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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Arbeitsschwerpunkt

Das Spurenaufkommen an einem Tatort umfasst nebemaren oft auch eine Vielzahl
anderer biologischer Spuren. Zu diesen zahlen pflanzliches und tierisches Material, das
Uberwiegend indirekt Ubertragen oder am Tatort aigélassen wird. In den letzten Jahren
haben diese Spuren immer mehr an Beachtung erfahcean Bedeutung dazu gewonnen, da
diese nicht selten in laufenden Verfahren mit m Beweiskette aufgenommen werden und zu
einem Urteilsspruch beitragen kénnérp,126,12J.

Das Augenmerk der vorliegenden Arbeit lag auf deeafBeitung von tierischem
Spurenmaterial, insbesondere das der Hauskb#dis Gilvestris catys Da bei diesen Tieren
hauptsachlich mit der Ubertragungsspur Haar untitnide bei Hunden mit BeiRattacken
gerechnet werden kann, sollte die zu etablierené¢hdlie auf diese Spur ausgelegt und
entsprechend optimiert werden. Ziel war es hiegloe Individualisierung durchzufiihren und
so die Spur Uber bestimmte genetische Marlseg.(Mikrosatelliter) einem Individuum
zuordnen zu kénnen.

Viele Wissenschaftler und Arbeitsgruppen haben sicllen vergangenen Jahren mit der
Erforschung des Katzengenoms beschaftigt, sodasgdeine ausreichend grof3e Anzahl an
geeigneten hypervariablen Markern (STRs; Short €andRepeats) der Kern-DNA zur
Verfigung stehen3y,46,52,53,54,95 Es erfolgte jedoch weder eine optimale Auslegdeg
Marker-Systeme auf forensisch relevantes Probemmakigeringste Mengen an DNA bzw.
degradierte DNA, die nur noch in kleinsten Bruchk&n vorhanden ikt noch wurde eine
Standardisierung nach den Richtlinien der ISHernational Society for Forensic Gene}ics
[72,73,74,7beingefuhrt.

Die Optimierung umfasste zum einen, aufgrund deerzvartenden fragmentierten DNA, die
Reduktion der ProduktgroRenbereiche jedes einzeBiER-Markersystems auf maximal
300 bp. Eine Korrektur von STR-Markern mit Grol3eebzhen > 400 bp hin zu sog. ,Mini-
STRs" erwies sich in anderen Untersuchungsansatgearfolgreich, um Informationen aus
altem Spurenmaterial, das unter Umstdnden sehrgweand zudem degradierte DNA
beinhaltet, erhalten zu kb6nner87[88,89,90,91 Zum anderen wurden PCR-spezifische
Einstellungen Temperaturprofil, MgGtKonzentration, PCR-Zyklen variiert, die Ergebnisse
miteinander verglichen und die Bedingungen entsped optimiert. Des Weiteren fand die
Zusammenfassung aller Markersysteme in Multipletadt,sum bei der Analyse nicht nur
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EINLEITUNG

Ausgangsmaterial zu sparen, sondern auch um delauBReand fir die Bearbeitung zu
minimieren.

Zur Standardisierung der STR-Markersysteme erfoldte exakte Beschreibung der
jeweiligen Markerstruktur equenzanaly3emit der gleichzeitigen Identifizierung aller sich
tandemartig wiederholender SequenzabschniRtpdateinheitgn Anlog zu der Anzahl der
sich wiederholenden Repeateinheiten wurde eine Nkiaer entwickelt, sodass die
unterschiedlichen ProdukteAllele) eines jeden Markers benannt werden konnten. Als
Standard zur exakten Gréf3en- bzw. Allelbezeichnumig amplifizierten Produkten stehen
nun sog. Allelleitern zur Verfigung, um eine basargenaue Zuordnung zu gewahrleisten.
Durch Austausch dieser Standards mit anderen utistien und Laboratorien wird so eine
Vereinheitlichung der gesammelten Daten und eisktir Abgleich ermdéglicht. Auch die
Erstellung von Datenbanken fir Vergleichsanalysahderen Verwendung ist somit erstmals
maoglich.

Mit den erfolgten Anpassungen und Standardisiemrsyed die Marker so optimiert, dass
diese in der Fallarbeit angewendet werden kénnechuch die beste Anpassung der STR-
Markersysteme kann bei sehr stark fragmentierter @iner sehr geringen Menge an DNA
keine oder nur unzulangliche Ergebnisse liefernterslativ bieten sich Analysen der
mitochondrialen DNA ftDNA) an, da ihre genetische Information im Vergleich Kern-
DNA in einer weitaus hoéheren Kopienzahl in einell&Ze/orhanden ist 41,26,11]. Die
Individualisierung einer Probe oder Spur ist hierieht zu gewahrleisten, jedoch kann eine
Gruppenzugehorigkeit Haplotyp angegeben werden, mit der sich anhand von einer
Datenbank Ausschlusswahrscheinlichkeiten bereclassen.

Die Arbeitsgruppe um Tarditi et al.141,122 hat sich mit der Haplotypisierung von
Hauskatzen beschaftigt und ein System etablied, elae gute Verteilung liefert. Jedoch
zeigte sich bei der Verteilung die Auspragung eineter den Katzen stark reprasentierten
Haplotyps. Im Rahmen einer Masterarbeit wurde radiginativen Bereichen auf der mtDNA
gesucht, um eine bessere Differenzierung spezesdled Haplotypen zu gewahrleisten. Auch
hier fanden Optimierungen innerhalb der PCR-Metkantlid der Elektrophorese statt, sodass
letztendlich zwei Bereiche in Kombination dazu dgehuwerden kénnen, um eine im
Vergleich zur Ausgangssituation wesentlich verbeedeifferenzierung zu erhaltea?9.

Mit den hier vorgestellten Moglichkeiten der Untesung der Kern- als auch
mitochondrialen DNA ist eine gute und effizienteuGdlage geschaffen, den maximalen
Informationsgehalt aus einer Spur erhalten zu konn&erade im Hinblick auf

Minimalspuren, wie sie z. B. Katzenhaare darstellen
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EINLEITUNG

1.2 Bedeutung der HauskatzeR. s. catu3 und Ahnlichkeiten zur Européaischen
Wildkatze (F. s. silvestri¥

Eines der beliebtesten Haustiere in DeutschlandiessHauskatzeFglis silvestris catus Mit
rund 12,3 Mio. Individuen ist sie in 16,5 % der ldhalte das am haufigsten vertretene
Haustier. Nachfolgend ist der Hund mit 7,4 Mio. ilnduen in 13,4 % der Haushalte
reprasentierty].

Die Familie der KatzenFglidag umfasst 37 Arten, deren Stammbaum sich anhand von
genetischen Analysen in acht Linien aufspalten J@3Diese Einteilung in Gruppen zeigte
zudem haufig, dass sich die morphologischen, bistbgn sowie physiologischen
Eigenschaften der Arten einer Gruppe durchaus ein@nder ahnelten und nur in dieser
Gruppe vertreten waren. Die Fahigkeit des Brillstsz. B. eine Eigenschaft, die nur der
Linie der Panther, zu der Léwe, Tiger, Jaguar, leedpund Schneeleopard zahlen,
vorbehalten ist. Ausnahmen bilden hierbei zwei Ngdreler-Arten, aufgrund einer etwas
anderen Knochenstruktur des Rachenraumes.

Wissenschaftler spekulierten lange Uber die Hetkuwhr Hauskatze und wie ihre
Domestikation ihren Ursprung fand. Relativ sicharwdass ihr Urahn nur einem der finf
Unterarten der Wildkatzé=¢lis silvestris; F. 9.entsprechen konnte.

Zu diesen Unterarten zahlen:

die FalbkatzeR. s. lybica Naher und Mittlerer Ostgn
die Steppenkatzé(s. ornata Zentralasieh

die Europaische Wildkatz€ (s. silvestrisEuropd

die Grau- oder Gobikatz€.(s. bietj Ching

die Sudafrikanische Wildkatze€.(s. cafra sudl. Afrika)

Doch erst die Studie von Discroll et alk007 [4] konnte Uber molekulargenetische
Untersuchungen mit Markern der mitochondrialen sogenomischen DNA belegen, dass
sich die Hauskatze in das gleiche genetische Cluséedie FalbkatzeH s. lybicg einordnen
lasst Abb. 1).

Seite | 3



EINLEITUNG

" iy

Abb. 1: Die FalbkatzeK. s. lybicd
(Bildquelle: [i])

Man geht heute davon aus, dass sich durch diedbntsg der ersten Siedlungen und Dorfer
vor rund 10.000 Jahren im Nahen Osten und die damrbundene Lagerung von
Nahrungsmitteln ebenso Schéadlinge ansiedeltenelewie die anfallenden Abfélle wurden
von den Falbkatzen nur allzu gerne als Nahrungtgaagenommen und der Mensch liel3 sie
gewdhren. Somit fanden die Katzen wahrscheinligiiwilig den Anschluss an den
Menschen, da sie von dessen Existenz in ihrem Gploétierten und so im Laufe der Zeit
immer zutraulicher wurder#].

Die Verbreitung der Hauskatze in andere Regioned faeist Uber See- und Handelswege
statt. Im alten Agypten wurden diese im groRen NaRgyeziichtet, verehrt und sogar
mumifiziert. Die meisten der heutigen Rassen entlga jedoch im 19 Jh. in England, wo
auch im Jahr 1871 die erste Rassenausstelluntaathfs].

Die Zentralverbande unterscheiden etwas tUber 188dRavon denen 69 anerkannt und 37
zugelassen sindAfigaben laut dem Dachverband WCF; World Cat Feiberaf6]). Ihre
Unterteilung findet aufgrund ihrer Felleigenschafie vier Gruppen statt: Kurzhaaz. (B.
British Kurzhaa), Halblanghaar . B. Maine Coojy Langhaar {. B. Perser und Siam-
Orientalisch Kurzhaarz( B. Sian).

Eine groRe Ahnlichkeit zu der gemeinen Hauskatigt zle Europaische Wildkatze® (s.

silvestrig. Die beiden Subspezies sind rein vom aul3erenhBirsgngsbild oft nur schwer

voneinander zu unterscheidexbb. 2).
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EINLEITUNG

Abb. 2: Die Hauskatze und die Europaische Wildkatze img\éech
Allein von ihrem Erscheinungsbild ahneln sich di@uskatze K. s. catu} (@) und die
Europdaische WildkatzeF( s. silvestri} (b) sehr und sind nur schwer auseinanderzuhalten.

Die Europaische Wildkatze wirkt oft massiger undiggr als die Hauskatze. Sie weist einen
fleischfarbenenrfsg Nasenspiegel auf, als auch einen dickeren ungdekéin Schwanz, der
durch mehrere schwarze Ringe und einer stumpf elserschwarzen Schwanzspitze
gekennzeichnet ist. Zudem wirkt die Zeichnung desismdurch einen ockerfarbenen
Grundton gepragten Fells voR. s. silvestrisinsgesamt verwaschery]] Eine sichere
Bestimmungung der Subpezies kann zum einen morgisclo z. B. Uber die Darmlange oder
zum anderen uber genetische Marker erfolgen.

Im 19. Jahrhundert wurde die Europaische Wildkatsegefahrliches Raubtier eingestuft und
zum Schutze der Nutztiere bis in die 1930er Jabjagb und fast vollstandig ausgerottet. Erst
im Jahr 1934 wurde vom Reichsjagdgesetz ein ganggihSchutz verordnei8]. Weitere
wichtige Abkommen, wie das Washingtoner Artenschibikommen 1973 oder die Bremer
Konvention (979 folgten sowie die Aufnahme auf die rote Liste Behlands als stark
gefahrdete Art 9]. Durch gezielte Artenschutzprogramme und die lesmgbite Aktion
.Rettungsnetz Wildkatze", in der Wanderkorridoredurabitate durch Grundstickkauf und
Bepflanzung artgerecht aufgebaut werden, hat sclBdstand inzwischen auf 5.000 - 7.000
Individuen in Deutschland erholf][

Die Fortpflanzung zwischeR. s. catusundF. s. silvestrigst anatomisch als auch genetisch
maoglich [10,11. Die Jungtiere, in der Jagersprache Blendlingeagat, sind Uberlebensfahig
und kénnen selbst Nachkommen produzieren. Die ldgbkommen jedoch nur zu einem

geringen Prozentsatz vot(]. Wildkatzen meiden die Nahe des Menschen undnledsir
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zurickgezogen. Im Gegensatz hierzu scheuen vendlddauskatzen die menschliche

Umgebung nicht, weshalb sich ihre Reviere nur sedteuzen.

Mittels baldriangetrankter Lockstocke werden inemsthiedlichen Gebieten in Deutschland
Haarproben frei lebender Wildkatzen gesammelt, @mem genetischen Status zu erheben.
Sehr haufig werden dazu auf Kern-DNA Ebene hypeabée Marker ¢og. Mikrosatelliteh
bevorzugt, die u. a. gute Resultate bei der Diffeierung von Haus- und Wildkatzen
versprechen 12]. Des Weiteren werden diese auch fir die Unterdcimg einzelner
Individuen eingesetzt. Wahrend es Beis. silvestrismeist um eine Bestandsaufnahme der
jeweiligen Individuen, die Populationsgréf3e odengehorigkeit und die Aufklarung ihres
Wanderverhaltens geht, werden mit diesen MarkeinFbes. catusz. B. Abstammungs-
begutachtungen durchgefiihrt. Hierbei spielt dabregete Interesse des MenschenFars.
catus eine grof3e Rolle. Ihr Uberdurchschnittich hohesrkédmmen und das enge
Zusammenleben mit dem Menschen machen die Katzeeizem potentiell wichtigen
Kandidaten fir morphologische als auch molekulagtjsohe Untersuchungen.

Im Hinblick auf die Verbrechensaufklarung erhaltemische Spuren mit den zur Verfiigung
stehenden Untersuchungsmadglichkeiten immer mehricl@eag. Eine grof3e Rolle dabei
spielen Uberwiegend die Haare von Tieren, im sfienieer Katze.

1.3 Ubertragungsspur Haar

Das Haar stellt eine leicht zu Ubertragende Spuyrdie fur die fallbezogene Untersuchung an
einem Tatort herangezogen werden kann. Studiemhadreits eindrucksvoll dargestellt, dass
menschliche als auch tierische Haare leicht Ulggtrawerden konnen und an den

unterschiedlichsten Oberflachen haften bleibk3)1¢,1%. Gerade das enge Zusammenleben
von Mensch und Tier macht das Haar als Ubertragymgsso interessant und unabdingbar
fur eine Untersuchung. Die Ubertragung erfolgt meiskundar, d.h. nicht durch den

Haardonor selbst, sondern indirekt durch einen tohger ohne dessen wissentliches Zutun.
So kénnen beispielsweise die Haare einer KatzeeaKi@idung oder an GegenstandenH.

der FuBmatte des Autos oder dem Autdsitines mutmalfilichen Taters einen Hinweis auf adesse
Tatbeteiligung liefern, sofern diese der Katze d&gsfers zugeordnet werden konnen.

Umgekehrt ist es auch denkbar, dass Haare eingssTieelches der Tater besitzt durch
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Kdrperkontakt auf das Opfer tUbertragen oder in\Wehnung bzw. am Tatort hinterlassen
werden kénnen.

In den Laboren des BKA konnte bisher lediglich eim®rphologische Untersuchung
derartiger Haarspuren Uber das Mikroskop durchgefiterden. Hierbei erfolgt eine
Bestimmung der Spezies u. a. Uber die Breite umi Aefbau der Medulla. Weitere
Merkmale, wie die Farbe oder die Pigmentverteildag Haares, konnen fir einen Vergleich
mit Haaren eines fraglichen Tieres als Spurentraperangezogen werden. Die
morphologische Untersuchung bietet nur die Moglahleines Ausschlusses oder einer
Zuordnung des Haarmaterials. Eine individuelle dnoing ist grundsatzlich nicht maglich.
Der erste Fall, in dem Katzenhaare als Beweismiitteliner Gerichtsverhandlung akzeptiert
wurden und malfgeblich zur Verurteilung des Angdklagbeitrugen, ist als der Fall
~Snowball“ bekannt. Im Jahr 1994 galt es den Mord @ner jungen Frau in Kanada
aufzuklaren. Ein Beweismittel stellte u. a. einenkiérlederjacke dar, die mit Blut der Toten
besprenkelt war. In deren Innenfutter fanden sielf3&s Katzenhaare, deren Herkunft mittels
einer DNA-Analyse unter Verwendung von 10 STR-Mankgeklart werden konnte. Die
Haare stammten von einer Katze namens ,Snowbak,deén Eltern des Ehemannes der
Toten, des Haupttatverdachtigen, gehorte. Der Ehembebte zum Zeitpunkt des
Verschwindens seiner Frau bei seinen Eltern, daediem Begriff war, sich von ihm zu
trennen. Das Gericht sah seine Taterschaft unteragbng aller Beweismittel als bewiesen
an und verurteilte ihn wegen Totschlag8] |

Bei sichergestellten Haaren handelt es sich maistausgefallene, sog. telogene Haare.
Telogene Haare haben ihr Wachstum bereits komgilegiestellt und befinden sich in einer
Ruhephase. Die Haarpapille erneuert sich und darfelékel wird regeneriert, sodass ein
neues Haar ausgebildet werden kann. Ist dies gescheird das telogene Haar abgestof3en.
Die menschlichen Haare befinden sich ungefahr 3 dttorn der Telogen-Phase7]. So
verliert ein Mensch im Laufe eines Tages ungefdlfr Haare. Bei Katzen sollen es je nach
Jahreszeit 160 - 480 mg Fell pro Tag seif].[ Das sehr dichte Fell unterliegt einem
saisonalen Wechsel. So weisen die Tiere im Wirtex wesentlich hohere Felldichte als im
Sommer auf]9,2(4.

