeitschaltuhr wurden Korbe mit den
Gewebeproben im Rotationsverfahren in verschiedene Behélter (sogenanntes
Einkammersystem) befordert, die die Entwésserungs- und Reinigungsfliissigkeiten
sowie das Paraffin zur Einbettung enthielten.

Die Verweildauer der Korbe in den einzelnen Behéltern kann individuell eingestellt
werden. Ebenso verhielt es sich mit der Temperatur mit der das Paraffin erhitzt wurde.
Fir die zwolf vorhandenen Behilter wurden folgende Inhalte und Einwirkzeiten
festgesetzt:
Behilter
Behilter

1 80 % Ethanol 11/2 Stunden
2 80 % Ethanol 2 Stunden
Behilter 3 95 % Ethanol 1 Stunde
Behilter 4: 95 % Ethanol 1 Stunde
Behilter 5: 100 % Ethanol 1 Stunde
Behilter 6: 100 % Ethanol 1 Stunde
Behilter 7: 100 % Ethanol 1 Stunde
Behilter 8 Chloroform 1 Stunde

9

Behilter Chloroform 1 Stunde
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Behilter 10: Paraftin 57 °C 2 Stunden
Behilter 11: Paraffin 57 °C 2 Stunden
Behilter 12: Paraffin 57 °C 2 Stunden

3.1.3.1 Entwisserung der Gewebeproben

Die Entwisserung musste grundsétzlich mit wasserloslichen Fliissigkeiten durchgefiihrt
werden. Im Autotechnicon-Mono-Gerdt wurde hier Ethanol in der oben aufgeflihrten
Konzentration und Zeitdauer verwendet (vgl. Kapitel 3.1.3). Der gesamte Vorgang
musste in einer aufsteigenden Konzentration des Alkohols erfolgen, damit das Wasser
langsam aber vollstindig aus dem Gewebe entfernt werden konnte. Zu beachten war
auch ein Verhirtungseffekt der Prdparate, der durch die alkoholische Entwésserung

hervorgerufen werden konnte.

3.1.3.2 Reinigung der Gewebeproben

Die Reinigungsfliissigkeit musste sowohl mit Ethanol (Entwisserungsmittel) als auch
mit dem Paraffin (Einbettungsmitttel) mischbar sein. Chloroform (Trichlormethan,
CHCI3) wird meist als sehr geeignetes Intermedium angegeben. Aus dem absoluten
Alkohol wurden die Préparate in zwei Portionen Chloroform iiberfiihrt. Wegen des
hohen spezifischen Gewichtes von Chloroform sanken die Préparate im Chloroform

nicht.

3.1.4 Einbettung in Paraffin

Paraffine bezeichnet ein Gemisch aus Alkanen (gesattigten Kohlenwasserstoffe) mit der
allgemeinen Summenformel C,Hy,12. Filir Routinearbeiten wurde sog. Hartparaffin mit
der Summenformel C-;sH-3012 und einem Schmelzpunkt von 56 — 58 °C verwendet.

Aus der Reinigungsfliissigkeit Chloroform wurden die Prdparate in geschmolzenes
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reines Paraffin iibertragen. Die elektrisch beheizbaren Kammersysteme des
Einbettautomaten gewihrleisten eine konstante Temperatur und somit eine gute
Durchtrankung der Gewebestiicke. Die Dauer des Durchtrinkens mit reinem Paraffin
betrdgt fiir 3 — 5 mm dicke Préparate zwei Stunden.

Im Anschluss wurden die Gewebestiicke den Einbettkassetten entnommen und in der
Einbettmulde so ausgerichtet, dass die Schnittfiihrung mit dem Mikrotom korrekt
ausgefiithrt werden konnte (vgl. Kapitel 3.1.5). Danach wurde das Priparat mit der
Einbettkassette abgedeckt (spitere Einspannvorrichtung fir das Mikrotom) und
vollstindig mit Paraffin, das aus einen Paraffinspender (Firma Reichert) stammte,

aufgefiillt. Auf einer integrierten Kiihlplatte hértete der Paraffinblock aus.

3.1.5 Schneiden am Mikrotom

Fiir die Herstellung der 5 — 6 um dicken Schnitte wurde ein Schlittenmikrotom (Fa.
Leica) verwendet. Zu beachten war dabei, dass der Paraffinblock exakt waagrecht zum
Mikrotommesser ausgerichtet sein muss, sodass bei der Schnittfiihrung alle Anteile des
Blockes gleichzeitig angeschnitten und somit Verzerrungen im Schnittpriparat
vermieden wurden. Oftmaliges Kontrollieren der Halterungs- und Justierschrauben
verhinderte gewellte Schnitte. Das Mikrotommesser sollte stets scharf sein und einen
keilféormigen, sogenannten biplanen Schliff besitzen [39].

Nach erfolgtem Schnitt mit dem Mikrotom wurden die Schnitte in ein Wasserbad (Fa.
Medax) iibertragen. Die Temperatur des Wasserbades sollte 5 — 10 °C unter dem
Schmelzpunkt des Einbettmediums liegen, hier also 47 — 51 °C. Luftblasen zwischen
Praparat und Wasseroberfliche mussten vermieden werden. Runzeln und Falze im
Préparat konnten mit einem feinen Pinsel vorsichtig ausgestrichen werden.

Vom Wasser aus wurden die Préparate auf Objekttrager (Fa. Langenbrinck) aufgezogen.
Dabei sollten nur solche Objekttriger Verwendung finden, die aus reinem Glas gefertigt
waren und eine Dicke von 1 — 1,2 mm sowie eine Seitenlinge von 76 : 26 mm

(englisches Format) aufwiesen.
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Nach vollstdndigem Trocknen wurden die Schnitte zum Entfernen des Paraffins fiir vier
Minuten in Xylol verbracht. Danach {iberfiihrte man in eine absteigende Alkoholreihe
sowie in Aqua dest.:

- 100 % Ethanol 2 Minuten

- 96 % Ethanol 2 Minuten

- 80 % Ethanol 2 Minuten

- 60 % Ethanol 2 Minuten

- Aqua dest. 2 Minuten

3.1.6 Farben der Gewebeschnitte

Herstellung von saurem Hématoxylin nach MAYER [81]:

- 1 g Himatoxylin in 1000 ml Aqua dest. 16sen.

- 200 mg Natriumjodat (NalO3;) und 50 g Kalialaun in der Hadmatoxylinlosung
unter Schiitteln 16sen; die entstehende Losung soll eine blauviolette Farbe
erhalten.

- 50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronenesdure zugeben. Die blauviolette Farbe der

Ldsung soll nun in einen rotvioletten Farbton umschlagen.

Herstellung einer 2 % Eosinlosung:
- 25 mg Eosin in 1250 ml Aqua dest. 16sen
- 3 ml kalte Essigsdure zugeben

Anwendung der Féarbelosungen:

Die entparaffinierten Schnitte wurden fiir 3 Minuten in die Hématoxylinlosung zur
Kernfirbung gegeben. Danach wurden die Schnitte mehrmalig in Aqua dest. gespiilt.
Unter flieBendem Leitungswasser erfolgte das sogenannte Bliduen der Zellkerne sowie
das Auswaschen der Sdurereste der Farbelosung. Die Einwirkung des Alkalis aus dem
Leitungswasser verursachte den tief blauen Ton der Kernfirbung. Durch Kontrolle mit
dem Lichtmikroskop konnte die Intensitdt der Kernfirbung optimal eingestellt werden

(progressives Férben).
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AnschlieBend wurde der Objekttridger fiir 5 Minuten in die Eosinlosung iibertragen.
Eine miBige Uberfirbung ist erwiinscht. Es folgt zuerst eine Spiilung mit Aqua dest.,
danach eine mit Leitungswasser. Die Differenzierung erfolgte in 80 %, 96 % und 100 %
Alkohol fiir jeweils 2 Minuten. Im letzten Schritt wurden die Prépararte fiir 4 Minuten

in Xylol eingestellt.

Herstellung der Farbelosung Methylgriin-Pyronin nach DRURY [27]:

- 1 g Methylgriin in 50 ml Aqua dest. unter Erwdrmen l6sen. Zur Entfernung von
Verunreinigungen mit Methylgriin die abgekiihlte Losung mit Chloroform
ausschiitteln.

- 5 gPyronin Y in 100 ml Aqua dest. 16sen.

- Methylgriin-Pyronin-Stammlésung: 10 ml der Losung von Methylgriin mit 17,5
ml Pyronin Y-Losung mit 250 ml Aqua dest. mischen.

- Die Stammldsung 1:1 mit Azetatpuffer von pH 4,8 mischen.

Herstellung der Pufferlosung nach DRURY [27]:

- 0,1 N Natriumazetatlosung (8,204 g C,H3;0,Na oder 13,61 g C,H3;O;Na -
3H,0/1).

- 0,1 N Essigséure (6,005 g/1).

- 56,6 ml Natriumazetatlosung und 43,4 ml Essigsiure mischen, pH 4,8

iiberpriifen.

Anwendung der Férbelosung:

Die entparaffinierten Schnitte wurden fiir 1 Minute in Aqua dest. {iberfiihrt.
AnschlieBend wurde mit Filterpapier der Objekttrager abgepresst, sodass keine gréf3eren
Fliissigkeitsmengen mehr zuriick bleiben. In der Methylgriin-Pyronin-Losung wurden
die Schnitte fiir 25 Minuten gefdrbt, mit Azetatpuffer (pH 4,8) kurz abgespiilt und
erneut mit Filterpapier unter leichtem Abpressen getrocknet. Zur Entwidsserung wurde

kurz in Azeton iibertragen und anschlieend fiir 2 Minuten in Xylol eingestellt.

AbschlieBend wurde auf die fertig gefiarbten Prdparate ein Tropfen Kunstharz
aufgebracht und unter Vermeidung von Lufiblasen ein Deckglas (Dicke von 0,17 mm)

aufgelegt.
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3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Hiamalaun als positiv geladener Farbstoff wurde zur selektiven Kernfirbung verwendet.
Nach Férben in einer sauren Losung wurde durch Spiilen mit Leitungswasser die
typisch blaue Farbe der Zellkerne erzeugt. Zugleich bedeutet dieser Vorgang eine
Fixierung der Farbung, da Himalaun bei hoherem pH-Wert schlechter 16slich ist.

Der saure Plasmafarbstoff Eosin Y bindet durch elektrostatische Wechselwirkungen an
Gewebe und farbt dieses in verschiedenen rotlichen Tonabstufungen. Zellkerne, Kalk,

Schleim und grampositive Bakterien werden nicht dargestellt.

3.3 Methylgriin-Pyronin-Farbung

Die Kombinationstechnik der Methylgriin-Pyronin-Farbung wird zur parallelen
Darstellung von DNA und RNA herangezogen. Durch elektrostatische Bindungen der
basischen Farbstoffe wird das Chromatin (DNA) blaugriin, Nukleonen und
Ergastoplasma (RNA) rot dargestellt. Der sogenannte Brachet-Test wurde zum
Nachweis der Spezifitdt dieser Farbung durchgefiihrt. Nach Verdauung durch RNAse
und DNAse unterbleibt die Anfirbung von DNA und RNA durch die beiden oben

genannten Farbstoffe.

3.4 DNA-Extraktion und Typisierung aus Haarwurzeln und

Haarschaften

Von 30 nichtverwandten Personen wurden Einzelkopthaare und Nativblut entnommen.
Nach der Selektion der telogenen Kopthaare erfolgte die Extraktion der DNA. An den
Haarwurzeln geschah dies mittels der Chelexextraktion, an den Haarschiften mit der
Phenol-Chloroform-Extraktion. Zum Vergleich diente die aus dem Vollblut isolierte
DNA. Mittels Singleplex-PCR wurde die Typisierung der zwei STR-Systeme ACTBP2
und HumVWA sowie die Geschlechtsbestimmung durch HumAMEL X/Y
durchgefiihrt.
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Die Detektion der Amplifikate erfolgte nach PAGE mit Silberfirbung sowie einer

hochauflgsenden Kapillarelektrophorese.