Der Kern-DNA-Gehalt in telogenen Haaren ist, aufgiudes eingestellten Wachstums und
der Zelldegradation im Wurzelbereich, sehr gerifwdem sind hauptsachlich nur noch kleine
DNA-Bruchstiicke im Wurzelbereich als auch im Hahadt selbst vorhanden, die eine

molekulargenetische Untersuchung erschwere2i,2p,23. Man spricht in diesem
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Zusammenhang auch von Minimalspured][ Diese kann ebenso durch Umwelteinflisse
bedingt werden, indem biochemisch induzierte octetative Prozesse stattfindezn].

Neben der Kern-DNA findet sich zusatzlich mitochoald DNA (mtDNA) im gesamten
Haar. Diese liegt nicht nur im Haar in einer webelmth6heren Kopienanzahl pro Zelle vor.
Je nach stoffwechselaktivem Gewebe kann die mtDINA ROO - 1.700-facher Kopienzahl
vertreten seinZ6] und eignet sich gerade dadurch fir einen altermatUntersuchungsansatz,
falls eine STR-Analyse nicht mehr maoglich ist.

Des Weiteren enthalten Haare Stoffe, die eine \éaltigung der DNA wahrend der PCR
storen konnten. Hierzu zahlt u. a. das dem Haaedearbe verleihende Melania7]28,29.
Von diesem Pigment sind zwei Arten vorhanden: daf-gitliche Phdomelanin und das
schwarz-braune Eumelanin. Das Mischungsverhaliesed beiden Pigmenttypen bedingt die
jeweilige Haarfarbedq.

Unterschiedlichste Untersuchungsmethoden und Vhssunsatze stehen sowohl auf Kern-
DNA als auch auf mitochondrialer Ebene zur Verflggjunm aus einer vorliegenden Spur

oder auch Minimalspur das Maximum an Informatioedmalten zu kénnen.

1.4 Das Katzengenom und Entwicklung von Untersuchugsansatzen

Im Jahr 2006 gelang es das Katzengenom vollstandigequenzieren. Hierfir wurde die
DNA einer weiblichen Abessinier-Katze namens ,,Cimoa“ genutzt 81].

Die Gesamtgenomsequenz der Katze wurde u. a. webiggren 23 Gesamtgenomen anderer
Saugetiere dazu verwendet, die evolutiondre Aufispglzwischen den heute noch lebenden
Saugern zu erforscheg?.

Der diploide Chromosomensatz der Katzen setzt aich 38 Chromosomen§ Autosomen
und 2 Geschlechtschromosomeusammen, die morphologisch in A1-3, B1-4, CD2;4, E1-

3, F1-2 und X/Y unterteilt sinBB,34 (Abb. 3.
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Al A2 A3 Bl BZ B3 B4 €1 €2 D1 D2 D3 D4 E1 E2 E3 FL 2 X Y%
Abb. 3: Chromosomen der Katzg.(s. catu¥
Die morphologische Verteilung der Chromosomenlgtfoach A1-3, B1-4, C1-2, D1-4, E1-3,
F1-2 @utosomen und X/Y (Geschlechtschromosomen; Gonosojnen

(Bildquelle: [iv])

Des Weiteren wurden die genetisch vererbten Kratdineer Katzen genauer untersucht und
boten ein gutes Model, um den genauen Mechanisimoisci vererbter Krankheiten beim
Menschen verifizieren zu konnesg|.

Innerhalb dieser Jahre entwickelte sich speziedl @echnik zur Individualisierung des
Menschen anhand von Untersuchungen der Erbinfoomatasant. Schon im Jahr 1984
erkannte Sir Alec Jeffreys, dass variable Regianeerhalb der DNA vorhanden sind, die
sich tandemartig wiederholen. Diese Minisatellite/NTRs; Variable Number of Tandem
Repeaty variieren zwischen einzelnen Individuen und kdénneso fir eine
Identitdtsbestimmung herangezogen werdég,3[]. Die erstmalige Anwendung dieser
Methode in der Kriminalistik erfolgte 1986 bei dekufklarung eines Mord- und
Vergewaltigungsdeliktes an zwei M&adchen in Leiasstiee, England. Eine zu unrecht
beschuldigte Person konnte hierdurch entlastetesal®r wahre Tater identifiziert werden
[38].

Nur wenige Jahre spater begann durch die Beschmgivon Mikrosatelliten, den Short
Tandem Repeats STR9, in Kombination mit der entwickelten Methode der
PolymerasekettenreaktionP@R eine rasante Weiterentwicklung in der forensische
Molekulargenetik $9,40. Es wurde so die Mdglichkeit geschaffen, geriagbtengen an
Ausgangsmaterialo(1 - 0,5 ny untersuchen zu kénnen, wo zuvor mindestens ditadite
Menge an DNA no6tig war. Auch war es nun maglichgéimisse aus der DNA zu erhalten,

die degradiert oder nur in geringsten Mengen vgdap
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Diese Entwicklungen in der Humangenetik machteh Sissenschaftler zu Nutze, die sich
mit der Untersuchung tierischer Genome beschaftigheich im tierischen Genom wurden
Mikrosatelliten durch Genkartierungen beschriebty,44,45,46 So wurde eine Grundlage
geschaffen, die vorhandenen STR-Marker fur geraigmalysen zu nutzen. Waren u. a. bei
den Katzen zunachst Aufschlisse von Verwandtsalafialtnissen, des genetischen Status
von gefahrdeten Arten oder speziell die Abstammbegstachtung fir die Zichtung von
Bedeutung 10,47,48,49,50,91 wuchs schnell auch das Interesse, diese Marker f
Individualisierungen in forensischen Ansatzen zowvesden 84,52,53,54,56

Auch auf Ebene der mitochondrialen DNAtDNA) wurden im humanen und tierischen
Bereich die Untersuchungen vorangetrieben und nphglogenetische Studiend,56,57,58

immer haufiger forensische Anséatze verfolgt,pqg.

Bei den beschriebenen Untersuchungsanséatzen demgamen und mitochondrialen DNA
werden sich sog. Polymorphismen zu Nutze gemadbt,ird nachfolgenden Abschnitt

erlautert werden sollen.

1.5 DNA-Polymorphismen

Per Definition handelt es sich in der Genetik beem Polymorphismus um unterscheidbare
Homologe eines Chromosoms oder um verschiedenéeAdlaes Gens, die unterschiedliche
DNA-Sequenzen zueinander aufweises®].[ Erst wenn die Haufigkeit der auftretenden
Variation grof3er als 1 % in der betrachteten Pdjmuast, kann von einem Polymorphismus
gesprochen werden. Ansonsten handelt es sich werivaitation.

DNA-Polymorphismen kénnen entweder durch Verandgeanin der Sequenzabfolge

(Sequenzpolymorphismpugder in der Sequenzlandsifigenpolymorphismygefiniert sein.

Die Entstehung eines Polymorphismus ist auf dertalseh, die Insertion oder die Deletion
von Basen in der DNA-Sequenz zurlckzufuhren. Isteine einzelne Base in einer DNA-

Sequenz betroffen, handelt es sich um einen Skigbdeotide PolymorphisnsfP).

Treten hingegen Variationen in der Anzahl von Régaheiten in einem repetitiven Bereich

der DNA auf, bedingen diese einen Langenpolymombssg. B. bei STRk

Die beschriebenen Sequenzvariationen sind haufig@tgeh neutral, da sie Uberwiegend in
nicht-kodierenden Regionen auftreten. Somit urdgen sie keiner Selektion und bleiben

meist im Genom enthaltegq].
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Uber die Generationen hinweg werden diese Variatidm Genom angehé&uft und nach den
Mendelschen Regeln zu gleichen Teilen von der lelhen Seite an die Nachkommen
vererbt. Sequenzvariationen konnen in identischesrmF auf beiden homologen

Chromosomen vorliegen oder sich voneinander urtteiden. Gerade im Fall der

Langenpolymorphismen werden diese, analog zu derer;eals homo- bzw. heterozygot
bezeichnet. Auch spricht man in diesem Zusammenhandllelen §1].

Betrachtet man sich die Allele an einem bestimmt&enort auf den homologen

Chromosomen und diese unterscheiden sich voneinardedelt es sich um einen

heterozygoten Genotyp. Ein homozygoter Genotyp dgeg, weist zueinander identische
Allele auf.

1.6 Charakterisierung von Mikrosatelliten-DNA (STR9

Bei der Mikrosatelliten-DNA handelt es sich um hiegetitive Sequenzabschnitte, die mit
bis zu 10.000 Kopien im Genom vertreten sind. Diksgen meist in nicht-kodierenden
Bereichen und kommen gehauft in einer sog. ,Tandemxdnung’ vor B0].

Die SequenzwiederholungerRdpeateinheitén setzten sich aus 2 - 6 Basenpaarbp) (
zusammen und werden als Short Tandem Repgaiy(bezeichnet.

Die Anzahl, der sich direkt wiederholenden Sequksdhanitte, liegt meist unter 100 Repeat-
einheiten, wodurch die mittels PCR vervielfaltigtehrodukte Uberwiegend eine Lange
zwischen ~ 100 - 400 bp aufweisen]|

Aufgrund ihres hochpolymorphen Charakters, ihréatie kurzen Fragmentlange und einer
daraus resultierenden Sensitivitdt und Degradatimgrmpfindlichkeit £. B. gealtertes bzw.
degradiertes DNA-Materipl zahlen STRs zu den momentan wichtigsten und asteibe
validierten Markern fir eine Individualisierung]67.

Die Entstehung der grof3en Vielfalt an STR-Markatrbedingt durch Strangverschiebungen,
die wahrend der Replikation auftreten. Diese fuhrenFehlpaarungen bei gleichzeitiger
Ausbildung eines Loops. Je nachdem welcher Straley fu synthetisierende oder der
abzulesende Strapgbetroffen ist, erhoht oder erniedrigt sich die zAhl der repetitiven
Einheiten.

Diese Art der Strangverschiebung kann auch beiAdeplifikation von STR-Markern die
Entstehung von biologischen Artefakten wahrend B@R beglnstigen6B,64. Weitere
Erlauterungen hierzu sind in Abschnitt 1.8 gegeben.
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Prozesse, die ahnlich einer Rekombination ein uclgés Crossover zwischen homologen
Chromosomenpaaren sowie zwischen Schwesterchramaietingen, fihren zu Variationen
innerhalb von Minisatelliten6f]. Dies konnte fur Mikrosatelliten (STRs) nicht bagt
werden. Ein Zusammenhang zwischen der Rekombirsatitemund der Mikrosatellitendichte
liel3 sich nicht feststeller6§,67. Wahrscheinlicher ist, dass sie in Rekombinafwosesse
integriert sind, als dass sie daraus hervorget®&aq.

Unter den zahlreich vorhandenen und beschrieben@R-Markersystemen werden
Tetranukleotid-Repeats zur Erstellung von DNA-Rewfibevorzugt. Im Gegensatz zu Di- und
Trinukleotid-Repeats neigen diese kaum zur Bilduag sog. Stotterproduktesi¢he hierzu
Abschnitt 1.8.), wodurch die Auswertung der Produkte sowohl meeiEinzelspur als auch in
einer Mischspur erheblich erleichtert wizh].

Die Einteilung von STR-Markersystemen in Kategomefolgt nicht nur Gber die Ladnge und
die enthaltene Anzahl an Nukleotiden innerhalb ieelen Repeats, sondern auch Uber das

Repeatmuster, welches die sich wiederholenden Earhan einem Genort bilded,71.

STR-Kategorien:

- einfache Repeats:
setzen sich aus Repeateinheiten mit identisciiege und Sequenz zusammen
- zusammengesetzte Repeats:
enthalten zwei oder mehr in ihrer Sequenz unteestiche einfache Repeateinheiten
- komplexe Repeats:
setzen sich aus mehreren Repeateinheiten mitsehtedlicher L&nge und Sequenz

zusammen, die sich von dem zugrunde liegendeed®epister unterscheiden
Die letzte Kategorie der komplexen Repeats wirdr@tien, die sehr komplexe und haufig

wechselnde Repeatsequenzen als auch Langen zwisemeninterschiedlichen Produkten

eines Markers aufweisen, weiter in komplexe hypeabde Repeats unterteilt.
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1.7 Nomenklatur und allelische Leitern

Um eine einheitliche Benennung von STR-Markern sowhit einen sicheren Datenaustausch
zwischen Untersuchungsstellen zu gewahrleistendevudurch die International Society for
Forensic GeneticsISFG; friher: International Society for Forensic ef@genetics (ISFH)
Empfehlungen fir deren Bearbeitung im Jahre 199411997 festgelegt7p,73. Neben den
Richtlinien, die sich mit der Beschreibung der hanera DNA befassen, wurden mit dem
Aufkommen der Untersuchung von nicht-humaner DNpezsell im tierischen Bereich,
Richtlinien zu deren Beschreibung und VerwendundeinForensik verfassi4,79.

Hiernach soll innerhalb von proteinkodierenden Begnh oder Introns eines Gens der
kodierende Strang in 5’- 3'-Richtung fur die Besgbung verwendet werden. Bei Markern
nicht-kodierender Bereiche ist die als erstes inldieratur bzw. mit einem entsprechenden
Datenbankeintrag beschriebene Sequenz fur alle cdaf@genden Beschreibungen zu
verwenden.

Die Grundstruktur eines STR-Markers wird mit ders&apaarabfolge festgelegt, die im
Bereich des 5-Endes des vorliegenden DNA-Stramfiessich tandemartig wiederholenden
Einheiten vollstdndig beschreibt und gleichzeitige dgroRtmoéglichste Anzahl an
Repeateinheiten umfasst.

Im nachfolgenden Beispiel wird deutlich, dass digrande liegende Repeatstruktur demnach

mit der SequenzTCAT) und nicht mit den Basel@ATT) beschrieben werden muss.

5- TTCGTCATTCATTCATTCATCCAGGTTA -3’ 4 Repeateinheiten

Zum einen liegt derTCAT)-Repeat néher in Richtung des 5-Endes der Sequadzzum
anderen ergeben sich vier anstatt nur drei aufderaiolgende Repeatwiederholungen.

Neben Allelen, die vollstandige Repeateinheitemib&liten, kdnnen auch sog. Mikrovarianten
innerhalb eines STR-Markers auftreten. Diese Migk@anten Dbeinhalten meist eine
unvollstandige Repeateinheit, die sich im Fallesifetranukleotid-Repeats aus einer bis drei
Basen zusammensetzen kann. Um eine Mikrovariamiatkeh zu machen, soll die Anzahl
der kompletten Repeateinheiten nachfolgend duménePunkt von der Anzahl der Basen des

unvollstandigen Repeats abgesetzt dargestellt werde

5- TTCGTCATTCATTCATCATCCAGGTTA -3’ z.B. Allel 3.3
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Um eine sichere Benennung der Allel®lirovarianten eingeschlossergewdahrleisten zu
konnen, ist es sinnvoll auf Allelleitern zurtickzeiden. Die Allelleiter gewéhrleistet eine
Allelzuordnung anhand der in einem Produkt enthalteRepeateinheiten und nicht anhand
einer durch eine Software gemessenen Produktgiideh Kombination genomischer DNA
oder markerspezifischer PCR-Produkte von unterdibieen Individuen einer Population
und deren Re-Amplifikation werden die verschiedemdiele, die reprasentativ flr den
jeweiligen STR-Marker sind, vereintq,7g. Hierzu sollten die am haufigsten vorkommenden
Allele verwendet werden und diese im Idealfall inem Abstand von 4 bp aufeinander folgen
(unter Verwendung von Tetranukleotid-RepeatmofjivErg]. Haufig vertretene Mikrovarianten
kénnen und sollten fur die Allelleiter beriicksightwerden, wobei hierdurch der Abstand
zwischen den Allelen variiert; z. B. betragt derstdnd zwischen den Allelen je nach
Mikrovariante (1-, .2- oder .B eine bis drei Basen zueinand@#][ Aufgrund ihrer Struktur
kommen die Mikrovarianten zwischen den vollstandigdlelen in der Allelleiter zum liegen
und werden deshalb auch als Zwischenallele bezeichn

Die Signalstarken der kombinierten PCR-Produktdesokentsprechend angeglichen werden,
sodass bei einer spateren Vervielfaltigung derligiter alle Produkte reamplifiziert und in
gleichem MalRe erhalten bleiben. Ein zusatzlich tgen Punkt ist, dass alle in der Leiter
enthaltenen Allele sequenziert und ihre Repeatitrubekannt ist. Etwaigen Differenzen in
der Allelbezeichnung wird dadurch entgegengewitke Alleleiter kann in dieser Form als
Referenz fur den Datenaustausch zwischen verscteedmstitutionen angesehen werden.
Hierbei muss immer ein Austausch der Allelleiterrfolgen bzw. ein Abgleich der
enthaltenen Allele und deren Bezeichnungen std#hn falls unterschiedliche Leitern
verwendet werden.

Auch bei abweichenden Laborausstattungen und rgewendung von unterschiedlichen
Geraten zur GroRRenbestimmung werden durch die 2alaihme von Allelleitern fur jeden
STR-Marker zuverlassige und vor allem identischgeBnisse gewahrleistet. Des Weiteren
wird empfohlen bei jedem Lauf eine Kontroll-DNA mufiihren ¥5]. Zu weiteren Standards
bei der PCR zahlen das Mitfihren einer Extraktiomsd Wasserkontrolle, um den PCR-

Erfolg dokumentieren zu kénnen.

Seite | 14



EINLEITUNG

1.8 Artefakte bei der STR-Analyse

Wahrend der Amplifikation von STR-Markern kénnerwsbl technisch als auch biologisch
bedingte Artefakte auftreten, die eine Interpretatider Ergebnisse afhand von
Elektropherogrammenerschweren. Im weiteren Verlauf sollen einigeefakte beschrieben

und deren Entstehung erlautert werden.

1.8.1 Stotterprodukte

Die Elektropherogramme von STR-Markern konnen neden Produktpeaks der sog.
Hauptallele auch in ihrer Intensitat schwéacherek®eaifweisen. Diese sind meist um eine
oder mehrere Repeateinheiten kiirzer oder langetaslslazugehorige Hauptallel und werden
als Stotterprodukte bezeichnetl]. Stotterprodukte sind die am héaufigsten vertreten
Zusatzprodukte in einem Elektropherogramm und ehést, wie bereits in Abschnitt 1.6
beschrieben, durch eine Strangverschiebung wahdandReplikation 63,64,8]. Findet
wahrend dieses Prozesses die Deletion einer Tédeaniid-Repeateinheit statt, spricht man in
diesem Zusammenhang von einem (n-4)-Stotterprodiké Insertion einer solchen
Repeateinheit bedingt hingegen ein (n+4)-Stottelyko (Abb. 4). Diese treten im Vergleich
zu (n-4)-Stotterprodukten jedoch weitaus seltené&trscheinung.

Tetranukleotid-
Allelpeak
(n—4)
Stotter- n+4
produkt Stotter-
produkt

Abb. 4: Auftretende Stotterprodukte am Beispiel einesdratkleotid-Repeatmarkers
Amplifikate, die mit einer Lange von einer Repéateit vor dem Hauptallel-Peak liegen,
werden als (n-4)-Stotterprodukte bezeichnet. Liedjese um eine Repeateinheit hinter dem
Hauptallel-Peak handelt es sich um (n+4)-Stottefpkie.
(Bildquelle: verandert [43)]

Fur die Erstellung von STR-Profilen werden Tetraotid-Repeatmarker bevorzugtiehe
auch Abschnitt 1)6 Die Peakintensitat der Stotterprodukte dieserkiglaliegt i. d. R. unter

15 % des Hauptallelpeaks, dessen Intensitat mieda@@wertet wird41].
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Die Entstehung von Stotterprodukten steht im deektZusammenhang mit der
Repeatstruktur. Je kirzer sich die Repeateinheiggstellen, desto anfalliger sind diese flr
eine Strangverschiebung wahrend der Replikationmr éaeplifikation. Gerade bei Di- und
Trinukleotid-Repeats fluhrt dies zu Stotterprodukieih Intensitater® 30 % gegenuber dem
Hauptallelpeak. Dadurch wird die Interpretation vbhschspuren mit solchen Markern
erheblich erschwert, da diese Stotterprodukte zm #fauptprofil eine Nebenkomponente
vortauschen kénne]]. Auch die Interpretation von Markern, die heteqgate Produkte mit
nur einer Repeateinheit Unterschied amplifizierkann bei den kurzen Repeateinheiten
problematisch sein. Da das Stotterprodukt des gedl3froduktes im GroélRenbereich des
kleineren liegt, addieren sich deren Intensitdsealass das Signal des kleineren Produktes im
Elektropherogramm Uberhéht dargestellt wird.

Des Weiteren beeinflusst die Anzahl, der sich tematéig wiederholenden Einheiten die
Entstehung von Stotterprodukten. Je mehr Repeaiéenh aufeinander folgen, desto

wahrscheinlicher wird eine Strangverschiebung.

1.8.2 Non-Template Adenylierung und DNA-Uberschuss

Einige TagDNA-Polymerasen hangen wéhrend der Amplifikatiaemder Verlangerung des
PCR-Produktes eine zuséatzliche Base, meist ein dglenan dessen 3'-Ende a82] So
auch die in dieser Arbeit verwendete AmpliTaq GeRblymeraseApplied Biosysteni®). Die
Adenylierung findet ohne Vorlage eines zu ampldienden Produktes statt, wodurch die
PCR-Produkte um 1 bp langer als das Ausgangspraaiudkt

Der Vorgang der Adenylierung kann sowohl positig alich negativ beeinflusst werden.
Wird zu viel DNA in die PCR eingesetzt, entsteheg.sSplit-Peaks-A/+A-Peaky, da die
Adenylierung aufgrund des Produktiberschusses nichstandig erfolgen kann2fi]. Im
Extremfall kbnnen Verunreinigungen auch dazu fuhdass nur der entsprechend®){Peak
einer Spur amplifiziert wird und daraus Fehlintetptionen entstehen.

Diese Splitpeaks konnen auch aufgrund der Basenpssmmmensetzung der verwendeten
Primer zustande kommen. Durch Modifikation der Rriemden, z. B. durch Hinzufligen der
Basen GTTT) oder AG) am 5'-Ende des unmarkierten Primers, kann diestehting dieser
Produkte unter Umstanden vermieden wer@sh [

Eine zu hohe DNA-Konzentration in der PCR kann neBglit-Peaks auch Produkte mit
einer sehr hohen Intensitat hervorrufen, die awdbertler zu erfassenden Skala liegen. Die

sog. ,off-scale“-Peaks werden im Elektropherogramach oben hin flach abgerundet
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dargestellt. Diese konnen auch zu Fehlinterpretatiofihren, da sich die amplifizierten
Produkte breiter darstellen und somit aus der bhakeanGroéRenzuordnung fallen kénnen.
Beispiele fur Split- und ,off-scale“-Peaks findeintsin der Abb. 5.

Fragmentgrofien (bp) / Allele
ElRIIZO 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230

A -A 4 A yoff-scale
6000_- I » )
a0 | y 10 ng DNA ‘

1 Uberla
2000 (Uberladung)

Peak-Intensitiit

Abb. 5: Adenylierung und ,off-scale“-Peaks
Auf der linken Seite sind Split-Peaks, d.h. Pragakks mit (+A) und ohne (-A) Adenylierung
dargestellt. Auf der rechten Seite befindet sich,eff-scale”-Peak, der sich infolge einer zu
hohen DNA-Menge in der PCR flach abgerundet diir{teehe Kreiy. Die Produktpeaks
mittig reprasentieren beide Artefaktbildungen.
(Bildquelle: verandert [43)]

Das Verwenden von geeigneten Mengen an DNA furR{d&R kann solche Produktpeaks
verhindern. Ebenso beginstig meist eine Verlangerder finalen Extension des PCR-
Programms die Adenylierung von amplifizierten Prkiéu, falls nicht, wie oben beschrieben,
einer der Primer die Ursache fur die Entstehungsgéit-Peaks darstellpft,89.

1.8.3 Peak-Imbalance und Allel-Dropout

Weitere biologisch als auch technisch bedingte fakte, konnen die Interpretation von

Produktpeaks in Elektropherogrammen erschweren.

Hierzu zahlt u. a. die Peak-Imbalance. Von balateneAllelen spricht man, wenn an einem
Genort die heterozygoten Allele homologer Chromomorwéahrend der PCR in gleichem
Umfang amplifiziert werden und sich somit im Elegherogramm mit nahezu identischen
Peakhthen darstellen. Die auf dem Markt zur Vemiggstehenden Typisierungskits sind
I. d. R. so entwickelt, dass eine Imbalance nicifirid.

Jedoch kann eine Mutation in der Primerbindestadlieeinigen Individuen dazu fiihren, dass
der Primer nicht vollstandig an die Sequenz binghet so die Effizienz der Amplifikation des

Produktes herabgesetzt wird. Daraus ergibt sickliktropherogramm ein Ungleichgewicht
der Peakhthen der heterozygotene Allele zueingiAddr. 6).
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— o o o i | -« 8

Abb. 6: Entstehung einer Peak-Imbalance

Der obere Genbereich wird korrekt amplifizierllél 6). Der untere Genbereich des
homologen Chromosoms tragt eine Mutation in démérbindestelle®), sodass das Allel 8
nicht in demselben Umfang amplifiziert werden kann

(Bildquelle: verandert [4)]

Gerade die an den Tatorten gesicherten Spuren, aaloér Haare, weisen meist eine stark
degradierte DNA auf. Je nach den gegebenen Bedjegug@. B. langeres Aussetzen von Hitze
oder Umweltbedingungen (UV-Strahlen/Sonneneinatra| Witterung) kann diese ohnehin schon
geschadigte DNA in noch kleinere Stiicke fragmentierden.

Die Verwendung solcher DNA kann ebenfalls zu eilmbalance zwischen heterozygoten
Allen fuhren, wenn ein Allel praferenziell ampliizt wird [84]. Aufgrund der meist kurzen
FragmentgrofRen, handelt es sich hierbei Uberwiegenddas von der Gréfie her kleinere
Allel.

Ein weiterer stochastischer Effekt, der durch einegeringe DNA-Konzentratiork (100 pg
begiinstigt wird, macht sich durch einen Allel-Drapbemerkbar. Bei einem Allel-Dropout
wird eines der Allele an einem heterozygoten Geaafgrund der fehlenden Amplifikation
im Elektropherogramm nicht dargestellt und es ehtstder Eindruck einer ,falschen
Homozygotie” B5.

Studien haben gezeigt, dass STR-Marker mit ProdoR&n > 250 bp unzulangliche
Ergebnisse zeigen und verstarkt zu Dropout-Erscingien neigen 86]. Sowohl die
Reduktion der amplifizierten Produktgré3en durch darsetzen der Primer ndher oder direkt
an die RepeatstruktugMini-STRs*) [87,88,89,90,9Lals auch die Erh6hung der Zyklenanzahl
wéhrend der PCR kann einem Allel-Dropout entgegekesi und so die Amplifikation beider
Allele begunstigend2,93.

Jedoch zeigte sich auch, dass die Erhéhung deredgkkahl Uber 34 Zyklenurter
Verwendung von DNA mit einer Konzentration < 100 jlie Bildung von Stotterprodukten, die

bevorzugte Amplifikation eines Allels und somit dteak-Imbalance beguinstigy].
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Des Weiteren kann ein Allel-Dropout durch eine Migta am oder nahe des 3'-Endes der
Primerbindestelle verursacht werden, die bedingtssdder Primer nicht mit dem zu
amplifizierenden Strang hybridisieren kann und ine® sog. ,Null-Allel” flhrt.

Ist ein Dropout durch eine Mutation verursacht,rkdie Amplifikation des betroffenen Allels
nur durch einen Primer erfolgen, der an eine Stellder Sequenz bindet, die keine Mutation

aufweist.

1.9 Multiplex-PCR-Analyse

Fur die Erstellung eines DNA-Profils mit einer hohéiskriminierungsrate, ist die
Untersuchung von mehr als einem STR-Markersystetig.ridiese Systeme werden nicht alle
einzeln, sondern gemeinsam in einem Multiplex-Ansamplifiziert. Entsprechende Kits
konnen im Handel erworben werden oder werden esthpnd den eigenen Bedingungen
zusammengestelltof]. Multiplex-PCRs bieten gegeniber Einzelsystem-BCGiben einer
enormen Zeitersparnis einen weitaus wichtigerentéflores wird wesentlich weniger DNA
fur die Untersuchung bendtigt. Dies spielt geradeBereich der Minimalspuren eine grof3e
Rolle. Meist sind nach der DNA-Isolierung nur ggenMengen und kleinste Volumina an
DNA vorhanden, die lediglich fir eine geringe Ankzabn PCR-Reaktionen ausreichen.

Die gleichzeitige Amplifikation mehrerer STR-Markgsteme |6st dieses Problem, bedingt
aber die Kompatibilitat der verwendeten Primerpagre System untereinander. Hierbei
missen mehrere Parameter bertcksichtigt werdes. (/erhinderung der Bildung von Primer-
Dimeren, vergleichbare Annealingtemperaturen demétr oder die gleichstarke Sensitivitat der
Markersysteme untereinandi¢24,94.

Die parallele Analyse von mehreren Markersystemmmkzum einen mit Multiplexen nach
Fragmentgrdl3e und zum anderen mit Multiplexen riraabe erfolgen.

Die meisten Multiplexe enthalten eine Kombinatioaser beiden Varianten. Markersysteme
mit definierten GrolRenbereichen, die weit genugesander liegen, erhalten denselben
Farbstoff fir eine Fluoreszenzmarkierung, wahreiott siberlappende Markersysteme mit
unterschiedliche Farbstoffen markiert werden. Mih @yangigen Elektrophoresesystemen ist
der Einsatz von 4 bis max. 5 unterschiedlichen $taften in einem Analysengang méglich.
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1.10 Mitochondriale DNA - Ein alternativer Untersuchungsansatz

Im Jahr 1996 wurde das mitochondriale Genom derskktae . s. catuy von Lopez et al.
[97] vollstandig sequenziert. Der Aufbau entsprichtAfftgemeinen dem bisher untersuchten
mitochondrialen Genom der Saugetidviaifhmalig.

Das ringformige mtDNA-Genom der Hauskatze setzth saus insgesamt 17.009 bp
zusammen und beinhaltet 13 proteincodierende GéBeopen reading frames (ORB;s)
22 tRNA-Gene, die grofR3e und kleine Untereinheit tRA-Gene und eine regulatorische
Region, die Kontroll-Regioma(ich als D-Loop bezeichngbb. 7).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der mtDNA vrs. catus
Die Karte des mtDNA-Genoms vda s. catuszeigt die Lage der kodierenden Gene und
tRNA-Gene ¢rau schattierte Bgx Der innere Kreis spiegelt den L-Strang [jght) wider,
wéhrend der &uf3ere Ring den H-Stramgheavy kennzeichnet.

OHR  origin of heavy-strand replication

OLR  origin of light-strand replication
(Bildquelle: [121)

Die nicht-kodierende KontrollregionCR; control regiop ist aufgrund ihrer auftretenden
Sequenzunterschiede und Léangenvariationen einentes geeignete Region um die
Variabilitdat innerhalb einer Spezies zu untersuch@8]. Die relative Grol3e der
Kontrollregion betragt insgesamt 1559 bp und ishidaim 447 bp langer als die D-Loop-
Region des Menschen. Allgemein ist die KontrolloegvonF. s. catusum einige Nukleotide

langer als die der anderen Carnivoren. Diese Gr@bmmz ist auf zwei an den
gegenuberliegenden Enden der Kontrollregion gelegepetitive ElementeRG2 und RSB

zurtckzufihreng7).
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Der RS3-Repeat befindet sich am 3’-Ende des L-8&suf; light) und ist reich an den Basen
(C) und @). Die insgesamt ca. 294 bp groRe Sequenz setrtasis einem 6 - 8 bp langen
HauptrepeatACACACGY) zusammen, der bis zu 37-fach imperfekt wiedenvold [97].

Im Gegenzug ist der RS2-Repeat am 5-Ende des dngés gelegen und besteht aus drei
80 - 82 bp langen Repeateinheiten. Diese sind einmder hoch konserviert und besitzen
eine Ahnlichkeit von 91 - 98 %. Durch mehrere padlomische Motive innerhalb der
Sequenz konnen Sekundarstrukturen ausgebildet mjedie potentiell eine terminierende
Funktion bei der D-Loop-Replikation ausiben kéni@$99,100. Die RS2-Region ist hoch
variabel, wodurch die Wahrscheinlichkeit, dass Hgtasmien innerhalb eines Individuums
und ebenso in anderen Felidae-Spezies auftretamek{begunstigt wirdd7].