3.4.1 Morphologische Untersuchung der Haare

Mittels eines Lichtmikroskopes (Firma Zeiss) wurde die morphologische Untersuchung
der Haare und die Selektion der telogenen Einzelhaare durchgefiihrt. Die dufere
Inspektion beinhaltete eine Bestimmung der Haarlinge und der Haarfarbe. Haarldnge
und Haarfarbe wurden bestimmt, um Korrelationen zwischen diesen Parametern und der
DNA-Ausbeute herzustellen. Die Daten der morphologischen Untersuchungen sind den
Tabellen 4.4.1.c, 4.4.2.c und 4.4.3.a zu entnehmen.

Haare, die zur DNA-Gewinnung eingesetzt werden sollten, wurden in destilliertem
Wasser bei 40facher Vergroferung mikroskopisch untersucht. Die Wachstumsphase der
Haare wurde anhand der Haarwurzelform beurteilt. Nur Haare mit telogenem Abschluss
wurden zur DNA-Extraktion eingesetzt.

Bis zur Aufarbeitung wurden die einzelnen Haare nach mikroskopischer Untersuchung

bei —20 °C in 2 ml ReaktionsgefdBen (Firma Eppendorf) gelagert.

3.4.1.1 Haarlinge

Zur DNA-Typisierung wurden Abschnitte von Haaren mit einer Linge von 1 cm
verwendet. Zur Messung wurden die Kopthaare der Personen auf Papier mit
Millimeterskalierung mit Klebestreifen befestigt. Vom Haarbulbus aus wurde eine
Liange von 1 cm in Richtung Haarspitze abgemessen und das Haar mittels eines
Skalpells durchtrennt. Der Rest des Haarschafts wurde vermessen und komplett zur

DNA-Extraktion eingesetzt.
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3.4.1.2 Haarfarbe

Zur korrekten Einteilung der Haarfarbe wurden insgesamt fiinf Farbgruppen mit den
Farben rot, braun, blond, schwarz und weil} eingeteilt. Bei Mischungen von
Farbkomponenten wurde diejenige Farbe zuerst genannt, die am stirksten reprisentiert
war. So bedeutet die Farbe weillschwarz, dass der weille Anteil in dem Haar stirker
vertreten ist. Die Haarfarben der einzelnen Personen sind in den Tabellen 4.4.1.c,

4.4.2.c und 4.4.3.a wiedergegeben.

3.4.2 DNA-Extraktion

Zur Vorbereitung der DNA-Extraktion mussten die Haare zundchst gereinigt und
danach lysiert werden. Bei Blut entfiel der Reinigungsprozess. Die DNA wurde unter
Anwendung der Chelex- und der organischen Phenol-Chloroform-Methode extrahiert
und anschliefend mittels Diatomeenerde aufgereinigt. Die Aufbewahrung der DNA
erfolgte bei —4 °C bzw. —20 °C.

3.4.2.1 Reinigung der Haare

AuBere Verunreinigungen der Haare wurden vor der DNA-Extraktion mit Wasser und
Alkohol beseitigt [36], [50]. Dabei wurde das Haar zuerst mit 1 ml Aqua bidest
gewaschen. Nach dem Abpipettieren folgte ein Waschschritt mit 1 ml 100 % Ethanol.
Nach Uberfiihrung in einen Brutschrank (Firma Memmert) konnte der restliche Alkohol
bei 40 °C verdampfen.

3.4.2.2 DNA-Extraktion mittels Chelex-100-Methode

WALSH et al. [141] ermdglichten durch die Einfithrung der Chelex-100-Extraktion eine

zuverldssige Methode, um aus organischen Spuren DNA zu gewinnen. Als
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Chelatbildner mit besonders hoher Affinitit fiir bivalente Metallionen wie z.B. Ca*" und
Mg**, verhindert Chelex-100 eine Degradation der DNA durch Inhibierung der DNA-
abbauenden Ca”"-abhingigen Enzyme.

Nach dem Reinigen (vgl. Kapitel 3.4.2.1) wurden die Haarbulbi in einem
Eppendorfreaktionsgefil mit 1 ml Aqua bidest. fiir 15-30 Minuten inkubiert. Unter
wiederholtem Mischen erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieBend
wurde der Ansatz fiir 2-3 Minuten bei 10.000-15.000g und 21 °C zentrifugiert, der
Uberstand bis auf 20-30 ul abpipettiert und verworfen. Nach der Zugabe von 150 ul
Chelex 5 % (in Aqua bidest) und 10 pl Proteinase K (10 mg/ml) wurde der Ansatz
maschinell geschiittelt und iiber Nacht (12-14 Stunden) bei 56 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz wiederum fiir 10 Sekunden geschiittelt und fiir 8
Minuten im Wasserbad gekocht, um die Proteinase K zu inaktivieren. Nach erneutem
Vortexen fiir 10 Sekunden folgte eine Zentrifugation bei 10.000-15.000g und 21 °C fiir
2-3 Minuten.

Der DNA-Extrakt wurde in Anlehnung an die von GUNTHER et al. [42] beschriebene
Methode zur Reinigung von DNA mittels Diatomeenerde aufbereitet (vgl. Kapitel
3.4.2.3).

3.4.2.3 Reinigung der DNA mittels der Diatomeenerde

Nach Extraktion der DNA mittels der Chelex-100-Methode wurden 70 ul jedes
Extraktes mit 900 pl Guanidinthiocyanat-Puffer (L6) versetzt und nach Zugabe von 50
pl Diatomeen-Suspension fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ansatz
wurde mit einer Einwegspritze durch eine Zentrifugen-Fritte gedriickt. Auf die gleiche
Weise wurde mit 2 ml 80 % Isopropanol gewaschen. AnschlieBend wurde die Fritte in
ein leeres Eppendorfreaktionsgefd3 iiberfiihrt und bei 12.000g und 21 °C fiir 20
Sekunden zentrifugiert. Das Eppendorfreaktionsgefdl mit dem abzentrifugierten
Isopropanol wurde verworfen. Durch Zugabe von 50 pul Aqua dest. und 5 miniitiger

Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Elution.
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Die Abtrennung der DNA von der Diatomeenerde geschah durch Zentrifugieren bei
10.000g und 21 °C fir 20 Sekunden. Die Fritte mit der zuriickgehaltenen
Diatomeenerde konnte verworfen werden. Die Proben wurden bei 4 °C im Kiihlschrank

gelagert.

3.4.2.4 DNA-Extraktion mittels der Phenol-Chloroform-Methode

Die von HOFF-OLSEN et al. [54] etablierte DNA-Extraktionsmethode bedient sich der
unterschiedlichen Loslichkeit von DNA und den iibrigen Zellbestandteilen in einem
Phenol/Chloroform-Gemisch. Die hydrophile DNA verbleibt dabei im wéssrigem
Milieu und wird mit Ethanol préziptiert.

Nach dem Reinigen (vgl. Kapitel 3.4.2.1) wurden die Haarschifte mit fliissigem
Stickstoff gefroren und mittels eines Morsers zermahlen. In einem Reaktionsgefdf3
wurden zu den Fragmenten des Haarschafes 500 ul Extraktionspuffer, 50 ul Proteinase
K (10 mg/ml), 50 pul DTT (60 mg/ml) und 20 ul 20 % SDS hinzugegeben. Die
Inkubation erfolgte iiber Nacht (ca. 12-14 Stunden) bei 37 °C. AnschlieBend wurde das
gleiche Volumen Phenol/Chloroform zugegeben und fiir 5 Minuten maschinell geriittelt.
Der Extraktionsansatz wurde bei 12.000g und 21 °C fiir 7 Minuten zentrifugiert und die
obere wissrige Phase in eine neues Reaktionsgefdl iberfiihrt. Das entsprechende
Volumen Phenol/Chloroform wurde erneut zugegeben und abermals nach 5 miniitigem
Vortexen fiir 7 Minuten bei 12.000g und 21 °C zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase
wurde sorgfiltig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Dann wurden
1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (4 °C), 1 pl Glycogen (20 mg/ml) und 2 Volumen
100 % Ethanol (4 °C) zugegeben und der Ansatz per Hand vorsichtig geschiittelt.

Die Prézipitation der DNA erfolgte {iber Nacht (ca. 12-14 Stunden) und wurde durch
Lagerung der Proben bei - 20 °C unterstiitzt. Nach Zentrifugation bei 21 °C fiir 30
Minuten bei 12.000g wurde der Uberstand dekantiert und verworfen. Das Pellet wurde
mit 70 % Ethanol (- 4 °C) versetzt und flir 5 Minuten bei - 4 °C inkubiert. Im Anschluss
wurde das Pellet bei 4 °C, 12.000g und 21° C fiir 10 Minuten zentrifugiert.
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Der Uberstand wurde erneut abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde nun im
Vakuum getrocknet und in 50 pl TE-Puffer aufgenommen. Zuletzt erfolgte die Losung
der DNA im Kiihlschrank. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert.

3.4.2.5 DNA-Extraktion aus Vollblut

Als effektive und zuverldssige Methode zur DNA-Extraktion aus Vollblut hat sich die
sogenannte Kéiltehdmolyse nach LAHIRI [80] bewéhrt. Das Prinzip beruht auf der
unterschiedlichen Stabilitét der roten und wei3en Blutkdrperchen. Die Kiltehdmolyse

der kernfreien Erythrozyten bei 0 °C wurde durch die Salzfiallung der DNA aus
Leukozyten ergéinzt.

5 ml Vollblut wurden mit 45 ml Erythrozyten-Lysepuffer gemischt und fiir 5 Minuten
auf Eis gebracht. Nach dem Zentrifugieren bei 4 °C und 1.000g fiir 5 Minuten konnte
der Uberstand verworfen werden. Dieser Schritt wurde wiederholt bis das Pellet weil3
erschien und somit alle Erythrozytenschatten entfernt waren. Das Sediment wurde
erneut mit 20 ml eiskaltem PBS resuspendiert und erneut bei 4 °C und 1.000g fiir 10
Minuten abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Sediment in
3 ml eiskaltem TEN-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde fiir eine Minute auf
37 °C erwarmt und nach Zugabe von 20 % SDS und 60 pl Proteinase K (Konz. 10
mg/ml) iiber Nacht (ca. 12 - 14 Stunden) bei 37 °C inkubiert.

Nachdem die Lyse aller erythrozytenfreien und kernhaltigen Zellen stattgefunden hat,
schlieft sich die sogenannte Salzextraktion an. Der klaren Suspension wurde 1,2 ml
NaCl zugefiihrt und fiir 15 Sekunden kriftig geschiittelt. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation bei 5.000g und 21 °C fiir 15 Minuten. Der Uberstand wurde
abgenommen und mit 2 Volumina 100 % Ethanol versetzt. Durch vorsichtiges
Durchmischen fiel die DNA nach ca. 1 Minute fidig aus. Mit Hilfe eines Glashakens
wurde die DNA entnommen und in 1 ml 70 % Ethanol gereinigt. Die DNA wurde an
der Luft getrocknet und in TE-Puffer (10mM Tris-HCL;, ImM EDTA, pH 8,0) gelost.
Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.
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3.4.3 Quantifizierung der extrahierten DNA-Menge aus Vollblut

Fiir die exakte Messung der Konzentration der Nukleinsdurelosung aus dem Vollblut
wurde ein Spektralphotometer (Fa. Eppendorf) mit einer Wellenlédnge von 230, 260, 280
und 320 nm verwendet. Das Absorptionsmaximum von DNA befindet sich bei der
Wellenlidnge 260 nm. Das Verhéltnis (Ratio) der Absorptionen von 260 und 280 nm
zeigt die Anwesenheit von Salzen und/oder Proteinen an. Die Ratio sollte im Idealfall
zwischen 1,9 und 2,0 liegen. Eine Absorption von 320 nm ldsst auf eine Verunreinigung
schlieen. Diese Werte sowie die aus der Absorption bei 260 nm festgestellte DNA-
Konzentration wird vom Photometer berechnet und von einem angeschlossen Drucker
ausgegeben. Vor jeder Messreihe musste das Photometer mit H,O kalibriert werden.
Weiterhin durfte das Probenvolumen nicht kleiner als 50 pl betragen, da ansonsten das

Licht nicht vollstdndig durch die DNA-LGsung geleitet werden konnte.