Eine Heteroplasmie beschreibt u. a. den Zustand&/ddgsandenseins von mtDNA-Molekllen
mit Sequenzunterschieden in ein und demselben ithdim. Die Auspragung von
Heteroplasmien gestaltet sich vielfaltigd]. Weisen zum einen verschiedene Gewebe oder
Haare eines Individuums unterschiedliche mtDNA-®egen auf, konnen diese auch
durchaus innerhalb eines Gewebes oder eines Haarbanden sein1p1,102,10B Meist
haufen sich Heteroplasmien an bestimmten Stellemt®NA-Genom und bieten nicht nur
Nachteile. Der Vergleich von Proben mit identisclégteroplasmien kann die Beweiskraft
einer Aussage zusatzlich starken4.

In vielen eukaryotischen Genomen wurden zudem Rgguid der Kern-DNA, sodNumts
(Nuclear Mitochondrial sequences identifiziert [24,105,106 Hierbei handelt es sich um
MtDNA-Sequenzabschnitte, die durch Transpositiondi@ genomische DNA integriert
wurden. So auch bdt. s. catusein 7.946 bp langer Bereich der mtDNAeile des RS3-
Repeats als auch des angrenzenden COII-Gens umdasBadet sich als homologer, sich
tandemartig wiederholender Bereich mit 38 - 76 kopauf dem Chromosom D2 wieder
[97,107. Die Amplifikation solcher Bereiche kann neben nexi préaferentiellen
Vervielfaltigung der Sequenzabschnitte der Kern-DNASequenziberlagerungen fuhren, die
bei der Auswertung der mtDNA-Sequenzen eine Ingtgbion zusatzlich erschweretDf].
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1.10.1 Mitochondriale DNA und Kern-DNA im Vergleich
Von den Nachteilen, die sich bei der Untersuchuag rdtDNA im forensischen Kontext

ergeben, wiegen folgende Punkte am schwers@&nd9,11{

- die rein maternale Vererbung und somit diedatie Unterscheidung zwischen
Individuen aus derselben mtterlichen Linie

- das Auftreten von Heteroplasmien im mtDNA-Genom

- die wesentlich niedrigere DiskriminierungsrateVergleich zu STR-Profilen

- fehlender Abgleich mit nationalen und internatiten Datenbanken

Doch auch die Verwendung von Kern-DNA und damit @&R-Analyse unterliegen
limitierenden Faktoren. Hier zeigt die mtDNA ihr&forteil, der vor allem in der hohen
Kopienzahl der Molekile pro Zelle liegt21,26,111. Gerade die Verwendung des
Spurenmaterials Haar und damit der Einsatz vonadidgnter und limitierter Kern-DNA birgt
mehrere Hirden, die selbst mit den verkurzten ,MifRs" oder Multiplex-Analysen in nur
einem geringen Umfang bzw. nicht Gberwunden wefkdiemen. Ein Grolteil der Haare, die
an Tatorten gefunden werden, besitzt telogene \Wfurader besteht nur noch aus dem
Haarschaft Keine Wurzel vorhandgn112. Hier kann die mtDNA nicht nur allein aufgrund
ihrer hohen Kopienzahl, sondern auch aufgrund ihdaraus resultierenden hoheren
Sensitivitat gegentber der Kern-DNA entscheidendginisse liefernif13.

Die an die Kontrollregion angrenzenden Bereiche @g®chrom b-Gens, der Cytochrom-
oxidase- (I - lll) und der 12S- und 16S-rRNA-Generden haufig flir eine Spezies-
identifizierung verwendet1fl4,115,116,117,118 Wichtig ist hierbei, dass diese Bereiche
Variationen zwischen unterschiedlichen Spezies astn und gleichzeitig innerhalb einer
Spezies konserviert vorliegeniP,120.

Einen anderen Ansatz verfolgt die Haplotypisierwog Individuen. Hier sind Variationen
innerhalb einer Spezies erwiinscht. Hypervariable umcht-kodierende Bereiche der
Kontrollregion werden u. a. dazu genutzt, um irefmischen Fragestellungen eine Zuordnung
einzelner Individuen gewahrleisten zu konng&ai[122. Da sich die Individuen einer Spezies
aufgrund der maternalen Vererbung jedoch nur inlétgpen und diese wiederum in
Unterhaplotypen klassifizieren lassen, kann mittkds mtDNA-Untersuchung nicht wie bei
der STR-Analyse eine eindeutige Individualisierustgttfinden. Vielmehr findet die zu
treffende Aussage dartber, ob eine untersuchteeReotem Vergleichsmaterial zugeordnet

werden kann oder nicht, Gber die Berechnung em@rAusschlusswahrscheinlichkeit statt.
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Erkenntnisse hierzu wurden von mehreren Wissensehafu. a. fir die HundeCanidag
evaluiert, die gerade auch im forensischen Berigich Anwendung fanderi$3,124 und in
der Fallarbeit eingesetzt wurderf.

Im Jahr 2013 wurden in England erstmals Katzenhaadederen mitochondriales Profil in
einem Totungsdelikt als Beweismittel herangezofea.Haare konnten auf der Leiche eines
Mannes sichergestellt werden. Schnell fand sich Tatverdachtiger, der im Besitz einer
Katze namens ,Tinker* war. Die mtDNA sowohl der Katals auch der am Tatort
gefundenen Haare wurde untersucht und mit eineffigtand erstellten Datenbarduf Basis
von 152 Katzen aus Englan@bgeglichen. Zum einen stimmte der ermittelte llgp der
Katzenhaare mit dem der Katze , Tinker” Giberein andch anderen passte dieser Haplotyp zu
einem eher seltenen Haplotypen der Datenbank,(dedréi weitere Individuen beschrieben
wurde. Aufgrund der Tatsache, dass es sich hiereuman eher ,seltenen” Haplotypen in
England handelte und die Haplotypen von ,Tinkertwten sichergestellten Katzenhaaren
Ubereinstimmten, wurde es als bewiesen angeselmsy die Katzenhaare mit hoher
Wabhrscheinlichkeit von der Katze des Tatverdachtiggammten. Weitere Beweise, wie
Blutspuren und DNA-Nachweise, erharteten den Vérdacf eine Taterschaft, sodass der
Tatverdachtige des Totschlags fur schuldig befunvaemle [L126,127.

Dieser Fall sowie der Fall ,Snowball“ zeigen eincksvoll, dass die Untersuchung tierischer
Spuren, sei es auf Ebene der genomischen als arcimitochondrialen DNA wichtige

Hinweise fur die Aufklarung liefern kbnnen. Besorslén Fallen, wo keine menschliche
DNA angetragen oder diese als berechtigt und sormitt als tatrelevant eingestuft wurde,
konnen diese Spuren oft noch entscheidende Ergebiisfern und malf3geblich zu der

Verurteilung eines Straftaters beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Eingesetztes Material und verwendete Software

2.1.1 Probenmaterial

Fur die DNA-Extraktion wurde tUberwiegend Probenmateserwendet, das sich aus Blut-,
Gewebe-, Haar- oder Speichelproben zusammensBiete Proben wurden zu einem grof3en
Teil von Katzenhaltern freiwillig zur Verfigung deBt. Die Probensammlung erfolgte
hierbei selbststandig durch die Besitzer. Von diesarde eine Speichel- als auch Haarprobe
pro Tier und falls vorhanden eine fotographischéuboentation des Farbverlaufs des Fells
der Tiere Ubergeben. Des Weiteren erfolgten Angaibem das Geschlecht, das Alter und die
Rassenbezeichnung des Tieres.

Durch Herrn Dr. Hecht des Instituts flr Veterinéatitologie der Justus-Liebig-Universitat
Giessen wurden unterschiedliche Gewebe ein uncltders Katze Herz, Hirn, Leber, Lunge,
Niere, Milz, Muskelgewebe und Zungals auch weitere bereits extrahierte und alicuti
DNA-Proben von Haus-/Wildkatzen und Zellkulturem auskatze zur Verfigung gestellt.
Weitere Hauskatzenproben wurden von dem TierheiWiesbaden erhalten. Diese Proben
waren bereits im Jahr 2010 im Rahmen der DiplomiyB¢ablierung einer Multiplex-PCR
zur Unterscheidung verschiedener Tierarter?g] als Speichelproben bezogen worden und
lagen als extrahierte DNA vor. Des Weiteren wurdéADaus Speichel- und Gewebeproben
eingesetzt, die von Privatpersonen im Zeitraumgaeannten Diplomarbeit bezogen wurden.
Die Auskunft Uber die Rassenzugehdrigkeit als ala Alter und das Geschlecht der Tiere
lag in fast allen Fallen vollstandig vor.

Fur die Untersuchung der Artspezifitat der verweadeSTR-Markersysteme wurde neben
der DNA aus Speichel- und Haarproben von Katzegemtidie aus den Zoos in Frankfurt und
in Kronberg im Taunus bezogen wurden, auch webereits extrahierte DNA-Proben aus
der DNA-Sammlung des BKA Wiesbaden eingesetzt.Bairugsquellen sind je nach Tierart
unterschiedlich. In Tabelle 1 sind die fur die pegifitdt eingesetzten Proben aufgelistet.
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Tabelle 1: Spezies der Klasse Mammaliga(getieryUberordnung: Eutheriahghere Plazentatiere

die fur den Artspezifitatstest zum Einsatz kamen.

Ordnung Familie Gattung Art
Artiodactyla Bovidae (Horntrager) Ovis Ovis aries- Hausscha
(Paarhufer) Ovis orientalis orientalis Mufflon
Capra Capra hircus Hausziegt
Suidae (Echte Schweine Sus Sus scrofa domesticdausschweil
Perissodactyla .
y Equidae (Pferde) Equus Equus caballusHauspferd
(Unpaarhufer)
Lagomorpha . . . .
g p. Leporidae (Hasen) Oryctolagus | Oryctolagus cuniculuVildkaninchen
(Hasenartige)
Rodentia Caviidae . . .
. _ Cavia Cavia porcellus Meerschweinchen
(Nagetiere) (Meerschweinchen)
Carnivora Ursidae (Baren) Ursus Ursus arctos Braunbar
(Raubtiere) _ Martes Martes martesBaummarder
Mustelidae (Marder) i
Melinae Meles melesEuropaischer Dach:
Vulpini Vulpes vulpesRotfuchs
Nyctereutes| Nyctereutes procyonoid&sarderhund
Canidae (Hunde) y y. procy
Canis Canis mesomelasSchabrackenschake
Canis lupus familiaris Haushund
Panthera Panthera leeLowe
Lynx Lynx lynx Eurasischer Luchs
. L Prionailurus rubiginosus phillipsi
Felidae (Katzen) Prionailurus g PRITp
Rostkatze
_ Felis silvestris silvestris
Felis )
EuropaischeWildkatze
Primates Hominidae
I, Homo Homo sapiensMensch
(Primaten) (Menschenaffen)

Die in der Populationdatenbank enthaltenen Merkkaatbinationen von 340 Hauskatzen
stammen alle von unverwandten Tieren. Daten vorcl@astertieren sowie Elternteilen oder
Nachkommen wurden in einer separaten Liste aufgemm und fur spezielle
Fragestellungen aufbewahrt.

Eine detaillierte Auflistung der verwendeten Katzeimd Wildkatzenproben sowie weitere
Angaben Uber deren DNA-Konzentration, die verweadettraktionsmethode (falls bekannt)
und Bezugsquelle findet sich in den Populationsdseken der Haus- und Wildkatzen im

elektronischen Anhang¢dner 1 und p
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Die im Rahmen der durchgefihrten Doktorarbeit vexeten Hilfsmaterialien bzgl. der
DNA-Extraktion, der DNA-Quantifizierung, der PCRerd Aufreinigung von PCR- und
Sequenzierprodukten sowie der Trennung von hetgatey PCR-Produkten sind in der

nachfolgenden Tabelle 2 vermerkt.

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial, welches fur die Durchfihrungem DNA-Extraktion, DNA-

Quantifizierung, PCR, Aufreinigung von PCR- als clau Sequenzierprodukten und

Trennung heterozygoter PCR-Produkte eingesetaievur

Material

Typbezeichnung

Hersteller/Firma

sterile Wattetupfer

4021006

Heinz Herenz GmbH

sterile Skalpellklingen

Sterile Surgical Blade 28

. BRuno Bayh& GmbH

Microcor®” Centrifugal
Filter Devices

Ultracel YM-30

EMD MilliporeCorporation

DNA IQ™ Spin Basket V1221 Promega GmbH
Einmalkivetten Standard, 3,5 ml Bio-Rad Laboratorie
SpreadeX Mini-Gele EL 600 Elchrom Scientific AG

EL 1200
BandPick" K.A. Elchrom Scientific AG
Centre Sep Spin Columns | k.A. Princeton Separations, Inc.
Reaktionsgefalie Safe-Lock Tubes 0,5 ml Eppendorf AG
Reaktionsgefalie Safe-Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf AG
Reaktionsgefalie Safe-Lock Tubes 2,0 ml Eppendorf AG
PCR-Reaktionsgefalle PCR Soft Tubes 0,2 ml Biozyien8tic GmbH

PCR-Reaktionsgefal3platte

Thermo-Fast 96,
Semi Skirted

Thermo Fisher Scientific Inc.

PCR-Reaktionsgefal3platte

96-Well

Biozym ScientdimbH

PCR-GefalRhalterung

MicroAmp™ 24 & 96 Well
Tray/Retainer Set

Applied Biosystem3

Verschlusskappen

Flat Cap Stripes, 8 & 12

Therrsbdti Scientific Inc.

MicroAmp™ S
Verschlusskappen _ Applied Biosystem$

8 & 12 Cap Strip
Falcon-Rohrchen Nuit 15 ml Thermo Fisher Scientific Inc.
Falcon-Rohrchen Nuit 50 ml Thermo Fisher Scientific Inc.

Rundfilter

weild und schwarz
@90 mm /70 mm

Schleicher & Schiill

k.A. = keine Angabe seitens des Herstellers
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2.1.3 Kits

Folgende Kits fanden ihre Anwendung fur die DNA+&ktion (manuell/automatisgh DNA-

Quantifizierung, PCR-Aufreinigung und Sequenzier(rapelle 3:

Tabelle 3: Fur unterschiedliche Methodenanwendungen eingeséiis

Kit

Hersteller/Firma

QlAamp’® DNA Mini Kit (250)

Qiagen GmbH

nextted" 15 DNA Isolation Kit for Tissue & Cells

+ Zusatzprotokoll “Hair”

nextte¢" Biotechnologie GmbH

innuPREP Forensic DNA Kit-IP-C16 Analytik Jena AG
DNA 1Q™ Casework Pro Kit Promega GmbH
Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit Promega GmbH

Thermo Scientific KingFisher Cell and Tissue DNA

efimo Fisher Scientific Inc.

InviMag® Tissue DNA Mini Kit/KF96

STRATEC Biomedical AG

Crime Prep Adem-Kit Ademtech
EZ1® QlAamp DNA Investigator Kit (48) Qiagen GmbH
Quant-iT" PicoGreefi dsDNA Assay Kit InvitrogeR”

AmpliTaq Gold® with Gene AmfS

Applied Biosystents

illustra™ ExoStar 1-Step

GE Healthcare

Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Applied Bism§

2.1.4 Chemikalien und Lésungen

Die fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien undsligen sind der Tabelle 4, den

verwendeten Methoden entsprechend geordnet, zelenan.

Die L6ésungen wurden, wenn nicht anders vermerktsterilem pyrogenfreien Ampuwa,f

(Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Hompauggesetzt.

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Lésungen - nach Methgd®rdnet

Material Zusammensetzung Hersteller/Firma
DNA-Extraktion:
100 mM Tris
10x TNCa-Puffer 1000 mM NacCl selbst hergestellt
10 mM CaC}
100 mM Tris
10x TNE-Puffer 1000 mM NacCl selbst hergestellt
100 mM EDTA
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Material Zusammensetzung Hersteller/Firma

1x TNCa
Lysepuffer gg%m?\/lDSTT selbst hergestellt

250 pg/ml Proteinase K
Tris pH 8,0/ 1M AppliChem GmbH
NacCl 5M AppliChem GmbH
CaCl CaCl2 *2 HO Merck
EDTA-LOsung pH8,0/0,5M AppliChem GmbH
Proteinase K 10 mg/mi AppliChem GmbH
DTT 1 M/ ml 10 mM NaAcetat AppliChem GmbH
Na-Acetat pH5,2/3M FlukY
SDS 10 % AppliChem GmbH
Phenol /Wasser/Chloroform k.A. Applied Biosyst&ms
Isopropanol 100 % AppliChem GmbH
EtOH >99,8% AppliChem GmbH
Ampuwa-HO Spillésung Fresenius Kabi Dtl. GmbH

Produktaufreinigung und -trennung mittels Spregdék Mini-Gelen:

TAE-Puffer 40x /1,2 M Elchrom Scientific AG
Destaining Solution (DST) 100x Elchrom ScientifiGA
HyperLadder V 10.000x Bioline GmbH
Ladepuffer 5x 1 Dye BDB Elchrom Scientific AG
Syb® Gold 10.000x InvitrogelY!

Kapillarelektrophorese und Sequenzierung (ausgeremuher Standards):

Hi-Di ™ Formamide 100 % Applied Biosystens
GeneScah Size Standard 400HD [ROX] Applied Biosystéms
GeneScall' Size Standard 500 LY Applied Biosystents
GeneScalt' Size Standard 1200 L¥z Applied Biosystenis
3730 Buffer mit EDTA 10x Applied Biosystefhs
310 Polymer POPIY Applied Biosystents
3130 Polymer POPY Applied Biosystents

k.A. = keine Angabe seitens des Herstellers
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2.1.5 Gerate

Die fur die Laborarbeiten verwendeten Gerate sindeir nachfolgenden Tabelle 5 vermerkt.

Tabelle 5:Im Laborbereich verwendete Gerate

Gerat

Typbezeichnung

Hersteller/Firma

Sicherheitswerkbank

UVF 4.06 Z

BDK - Luft- und Reinraumtechnik
GmbH

PCR-Arbeitskabine PCR Chamber BARO Technology
Vortexer REAX control Heidolph
Vortexer REAX 2000 Heidolph
Kleinstzentrifuge mit

CM-70M neoLall
Vortexfunktion
Kleinstzentrifuge mit _

Sky Line - CM70M.09 ELMI

Vortexfunktion

Kleinstzentrifuge mit

Combi-Spin FVL-2400

PEQLAB Biotechnologie GmbH

Vortexfunktion

Tischzentrifuge 5424 Eppendorf AG

Tischzentrifuge 5415C Eppendorf AG

Tischzentrifuge 2-16 SIGMA Laborzentrifugen GmbH
Vakuumzentrifuge Speed VASPD D111V Savant

Membran-Vakuumpumpe

MZ 2C

Vacuubrand GmbH + Co KG

Rotationsschdittler Intelli-Mixer neolL&b
Schuttler 3016 GFL mbH
beheizbarer Schttler Thermomixer comfort Eppend@Gf

Thermoblock

Metallblock-Thermostat

Liebisch GmbH:&. KG

Elektrohorese-Apparatur

SEA 2000

Elchrom Scientific AG

Thermostat Multi Temp Il Pharmacia Biotech
Transilluminator Dark ReadEt DR-88M MoBiTec GmbH
Dunkelhaube RH-2.1 Herolab GmbH

Kamera CoolPix 990 Nikon

Fluorometer VersaFludY Bio-Rad Laboratories
Extraktionsroboter INnnuPuteC16 Analytik Jena AG
Extraktionsroboter Maxwéll 16 Promega GmbH
Extraktionsroboter King Fish€f Duo Thermo Fisher Scientific Inc.
Extraktionsroboter EZ1 Advanced Qiagen GmbH

Thermocycler

2720 Thermal Cycler

Applied Biosyst8ms
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Gerat Typbezeichnung Hersteller/Firma
Thermocycler GeneAn‘?pPCR System 2400 | Applied Biosystéms
Thermocycler Genius Techne
, ABI PRISM™ 310 Genetic Applied Biosystents
Kapillarelektrophorese
Analyzer
_ ABI PRISM™ 3130 Genetic | Applied Biosystem$
Kapillarelektrophorese
Analyzer
Wasserbad AUQAIline AL 5 LAUDA
Binokular MZ16 Leica
Lichtquelle KL1500 LCD Leica

2.1.6 Software und Datenbanken

Die in den Tabellen 6 und 7 enthaltene Softwareaath die webbasierten Programme fanden
in dieser Arbeit u. a. Anwendung bei der Analyse Rohdaten, deren Aufarbeitung sowie
der Untersuchung sequenzbezogener Abschnitte, fziir Blie Erstellung von Oligonukleotid-

Primern.

Tabelle 6: Installierte Software und verwendete Programme

Software/Programme Anbieter

GeneScan3.7.1 Applied Biosysterﬁs

GeneMarket HID V1.95 Soft Genetics

Sequencing Analysis v5.4 Applied Biosyst&ms

Sequenchél 5.0 Gene Codes Corporation

analySIS docu 5.0 Olympus Soft Imaging Solutionsb&m

Cervus 3.0.6 Download von der Internetseite:
http://www.fieldgenetics.com/pages/login.jsp
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Tabelle 7:Im Internet vorhandene Datenbanken und Anwendungspmme

Bezeichnung Internetadresse

BLAST http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

Primer3Plus http://www.bioinformatics.nl/cgi-binfprer3plus/primer3plus.cgi/
Oligo Analyzer http://eu.idtdna.com/analyzer/Applions/OligoAnalyzer/

Oligo Calc http://www.basic.northwestern.edu/bidséaligocalc.html

DNA Sequence Reverse and http://www.cellbiol.com/scripts/complement/dna_sece_

Complement Online Tool reverse_complement.php
ElQuant™ Software http://www.elchrom.com/index.php?id=elgisaftware
MEGA 5 http://www.megasoftware.net/
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2.2 Methoden zur DNA-Isolierung

2.2.1 DNA-Extraktion aus Mundschleimhautzellen undGeweben mittels des QlAamfd
DNA Mini Kits

Der an Wattetupfern anhaftende Speichel enth&@t Mundschleimhautzellen. Diese als auch
die Zellen von Gewebestickchen werden unter deeetnden Bedingungen enzymatisch
lysiert, was eine mechanische Homogenisierung datei4ls nicht notwendig macht. Die
anschlieRende Aufreinigung der DNA findet Uber efiika-Membran statt, die die DNA-
Molekile bindet. Das Waschen mit speziellen Puffentfernt Proteasen, Nukleasen sowie
etwaige Inhibitoren, die nicht von der Membran geden werden. Die DNA-Elution erfolgt
entweder mit dem in dem Kit enthaltenen Niedrigsaffer oder mit Ampuwa-O.

Dieses Verfahren eignet sich u. a. fur Gewebeprobampferproben, Blut als auch
Kaorperflussigkeiten30.

Vorgehensweise:
Das vom Hersteller empfohlene Protokoll fir Tupfeten fand in abgewandelter Form

Anwendung. Das Protokoll wurde den BedingungenSpuarenmaterial angepasst.

Zum Einsatz kamen Wattetupfer mit anhaftendem $p&idlut sowie unterschiedlichste
Gewebe von Hauskatzen. Von diesen Geweben wureia jdeines Stiickd von ca. 0,3 min
mit einem Einmalskalpell entfernt.

Das zu untersuchende Material wurde in einem 1,5 pgendorf-Gefal3 mit 180 ul ATL-
Puffer versetzt, gemischt und fur 10 Minuten beP85nkubiert. Nach kurzer Zentrifugation,
um Kondensat im Deckelinneren zu entfernen, eiotiie Zugabe von 20 pl Proteinase K.
Nach mehrmaligem kurzen Mischen wurden die ProlignlfStunde bei 56 °C auf dem
Thermomixer mit 800 rpm inkubiertMattetupfejy bzw. solange bis die Gewebestiickchen
vollstandig lysiert waren. Danach fand ebenfalleediurze Zentrifugation statt, bevor 200 pl
AL-Puffer zugegeben wurderetl. in dem Puffer entstandene Préazipitate wurderer durch
Erwarmen im Wasserbad gelppsNach erneutem Mischen erfolgte wiederum einaulbaition
von 10 Minuten bei 56 °C im Thermomixer mit 800 rpDas im Deckelinneren entstandene
Kondensat wurde durch kurzes Zentrifugieren entfern

Bei Speichelproben wurden die Wattetupfer anscahdaus dem Probengemisch in ein
Spin-Basket tUberfuhrt und dieses in das jeweiligpebdorf-Gefald eingesetzt. Nach einer 2-
minutige Zentrifugation bei RT und 14.000 rpm wurdke Spin-Baskets mit dem trockenen
Wattetupfer entsorgt.
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Alle Proben wurden nach Zugabe von 200 pl Etha@él-(100% sofort fur 15 Sekunden
gemischt, das Gemisch auf die ExtraktionssauleKaksstberftihrt und im weiteren Verlauf
fur 1 Minute bei 8.000 rpm zentrifugiert. Das Zdénigat wurde verworfen und die
Extraktionssaule in ein neues Sammelgefal} trapsfefs folgten die Zugabe von 500 ul
Waschpuffer AW1 auf die Saule und eine erneuteragation bei 8.000 rpm fur 1 Minute.
Das Zentrifugat wurde anschliel3end erneut verwoufash die Extraktionssaule in ein neues
Sammelgefald Gberfihrt. Ein weiterer Waschschifitigie mit 500 pul Waschpuffer AW2 und
einer 3-mindtigen Zentrifugation mit 14.000 rpm. Mmaah wurde das Zentrifugat erneut
verworfen und die Saule wiederum in ein neues Sdgefé verbracht, um anschliel3end bei
14.000 rpm fir 1 Minute trocken zentrifugiert zurden.

Die Extraktionssaule wurde nach diesem Schrittimle5 ml Eppendorf-Gefald eingesetzt.
Die Elution erfolgte bei Speichelproben mit 50 prhpuwa-HO bzw. mit 100 pl Ampuwa-
H,O bei Blut- und Gewebeproben. Das Ampuw#Hivurde mittig auf die Saule aufgebracht.
Es fand eine Inkubation fur 5 Minuten bei RT stdftach erfolgter Zentrifugation fur
1 Minute bei 8.000 rpm befand sich die eluierte DiNAlem Reaktionsgefal3.

Zur weiteren Aufbewahrung verblieben die Proben-b@i°C.
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2.2.2 DNA-Extraktion aus Haaren

Bei den fir die Untersuchung verwendeten Haarendltnes sich um ausgekdmmte Haare.
Die jeweiligen Besitzer sollten, ohne tUberméaRigenck auszuiiben, mit einem Kamm oder
einer Burste leicht durch das Fell streichen. Sonk® in den jeweiligen Haarbischeln mit
einem hohen Prozentsatz an Haaren gerechnet wediensich zum Zeitpunkt des
Auskdammens in einem telogenen Stadium befandene Hiersicht, der aus den
HaarbUscheln herausgesuchten Haare, ist in defalgehden Abb. &egeben.

Abb. 8: Fur die Untersuchung eingesetzte telogene Haare
Von oben nach unten sind ein starkes, ein migedes und ein eher feines Katzenhaar auf
schwarzem Filterpapier aufgebracht. Beréith mfagst die Haarwurzel als auch 1 cm des
Schaftes, wahrend Bereic) direkt an den er&ereich anschlie3t und 1 cm des

Haarschaftes kennzeichnet.

Die im nachfolgen alsHaarwurzelri und ,Haarschéfté bezeichneten Begriffe sollen fir das
bessere Verstandnis kurz erlautert werden.

Der Begriff ,Haarwurzeln“ schliel3t den Bereich ddaares ein, der den Wurzelbereich als
auch 1 cm des darauf folgenden Teils des Haarsshafhfasstsfehe Bereich (1) in Abb)38

Die Bezeichnung ,Haarschaft* beschreibt im nacléalden Text den Bereich des Haares, der
sich direkt dem Wurzelbereich mit 1 cm Schaft atisBh und ebenfalls 1 cm misstighe
Bereich (2) in Abb. 8

Fur die Untersuchung kamen Uberwiegend Haare zunsaE, die denen in Abb. 8
dargestellten ahnelten. Es wurde jedoch vermiedenete starke Haare zu verwenden, da es
sich bei den Ubertragenen Haarspuren sehr haufigmimelstarke bis sehr feine Haare
handelt. Um einen viel versprechenden Untersuctansggz mit einer hohen Sensitivitat
gegeniber Haarspuren zu etablieren, wurden auendi€sund mittelstarke Haare bevorzugt
eingesetzt.

Die verwendeten Haarwurzeln gestalteten sich urctiexdlich, wie in Abb. 9 dargestellt.
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Abb. 9: Unterschiedliche Darstellungsformen von Haarwurzsr Katze
a) Von links nach rechts sind Haarwurzeln eines feieémes mittelstarken und eines starken
Haares beispielhaft dargestellt. Die linke als adih mittlere Haarwurzel zeigen eine
pinselférmige Struktur, wahrend die rechte Wurzekefast glatte Spitze als auch eine
l&nglich bauchige Struktur aufweistergroRerung: 10x
b) Eine als charakteristisch beschriebene Wurzel fitz&n [31].

Sehr haufig wurden bei starken und mittelstarkearkla langliche, etwas bauchige Wurzeln
gesichtet. Es waren aber auch pinselférmig aufgestel Haarwurzel vorhanden. Beide Arten

von Wurzeln wurden in unterschiedlicher Anzahldig Untersuchung herangezogen.

2.2.2.1 Reinigung von Haaren

Durch das Putzverhalten von Katzen kann es durclvaunksommen, dass sich an den
Katzenhaaren Speichel befindet. Um zu testen, dfb @n den Katzenhaaren Speichel des
jeweiligen Individuums oder der einer anderen Kdieéndet, wurden 10 Haare der Katze
Ktz009_Ha mit SDS 10 %) gewaschen. Hierzu wurde pro Haar ein Wattetupiérder
Losung getrankt, kurz ausgeschuttelt und anschigk®&as Haar in Wuchsrichtung.ff. zur
gedachten Spitze Hirunter Drehbewegungen abgerieben. Nach dem TrocteeWattetupfer
erfolgte die DNA-Extraktion unter Zuhilfenahme d€dAamp® DNA Mini Kits (siehe
Abschnitt 2.2.].

2.2.2.2 Lyse des Haarmaterials

Die Zusammensetzung des verwendeten TNCa-Pufféasibérdie vollstdndige Lyse der
Haarstrukturen, so dass diese nach Ablauf von &u@den meist vollstandig abgeschlossen
ist. Der fUr eine optimierte Haarlyse entwickelteffer wurde gemanR den Vorgaben in der

Literatur zusammengestelf]].
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Vorgehensweise:
Verwendet wurde sowohl Haarwurzel- als auch Haafsclaterial. Die Haarwurzeln wurden

ausschlief3lich ungewaschen den Untersuchungsansaéigefuhrt, wahrend die Haarschafte
auch gewaschen zum Einsatz kamen. Pro Haar kain }/attetupfer zum Einsatz, dessen
Baumwollummantelung mit einem sterilen Skalpellfemit, in ein 1,5 ml Eppendorfgefaf’
verbracht und mit 100 pl TNCa-Puffer getrankt biatverschichtet wurde.

Fur Lyseansatze, mit denen nachfolgend kein veigdgider Untersuchungsansatz
durchgefuhrt wurde, wurden je 100 pl des TNCa-Rsffa einem 1,5 ml Eppendorfgefal
vorgelegt, bevor eine bestimmte Anzahl an Haarwaorzand Haarschéaften unter
Zuhilfenahme einer Pinzette zugegeben wurde. DigaBh der Haarwurzeln schwankte
zwischen einem Haar und 6 Haaren, wahrend von demsdhaften konsequent nur ein Haar

eingesetzt wurde.

Bei Ansétzen, die flr einen Methodenvergleich bdgk Extraktionsverfahrens herangezogen
wurden, erfolgte die Erhéhung des Puffervolumens22® pl bis hin zu 660 pl. Je nach
Lysevolumen und Untersuchungsansatz wurden daradfhi 36 Haarwurzeln, die fir die
jeweiligen Anséatze gepoolt verwendet wurden, desel.yugefuhrt. Ziel war es sowohl
gleiche Grundbedingungen als auch mdglichst gleibiA-Mengen in den jeweiligen
Lyseansatzen zu erhalten, um die Ergebnisse aeBemid miteinander vergleichen zu
kénnen.

Hierzu wurden den Lyseansatzen jeweils so vielenmMaeln zugeflgt, dass sich nach
Teilung der Ansétze auf je 100 pl-Volumina ein DE&halt von umgerechnet 2 bzw. 6

lysierten Haarwurzeln ergab. Dies soll beispiellnaithfolgend erlautert werden.

- Drei miteinander zu vergleichende Methodenansatze
6 Haarwurzeln in 330 pl LysatDNA-Menge von ~ 2 Haaren in je 100 ul Lysat bzw.
18 Haarwurzeln in 330 pl LysatDNA-Menge von ~ 6 Haaren in je 100 ul Lysat

- Sechs miteinander zu vergleichende Methodenagiséatz
12 Haarwurzeln in 660 pl LysatDNA-Menge von ~ 2 Haaren in je 100 pl Lysat bzw.
36 Haarwurzeln in 660 pl LysatDNA-Menge von ~ 6 Haaren in je 100 pl Lysat
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Pro 100 pl Lyseansatz wurden 10 ul Volumenverlusa.uwegen der Schaumbildung des
verwendeten SDS und wegen einer moéglichen Volundekien in Form einer Verdunstung

durch das Erwarmen der Lysate mit einbezogen.