3.4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde fiir alle verwendeten Systeme mit demselben Reaktionsansatz (25 ul)
durchgefiihrt:

- 67 mM Tris/HCI, pH 8,8

- 2mM MgCl,

- 1 mMDTT

- 160 pg/ml BSA

- 250 puM von jedem NTP

- 2 U Taq Polymerase

sowie jeweils 20 pmol der Primer fiir die 3'und 5°-Richtung.

Die Amplifikation der einzelnen Proben erfolgte unter Einsatz von 1 pg DNA, 0,75 ul
von jedem Primer I und II, 1 pl Nukleotidgemisch, 2,5 pl 10xPCR-Puffer und 0,2 ul
Gesamtvolumen ergénzt.

Die Denaturierung erfolgte bei einer Temperatur von 94 °C. Insgesamt folgten 35
Zyklen mit einer Dauer zwischen drei und vier Minuten. Den von System zu System

unterschiedlichen Primeranlagerungsschritten von jeweils einer Minute, folgten die
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Extensionsschritte bei 72 °C fiir einer Minute. Gemi3 dem Gesetz der Basenpaarung
wurde entlang der einzelstringigen DNA-Matritze ein komplementdrer DNA-Strang
synthetisiert. Nach 35 Zyklen wurde ein abschlieBender Extensionsschritt bei 72 °C fiir
45 Minuten durchgefiihrt. Die Temperaturprofile fiir die jeweilig verwendeten STR-
Regionen sind in Tabelle 3.4.5 angegeben. Die Annealing-Temperatur wird anhand des
GC-Gehalts der Primer berechnet.

Als Verdunstungsschutz wihrend der Amplifikation wurden noch 10 pl Mineraldl je
Reaktionsansatz zugegeben. Vor dem Starten der PCR in einem Thermocycler (Perkin

Elmer TC 480) wurden die Caps kurz abzentrifugiert.

Tabellen 3.4.4: Temperaturprofile der Singleplex-PCR:

Art Temperatur | Dauer
Denatuierung 94 °C 60 sec
Annealing 60 °C 60 sec
Extension 72 °C 60 sec
Zyklendauer 35 -

STR-Region HumACTBP2 (SE 33)

Art Temperatur | Dauer
Denatuierung 94 °C 60 sec
Annealing 49 °C 60 sec
Extension 72 °C 60 sec
Zyklendauer 35 -

STR-Region HumvwA
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Art Temperatur | Dauer
Denatuierung 94 °C 60 sec
Annealing 60 °C 60 sec
Extension 72 °C 60 sec
Zyklendauer 35 -

Geschlechtsbestimmungssystem HumAMEL X/Y

3.4.5 Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

Die PCR-Produkte aus Kapitel 3.4.4 wurden direkt in die niedrigauflésende horizontale
Polyacrylamidgelelektrophorese eingesetzt. Die Grof3e der Amplifikate wurde anhand
einer 100 bp-Leiter abgeschétzt. Fiir die 21 ml Gel-Losung wurden in 16 ml Aqua dest.
2,7 ml Acrylamid/Bisacrylamidlosung, 2,1 ml 10xTris-Borat-Puffer, 200 ul APS
(Ammoniumperoxidsulfat) und 1,5 ul TEMED pipettiert. Bevor die Gelldsung mit einer
50 ml Spritze zwischen zwei Glasplatten der GroBe 124 x 258 mm gegossen werden
konnte, musste zwischen beiden Platten ein Gel-Bond-Film (GelBond PAG-film,
Amersham/Pharmacia, Freiburg) aufgebracht werden. Nach etwa einer Stunde war die
Gelpolymerisation abgeschlossen und die Glasplatten konnten entfernt werden. Die
PCR-Produkte wurden in der Menge von 5 pl auf die dafiir vorgesehenen
Auftragsplattchen pipettiert. Flankierend wurden 5 pl der 100 bp-Vergleichsleiter
aufgetragen. Sowohl am anodischen als auch am kathodischen Geldnde wurden 0,5 cm
breite Filterpapierstreifen aufgelegt, die zuvor in 2 x TBE mit 0,01 % Bromphenolblau
getrainkt worden waren. Die Elektrophorese erfolgte auf einer Kiihlplatte der
Elektrophoresekammer bei einer konstanten Temperatur von 15 °C. Die
Laufbedingungen betrugen 1.000 V, 20-30 mA, 10 W bei einer Dauer von 30 Minuten.
Zum Sichtbarmachen der Banden wurde das Gel mit Silbernitrat gefirbt (vgl. Kapitel
3.4.5.1).
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3.45.1 Silberfirbung der Polyacrylamidgele

Die einzelnen Arbeitsschritte erfolgten unter kontinuierlichem Schiitteln in einer
Glasschale. Nach der Entnahme aus der Elektrophoresekammer wurden die Gele in 1 %
Salpetersdure fiir 5 Minuten fixiert. AnschlieBend wurde mit Aqua dest. fiir 10
Sekunden gespiilt. Danach wurde das Gel in einer 12 mM Silbernitratlosung flir 12
Minuten gefirbt. Die Reduktion der Losung geschah durch 0,28 M NaH,CO;
(wasserfrei) mit 0,019 % Formalin. Nach etwa 5 — 10 Minuten wurden die PCR-Banden
sichtbar. Der Reduktionsprozess wurde mit 10 % Essigsdure gestoppt. Nach Spiilung
mit Aqua dest. wurde das Gel 5 Minuten in 5 % Glycerol inkubiert und bei 80 °C im
Wirmeschrank getrocknet.

3.4.5.2 Hochauflosende Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese wurde mit dem Sequenzierungsautomaten (ABI-Prism 310
Genetic Analyser von Perkin Elmer) durchgefiihrt. Die elektrophoretische Trennung
und Laserdetektion der mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten DNA-Fragmente des
PCR-Amplifikates erfolgte bei 60 °C. Mit den Programmen Genescan und Genotyper
berechnete der Computer aus den eingehenden Rohdaten die GroBe und Farbe der
detektierten Peaks und ordnete anhand eines mitgefiihrten fluoreszenzfarbmarkierten
internen Léngenstandards die errechneten Fragmentlingen eines Allels der allelischen
Leiter des entsprechenden STR-Systems zu. Dabei entsprechen ganze Zahlenwerte den
reguldren Nukleotidrepeats. Die Stellen hinter dem Komma bezeichnen die Abweichung
von ganzzahligen Repeats in Basenpaaren.

Das Vorbereiten der Proben begann mit einer Abschidtzung der entsprechenden
Bandenstdrken in der niedrigauflosenden Polyacrylamidgel-Elektrophorese. Je nach
Bandenstirke wurden zwischen 0,3 und 5 pl PCR-Produkt in ein Genetic Analyser
Probenrdhrchen gegeben. Weiterhin mussten 0,5 pl interner Langenstandard (GS ROX-
500, Applied Biosystems) sowie 12 pl deionisiertes Formamid (Sigma) zupipettiert und
das Rohrchen mit einem Gummi-Septum (Genetic Analyser Septa, Applied Biosystems)
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verschlossen werden. Nach 2,5 Minuten Denatuierung bei 95 °C und sofortiger

Abkiihlung auf 0 °C konnte die elektrophoretische Fragmentanalyse erfolgen.

3.5 Berechnung der beobachteten Allelfrequenzen

Die Allelfrequenzen wurden aus den relativen Hiufigkeiten der Genotypen hergeleitet.

Die Allefrequenz (f(x;) eines bestimmten Alleles x; berechnet sich aus der Formel:

f(Xi) = (2nﬁ +X r.lij) / (21’1)
]

(n = Anzahl der Probanden, njj= Anzahl der Probanden mit Genotyp AjA;,
x = Allelfrequenz).
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4. Ergebnisse

4.1 Histologische Darstellung von Zellkern und Nukleinsiuren

Die Darstellung von Zellkernen und Nukleinsduren wurde mittels der histologischen
Hiamatoxylin-Eosin- und Methylgriin-Pyronin-Féarbung durchgefiihrt. Dabei erschienen
in beiden Firbungen nukleinsdurehaltige Strukturen dunkelblau bzw. dunkelgriin. Das
iiberwiegend homogene Grundplasma der Zellen zeigte sich eosinophil und wurde
stellenweise durch die Einlagerung von Zellorganellen und Sekretkdrnchen strukturiert.
Sogenannte degradierte DNA war mit herkommlichen histologischen Férbetechniken

nur sehr eingeschrinkt darstellbar.

4.2  Lichtmikroskopische Beobachtungen der Haarstruktur

In diesem Kapitel werden die lichtmikroskopischen Beobachtungen der Gesamtstruktur
eines Haares vorgestellt. Besonderes Gewicht wird auf die Darstellung von Zellkernen
oder Zellorganellen gelegt, die Hinweise auf das Vorhandensein von DNA geben
konnen. Dabei erfolgt die Beschreibung der Ergebnisse vom Haarbulbus aus in
Richtung Haarspitze sowie von zentral zu peripher gelegenen Haarstrukturen.

Der Haarbulbus setzt sich zunéchst aus einer Masse von relativ groflen, vakuolisierten
und scheinbar nur gering keratinisierten sowie stark basophilen Epithelzellen
zusammen, die die dermale Papille mantelformig umhiillen. Vor allem die cranial
gelegenen Zellen, die dem Stratum basale der Haut &dquivalent sind, verfligen iiber
synthetisierende Organellen und bilden im weiteren Wachstumsverlauf das Mark
(Medulla) aus. Die charakteristische intensive Basophilie dieser Zellen beruht auf dem
Vorkommen grofBerer Mengen ribosomaler RNA sowie Nukleinsduren, die besonders
gut mittels der Methylgriin-Pyronin-Farbung zur Darstellung kommen. Dariiber hinaus
ist die relativ hohe Zellteilungsaktivitdt histologisch anhand von Mitosefiguren gut
nachvollziehbar. Der Haarbulbus wird von lockerem Faserbinde- und Fettgewebe der
tiefen retikuldren Dermis bzw. der Subcutis umgeben. Hier sind zahlreiche Blutgefille

vom kapilliren Bautyp zur Versorgung des Haarfollikels nachweisbar (vgl. Abb. 4.2a).
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Cranial der Haarpapille gelegene, basophile,
DNA- und RNA-haltige Zellen

Vaskularisiertes
Weichgewebe
der Cutis bzw. Subcutis

Abb. 4.2a: Querschnitt durch einen Anagenfollikel
unmittelbar cranial der Haarpapille.
Methylgriin-Pyronin-Férbung, 40X

Die im Haarbulbus lateral gelegenen langen, spindeligen und kernhaltigen Zellen bilden
als Hauptmasse des Haares die Rindensubstanz. Bereits in der unmittelbaren Umgebung
der Haarpapille verlieren diese Zellen schnell ihre Struktur und differenzieren sich zu
dicht liegenden fusiformen Zellen aus. Diese farben sich teilweise mit einem kréftig
eosinophilen Farbton an, was auf einen starken keratinisierten Zustand der Zellen
schliefen ldsst. Der Zellkern und intrazytoplasmatische Zellorganellen sind hier aber
lichtmikroskopisch iiber weite Abschnitte noch nachweisbar. Auf histologischen
Priaparaten dieser Region ist die eindeutige Abgrenzung zu Melanin, welches in
Melanozyten synthetisiert und gespeichert wird, oftmals schwierig. Das eisenfreie,
primdr intrazellulire Pigment ist von dunkelbrauner bis schwarzer Farbe und ist
besonders in der Hématoxylin-Eosin-Férbung bei groBer Vergroflerung als
feingranuldre, intrazellulédre Ablagerungen erkennbar (vgl. Abb. 4.2b).