Die Lyse erfolgte fur max. 2 Stunden im Thermomiker 800 rpm. Nach jeweils 20 Minuten
wurde der Haaraufschluss visuell kontrolliert umel irobe auf dem Vortexer gemischt, bevor
sie wieder in den Thermomixer hineingestellt wurdé&ren nach einer Stunde immer noch
deutliche Haarstrukturen sichtbar, wurden zusd&tzI0 pl Proteinase K10 mg/m)

zugegeben.

2.2.2.3 DNA-Isolierung mittels organischer Extrakton

Die an die Lyse anschlieBende Phenol/Chloroformakiiobn dient der Trennung von
Proteinen, Lipiden, DNA und RNA. Durch Bildung emngwei-Phasen-Systems werden die
zu extrahierenden Substanzen, aufgrund ihrer witedichen Loslichkeit, voneinander
getrennt. Anwesende Proteine und Kontaminationerdeve durch Phenol und Chloroform
denaturiert und sammeln sich in der Interphasecheis der oberen hydrophilen und unteren

hydrophoben Phase an. Die Nukleinsauren befindémiisider hydrophilen Phase.

Vorgehensweise:
Nach vollstandiger Lyse erfolgte eine kurze Zengétion der Proben, um speziell am Deckel

entstandenes Kondensat in die Losung zurtickzuflhren

Ein zum Lysepuffer aquivalentes Volumen an Phenag%¢r/Chloroform-LosungApplied
Biosystem8) wurde zugegeben, die Proben vorsichtig gemischt umaf dem
Rotationsschuttler fir ca. 2 Minuten schittelnd enrwieder invertiert. Zur anschlie3enden
Phasentrennung erfolgte eine 3-minltige Zentrifiogabei 14.000 rpm. Die DNA-haltige
hydrophile Oberphase wurde mdglichst vollstandigesdmmmen.

Aufreinigung mittels Microcorf® Centrifugal Filter Devices PC-M)

Die DNA-haltige Oberphase der Haarwurzel- und Ha@afproben wurde zur Aufreinigung
auf ein Microcofi Centrifugal Filter Device ltracel YM-30) (iberfiihrt. Die anschlieRende
Zentrifugation fand bei 12.500 rpm fur 6 Minuteatst Es wurden 200 pul Ampuwaz@ auf

den Filter pipettiert und dieser fur 9 Minuten weedm bei 12.500 rpm zentrifugiert. Zur
Gewinnung der DNA wurden 50 - 100 pul AmpuwacHdazu verwendet die Filtermembran

mit einer Pipette zu spilen. Ein neues 1,5 ml Reaggefald wurde tber Kopf auf den Filter
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gestulpt und die Konstruktion so auf den Vortexesejzt. Die Probe wurde daraufhin far
15 Sekunden bei 2.500 rpm gemischt. Fur die nagéfale 6-minltige Zentrifugation bei
7.000 rpm wurde das Reaktionsgefald umgedreht, s® dixr Filter invertiert in dem Gefald
sal3, und der Deckel geschlossen. Nach der Zerdtitugbefand sich die extrahierte DNA in

dem Eluat.

Bis zur weiteren Verwendung verblieben die Probein20 °C.

2.3 DNA-Quantifizierung

2.3.1 DNA-Quantifizierung mit dem VersaFluor™ Fluorometer (BIO-RAD)

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgt Ubémdfeszenzfarbstoffe, die in die DNA
interkalieren. Diese nehmen Energie in Form vorhiLieiner bestimmten Wellenlange auf
und geben dieses als Licht einer anderen Wellerlavigder ab. Das Lichtsignal korreliert
direkt mit der in der L6ésung vorhandenen DNA-Mentgs).

Der in dem Quant-i™ PicoGreefi dsDNA Assay Kit verwendete Fluoreszenzfarbstoff
PicoGreefi bindet doppelstrangige DNA-Molekiile und besitzgeiiber einzelstrangigen
DNA-Molekilen als auch RNA eine nur geringe Affatit

Vorgehensweise:
Das Versa Fludt" Fluorometer musste mindestens 20 Minuten vor Ger&ingeschaltet

werden, um betriebsbereit zu sein.

Herstellung des 1x TE-Puffers
Der 1x TE-Puffer wurde aus der im Kit enthaltenglan@nlosung Z0x) hergestellt und
entsprach jeweils der doppelten Probenanzahl, ubetdiziert werden sollte. Die Volumina

der Leerkontrolle als auch der Eichldsung wurdenhaimmberechnet.

Herstellung der PicoGreéhLosung

Dasselbe galt fiir die Herstellung der PicoGfekasung. Auch hier wurden die Volumina
der Leerkontrolle und der Eichlésung berlcksichtigje Halfte des im ersten Arbeitsschritt
erstellten 1x TE-Puffers wurde mit einer entspredes Menge an PicoGréggemischt, um

eine 200-fache Verdiinnung der PicoGfe&tammldsung zu erhalten.
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Die Berechnung der jeweils benétigten Volumina Ewstellung des 1x TE-Puffers als auch
der PicoGreefLosung erfolgte iiber eine in Excel hinterlegte fRatabelle, in der die

entsprechenden Formeln hinterlegt waren.

Herstellung der Messlosungen

In eine 1,5 ml Einmalkivette wurden 499 ul des Ix-Fuffers vorgelegt, 1 pl der zu
quantifizierenden DNA-L6sung zugegeben und mit fORicoGreefi-Lésung aufgefiillt und
gemischt. Bis zur vollstandigen Interkalation demhbiStoffs in die doppelstrdngige DNA
wurden die Proben fir 15 Minuten bei RT unter Laclgschluss stehen gelassen.

Die Erstellung der Eichlosung erfolgte analog zu dterstellung der Messlosungen.
Lediglich wurde hierzu 1 pl des DNA-Standaid3NA (100 pg/ml TE) verwendet.

Fur die Leerkontrolle wurden 500 pl 1x TE-Puffett B0 | PicoGreehLdsung versetzt.

Durchfiihrung der Messung

Einstellung des Gain-Wertes Uber das TastenfeldLA8V"

Nullwert einstellen: - die 1,5 ml Einmalkivettegdiie Leerkontrolle enthielt, wurde in das
Fluorometer eingesetzt und der Deckel verschlossen.
- Die Range wuglg ,,00000“ eingestellt und ,SET ZERO" gedriickt.
- Das Display selanschlieRend ,0“ (+/- 2) anzeigen.

Eichung: - Die Kiuvette mit der Eichlosung wurdedas Fluorometer eingesetzt und der
Deckel verschlossen
- Die Range wurde anschlie3end auf ,15000 eindjeste

- Das Display sollte ,15000" anzeigen.

Messung:
Die Kivetten mit den fertigen Messlosungen wurdendas Fluorometer eingesetzt, der

Deckel verschlossen und der auf dem Display angez®ert notiert.

Bestimmung der DNA-Konzentration:
Die abgelesenen rfu-Wertefu = relative fuorescent_nits) wurden in ein Excel-Datenblatt
Ubertragen und mittels einer dort hinterlegten &&rhde, die jeweiligen DNA-

Konzentrationen ermittelt.
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Die Daten der Eichgerade wurden in regelmaiigerntdhioen Uberprift und gegebenenfalls

laut Herstellerangaben neu aufgenommen.

2.4 Systemauswahl und Primerdesign

2.4.1 STR-Marker

Der Fokus bei der Auswahl an geeigneten STR-Markirreine Individualzuordnung von
F. s. catudag zum einen auf dem Repeatmuster, welches dtdnitkleotid-Repeateinheiten
basieren sollte, und zum anderen auf der Langeamtifizierten Produkte, die eine Lange
von Uber 300 bp nicht Uberschreiten solltsiaie Abschnitt 1)1

In der Literatur liel3 sich eine ausreichende AnzamlMarkern ausfindig machen, denen
eindeutig ein Tetranukleotid-Repeatmuster zugewieseirde. Die Markergrof3en lagen
jedoch teils Gber einer Produktlange von 300 bpjwrch schon vor der ersten Untersuchung
alternative Primer zu wahlen waren.

Insofern die Primersequenzen nicht direkt aus d@sveijigen Publikationen tGbernommen
werden konnten oder eine Amplifikation der Primiehsals nicht erfolgreich erwies, erfolgte
deren Design mit Hilfe der Primer3Plus-Software arth von spezifischen
Sequenzabschnitten der ausgewahlten STR-Markerindoeer NCBI-Datenbank hinterlegt
sind.

Die jeweiligen Primer wurden von der Fa. TIB MOLRBI@Berlin) bezogen. Eine Ausnahme
hierzu bildeten die Primer der STR-Marker, die iand Multiplex Quadro-6_Primer3
enthalten sind H27, FCA730_vkz, FCA742_vkz und FCA744 ykzZDiese Primer wurden
lediglich fur die Verwendung im Multiplex von deraFbiomers.netUWim) bezogen. Alle
Primer lagen lyophilisiert vor. Die Herstellung v&ammlosungen mit einer Molaritat von
20 uM fir die PCR und von 10 uM fur die Sequenzigrerfolgte gemal den Angaben der
Hersteller mit den entsprechenden Volumina an AngthO.

Die F-Primer lagen alle fluoreszenzmarkiert vor, ueine Detektion mittels der

Kapillarelektrophorese zu gewahrleisten. Bei demveadeten Farbstoffen handelt es sich um
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FAM 6-Carboxyfluorescein; Absorption: 495 nm/Emissis20 nn),
HEX 4,7,2",4",5",7"-Hexachloro-6-carboxyfluorecein; Alsion: 535 nm;
Emission: 556 nm
BoTMR Boron-Dipyrromethen-Derivat (Bodipy); AbsorptiorB&nm, Emission: 580 nm
Atto 550  {rerwandt mit Rhodamine 6G; Absorption: 554 nm, Eiois: 576 nmhund
Atto 565  (Familie der Rhodaminfarbstoffe; Absorption: 563 ffmission: 592 nin

(Informationen finden sich hierzu unter: http://wveerofinsgenomics.eu/de/dna-rna-oligonucleotides/
customised-dna-oligos/modifizierte-dna-oligos/fleszenzfarbstoffe.aspx;

http://www.tib-molbiol.de/de/oligonucleotides/praties/5-modifications/botmr.html; [62]
Eine Auflistung aller abschlieRend verwendeten 3T&tker mit den jeweiligen Angaben zur

Primersequenz, Farbmarkierung, SystemgroRe sowiteraeSpezifikationen zur PCR ist in

Tabelle 8 gegeben.
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Tabelle 8: Primersequenzen der STR-Markersysteme

Marker Farbstoff
F27 Atto 550
F37_vkz5 6-FAM
F42 vkz_neu 6-FAM
F141 vkz3 6-FAM
FCA441_vkz 6-FAM
FCA559 HEX
FCA730_vkz HEX
FCA733 BoTMR
FCA734 6-FAM
FCA740_vkz HEX
FCA742_vkz 6-FAM
FCA744_vkz Atto 565

FCA747_vkz2 HEX

FCA749_vkz BoTMR

Primersequenz (5'- 3")

oF- CAGATCACAGTCTTACTGAT
0R- CATTAAATGAGGAAGTACTG
0F- CGCCTTTCTCACATTACCAT
*R- AGCCTGCTTCGGATTCTGT
*F- TGAGTGATAATTATGAGGTGCTTTT
*R- (GTT)TCCTCTTTCCCTTCCTCCTC
0F- GAGACTAGATGGAAGGATGAAG
*R- AGTACCATGTCTCTCTCAACT

OF- GTGTCTTGATCGGTAGGTAGGTAGATATAG

*R- AGCCTTGAAGCAAACTATCATT
0F- GCCAAAATGTTCAAGAGTGG
oR- (G)TTTTGGCTTGATGAGCATCA

*F- GGAATTGTAGCCAAGGCAGA
*R- (GT)TTATAGCACAGCGCCTGTTAC
0F- GAAGATGTGGGATAGATACACCAA
0R- CTGAGTAATATTCCACTGTCTCTC
0F- TGCTAGCTTCCTTCCTTGACA
0R- ACTGGAGGGGTCAGGACTTT

*F- GAGTGATTTCTCTATCCTTTTGTCG
OR- AACCAAATGGGAGTTTGTGG

*F- TGACAACGCATAAGAACCTTTC
*R- AGGAACACCATGTTGGGCTA

*F- CCACAAGATTAGGTGTTTCAATG
*R- AGCCTACAGCCTACTTGAAGATTG
*F- CCATTAGTCTACTTTCTGTTTCTAAGG
*R- CCTGGTAAACAACTCAGTAAAAGATG
*F- AGCATGCGTTCTCTGTCTCTC
*R- GCAGTGATTCCTTCAGACTGC

Produktbereich

(bp)
103 - 196

199 — 232
B- 122
193 - 255
95 -125
103 -195
118 — 158
101 - 202
142 — 190
147174
103 -32
115139
100 134

84 — 259

Annealing-
temperatur
(°C)

56
56
56
56
56
56
65
56
52
52
56
56

56

56

Arbeits-
konzentration
(HM)
0,6
0,6
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,8
0,8
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4

Accession N Quelle
AY988114 53,138]
AY988115 53[138]
AY988117 [53,138]

AY988111  [54]

FA30626  [53,138]
AF130659 53]138]

AY988131 (53]

AY9881 [54]

AY988135 [53,138]

AY988141  [53,138]
AY988143  [53,138]
AY988145  [53,138]
AY988147  [53,138]
AY988149 [54]

* neu synthetisierte Primer
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2.4.2 mtDNA-Marker

Die Primer zur artspezifischen Bestimmung Uber ohitONA wurden aus der Literatur
entnommen und bei der Fa. TIB MOLBIOBdlin) bestellt. Die Stammlésungen mit einer
Molaritat von 20 uM wurden mit der vom Herstellergagebenen Menge an AmpuwaiH
erstellt.

Die drei universellen F-Primer waren mit den Flsaenzfarbstoffen FAM, HEX und
BoTMR markiert.

Ein Grof3teil der Primer zur Haplotypisierung eimagl Katzenindividuen wurde im Rahmen
der Masterarbeit ,Etablierung einer Methode zur ejschen Untersuchung der
hypervariablen Bereiche der D-Loop-Region bei Katz#éir den Einsatz in der
kriminaltechnischen Fallarbeit1p9 ebenfalls mit der Software Primer3Plus anhandider
der NCBI-Datenbank hinterlegten mitochondrialen i#eg der Katze komplett neu designt.
Die Parameter wurden zusétzlich mit den Programm@&go Calc und Oligo Analyzer
Uberpraft.

Die Primerbestellung erfolgte bei der Fa. biomeats@@im). Laut den vorgegebenen Angaben
des Herstellers wurden mit den entsprechenden Molun Ampuwa-p0 Stammldsungen
mit einer Molaritat von 100 uM erstellt.

Die Farbmarkierung erfolgte hierbei an den R-Prrm&ei den verwendeten Fluorophoren
handelte es sich um FAM und HEX.

In Tabelle 9 ist eine Auflistung der fir die mtDN4atersuchung eingesetzten Primer, deren

Sequenz, Farbmarkierung, die jeweils amplifizief®eaduktgroRen sowie die Bezugsquellen

angegeben.

Seite | 43



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 9: Primersequenzen der mtDNA-Systeme

- N Annealing- Arbeits-
. Amplifikatgrofe .
System Farbstoff Primersequenz (5'- 3") (bp) temperatur konzentration Quelle
G (LM)
Tarditi oF- GATAGTGCTTAATCGTGC 492 59 0,4 [121,122]
6-FAM 0R- GTCCTGTGGAACAATAGG 0,4
RS2 *F- CACAATGTAAAATCACTCTATTAACCAC 330/410/490 ) 0,4 [129]
HEX *R- GCACGATTAAGCACTATC 0,4
Primer MM HEX oF- ACCATCAGCACCCAAAGCTGA variabel 59 0,4 Dr. Hetch
0R- GCCCTGAAGTAAGAACCAGATGC 0.4
Tobe und Linacre [114]
Universal 1 6-FAM oF- GACCAATGATATGAAAAACCATCGTTGT 59 0,8
Universal 2 HEX oF- TGAGGACAAATATCATTYTGAGGRGC 59 0,8
Universal 3 BoTMR oF-TTTTTTTTTTTTCGVTCHATYCCHAAYAAACTAGG 59 0,8
E. caballus 1 0R-TACGTATGGGTGTTCCACTGGC 208 0,4
E. caballus 2 0R- AGAATAATACTAGAGTTAGTAGGAGCAAGATC 333 0,4
F.s.catus 1 0R- TTTCCCTCAGATYCATTCTACTAGTTCAGTC 89 0,4
F.s. catus 2 0R- GATTCATGTTAGGGTTAGGAGATCC 180 0,4
C. I. familiaris 1 0R- CAAGCATACTCCTAGTAAGGATCCG 170 0,4
C. I. familiaris 2 0R- GAGTAGGAGTAAGGCTCCTAGGATA 303 0,4
B. taurus 2 0R- GTGTGTAGTAGGGGGATTAGAGCA 93 0.4
S. scrofa 2 0R- TCTGATGTGTAATGTATTGCTAAGAAC 219 0,4
C. hircus 1 0R- GCCATAATTTACATCTCGACAAATGTGAGTT 273 0,4
O. aries 1 0R- GCTTTGATGTATGGAGGAGGGGTATAATT 98 0,4
* neu synthetisierte Primer o Primer aus der Literatur entnommen/zur Verfiguestellt

Pro verwendetem System entsprechen die Annealipgterturen der R-Primer denen der dazugehérigerinkePr
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2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei den meisten Untersuchungsmadglichkeiten, didn mafolgter DNA-Isolierung angewandt
werden, wird auf die Amplifikation spezieller Berke der vorhandenen DNA
zurtckgegriffen.

Die spezifische Vermehrung der zu untersuchenderei@e erfolgt mit Hilfe der
Polymerasekettenreakion (PCR). Grundlage der Methmidiet haufig ein Enzym, di€ag
Polymerase, welches aus dem Bakteritdimermus aquaticuggewonnen wird. Benotigt
werden zudem mindestens zwei Oligonukleotid-Priméie jeweils komplementar zu

Sequenzen auf gegeniberliegenden Strangen der DNA s

Wahrend der Bearbeitung des Projektes wurden meBeneiche und Markersysteme auf der
Kern- als auch mitochondrialen DNA untersucht. Ummeekorrekte, spezifische und
bestmoéglichste  Amplifikation zu gewahrleisten, wemd hierzu unterschiedliche
Konzentrationen an Mgglals auch verschiedene Amplifikationsprotokolle egétt. Im

weiteren Verlauf werden nur die Protokolle aufgefiindie zu einer erfolgreichen

Vervielfaltigung der entsprechenden Bereiche bgéru

2.5.1 Polymerasekettenreaktion unter Verwendung derAmpliTaqg Gold® DNA-
Polymerase

Die AmpliTag Gol® DNA-Polymerase ist ein ,hot start“-Enzym. In seimenaktiven
Zustand ist es an eine chemische Einheit geburdierdurch einen hitzeaktivierten Schritt
abgespalten wird. Erst dadurch entfaltet das Enggine Aktivitat. Die Polymerase flgt
zudem am 3‘-Ende des PCR-Produktes einen Uberlmafgrim eines AdeninsAj an, was

bei der Berechnung der Basenpaaranzahl innerhaklr &equenz zu bericksichtigen ist

[134.

Vorgehensweise:
Alle zu verwenden DNA-Proben wurden mit der entspemden Menge an Ampuwa®l auf

eine Konzentration von 1 ng/ul verdinnt. Die Einzaels auch Multiplex-PCR-Anséatze
erfolgten mit 1 pl an eingesetzter DNA fiir die SARalyse oder mit einem Volumen von
5 ul far die Amplifikation der mtDNA.
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DNA-Extrakte, die aus Haaren gewonnen wurden, wurge/erdiinnt zu je 1 pl und je 5 pl
(bei einem Elutionsvolumen von 50)bzw. zu je 2 pl und je 10 pbdi einem Elutionsvolumen
von 100 p) in die Multiplex-PCR-Ansatze eingesetzt.

Fur die Sensitivitatstests wurden Verdinnungsrettemdrei Proben Genom. DNA D-2915,
Zellkultur 4083 und Ktz4_Gew erstellt. Die eingeteh DNA-Mengen betrugen 10 ng, 5 ng,
1 ng, 0,5 ng, 0,1 ng, 50 pg, 25 pg und 12,5 pg,miteje 1 pul dem PCR-Ansatz zugefiihrt
wurden.

Re-Amplifikationen von PCR-Produkten und Allellene(in Verdinnungsstufen von 1:100,
1:1.000 und 1:10.0QCerfolgten mit einem Volumen von 5 pl.

Ein Test auf Kreuzreaktivitdt wurde mit DNAs vonrsehiedenen Spezies durchgefluhrt, die
auf eine Konzentration von 1 ng/ul eingestellt wardon diesen wurde je 1 ul fir die PCR
verwendet.

Ansétze fur Mischungen erfolgten mit Proben der @@nDNA D-2915, der Zellkultur 4083
und der humanen Kontroll-DNA K 562. Diese lagenKionzentrationen zu 10 ng/ul und
1 ng/pl Humarn, 1 ng/ul und 500 pg/ptEenom. DNA D-291bund 2 ng/ul, 1 ng/ul, 500 pg/ul
und 200 pg/ulZellkultur 4083 vor. Bei der konstanten Komponente der Mischuriggmdelte

es sich um die Probe Genom. DNA D2915. Folgendeiisgen wurden erstellt:

Katze - Katze: 1ng- 2ng 500 pg - 2ng
- 1ng - 1ng
- 500 pg - 500 pg
- 200 pg - 200 pg
Katze - Mensch: 1ng- 10ng 500 pg - 10 ng
- 1ng - 1ng

Jeweils 1 pl der zu mischenden DNA-L6sungen wurdeRCR-Ansatz vereint.

DNA-Extrakte aus der Reinigung von Haaren wurdefezupul eingesetzt.
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Einzel-PCR (STR-Marker/Re-Amplifikation/mtDNA-Majyke

Pro PCR-Ansatz wurde ein Mastermix erstellt, dedselamen sich nach der Anzahl der zu
untersuchenden Proben richtete und in PCR-GefaRgelegt. Die Menge an zugesetztem
Ampuwa-H0 variierte je nach verwendeter DNA-Menge. Ansdbdied erfolgte die Zugabe
der entsprechenden Menge an DNA, sodass sich aan@ge®CR-Volumen von 25 pl ergab.
Die Erstellung der Mastermixe bertcksichtigte emesatzliche Probe(«1)), damit trotz
eventueller Pipettierungenauigkeiten die vorzulegenMenge an Mastermix pro zu
untersuchender Probe erhalten wurde.

In Abb. 10 ist ein Screenshot der Berechnungstalals Excel fir den Einzel-PCR-Ansatz
dargestellt. Das PCR-Gesamtvolumen, die Probenbalsahuch die zu verwendende DNA-
Menge konnen variiert werden, wodurch sich die zZpetierenden Volumina und die

Angaben zur Arbeitskonzentration durch hinterlegderechnungsformeln automatisch

anpassen.
PCR-Volumen: [0E8 4l
Probenanzahl: it
Max. DNA 1l
Arbeits-Konzentration: Primer e 25 pmol / 50pl PCR
Tag-Gold 2,5 U/ 50pl PCR
dNTP's je 200 uM
Stamm-Lésung |Arbeits-Konzentration 1 Probe 1 (+1) Proben
PCR Puffer 10 x 1x 25 5yl PCR Puffer
dNTPs ie 10 mM ie 5 nmol 200 pM 05 ul 14 dNTPs
Primer-Mix ie 10 M je 12.5 pmaol 0.5 pM 1,25 pl 2,5yl Primer F+R
Tag-Gold Ul | 28U 025 pl 0,5yl Taq-Gold
pro 25 ul PCR 19,5 ul 39y H:0
MgClz permitren 15 mi 1.5 mM
KCI (PCR-Puffer 500 mM 50 mi
Tris-HCI 100 mM 10 mM

Abb. 10: Einzel-PCR-Ansatz fur eine Probe mit anschlieRenB&A-Einsatz von 1 pl

Eine Einzelprobe beinhaltete somit 2,5 pl 10x Afatj Gold® Puffer @pplied Biosystent),

0,5 pul dNTP-Mix (0 mM), 1,25 pl F- und R-Primelje( 10 uM sowie 0,25 pl AmpliTaq
Gold®-Polymerase 5 U/pl, Applied Biosysten® und ein gegebenes Volumen an Ampuwa-
H,0O, das entsprechend der DNA-Menge angepasst wurde.
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Multiplex-PCR

Folgende Multiplexe wurden in der vorliegenden Arleengesetzt:

Tabelle 10: Verwendete Multiplex-Ansatze

Multiplex-Bezeichnung

enthaltene Primersysteme

STR-Analyse

Duplex-1

FCA734
FCA740_vkz

Quadro-10

F37_vkz5
FCA441 vkz
FCA733
FCA747_vkz2

Quadro-6_Primer3

F27

FCA730_vkz
FCA742_vkz
FCA744 vkz

Penta-6

Amel
F42_vkz_neu
F141 vkz3
FCA559
FCA749 vkz

mtDNA-Analyse

Pferd (Horse = Ho)

HoCaDo Katze (Cat = Ca)
Hund (Dog = Do)
Kuh (Cow = Co)

CoPiGoSh Schwein (Pig = Pi)

Ziege (Goat = Go)
Schaf (Sheep = Sh)

Die Menge an zugesetztem AmpuwgcHrichtete sich auch hier nach der pro PCR-Ansatz

eingesetzten DNA-Menge. Zuséatzlich musste die Ahdahim Multiplex enthaltenen Primer

beachtet werden.

Analog zu den Einzel-PCR-Ansatzen wurden auch fiér Multiplexansatze bei einem
hoheren Probenumsatz Mastermixe erstellt und eamedBnungstabelle in Excel verwendet.

Im Gegensatz zu den Einzelansatzen wurden nur ¢ der zu verwendenden Primge (

10 uM) eingesetzt.
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Der PCR-Ansatz des Tetraplexes ,,Ouadro6-Primer&ifadtet unterschiedliche Mengen an
Primer-Mixen. Wéahrend die Primer der Systeme FCAY42 und FCA744 zu je 1 ul
eingesetzt wurden, erfolgte die Zugabe der Pringsr Markers F27 zu 1,5 pl und die des
Markers FCA730_vkz zu 2 pal(e je 10 uN).

Die beiden mtDNA-Multiplexansatze erfolgten mit jdrei universellen F-Primern
(Universal 1-3 und jeweils zwei spezifischen R-Primern pro Seezfir den Multiplex
.HoCaDo" bzw. mit je einem spezifischen R-PrimeropBpezies flur den Multiplex
,COPiGoSh*.

Von den universellen Primern wurden je 2 pl und den einzusetztenden R-Primern je 1 pl
pro Ansatz verwendet (alle je 10 uM), wahrend didesen Bedingungen im Vergleich zu

dem Einzel-PCR-Ansatz konstant gehalten wurden.

Der Ablauf des Amplifikationsprotokolls ist in Tdleell wiedergegeben. Dieses galt fur alle

Einzel- als auch Multiplex-PCR-Ansatze.

Amplifikationsprotokoll:
Tabelle 11: PCR-Amplifikationsprotokoll

Programmschritt Temperatur (°C) Zeit Zyklenanzahl
Initiale Aktivierung 95 10° 1
Denaturierung 94 45"

Annealing 52 /56 /59 45" 30/34
Elongation 72 45"

Finale Extension 60 45 1

Die Annealingtemperatur lag fir die AmplifikatiorrdSTR-Bereiche bei 52 °C oder 56 °C,

wahrend fur die mtDNA-Bereiche eine Temperatur §8rfC verwendet wurde.

Nach Ende des PCR-Programms wurden die Proben atisom auf 4 °C abgekihlt und

verblieben bis zur Entnahme aus dem Thermocycletieser Temperatur.

Die Zyklenanzahl wahrend der PCR richtete sich ndem verwendeten DNA-Material.

Minimalspuren Kaarprobeh wurden generell mit 34 Zyklen vervielfaltigt. Weie Proben,

die einer spateren STR-Analyse unterlagen, wurdeistnmit 30 Zyklen amplifiziert. Bei

MtDNA-Proben richtete sich die Zyklenanzahl nachwendetem System. Einzelansatze

wurden mit 30 Zyklen vervielfaltigt, wahrend Mullgxansatze haufig 34 Zyklen bendbtigten.
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Re-Amplifikationen der Kern- als auch der mitochoalén DNA wurden mit einer Anzahl
von 15 Zyklen durchgefiihrt.

2.6 Detektion von PCR-Produkten

2.6.1 Kapillarelektrophorese

Die Auftrennung der PCR-Produkte entsprechend i@mé@fie erfolgt durch Anlegung eines
elektrischen Feldes. Die Fragmente sind mit eindnoreszenzfarbstoff markiert, der die
Detektion ermdglicht. Besitzen die Produkte unteistlicher Marker einen Uberlappenden
GroRRenbereich, kbnnen mehrere verschiedene Flenesabstoffe eingesetzt werden, um
eine Zuordnung dennoch zu ermdglichen.

Ein als Tragermaterial dienendes Polymer befinaét isn Inneren einer Kapillare, die einen
Innendurchmesser von 20 - 100 um besitzt. Die ag¢elSpannung an die Kapillare erzeugt
ein homogenes elektrisches Feld, durch das dieuRtedentsprechend ihrer Ladung und
GroRRe entlang der Kapillare zu wandern beginnen.Eide der Kapillare befindet sich ein
eingearbeitetes Fenster, durch das Uber einen ldiseFluoreszenzfarbstoffe der PCR-
Produkte angeregt und mittels eines Fluoreszenekimt als Lichtsignal erfasst werden
konnen. AnschlieRend erfolgt die Ubertragung detePaan eine Software, die mit Hilfe
entsprechender Standards die Daten auswertet en@réidenordnungen der PCR-Produkte
angibt @bb. 11) [133,134.

(15.000 Volt)

@ Kapillare E:s;J i

DNA-Probe

Abb. 11: Prinzip der Kapillarelektrophoreseefandert nach Applied Biosystef)s
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Vorgehensweise:
Standardmé&fig wurde von den zu analysierenden RG@R#&en 1 pl sowohl fir die

Kapillarelektrophorese unter Verwendung des ABI $RM 310 Genetic Analyzeri{
Kapillarsyster) als auch des ABI PRISNM 3130 Genetic Analyzer4{Kapillarsyster
eingesetztheide Applied Biosysterfi.

ABI 310: In 0,2 ml EinzelgefaRe wurden je 19,6 pl H"Di Formamide mit 0,4 pl
GroRenstandardROX 400HD oder 1200 LIZ alles Applied Biosysterfi vorgelegt. Fur die
Analyse mehrerer Proben wurde ihrer Anzahl ent$ned ein Mastermix erstellt und je 20

ul vorgelegt.

ABI 3130: In die 0,2 ml Einheiten einer 96er Reagenzpla#®| (3130) wurde ein

Gesamtvolumen von 9 pl vorgelegt, welches sich&®biqul Hi-Di'™ Formamide und 0,5 pl
GroRenstandardROX 400HD oder 500 LIZ'; alles Applied Biosysterfi3 zusammensetzte.
Auch hier fand fur die Auftrennung mehrerer Proloem Erstellung von Mastermixen statt,

die zu 9 pl vorgelegt wurden.

AnschlieRend wurden die zu untersuchenden Probenupipettiert, die Gefal3e mit den
entsprechenden Abdeckungen verschlossen und firlsaSekunden bei 1.000 rpm
zentrifugiert. Die Denaturierung der Produkte egfelfir 2 Minuten bei 94 °C im Genuis
Thermocycler Techng mit einer direkt angeschlossenen Abkihlung dexb@n auf 4 °C.
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der PCothikte in einem der ABI Genetic
Analyzer, wurden die Rohdaten mit der Gene Scar7- @pplied Biosysten®® oder der
GeneMarke? HID V1.95-Software $oft Genetickanalysiert.

Ein GroRteil der Proben zur STR-Analyse wurde némdABI PRISM™ 3130 Genetic

Analyzer aufgetrennt.

2.7 Herstellung von Allelleitern

Zum Zeitpunkt der Erstellung der Allelleitern warg25 Individuen typisiert. Anhand der mit
diesen Proben erfassten Populationsdaten wurdeohsdwaufige als auch seltene Allele
bertcksichtigt. Ein Abstand von 4 bp wurde, aufgrder Tetrarepeat-Struktur, zwischen den
einzelnen Allelen bevorzugt. Nicht in allen Falleonnte dies realisiert werden, da des
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Ofteren nicht direkt aufeinander folgende Alleléaten wurden. Zudem traten fir viele der
Markersysteme Zwischenalle aull{ .2- und .3-Zwischenalléle Diese wurden, falls sie fur
eine sichere Zuordnung notwendig waren, ebens@iAltelleitern aufgenommen.

Die jeweils pro Allelleiter verwendeten Proben besten meist aus Tieren mit heterozygoten
Produkten, die ausbalancierte Allelpeaks aufwiessm.wurde zum einen das Pipettieren
erleichtert als auch der Verdinnungsfaktor beimefigren niedrig gehalten, sodass
zueinander recht gut ausbalancierte Allele innérlu@r Leitern erhalten wurden. Da jedoch
nicht alle Proben dieselben Produktausbeuten umak $teakhthen aufwiesen, wurde anhand
der vom AuswerteprogramnGéneScan 3.7.1, Applied Biosystetherrechneten rfu-Einheiten
ein Verdunnungsfaktor bestimmt, der beim ErsteflenLeitern bertcksichtig wurde.