Nach auflen hin wird das Haar durch eine kubische und kernhaltige Zellschicht der

Kutikula abgeschlossen. Auch hier ist noch ein prominenter, zentralstindiger Zellkern
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nachweisbar. Hiufig bedeckt sie nicht den ganzen Umfang der Haarfaser und wird als

die letzte zum eigentlichen Haar gehorende Schicht gezéhlt (vgl. Abb. 4.2a).

/]

Lateral der Papille
gelegene ~

Medulla
pigmenthaltige Zellen d

Vaskularisiertes
Weichgewebe ~
der Cutis bzw. Subcutis

™~ Kutikula

h Y

Abb. 4.2b: Querschnitt durch einen Anagenfollikel
unmittelbar cranial der Haarpapille.
Héamatoxylin-Eosin-Féarbung, 40 X

In der Peripherie wird der Haarschaft von einer dufleren und inneren Wurzelscheide
umgeben, die erst auf einer Hohe oberhalb der Mitte des Haarbulbus zu erkennen sind.
Die innere Wurzelscheide besteht aus zwei verschiedenen Schichten. Die Henlesche
Schicht ist eine einfache Lage schmaler Zellen mit schmalem und platten Zellkern. Die
Huxleysche Schicht besteht aus zwei bis drei Lagen polygonaler Zellen mit rundlichen
und ovalen Zellkern. Fiir die Zellen der inneren Wurzelscheide ist die Produktion von
Trichohyalingranula charakteristisch. Diese erscheinen in den beiden angewendeten
histologischen Féarbungen eosinophil und treten vor allem im bulbusnahen Zytoplasma
auf (vgl. Abb. 4.2c). Diese Syntheseprodukte diirfen lichtmikroskopisch nicht mit
Keratinisierungsprozessen der Rindenzellen verwechselt werden, da RNA- und DNA-
haltige Zellorganellen hier im Zytoplasma zusitzlich noch lichtmikroskopisch in hoher

VergroBerung nachweisbar sind.
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Um die Henlesche- und Huxleysche Schicht anhand mikroskopischen Praparaten zu
differenzieren, ist es notwendig, Querschnitte aus hoheren Schichten des Haares zu

betrachten.

Huxleysche Schicht

Medulla — Henlesche Schicht

Abb. 4.2¢: Querschnitt durch ein Kopthaar zwischen
Haarpapille und Keratinisierungszone.
Methylgriin-Pyronin-Férbung, 40 X

Der inneren folgt die &uBere Wurzelscheide, die einen Mantel aus nach unten
gewachsenen Epidermiszellen darstellt. Diese Schicht nimmt im Verlauf von der
Hautoberfliche zur Haarzwiebel stindig an Stdrke ab. Nahe der Hautoberfliche verfiigt
sie Uiber alle Schichten der Epidermis, nahe der Haarpapille ist sie nur noch einschichtig

und dem Startum basale der Haut é&quivalent (vgl. Abb. 4.2f, 4.2g und 4.2h).
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Medulla

AuBere Wurzelscheide 474 ! L Innere Wurzelscheide

Abb. 4.2d: Querschnitt durch ein Kopthaar zwischen
Haarpapille und Keratinisierungszone.
Héamatoxylin-Eosin-Féarbung, 40 X

Fir die weiteren lichtmikroskopischen Beobachtungen spielt die sogenannte
Keratinisierungszone eine entscheidende Rolle. Léngsschnitte durch diesen Bereich
haben bewiesen, dass im Laufe des Haarwachstums sdmtliche basophil angefiarbten
Zellorganellen eine polymorphe Gestalt annehmen und mit dem allmdhlichen Einsetzen
der Keratinisierung vollstindig verschwinden (vgl. Abb. 4.2f, 4.2g und 4.2h). An
stichpunktartig durchgefiilhrten Messungen konnte gezeigt werden, dass die
morphologische Entwicklung von der Bulbusbasis bis zur vollstindig verhornten
Haarfaser in einem Abstand zwischen 1.500 bis 2.200 um vor sich geht. Die dabei
beobachtete Variabilitdt der Werte ist offenbar auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass
die Zone der Keratinisierung im Stadium der Telogenphase in Richtung Bulbus

verschoben ist (vgl. Abb.4.2e).
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AbD. 4.2¢: Langsschnitte durch einen Telogen- und Anagenfollikel. Darstellung der Differenzierungsprozesse
eines Keratinozyten in eine vollstindig verhornte Zelle.

Hématoxylin-Eosin-Féarbung 20 X Methylgriin-Pyronin-Féarbung 20 X

In den Abbildungen kann auBlerdem gut zwischen einem ruhenden Follikel
(Telogenfollikel) und einem wachsenden Follikel (Anagenfollikel) differenziert werden.
Die dermale Papille ist beim Telogenfollikel lichtmikroskopisch nicht mehr zu erkennen
und die Wachstumsprozesse sind zum Erliegen gekommen (vgl. Abb. 4.2e).

Nicht nur in den zentralen Abschnitten des Haares verlieren sich durch den einsetzenden
Keratinisierungssprozess die darstellbaren basophilen Zellorganellen, auch im Bereich
der inneren Wurzelschichten verschmelzen die Henlesche- und Huxleysche Schicht zu

einem kréftig roten eosinophilen Streifen (vgl. Abb. 4.2f und 4.2g).
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Medulla Stratum yetlcul_are der
Epidermis
Z.

A\

AuBere Wurzelscheide L Innere Wurzelscheide

Abb. 4.2f: Querschnitte durch ein Kopthaar
in Hohe des Stratum retikulare der Haut
Methylgriin-Pyronin-Férbung, 40 X

Die Schnittebenen in Hohe der Cutis des deckenden Integuments zeigen im Bereich des
zentral gelegenen Haares (Medulla) keine Zellorganellen mehr, die feingranuldren
Ablagerungen innerhalb des Haares selbst werden durch Melanin hervorgerufen (vgl.

Abb. 4.2f und 4.2g).
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Stratum reticulare der
Medulla Epidermis

Innere

AuBere Wurzelscheide Waurzelscheide

~

Abb. 4.2g: Querschnitte durch ein Kopfhaar
in Hohe des Stratum retikulare der Haut
Héamatoxylin-Eosin-Féarbung, 40 X

Zusammenfassend zeigen die Abbildungen 4.2h und 4.2i anhand eines Langschnitts
durch ein menschliches Haar (Telogenfollikel) die oben lichtmikroskopisch erhobenen
Befunde mit Zuordnung der einzelnen Schnittebenen zu dem im Querschnitt

dargestellten Préparat.
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Abb. 4.2 h: Schema cines Haares.
Methylgriin-Pyronin-Férbung, 10 X
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40 X

1: Methylgriin-Pyronin-Farbung 1: Hdmatoxylin-Eosin-Farbung

40X

Abb. 4.2 i: Drei Querschnitte durch das Haar
Methylgriin-Pyronin- und Hdmatoxylin-Eosin-Féarbung
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4.2.1 Bestimmung der Haarlange

Die Vermessung erfolgte fiir die telogenen Einzelkopthaare und variiert in einer Lénge
von 2,5 cm bis 26 cm. Dementsprechend lag die durchschnittliche Haarlinge der
untersuchten Kopthaare bei 10,7 cm +/- 5.

Des weiteren wurde die Dicke der Haare gepriift. Es konnten Haardicken zwischen 58

pum und 92 um nachgewiesen werden, der Mittelwert betrdgt hier 75 um +/- 3,75 pm.

4.2.2 Haarfarbe

Zur Klirung der Frage, ob eine bestimmte Haarfarbe mit der DNA-Ausbeute korreliert,
wurden die fiinf verschiedenen Farbkategorien rot, blond, braun, schwarz und weil3
bestimmt. Unter den 30 Personen wiesen fiinf eine rote, vier eine braune, vier eine

blonde, acht eine schwarze und acht eine weile Kopthaarfarbe auf.

rot blond braun schwarz weil}
Anzahl der
Probanden 5 4 4 8 8
>=30

Tabelle 4.2.2: Haufigkeit der Haarfarben der untersuchten Haarproben

4.3 DNA-Ausbeute aus telogenen Einzelhaaren

Aus den 30 verschiedenen Haarwurzeln und Haarschiften wurde versucht, mittels des
Chelex-100-Verfahrens und der Phenol-Chloroform-Methode DNA zu isolieren. Zum
Vergleich diente die aus Vollblut isolierte DNA. Durch den Einsatz von Einzelhaaren
wurde die Prisenz von Mischspuren praktisch ausgeschlossen. Zur Beurteilung einer
eventuellen Korrelation zwischen morphologischen Kriterien und DNA-Ausbeute,

wurden die Ergebnisse der Fragmentanalyse herangezogen.
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4.3.1 Merkmalsverteilung im STR-System HumVWA

Zunéchst wurde die extrahierte DNA im STR-System HumVWA typisiert. Es konnten
insgesamt sieben Allele gefunden werden (14 bis 20). Aufgelistet nach den Allelen
ergibt sich folgende Tabelle:

Die beobachteten Allelfrequenzen des Systems HumVWA betrugen:

Allel(e) Anzahl %
2=30

14-17 2 6,6 %
14-19 1 3.3%
15-16 1 3,3%
15-17 4 13,3 %
15-18 3 10 %

16 1 3,3%
16-17 4 13,3 %
16-18 3 10 %
17-18 3 10 %
17-19 4 13,3 %
17-20 1 3.3%

18 1 3,3%
19-20 2 6,6 %

Tabelle 4.3.1a: Allele im System HumVWA

Allel Anzahl Frequenz
x=58

14 3 5,2%
15 8 13,8 %
16 9 15,5 %
17 18 31,0 %
18 10 17,2 %
19 7 12,1 %
20 3 5,2 %

Tabelle 4.3.1b: Beobachtete Allelfrequenzen im System HumVWA

28 der Probanden sind heterozygote Merkmalstrager, das entspricht 93,3 %, 2
Probanden (6,7 %) sind homozygote Merkmalstrager in diesem STR-System.
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Die Ergebnisse der Typisierung aller untersuchter Proben im System HumVWA zeigt in

der Reihenfolge der Probennummer folgende Tabelle:

Nummer Blut Wurzel Schaft Haarfarbe Haarlinge
Proband VWA VWA VWA (cm)
1 15-17 15-17 --- braun 8
2 16-17 16-17 16-17 schwarz 5
3 19-20 --- --- blond 11
4 16-18 16-18 --- rot 7
5 16-17 --- --- weil} 17
6 16 16 16 schwarz 21
7 15-17 - - schwarz 10
8 17-19 17-19 --- braun 6
9 17-18 - - rot 18
10 14-19 14-19 --- weillbraun 7
11 17-18 17-18 --- blond 9
12 15-17 - - weil3schwarz 4
13 17-20 17-20 17-20 schwarz 12
14 18 18 --- weil 6
15 17-19 17-19 17-19 blond 7
16 14-17 14-17 - schwarz 17
17 19-20 --- --- blond 7
18 15-18 --- --- rot 7
19 17-19 17-19 --- weil} 26
20 15-17 --- --- braun 6
21 17-19 17-19 --- schwarz 6
22 16-18 --- --- weil 9
23 14-17 14-17 - weil3 22
24 15-18 --- --- weillschwarz 8
25 17-18 17-18 --- rot 7
26 16-18 16-18 --- blond 15
27 15-16 - - schwarz 11
28 15-18 15-18 --- rot 6
29 16-17 - - schwarz 22
30 16-17 16-17 --- braun 5

Tabelle 4.3.1c: Ubersicht der morphologischen Kennzeichen sowie der Allelfrequenzen im System HumVWA

Bei 18 von 30 untersuchten Haarwurzeln konnten im System HumVWA eine

erfolgreiche Typisierung ( 60 %) durchgefiihrt werden. Die Untersuchung der aus den

Haarschéften extrahierten DNA ergab im System HumVWA nur bei vier Personen

(13,3 %) ein verwertbares Ergebnis.

Die Uberpriifung einer Korrelation zwischen Haarfarbe und DNA-Ausbeute an

Haarschéften zeigt, dass schwarze Haare in diesem STR-System auffallend hiufig mit
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einer erfolgreichen Typisierung vergesellschaftet sind. Drei Personen hatten die
Haarfarbe schwarz, eine Person die Haarfarbe blond.

Dagegen hatte die Haarldnge einen geringeren Einfluss auf die extrahierbare nukleére
DNA-Menge, da sowohl die Haarschéftlinge von 5 cm als auch von 21 cm verwertbare

Ergebnisse ergab.

Ein Beispiel fiir die Auftrennung der im HumVWA amplifizierten DNA-Produkte zeigt
die folgende Abbildung eines Elektrophorese-Geles nach Silbernitratfirbung.

SWEB SWB Ssweg

PERSON 15 PERSON 13 PERSON 2
~Aom = ~A ~Aa

-

-

— e e —

Abbildung 4.3.1d: Auftrennung ausgewéhlter HumVWA-Amplifikate in einem Polyacrylamid-Horizontal-Gel.
Mit ,,L* ist in dieser Abbildung die Allelleiter bezeichnet. ,,+ steht fiir positiv-, ,,-* flir die negativ Kontrolle. ,,B*
steht flir Blut, ,,W* fiir Haarwurzel und ,,S* fiir Haarschaft. Mit den Zahlen 2, 13 und 15 sind die verschiedenen
Proben durchnummeriert. Die unterschiedliche Intensitdt der Banden ist bedingt durch die unterschiedliche PCR-
Ausbeute
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Abbildung 4.3.1e zeigt die Allelleiter des STR-Systems HumVWA. Bei der
untersuchten Person besteht kein Unterschied zwischen den Allelen aus den Spuren

Haarschaft, Blut und Haarwurzel.

Leiter

Schatt

4000

Ebxt 2000

400
=200

Abbildung 4.3.1e: Computergestiitzte Auswertung bei der Kapillarelektrophorese im STR-System HumVWA
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4.3.2 Merkmalsverteilung im STR-System HumACTBP2

Auch hier wurde zunéchst die extrahierte DNA im STR-System HumACTBP2 (SE 33)
typisiert. Insgesamt konnten 18 Allele beobachtet werden (12 bis 31,2, 33-34).
Aufgelistet nach den Allelen ergibt sich folgende Tabelle:

Allel(e) Anzahl %
2=30

12-19 1 3.3%
13 1 3,3%
14-28,2 1 3,3%
15-28,2 1 3,3%
16-20 1 3,3%
16-21,2 2 6,7 %
16-28,2 1 3,3%
17-27,2 1 3,3%
18 1 3,3%
18-24,2 1 3,3%
19-20 2 6,7 %
19-29,2 1 3,3%
20-21,2 1 3,3%
20-27,2 1 3,3%
20-31,2 1 3,3%
21,2-30,2 2 6,7 %
22,2-28.2 1 3,3%
23,2-27,2 2 6,7 %
23,2-29,2 1 3,3%
24,2-26,2 1 3,3%
25,2-29,2 1 3,3%
26,2-29,2 1 3,3%
27,2-29,2 1 3,3%
28,2-31,2 1 3,3%
30,2-31,2 1 3,3%
33-34 1 3.3%

Tabelle 4.3.2a: Beobachtete Allele im System HumACTBP2
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Die beobachteten Allelfrequenzen des Systems HumACTBP2 betrugen:

Allel Anzahl Frequenz
x=58
12 1 1,7 %
13 1 1,7%
14 1 1,7 %
15 1 1,7%
16 4 6,9 %
17 1 1,7 %
18 2 3,4%
19 4 6,9 %
20 6 10,3 %
21,2 5 8,6 %
22,2 1 1,7%
23,2 3 5,2 %
24,2 2 3,4 %
25,2 1 1,7%
26,2 2 3,4 %
27,2 5 8,6 %
28,2 5 8,6 %
29,2 5 8,6 %
30,2 3 5,2%
31,2 3 5,2 %
33 1 1,7%
34 1 1,7 %

Tabelle 4.3.2b: Beobachtete Allelfrequenzen im System HumACTBP2

Auch in diesem STR-System waren 28 der Probanden heterozygote Merkmalstriger,
das entspricht 93,3 %, und 2 Probanden (6,7 %) homozygote Merkmalstriger.
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Die Ergebnisse der Typisierung aller untersuchter Proben im System HumACTPB2

zeigt in der Reihenfolge der Probennummer folgende Tabelle:

Nummer Blut Wurzel Schaft Haarfarbe | Haarlinge
Proband SE 33 SE 33 SE 33 (cm)
1 18-24,2 -—- -—- braun 8
2 16-28,2 16-28,2 16-28,2 schwarz 5
3 12-19 -—- --- blond 11
4 25,2-29,2 25,2-29,2 25,2-29,2 rot 7
5 22,2-28,2 22,2-28,2 --- weil} 17
6 23,2-27,2 23,2-27,2 23,2-27,2 schwarz 21
7 16-20 -—- -—- schwarz 10
8 20-21,2 20-21,2 --- braun 6
9 18 18 18 rot 18
10 13 13 -—- weillbraun 7
11 23,2-27,2 --- - blond 9
12 17-27,2 17-27,2 - weil3schwarz 4
13 20-27,2 20-27,2 20-27,2 schwarz 12
14 19-20 19-20 - weil} 6
15 24,2-26,2 --- -—- blond 7
16 15-28,2 15-28,2 --- schwarz 17
17 30,2-31,2 -—- -—- blond 7
18 26,2-29,2 26,2-29,2 - rot 7
19 16-21,2 --- - weil} 26
20 23,2-29.2 --- -—- braun 6
21 16-21,2 16-21,2 16-21,2 schwarz 6
22 14-28,2 14-28,2 -—- weil} 9
23 21,2-30,2 --- --- weil 22
24 33-34 33-34 33-34 weillschwarz 8
25 19-29,2 - - rot 7
26 27,2-29,2 - - blond 15
27 21,2-30,2 -—- -—- schwarz 11
28 19-20 - - rot 6
29 20-31,2 - - schwarz 22
30 28,2-31,2 - - braun 5

Tabelle 4.3.2c: Ubersicht der morphologischen Kennzeichen sowie der Allelfrequenzen im System HumACTBP2

Auch in diesem STR-System konnte die DNA-Extraktion aus Haarwurzeln mit
anschlieBender Typisierung bei 15 Personen erfolgreich durchgefiihrt werden (50 %).
Die Untersuchung der Haarschifte ergab bei sieben Probanden (23,3 %) eine
ausreichende =~ DNA-Menge, um eine anschlieBende  Individualtypisierung

durchzufiihren.
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Eine Korrelation zwischen Haarfarbe und DNA-Ausbeute an Haarschiften ergab auch
hier eine Dominanz der schwarzen Haarfarbe. Von den sieben verwertbaren
Typisierungen hatten vier Personen die Haarfarbe schwarz, zwei Personen jeweils die
Haarfarbe rot und eine Person die Haarfarbe weilschwarz. Beziiglich der Haarldnge und
DNA-Ausbeute konnten keine gemeinsamen Auffilligkeiten festgestellt werden, da die

Linge der Einzelhaare zwischen 4 und 22 cm variierte.

Folgendes Polyacrylamidgel nach Elektrophorese und Silberfirbung gibt ein Beispiel
fir die amplifizierten DNA-Produkte im STR-System HumACTBP2.

Abbildung 4.3.2d: Auftrennung ausgewéhlter HumACTBP2-Amplifikate in einem Polyacrylamid-Horizontal-Gel.
Wie schon in der vorhergehenden Abbildung bezeichnet ,,L“ die Allelleiter, die positiv- und negativ-Kontrollen sind
mit ,,+“ und ,,-* dargestellt. ,,B steht fiir Blut, ,,W* fiir Wurzel und ,,S* fiir Schaft. Mit den Zahlen 2 und 4 sind die

verschiedenen Personen durchnummeriert. Die unterschiedliche Intensitdt der Banden liegt an dem teilweise
unterschiedlichen PCR-Ertrag



Ergebnisse 77

Auch in diesem STR-System wurde eine computergestiitzte Kapillarelektrophorese
durchgefiihrt. Folgende Abbildungen =zeigen die Allelleiter des STR-Systems
HumACTBP2, darunter die identischen Allele der Person 2 aus den Spuren Blut,

Haarwurzel und Haarschaft.

Abbildung 4.3.2e: Computergestiitzte Auswertung bei der Kapillarelektrophorese im STR-System HumACTBP2

4.3.3 Merkmalsverteilung im Geschlechtsbestimmungssystem

HumAMEL X/Y

Mit dem Locus HumAMEL X/Y kann unter Einsatz eines Primerpaares das Geschlecht
in einem PCR-Ansatz typisiert werden. Dieser Geschlechtstest basiert auf der
gleichzeitigen Amplifikation einer einzelnen X- und Y-homologen Kopiensequenz
(single copy sequence). Die produzierten Amplifikate liefern bei weiblichen Individuen

ein 103 bp groBes Fragment und bei ménnlichen Individuen zwei Fragmente mit der

Grofe 103 bp und 109 bp.
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Nummer Blut Wurzel Schaft Haarfarbe Haarlange
Proband Amelogenin | Amelogenin | Amelogenin (cm)
1 XX - - braun 8
2 XX XX XX schwarz 5
3 XY - - blond 11
4 XX - - rot 7
5 XY XY --- weil} 17
6 XX - - schwarz 21
7 XY - - schwarz 10
8 XY - - braun 6
9 XY XY - rot 18
10 XX --- --- weillbraun 7
11 XY --- --- blond 9
12 XY - - weil3schwarz 4
13 XX XX - schwarz 12
14 XX --- --- weil} 6
15 XX --- --- blond 7
16 XX XX - schwarz 17
17 XY --- --- blond 7
18 XY XY - rot 7
19 XX --- --- weil} 26
20 XY XY XY schwarz 6
21 XY -—- -—- braun 6
22 XX XX --- weil} 9
23 XX --- --- weil} 22
24 XY --- --- weillschwarz 8
25 XY XY - rot 7
26 XX --- --- blond 15
27 XX - - schwarz 11
28 XY - - rot 6
29 XX XX - schwarz 22
30 XY XY - braun 5

Tabelle 4.3.3a: Ubersicht der morphologischen Kennzeichen sowie der Geschlechtsbestimmung im System
HumAMEL X/Y.

Mit dem Geschlechtserkennungs-System HumAMEL X/Y wurden mit Abstand die

schlechtesten Ergebnisse bei der Durchfithrung der Typisierung erreicht. Bei 11

Probanden war die Extraktion von DNA aus den Haarwurzeln (36,6 %) erfolgreich. Bei

zwei Personen gelang die Typisierung aus dem Haarschéften (6,6 %). Eine Person war

weiblich, die andere miénnlich. Beide Individuen waren schwarzhaarig. Die Linge der

Einzelhaare betrug 5 cm bzw. 6 cm.
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Die folgende Abbildung eines Elektrophoresegel nach Silberfirbung zeigt die

Allelkonstellation einer weiblichen (2) und einer miannlichen Person (20)

5 W B 5 W B

PERSON 20 PERSOMN 2
- + — P —

-

B Bl B

e W —

Abbildung 4.3.3b: Auftrennung ausgewéhlter HumAMEL X/Y-Amplifikate in einem Polyacrylamid-Horizontal-Gel.

,,L“ bezeichnet die Allelleiter, die positiv- und negativ-Kontrollen sind mit ,,+* und ,,-“ dargestellt. ,,B* steht fiir Blut,

L, W fiir Wurzel und ,,S* fiir Schaft. Mit den Zahlen 2 und 20 sind die verschiedenen Personen durchnummeriert. Die
unterschiedliche Intensitdt der Banden liegt an dem teilweise unterschiedlichen PCR-Ertrag

Folgende Abbildungen zeigen die Resultate der Kapillarelektrophorese im STR-System
HumAMEL X/Y. Da die Ergebnisse der Spurentrdger Blut, Haarwurzel und Haarschaft
identisch sind, wird hier nur die Spur Haarschaft aufgefiihrt.
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Abbildung 4.3.3c: Computergestiitzte Auswertung bei der Kapillarelektrophorese im STR-System HumAMEL X/Y
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob aus Anteilen des Haares mit oder ohne
Haarwurzeln geniigend DNA gewonnen werden kann, um daraus Individualmerkmale
der betreffenden Person festzustellen. Dariiber hinaus wurde mit histologischen Lings-
und Querschnitten durch die menschliche Kopthaut versucht, in den Haarstrukturen
intakte Zellkerne und darin enthaltene DNA mit spezifischen Férbemethoden

nachzuweisen.

5.1 Hintergrund der Untersuchung

In der rechtsmedizinischen Praxis waren Haare als Untersuchungsmaterial schon immer
von Interesse, da sie sich, im Gegensatz zu anderen Spurenmaterialien, wie z.B. Blut
oder Sperma, durch die Vorteile einer Langzeitinformation, Autolyseresistenz und

Lagerungsstabilitdt auszeichnen.

Im Mittelpunkt der forensischen Untersuchungen stehen die Feststellungen von
Individualmerkmalen an Haaren und die Spurenzuordnung zu einer Person oder deren
Ausschluss als Spurenleger. Weiterhin kann an Haaren der Nachweis von chronischen
Belastungen mit toxischen Substanzen, Drogen oder Medikamenten erbracht werden.

Letzteres war nicht das Ziel dieser Arbeit.

Durch die rasche Weiterentwicklung der instrumentellen Analytik befindet sich die
forensische Haarkunde seit einigen Jahren in einer dynamischen Entwicklung. Das
Methodenspektrum der Haaruntersuchungen reicht von morphologischen und
serologischen  Untersuchungsverfahren  {iber die = Anwendung der Atom-
Absorptionsspektroskopie und Massenspektrometrie bis zu molekularbiologischen
Techniken. Bei der Expansion der forensischen Haaruntersuchungen wird zunehmend
iibersehen, dass viele Zusammenhénge bis heute weitgehend ungeklért sind und in der

praktischen rechtsmedizinischen Titigkeit umfangreiche Kenntnisse dieses speziellen
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Untersuchungsmaterials fiir eine personenbezogene, ausgewogene gutachtliche

Bewertung eine wesentliche Voraussetzung darstellen.

Im Gegensatz zu Haarproteinen, ihrer Chemie und Biochemie, ist {iber den Verbleib der
Nukleinsduren wihrend der Keratinisierungsprozesse wenig bekannt. Allgemein wird
bis jetzt angenommen, dass DNA und RNA in der Initialphase der Keratinisierung in
den Haarfollikeln zugrunde gehen [23], [60], [65], [131]. Grundsitzlich waren die
Untersuchungen auf DNA-Ebene beim Vorliegen mehrerer Haarwurzeln moglich, bei
Einzelhaarasservaten und an ausgefallenen Haaren gelang eine Merkmalsbestimmung
nach PCR nicht immer. Als Ursache wurde die geringe Ausbeute an chromosomaler
DNA sowie eine Hemmung der PCR-Reaktion durch Haarkomponenten wie Melanine

diskutiert [148].

Eine erfolgreiche Typisierung auf DNA-Ebene ist bisher nur an Haarasservaten
gelungen, bei denen Bestandteile der Haarwurzelscheiden vorhanden waren oder denen
abgeschilferten Hautepithelien anhafteten. Aus Haarwurzeln konnte mitochondriale
DNA (mtDNA) isoliert werden und nach DNA-Amplifikation der 228 bp Region des D-
Loops menschlicher mt-DNA die Sequenzierung erfolgen. WILSON et al. [145]
konnten an Haarschaftmaterial mitochondriale DNA-Sequenzen mit guten Erfolgsraten

amplifizieren.

Mittels neu entwickelter STR-Primer (FESvs, THOlvs und TPOXvs) konnten
HELLMANN et al. [49] erfolgreiche DNA-Analysen an stark degradierter DNA aus
telogenen Einzelhaaren durchfiihren. Die in keratinisierten Haarzellen vorkommenden,
meistens nur bis 110 bp grolen DNA-Fragmente [89] konnten mittels Modifikation der
Primer zur erfolgreichen Individualtypisierung herangezogen werden. Durch die
Verkleinerung bzw. vollstindige Abspaltung der flankierenden Region zwischen
Primerbindungsstelle und repetitiver STR-Sequenz, konnte der zu amplifizierende
DNA-Abschnitt deutlich verkiirzt werden (vgl. Tab. 5.1). Bei entsprechender
Nummerierung der internationalen anerkannten Nomenklatur sind bei gleichzeitiger
Untersuchungen eines Individuums in einem klassischen STR- und dem vs-System die

gleichen Allele zu erwarten [11].
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Klassisches STR- Allelgrofie (bp) vs-System Allelgrofle (bp)
System
FES 213 -237 FESvs 81 -105
TPOX 218 - 246 TPOXvs 58 -86
THO1 169 - 193 THO1vs 61 -85

Tabelle 5.1: Vergleich der Allelgroen zwischen klassischen und vs-STR-System [89].

Vor diesem Hintergrund bestanden die Hauptziele der vorliegenden Arbeit in der
Herausarbeitung des  Stellenwertes des  Spurenmaterials ,Haar* in den
molekularbiologischen Untersuchungen. AuBlerdem sollte mit Hilfe von histologischen
Schnitten und spezifischen Firbemethoden die morphologische Lokalisation der

Zielsubstanz DNA im Haar gefunden werden.

5.2 Morphologische Lokalisation moglicher DNA-Reste im Haar

sowie deren moglicher Einfluss auf ein Analyseergebnis

Uber das Verbleiben des Zellkerns und der darin enthaltenen DNA bei Einwirkung von
starken biomechanischen Kriften, wie sie z.B. wihrend des Verlaufs von
Keratinisierungsprozessen auftreten, liegt keine Information vor. Bisher ging man
davon aus, dass die Nukleinsduren wihrend der Keratinisierung zu Grunde gehen [53],
[127]. Das Verstiandnis des Prozesses, durch den die undifferenzierte Epidermiszelle zu
einer vollstindig verhornten Zelle transformiert, begriindet sich teilweise auf der
Kenntnis der Proteinsynthese in diesen Zellen. Langsschnitte durch Anagen- und vor
allem Telogenfollikel zeigen, dass die Zellkerne der Keratozyten im unteren Bulbusteil
fast das gesamte Zellvolumen einnehmen (vgl. Abb. 4.2a, 4.2b, 4.2¢). Hier besteht eine
hohe Mitoserate, DNA und RNA sind offensichtlich reichlich vorhanden. Im weiteren
Wachstumsverlauf Richtung Haarspitze nehmen die Keratozyten eine spindelformige
Gestalt an. Neben einem erniedrigten Kern/Zytoplasma-Verhiltnis konnen auch
weniger zytoplasmatische Zellorganellen, wie z.B. Mitochondrien, beobachtet werden.

Die Basophilie der Zellen nimmt ab (vgl. 4.2e¢). Dem gegeniiber stehen die
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Beobachtungen im Bereich der Kutikula. Wihrend mit zunehmendem Abstand vom
Haarbulbus aus Keratinfilamente im Zytoplasma zunehmen und die Haastrukturen im
histologischen Bild eosinophil erscheinen sind innerhalb der Kutikula
lichtmikroskopisch basophile, oftmals als Nukleoli imponierende Strukturen, zu
beobachten (vgl. Abb. 4.2¢, 4.2f, 4.2g und 4.2h).

Dieser Befund stimmt mit Ergebnissen einzelner Forscher iiberein, die bereits im Jahre
1953 Anhaltspunkte fiir das Vorliegen von Zellkernresten in der Kutikula des Haares
[15], [67], [109] gefunden hatten. BAUER et al. [13] konnte erstmals DNA in
keratinisierten Zellen nachweisen. Als Untersuchungsmaterial dienten hyperkeratotische
Hautschuppen. POTSCH-SCHNEIDER [111] dehnte die Untersuchungen auf die
ultrastrukturelle Ebene aus. Betrachtungen mit Hilfe des Differenz-Interferenz-
Phasenkontrast Mikroskops ergaben innerhalb der Kernregion befindliche, rundlich
oder oval konfigurierte optisch dichte Zonen. Besondere Bedeutung kommt hier den
Kutikulazellen zu, da an Haaren mit einer hohen Wachstumsgeschwindigkeit eine
groBere Anzahl an Nukleoli beobachtet werden konnte als an Haaren mit einer
durchschnittlichen Wachstumsgeschwindigkeit [111]. Diese Nukleoli sind in einem
groBeren Umfang in Zellen mit einer hohen Proteinsynthese vorhanden und stellen die
Lokalisation der Genorte der ribosomalen DNA dar. Im Gegensatz zur Medulla konnten
lichtmikroskopisch zudem in den eigenen Untersuchungen morphologische Kriterien
einer Keratinisierung in den oberen Haarfollikelabschnitten zu einem spdteren Zeitpunkt
als in den tibrigen Strukturen des Haares beobachtet werden (vgl. 4.2a, 4.2b, 4.2e und
4.2 h), [15], [109]. Deshalb ist anzunehmen, dass die spiteren Kutikulazellen im Zuge
von Keratinisierungsprozessen relativ schnell vom unteren Haarfollikel aus Richtung
Haarspitze wandern und so eine vollstindige Fragmentierung von chromosomaler DNA
vermieden  wird. Zudem = kOnnen  chemische  Verdnderungen,  spezielle
Bindungsverhiltnisse oder Lokalisation der Nukleinsduren zu der beobachteten
Diskrepanz zwischen mikroskopischen Befunden und der geringen DNA-Ausbeute
herkdmmlicher Extraktionen sowie einer mangelnden Amplifikation durch die
Polymerasen-Kettenreaktion erkléren.

Erginzend mufl hier darauf hingewiesen werden, dass bei Untersuchungen am
keratinisierten Material auch mitochondriale DNA im spurenkundlichem Interesse steht.
Wihrend die chromosomale DNA im diploiden Satz nur in 2 unterschiedlichen Kopien

vorliegt, gibt es pro Zelle einige hundert oder sogar tausend Kopien identischer
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mitochondrialer DNA [145]. Alle Transformationsprozesse der Zelle bendtigen aktive
Energie. Somit miissen die Mitochondrien bis zu einer sehr spdten Phase der
Keratinisierung intakt bleiben. Transmissionsmikroskopische Untersuchungen weisen
darauf hin, dass die mtDNA moglicherweise in einer stark degradierten oder zumindest
in einer stark verdnderten Form im Haar vorliegt [111]. Dies konnte auch hier der
Grund fiir die hiufig nur im geringen Maf3e erfolgreiche Darstellung der mtDNA mittels

molekularbiologischen Methoden sein.

5.3 Bestimmung der Haarlidnge und -dicke

Erwartungsgemid3 konnten in der Literatur nur ungefihre Angaben zur
durchschnittlichen Haarlinge gefunden werden, da fiir die Kopfhaarlinge weniger
biologische sondern eher modische Aspekte eine Rolle spielen. Auf ,Langhaar-
Wettbewerben™ konnten des Ofteren Haarlingen von iiber 150 cm beobachtet werden.
Den Weltrekord hélt zur Zeit die Amerikanerin Dianne Witt aus Massachusetts mit
mehr als 300 cm. ROBBINS [114] fasst die Daten beziiglich der Haarldnge in unten
aufgeflihrter Tabelle zusammen. Die hier genannten Zahlen stellen Durchschnittswerte

dar.

Haartyp Alter (a) Linge max (cm)
Lanugo <1 15
Kind 1-12 60
Erwachsener >13 100
Vellus >30 0,1

Tabelle 5.3a: Kopfbehaarung und Alter, durchschnittliche maximale Lange

Aus der Literatur ist bekannt, dass innerhalb verschiedener Populationen sowie im
Bereich der Kopfbehaarung einer Person unter Umsténden eine erhebliche Variation der
Haardicke zu beobachten ist. Als Faustregel gilt, dass der Durchmesser der Haare bei

einer Person um mehr als den Faktor zwei variiert [114]. Der in dieser Arbeit errechnete
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Mittelwert von 75 um stimmt mit den Ergebnissen von BERG [14], HAAS [44],
OESTERLEN [97], ROBBINS [114] und SWIFT [132] gut tiberein.

& max < min & max/< min
um um

West Europier 81,94 56,74 1,44
Chinesen 94,28 76,79 1,23
Inder 92,94 66,49 1,40
Afrikaner 98,23 58,52 1,68
Kaukasier 63,93 47,28 1,35
Mongolen 79,53 61,96 1,28
Athiopier 90,62 51,70 1,75

Tabelle 5.3b: GroSter und kleinster durchschnittlicher Durchmesser bei Haaren unterschiedlicher Populationen [132]

5.4 Haarfarbe

Fiir die Verteilung der Haarfarbe in der Bevolkerung konnten keine statistischen Daten
gefunden werden. ORFANOS [99] beschreibt ein Vorherrschen der schwarzen
Haarfarbe unter der gesamten Erdbevolkerung, wihrend blondes und rotes Haar in

Nordwesteuropa vorherrscht.

5.5 DNA-Ausbeute aus telogenen Einzelhaaren

Beim Vorliegen von geringen DNA Mengen oder degradierter DNA wird die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als Methode der Wahl angesehen. Diese moderne
Technik zur Individualtypisierung von biologischen Materialien auf DNA-Ebene hat die
klassischen proteinanalytischen =~ Untersuchungsmethoden zur Feststellung von
Merkmalen, die sich fiir einen Ausschluss oder eine Zuordnung einer Spur zu einer

bestimmten Person eignen, abgeldst. Haare zdhlen zu den wenigen Asservaten in der
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forensischen Spurenkunde, bei denen die molekularbiologischen
Untersuchungsmethoden bisher nur mit mafigem Erfolg angewendet werden konnten.

Das spezielle Problem war bei dieser Untersuchung, dass es sich bei dem hier
verwendeten Material um telogene Haare handelte. Da zu erwarten war, dass nur eine
relativ geringe Menge an DNA in diesen Haaren vorhanden ist, musste besonderer Wert

auf eine effektive DNA-Extraktionsmethode gelegt werden.

Die Phenolextraktion stellt eine Standardmethode zur DNA-Extraktion in der
forensischen Praxis dar, die auf die besonderen Bedingungen der Spurenkunde
angepasst wurden [36]. In dieser Arbeit lieB sich mit dieser Methode nur aus wenigen
Haarschiften DNA gewinnen, die sich in der anschlieBenden PCR auch erfolgreich
amplifizieren lieB. Einige Faktoren grenzen die Tauglichkeit der Methode fiir die
Spurenkunde ein. Bei der Verwendung von Haarschéften traten Probleme bei der
Abtrennung von inhibitorischen Stoffen auf. Zudem wurde die PCR-Reaktion
moglicherweise durch die fehlende Abtrennung von DNA-Bruchstiicken gehemmt [3].
Ein weiterer Nachteil dieser Methode besteht in einem hohen Zeit- und
Materialaufwand sowie im  Einsatz  toxischer = Reagenzien und deren
Entsorgungsproblemen. Auflerdem wurde die Phenol/Chloroform-Extraktion in der
forensischen Praxis hauptsdchlich fiir die RFLP-Analyse optimiert, fiir die eine
verhdltnismiBig grofe DNA-Menge bendtigt wird. Fiir sehr geringe Spuren scheint
diese Methode allerdings nur begrenzt geeignet zu sein, da es hier schwierig ist, die
Interphase zwischen der wéssrigen und organischen Phase sauber abzutrennen [86] und

so ein grof3er Teil der DNA verloren gehen kann.

Auf der Suche nach einer fiir die Spurenkunde beziiglich der Effektivitdt gilinstigeren
Extraktionsmethode, hat sich die von WALSH et al. [141] vorgeschlagene Extraktion
mittels des Chelatbildners Chelex-100 besonders bewéhrt. Im Vergleich zu der
Phenol/Chloroform-Methode konnte mit der Chelex-100-Extraktion im Verhéltnis zur
SpurengroBBe etwa die 20fache DNA-Menge extrahiert werden [141]. Allerdings ist bei
der Verwendung von schwierigen Spurentridgern auch diese Methode umstritten [142].
Als mogliche Ursache der schlechten DNA-Qualitit sind zum einen inhibitorische
Stoffe, zum anderen ein hoher Anteil von degradierter DNA im GroBenbereich von

<100 bp zu nennen. Diese DNA-Bruchstiicke konnen durch die Konkurrenz um die
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Primer zu einer Verschlechterung der Ausbeute der PCR-Produkte fithren und so
letztendlich eine Spurenanalyse unmoglich machen [2]. AuBlerdem werden bei der
Extraktion denaturierte Enzyme nicht abgetrennt, was zu einer Maskierung der DNA
fihren kann, die ebenfalls die Amplifikation verhindert. Daher wurde auf eine
modifizierte Methode der Reinigung der mit Chelex-100 extrahierten DNA
zuriickgegriffen [41], die auf eine von BOOM [18] vorgeschlagene DNA-
Extraktionsmethode mit Diatomeenerde aufbaut.

Mit der kombinierten Extraktionsmethode Chelex-100 und anschlieBender Reinigung
mittels Diatomeenerde war die Amplifikation an der Mehrzahl der Haarwurzeln
moglich. Es zeigten sich nach Auftragung der Amplifikate auf einem Polyacrylamidgel
zwar Unterschiede in der Intensitdt der Banden, diese beruhten jedoch auf dem
quantitativen DNA-Unterschied in der aufgetragenen Eluat-Menge. Anhand dieser
erfolgreichen Amplifikate konnte gezeigt werden, dass die Feststellung von
Individualmerkmalen an Haarwurzeln durch die Kombination der Chelex-100-

Extraktionsmethode und der Diatomeen-Reinigung deutlich gesteigert werden konnte.

5.6 Analyse der extrahierten DNA

Die Einfiihrung der DNA-Technologie, hier vor allem die Polymerasen-Kettenreaktion
(PCR), revolutionierte die forensische Spurenkunde und die Paternititsbestimmung, so
dass die Beweiskraft bei der Aufkldrung von Straftaten und Vaterschaften erheblich
gesteigert werden konnte. Neben verschiedenen Extraktionsmethoden zur Gewinnung
von DNA aus Haarwurzeln und -schéften war fiir diese Arbeit auch die Quantitdt und
Qualitét der gewonnen DNA von Bedeutung.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten PCR-Systeme wurden an hiesigem Institut
hinsichtlich der MgCl,-Konzentration und der Hybridisierungstemperatur optimiert
[41].

Fir die Individualzuordnung von Spurenmaterial wurden die Tetranukleotidrepeats
HumVWA und HumACTBP2 ausgewihlt, die auf unterschiedlichen Chromosomen
lokalisiert sind. Des weiteren wurde der Locus HumAMEL X/Y in die Amplifikation

mit einbezogen, um das Geschlecht der Person zu erkennen.
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Wichtig fiir die forensische Spurenkunde ist die Diskriminationskraft (,,power of
discrimination®, pD). Diese gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der zwei zufillig aus
einer Population ausgewdéhlte Individuen verschiedene Genotypen aufweisen. Sie liefert
somit einen wichtigen Hinweis zur potentiellen Anwendung eines Polymorphismus in
der forensischen Analyse [63]. GUNTHER untersuchte auf autosomalen Chromosomen
liegende STR-Systeme, die fiir eine Stichprobe pD-Werte je nach System zwischen 0,84
und 0,94 ergaben [41]. Das bedeutet, dass man mit einer Wahrscheinlichkeit von 94 %
eine Spur der verursachenden Person zuordnen kann. Im Rahmen dieser
Untersuchungen stellte sich zusitzlich der Locus HumACTBP2 als sehr zuverldssiges
STR-System mit hohem Informationsgehalt heraus. Folglich wurde er in dieser Arbeit
verwendet.

Durch die unterschiedliche Grofe der zwei Tetranukleotidrepeats HumVWA und
HumACTBP2 sowie dem Geschlechtsbestimmungssystem HumAMEL X/Y konnte
zusitzlich der Degradationsgrad der untersuchten DNA (sog. Mal} der Degradation) mit
in die Untersuchungen einflieBen. Wie in dieser Arbeit festgestellt werden konnte, war
eine erfolgreiche Individualzuordnung der Proben mit deutlich geringerem und vor
allem qualitativ niedrigerem DNA-Gehalt (Haarschaft) mittels HumACTBP2 haufiger
zu beobachten, als mittels HumVWA. Als Erkldrung kann hier die unterschiedliche
Lange (bp) der beiden verwendeten Systeme nicht dienen, da kiirzere STR-Loci
beziiglich Degradation der DNA weniger anfillig sind als l&ingere Genomabschnitte.

Mit Hilfe eines hochauflosenden Polyacrylamidgels erfolgte in einer Horizontalgel-
Elektropherese die Darstellung der Amplifikate. Schwierigkeiten bei der Bestimmung
einer Bande konnen durch elektrophoretische Probleme wie z.B. den ,,smile*“-Effekt am
Rand des Geles durch die Eigenschaft des elektrischen Feldes auftreten. Im Seit-zu-Seit-
Vergleich ist somit eine klare Zuordnung der Banden zu einem Allel oft nicht moglich.
Eine zuverldssige Alternative zur Darstellung der Individualmerkmale stellte die
computergestiitzte Auswertung mittels Kapillar-Elektrophorese dar.

Anfingliche Probleme aufgrund der PCR-Reaktionsbedingungen, wie ein Allelic-Drop-
out, d.h. allgemein der Verlust hohermolekularer Allele bzw. eine bevorzugte
Amplifikation bestimmter Allele, konnten durch technische Verbesserungen behoben
werden [51]. Ursache eines Allelic-Drop-out ist zum einen der oft zu niedrige DNA-
Gehalt des wuntersuchten Spurenmaterials, zum anderen die ungeniigende

Denaturierungstemperatur bei signifikanten Differenzen im Gehalt der Basen Guanin
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und Cytosin zwischen den zu amplifizierenden Allelen, bei stark degradierter Ziel-DNA
und/oder bei limitierten Konzentrationen der Taq-Polymerase.

Das von SCHLOTTERER [121] aufgestellte ,,strand slippage*“-Modell war hiufig in
den eigenen Untersuchungen zu beobachten (vgl. Abbildung 4.3.2¢), bei dem ab einer
bestimmten Wiederholungshéufigkeit der Repeats bei der Replikation, Rekombination
oder Reparatur der DNA-Einzelstrang-Schleifen (loops) durch ein Abspringen der
Polymerase entstehen konnen. So kann es durch falsche Zusammenlagerung der
kurzzeitig  ungepaarten  Strangenden der DNA bei der anschlieBenden
Kettenverldngerung zu einer Verkiirzung des Repeatbereiches im neusynthetisierten
Strang kommen. Jedoch konnten alle in dieser Arbeit beobachteten Allele der Systeme
HumVWA und HumACTBP2 in den zitierten Verdffentlichungen [12], [124] wieder
gefunden werden.

Durch Untersuchungen konnte auBlerdem belegt werden, dass eine sorgfiltige
morphologische Untersuchung eines Haarasservates, die Feststellung des vorliegenden
Haarstatus, ein Nachweis von anhaftenden Zellen der inneren und &dulleren
Haarwurzelscheide oder von Hautschuppenmaterial, einen sicheren Anhaltspunkt fiir
die Einschitzung der Erfolgsaussichten einer Individualisierung der jeweiligen Spur auf
DNA-Ebene darstellt [111]. Unter Beriicksichtigung dieses Entscheidungskriteriums
konnen Haarspuren bei Verdacht auf eine Mischspur aufgrund der Vorgeschichte oder
anhand morphologischer Befunde einzeln untersucht werden. Im Gegensatz zu hiufigen
Hhatlirlichen Kontaminationen* bei Vaginalabstrichen oder Blutspuren, ist allerdings
das gleichzeitige Vorliegen von Haaren verschiedener Personen in einer authentischen
Spur hochst selten. Gelegentlich kommen Beimischungen von Tierhaaren in
menschlichen Haarspurasservaten vor. Diese sind jedoch mit mikroskopischen
Methoden  leicht zu identifizieren. Unter Beachtung der notwendigen
Sicherheitsstandards treten selten inkongruente Resultate bei Typisierungen von
Haarspuren auf, zumal eine Kontamination von Haarasservaten erfahrungsgemil} selten
beobachtet wird [111]. Vielmehr stellt die ungeniigende DNA-Ausgangsmenge ein
Problem dar. Als Nachweisgrenze fiir die gdngigen durchgefiihrten PCR-Verfahren gilt
ca. 50 pg DNA [50].

Des weiteren konnte durch eine erfolglose DNA-Amplifikation an weilen Haarproben
belegt werden, dass die Haarfarbe und somit Melanin als potentieller Taq-Polymerase

Inhibitor [148], keinen Einfluss auf das Ergebnis nimmt. Durch eigene Untersuchungen
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wird diese Feststellung auch durch die Tatsache gestiitzt, dass die Haarfarbe ,,schwarz*
sowohl im STR-System HumVWA als auch im STR-System HumACTBP2 auffallend
héufig mit einer erfolgreichen DNA-Amplifikation vergesellschaftet war.

Die minimale Anzahl vorliegender positiver Ergebnisse {iiber die Extraktion
hochmolekularer DNA und die anschlieBende Amplifikation aus wurzellosen Haaren
stechen im Widerspruch zu zahlreichen Veroffentlichungen, in denen {iiber eine
durchwegs erfolgreiche PCR-Typisierung in diesen Systemen berichtet wurde [65],
[125]. Allerdings schlossen manche Autoren selbst nicht vollig aus, dass ihre Resultate
auf anhaftende Epithelzellen zuriickzufiihren sind. Zudem ist die Information iiber das
Ausgangsmaterial, wie morphologische Parameter, an dem die positiven PCR-
Typisierungen gelangen, beschrankt. Haufig wird nur auf wenig definierte
Bezeichnungen wie ,,wurzellose Haare oder ,Haarschaftmaterial zuriickgegriffen.
Somit sind in diesen Fillen leider keine Riickschliisse auf Zusammenhénge zwischen
erfolgreicher DNA-Extraktion und eventuellen Besonderheiten des eingesetzten
Haarmaterials moglich.

Als alternativer Ansatzpunkt zur DNA-Typisierung chromosomaler DNA-Loci fiihrten
WILSON et al. [145] die Amplifikation und anschlieBende Sequenzierung
mitochondrialer (mt) DNA als Methode der Wahl an. Die Kontrollregion (D-Loop)
menschlicher mtDNA besitzt ein hohes Diskriminierungspotential und eignet sich fiir
die Individualisierung von Haarspuren im Rahmen kriminaltechnischer Untersuchungen
[4], [55], [102], [107], [130]. Die hohe Kopienzahl pro Zelle erlaubt an Spurenmaterial,
das in geringer Menge vorhanden ist oder teilweise degradierte DNA enthilt, einen
sensitiven Nachweis zur Identifizierung von Personen. Es muss jedoch bedacht werden,
dass die Mutationsrate mitochondrialer DNA etwa 5 bis 10fach hoher ist als bei
chromosomaler DNA [19], [90], [129]. Der Haarfollikel als Organ mit hoher zyklischer
Aktivitdt, hoher Proliferationsrate und einer der hdchsten Mitoseraten menschlichen
Gewebes [30], [86] sollte unter diesem Blickwinkel auf die Zuverldssigkeit einer

mtDNA-Typisierung weiter untersucht werden.



Diskussion 92

5.7 Genfrequenz-Vergleich mit einer deutschen Populations-

stichprobe

Die relativ geringe Anzahl von 30 untersuchten Haarwurzeln und Haarschéften erlaubt
nur eine eingeschrankte statistische Beurteilung. Das gesamte Probenmaterial stammt
aus dem Sektionsgut des Instituts flir Rechtsmedizin der Universitdt Wiirzburg. Diese
Tatsache schlieBt aber den Einfluss verschiedener ethnischer Gruppen aus anderen
Landern der Erde nicht aus. Die Haufigkeit der beobachteten Genfrequenzen ist in

folgenden Tabellen aufgefiihrt.

Allel Frequenz in D* Genfrequenzen n
% in dieser Studie (%) (2=58)
14 9,4 5,2 3
15 12,7 13,8 8
16 18,0 15,5 9
17 30,2 31,0 18
18 19,3 17,2 10
19 7,6 12,1 7
20 2,5 5,2 3

Tabelle 5.7a: Vergleich mit deutscher Population im System HumVWA
n = Anzahl der jeweils beobachteten Allele [43]

Die beobachteten Allelfrequenzen im System HumVWA korrelieren relativ gut mit den

Daten aus der Populationsstichprobe.
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Allel Frequenz in D* Genfrequenzen n
% in dieser Studie (%) (Z=58)
12 0,26 1,7 1
14 3,33 1,7 1
15 4,07 1,7 1
16 3,74 6,9 4
17 6,38 1,7 1
18 7,17 3,4 2
19 7,47 6.9 4
20 5,64 10,3 6
21,2 2,47 8,6 5
22,2 3,14 1,7 1
23,2 3,36 5,2 3
24,2 3,06 3,4 2
25,2 3,51 1,7 1
26,2 5,61 34 2
27,2 8,67 8,6 5
28,2 6,65 8,6 5
29,2 5,68 8,6 5
30,2 5,31 5,2 3
31,2 3,14 5,2 3
33 0,41 1,7 1
34 0,37 1,7 1

Tabelle 5.7b: Vergleich mit deutscher Population im System HumACTBP2
n = Anzahl der jeweils beobachteten Allele [12]

Die beobachteten Allelfrequenzen im System HumACTBP2 variieren mehr oder

weniger stark. Als Erklarung dient die geringe Probenzahl.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, eine Korrelation zwischen
der Morphologie des Spurenmaterials Haar und der molekularbiologischen

Untersuchung herzustellen.

In der Rechtsmedizin waren Haare lange Zeit wegen der technisch schwierigen und
zeitintensiven Untersuchungsmethoden eher von untergeordneter Bedeutung. Erst in
den letzten Jahren wurden ausreichende wissenschaftliche Grundlagen geschaffen, um
im Rahmen der forensischen Spurenkunde spezielle Fragestellungen anhand von

molekularbiologischen Haaranalyseergebnissen mit grofter Sicherheit zu beantworten.

Humane Kopthaut wurde aus der occipitalen Region entnommen und in 5 um starke
histologische Liangs- und Querschnitte aufgearbeitet. Dabei musste die Schnittfiihrung
bei Langsschnitten so ausgefiihrt werden, dass das Haar von der Haarzwiebel bis zum
Austritt aus der Kopfhaut getroffen wurde. Auf Querschnitten mussten die Haare exakt
tangential angeschnitten werden, Schrigschnitte waren zu vermeiden.

Nach ausgewihlten Fixationen wurden die Gewebeschnitte mit der Himatoxylin-Eosin-
sowie der Methylgriin-Pyronin-Férbung behandelt. Morphologische Hinweise auf die
Existenz von Cytoplasmastrukturen, die mit Nukleinsduren assoziiert sein konnten,
fanden sich nach abgeschlossener Keratinisierung ausschlieBlich im Bereich der
Kutikula. Diese lichtmikroskopischen Ergebnisse stehen mit bereits verdffentlichen
ultrastrukturellen Untersuchungen im Einklang [79]. Im Bereich des Markstranges oder
anderen  Abschnitten des Haares konnten nach den  abgeschlossenen
Keratinisierungsprozessen keine  Strukturen gefunden werden, die auf das

Vorhandensein von Nukleinsiduren schlieBen lassen.

Des Weiteren wurden mit geeigneten Verfahren die Extraktion von DNA aus telogenen
Haarwurzeln und Haarschiften durchgefiihrt. Mit der auf WALSH et al [141]
zuriickgehenden Chelex-100-Extraktionsmethode und der von GUNTHER et al. [42]

beschriebenen Kombination der anschlieBenden Reinigung der Extrakte mit



Zusammenfassung 95

Diatomeenerde, war der DNA-Nachweis in mehr als die Halfte der untersuchten
Haarwurzeln moglich.

Die Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode nach HOFF-OLSEN [54] erlaubte einen
erfolgreichen DNA-Nachweis in durchschnittlich 14,3 % der Fille.

Zur Typisierung der genomen DNA wurde die Polymerasen-Ketten-Reaktion (PCR)
angewandt. Untersucht wurde dabei zwei in der forensischen Praxis géingige STR-
Systeme, zum einen das auf Chromosom 5 lokalisierte System HumACTBP2 (SE33)
zum anderen das auf Chromosom 12 gelegene System HumVWA. Zusitzlich wurde
das Geschlechtsbestimmungssystem HumAMEL X/Y in die Untersuchung mit

einbezogen.

Die Ergebnisse lassen zukiinftig auf ein gezieltes Vorgehen und die Anwendung
spezieller Methoden fiir die Individualtypisierung am Spurenmaterial Haar hoffen.

Da Keratinisierungsprozesse im wachsendem Haar wohl eine Schliisselrolle {iber das
Schicksal der Zellkerne und der darin enthaltenen Degenerationsgrad der DNA spielen,
sollten sich zukiinftige Untersuchungen in der Rechtsmedizin verstirkt dieser Thematik

widmen.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungen:

PAGE
PCR

RFLP
SLS
STR

Adenin

Abbildung

Basenpaar

Cytosin

Dithiothreitol

destilliert

Displacement-Loop

Desoxyribonukleinsiure

Desoxyribonukleotide
Ethylendiamintetraessigsiure

et altera (lat. und andere)

Guanin

Fallbeschleunigung

The International Society For Forensic Haemogenetic
Kilobasen

Multi-Locus-Sonde

mitochondrial

Nanometer

Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Rasterelektronenmikroskopie
Restriktionsenzymfragmentlangenpolymorphismus
Single-Locus-Sonde

Kurze Wiederholungseinheiten (engl.: short tandem

repeats)

Thymin
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TE
TEM
Tris

VNTR

VS

Tris-EDTA-Pufter
Transmissionselektronenmikroskopie
Tris-/Hydroxymethyl-Aminomethan

Variable Zahl von Wiederholungseinheiten (engl.:
variable number of tandem repeats)

very small
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8.2  Abbildungsverzeichnis

Abb. 1.2.1 Schema einer Haarwurzel 7

Abb. 1.2.2  Wachstumsphasen des Haares 9

Abb. 4.2a Querschnitte durch einen Anagenfollikel unmittelbar cranial der

Haarpapille. Methylgriin-Pyronin-Férbung, 40X 60

Abb. 4.2b Querschnitte durch einen Anagenfollikel unmittelbar cranial der
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Abb. 4.2¢ Querschnitte durch ein Kopthaar zwischen Haarpapille und
Keratinisierungszone. Methylgriin-Pyronin-Farbung, 40X 62
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