Die so zusammengestellten Allelleitern wurden rstteapillarelektrophorese nochmals auf
ausbalancierte Produktpeaks hin Uberprift. Ans@kehe erfolgte die Herstellung von drei
Verdinnungsstufen1(100; 1:1.000 und 1: 10.0p0die fur die Re-Amplifikation eingesetzt

wurden.

2.8 Aufreinigung von PCR-Produkten

2.8.1 Aufreinigung von PCR-Produkten mittels illusta ExoStar 1-Step

Die Kombination aus Exonuclease 1 und der illugtitealischen Phosphatase erméglicht es
in Loésungen von PCR- als auch Sequenzierprodukbensdhissige Primer und Nukleotide
abzubauen.

Dieses Verfahren eignet sich besonders fur kleiR&R-Produkte, die teils nur schwer Utber
Silika-Membranen zu reinigen sind und fur Ansatze geringen PCR-Ausbeuten aufgrund
der verlustfreien Reinigung der DNA. Nach der enatisthen Behandlung kénnen die

Produkte direkt weiter verwendet werden.

Vorgehensweise:
Zur Aufreinigung wurden re-amplifizierte homozyg®€R-Produkte§TR-Marke) als auch

mtDNA-Produkte feils re-amplifiziery verwendet, die fir eine spatere Sequenzierung
vorgesehen waren.
Wahrend des ganzen Pipettiervorgangs wurde dieraliizyung auf Eis belassen. Pro Ansatz

wurden 10 pl Produkt mit 4 pl ExoStar 1-Step-LOosuagsichtig gemischt und bei 37 °C fir
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15 Minuten im Thermocycler Genuigegchng inkubiert. Die enzymatische Inaktivierung
erfolgte im Anschluss bei 80 °C fur 15 Minuten.

2.8.2 Aufreinigung der Allelleitern mittels Microcon® Centrifigal Filter Devices
Der Filter der Microcofi Centrifugal Filter Devices besteht aus einer amigen und
hydrophilen Cellulose-Membran Ulgracel YM-3Q, mit der Makromolekil-Losungen

(Volumina von 50 - 500 ) leffizient aufgereinigt und aufkonzentriert werdgmnen 136).

Vorgehensweise:
Das gesamte Volumen der 1:100-Verdinnungen vonllditern oder einem Gemisch aus

Allelleiter-Verdiinnungeni(100 und 1:1.000wurde auf einen Filter aufgebracht.

Die anschlieende Vorgehensweise entsprach exakendeunter Abschnitt 2.2.2.3
aufgefuhrten Arbeitsschritten. Die Ruckgewinnung Abelleitern erfolgte in jeweils 50 pl
Ampuwa-H0.

2.9 Isolierung von PCR-Produkten

Um die Nukleotidabfolge von amplifizierten DNA-Fragnten bestimmen zu kdnnen,
missen diese sequenziert werden. Liegen dieseré@rRrobe in heterozygoter Formwgi
unterschiedlich groBe Produkte; STR-Anajyeder mit einer hdheren Anzahl an unterschiedlich
langen Amplifikaten fitDNA) vor, mussen die zu untersuchenden Fragmente eor d
Sequenzierung voneinander getrennt werden. Aufgmerd unterschiedlichen Lange und
Basenpaarabfolge der Fragmente wirde es sonstquei®aiberlagerungen kommen, sodass

die Sequenzen nicht ausgewertet werden kdonnen.

2.9.1 Isolierung mittels Spreade% Mini-Gelen

Spreade%-Gele Elchrom Scientific AG sind ,ready-to-use“-Gele. Sie werden aus dem Acry
Momomer NAT (-acryloyl-tris(hydroxymethyl)-aminomethan hergestellt und besitzen
verschiedene Ausschlussgrenzesxclusion limit, ED). Je nach Fragmentgrof3e, der zu
isolierenden PCR-Produkte wird ein Gel mit entspeecder EL gewahlt. Heterozygote
Fragmente mit mindestens einem 4 bp Langenunteddtiinnen sicher aufgetrennt werden.
Die Fragmente werden mittels des fluoreszierendmstoffs Sybt Gold im Gel sichtbar
gemacht. Der unsymmetrische Cyaninfarbstoff intékiain die Nukleinsaure und farbt
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einzel- sowie doppelstrangige DNA und RNA-Molekul®urch Beleuchtung mit
ultraviolettem Licht bei 300 nm fluoresziert S§hBold hellgolden und macht die Fragmente
im Gel sichtbar{37).

Das Ausstanzen der Banden aus dem Gel erfolgt|fuittiés BandPick'-Systems Elchrom
Scientific AG). Ein anschliel3endes Aufreinigen der Produktaiidtt erforderlich, da die Gele
eine aufreinigende Wirkung besitzen. Die isolier@elsticke konnen direkt flr die weitere

Bearbeitung4. B. Sequenzierungingesetzt werden.

Vorgehensweise:
Fur die Auftrennung von heterozygoten PCR-Produkdeis der STR-Analyse wurden

SpreadeX EL 600 Mini-Gele Auftrennungsbereich zwischen 150 - 350) bpnd fiir die
Auftrennung mitochondrialer Fragmente SpreddeEL 1200 Mini-Gele eingesetzt
(Auftrennung im Bereich von 250 - 800)bp

Der TAE-Elektrophoresepuffer wurde aus 50 ml dem8hlosung40x; 1,2 M aufgeflllt auf

2 | mit entmineralisiertem ¥ hergestellt. Die SEA 2080 Elektrophorese-Apparatur
(Elchrom Scientific AG als auch das Thermostat Multi Temp Phérmacia Bioteghwurden
etwa eine halbe Stunde vor dem Lauf eingeschdligt. verwendete Temperatur lag bei
55 °C. Das zu beladende Gel wurde wéhrend dessedi@uApparatur gelegt, damit es
ebenfalls vorgewdrmt wurde, bevor es anschlielenddie Elektrophorese-Apparatur
transferiert wurde. Das Volumen der aufzutrennerfi@dukte lag bei 8 pl, die mit 2 pl des
den Gelen beiliegenden 5x-Ladepufferfe BDB, Elchrom Scientific Asversetzt und in die
Geltaschen pipettiert wurden. Als Grél3enstandand di@ HyperLadder V 100 LaneBi¢line
GmbH) zum Einsatz Abb. 19. Von dieser wurden 5 pl mit 2 ul desselben 5xdmdfers

versetzt und in eine der aul3eren Geltaschen ppetti

[T ;
2
5
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Abb. 12: DNA-GroRenstandard HyperLadder V 100 Lart&sline GmbH
(Bildquelle: M])
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Die Trennung heterozygoter Produkte erfolgte flr Z&Stunden bei 120 V, wéhrend die
Produkte der mtDNA fur 3,5 Stunden aufgetrennt wardNachdem die Produktldsungen
nach dem Start der Elektrophorese etwas in das deglandert waren, wurde die
Umwalzpumpe auf 1,5 min delay eingestellt.

Die anschlieRende Farbung der aufgetrennten Baedetyte mittels Syt Gold. Hierzu
wurden 50 ml TAE-Puffer10 mM) mit 5 pl Sybf Gold (10.000% versetzt und das Gel unter
einer lichtundurchlassigen Abdeckung fur 30 Minutender Losung schitteln lassen. Die
Entfarbung erfolgte zunachst ebenfalls fir 30 Mamutn einer Destaining SolutiorlQ0x,
ElchromScientific AG von der 500 pl auf 50 ml mit entmineralisierterOHaufgefullt wurden.
Damit der Hintergrund des Gels nicht zu hoch warfplgte daraufhin ein weiterer

Entfarbeschritt in entmineralisiertem®l Giber Nacht.

Das Ausstanzen der PCR-Produkte fand mithilfe desdBicKM-Systems Elchrom Scientific
AG) statt. Wahrend das Gel auf dem Transilluminabmrk Readéf, MoBiTec GmbH lag,
wurde eine Detektorbrille aufgezogen, mit der den@en zu sehen waren. Das Gel wurde
vorsichtig mit einem Tuch trockengetupft, damit giEiteren Volumina tbereinstimmten.

Der Stanzstempel des Stanzrohrchens wurde pit &hgefeuchtet und in dieses eingeflhrt,
sodass der Stempel einige Millimeter zuriickgezogem der Offnung des Rohrchens zum
Liegen kam. Durch eine Drehbewegung wurde das 8ihrchen direkt an der Stelle in das
Gel eingestochen, wo das zu analysierende Fragamanstarksten leuchtete. Der Stempel
wurde langsam zurickgezogen, damit durch den ¢detsteen Unterdruck das
herausgetrennte Gelstick in das Stanzréhrchen bBaobgn wurde. Dieses wurde in ein
0,2 ml PCR-GefaR durch Herunterschieben des Stenijpelrfihrt. Das BandPitk-Prinzip

ist in Abb. 13 dargestellt.

—

Abb. 13: BandPick"-System Elchrom Scientific AG
Links ist ein Ausschnitt aus einem Speddé4ini-Gels zu sehen. Aus der unteren Bande
wurde ein Gelstiick ausgestanzt.
Rechts sind das Ausstanzen eines Gelstiicks urehdehlie3ende Transfer in ein PCR-Gefal}
schematisch dargestellt.
(Bildquelle: yi])
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Aus jeder Bande wurden jeweils zwei Gelsticke astsget und fur die Sequenzierung
mittels F- und R-Primer eingesetzt.
Die Vorgehensweise der Sequenzierung wird in derohfolgenden Abschnitt 2.10.1

erlautert.

2.10 Sequenzierung

2.10.1 Didesoxyribonukleotid-Sequenzierung nach KSanger

Die Bestimmung der Nukleotidsequenz einzelner dmpaiter DNA-Fragmente erfolgt

durch die von F. Sanger und seinen Mitarbeiternwiekelte Didesoxyribonukleotid-

Sequenzierung. Zur Synthese des DNA-Stranges isB'damde des zuletzt angeflgten 2'-
DesoxyribonukleotidtriphosphatdATP, dTTP, dGTP, dCTReine OH-Gruppe erforderlich. Ist
diese OH-Gruppe nicht vorhanden, kann keine Phalpsierbindung mit einem anderen
dNTP mehr eingegangen werden und die Synthese tbeabh Dies macht sich die
Didesoxyribonukleotid-Sequenzierung unter Einsatan vfluoreszenzmarkierten 2’,3'-
Didesoxyribonukleotiden dgdATP, ddTTP, ddGTP, ddC)P zu Nutze und wird

dementsprechend auch als Kettenabbruchmethodecheeéep9).

Vorgehensweise:
Zur Sequenzierung wurde das Big By&erminator v1.1 Cycle Sequencing Kitpplied

Biosystem8) verwendet. Eingesetzt werden jeweils die unmaseF- und R-Primer der zu

untersuchenden Marke®TR-Marker als auch Marker der mtDINA

Direkt in die Sequenzierung konnten die aufgereamg Losungen re-amplifizierter

homozygoter PCR-Produkte und die Losungen mit awginem mtDNA-Produkt zu jeweils

5 ul eingesetzt werden.

Bei Markern mit heterozygoten Produkten und Markéen mtDNA, die mehrere Produkte
amplifizierten, wurden ausgestanzte Gelstiicke derumtersuchenden Fragmente in die

Sequenzierung eingesetzt. Die Gelstlicke entsprahem Volumen von ca. 5 pl.

Der Sequenzieransatz, wie er fur alle verwendetebdh angesetzt wurde, ist in Abb. 14
wiedergegeben. Auch hier wurde auf eine in dem Mo Excel hinterlegte
Rechnungstabelle zuriickgegriffen, die sich bei Weefiungen des Sequenziervolumens, der
Probenanzahl als auch des einzusetzenden PCR-Rescukomatisch aktualisierte.
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Seq Volumen 10 pl
Probenanzahl 1
PCR-Produkt/Gelstick 5 pl

Arbeitskonzentration: F- bzw. R-Primer je 10 uM

Reagenzien 1 Probe 1 {+1) Proben
Seq.Mix 4l & pl
F- bzw. R-Primer 1l 2l

Abb. 14: Sequenzieransatz einer Einzelprobe mit anschlad$ariProdukteinsatz von 5 pl
Um Pipettierungenauigkeiten zu vermeiden wurdedeeiErstellung des Sequenzieransatzes
bzw. bei der Erstellung von Mastermixaemter Verwendung eines groReren Probenumsatzes

eine Probe zusatzlich angesetzt)).

Der Verlauf des Amplifikationsprotokolls ist in Teltke 12 dargestellt und wurde fir alle

untersuchten MarkeS{Rs als auch mtDN@Aangewandt.

Amplifikationsprotokoll:

Tabelle 12: Amplifikationsprotokoll der Sequenzierung

Programmschritt Temperatur (°C) Zeit Zyklenanzahl
Initiale Aktivierung 96 30 1
Denaturierung 96 30

Annealing 50 15* 25
Extension 60 4

Nach dem Programmende wurden die Proben automadisicd °C abgekuhlt und bis zur
weiteren Verwendung bei dieser Temperatur im Thegwler GeneAmp PCR System 2400
(Applied Biosyster®) belassen.

2.10.2 Aufreinigung der Sequenzierprodukte mit CerieSep Spin Columns und
anschlieBende Kapillarelektrophorese

Die Centrt Sep Spin ColumnsP(inceton Separations, Ipavurden dazu konzipiert schnell und
effizient Uberschissige Dye-Terminatoren, Salze TN und andere niedermolekulare
Komponenten nach einer erfolgten Sequenzierungsoeakus der Loésung zu entfernen. Die
Verunreinigungen adsorbieren an eine Gelmatrix, revdth das aufgereinigte Sequenzier-

produkt in HO oder einem ausgewahlten Puffer eluiert wird.
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Vorgehensweise:
Alle aus Abschnitt 2.10.1 erhaltenen Sequenziewgeted wurden mit dieser Methode

aufgereinigt.

Die trockene Matrix eines Spin Columns wurde in 8é&ule nach unten geklopft und mit
800 ul  Ampuwa-HO aufgeschwemmt, woraufhin die Sé&ule invertiert deur Die
aufquellende Matrix wurde durch Anschnippen an Deckel gleiten gelassen und die Saule
anschlieBend nochmals invertiert, so dass die katreder zum Boden der S&ule zuriick
glitt. Dabei war darauf zu achten, dass keine La$#n in der Matrix verblieben. Etwaige
Blasen wurden durch Anschnippen der Saule entfddme. Saulen wurden fur mind.
30 Minuten quellen gelassen.

Nacheinander wurden der Deckel und der Stopfen adeB der Saule entfernt, um
anschlieend mit einem Pipettenball fir Pasteutf@pedurch leichten Druck von oben auf
die Saule vier Tropfen ¥ aus der Matrix zu entfernen. Die Séaule wurde im 2 ml
Reaktionsgefal eingesetzt und flr 2 Minuten bed@.pm zentrifugiert, um interstitielles
H,O aus der Matrix zu entfernen.

Die Sequenzierprodukte wurden mit 10 gl Ampuw®Hyemischt, mittig auf die Matrix der
Séaule gegeben und diese in ein 1,5 ml ReaktionBgés@rfuhrt. Anschliel3end erfolgte eine
erneute Zentrifugation fiir 2 Minuten bei 3.000 rpm.

Die aufgereinigten Produkte befanden sich nach dentrifugation in den 1,5 ml
ReaktionsgefaRen, welche anschlieRend zum Eindngger Vakuumzentrifuge Speed \fac
SPD D111V $avan} fur 40 Minuten bei 35 °C im Vakuum zentrifugiertirden.

Fir die nachfolgende Kapillarelektrophorese wurdieneingeengten Proben in 20 pl Hi'Bi
Formamide aufgenommen und ausschlieBlich mit derhP¥BSM™ 310 Genetic Analyzer
analysiert. Die Datenanlyse erfolgte mittels deft@are Sequencing Analysis v5.4llés
Applied Biosysten®® und die anschlieBende Auswertung mittels der &echef" 5.0-

Software Gene Codes Corporatihn
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2.11 Datenanalyse

2.11.1 Erstellung einer Populationsdatenbank

Die Populationsdatenbank findet sich in einem Ekmfkument wieder und beinhaltet
mehrere Tabellenblatter. Diese umfasst u. a. eibellenblatt mit einer Liste aller

Katzenindividuen sowie den Angaben Uber GeschleBarugsquelle, Extraktionsmethode
und Konzentration der DNA-Probfal{s bekannt

Des Weiteren sind durch Berechnungsformeln untengiar verknupfte Listen enthalten.
Anhand der Typisierungsergebnisse aller Individuanden die Frequenzen der Allele pro
STR-Markersystem und deren Haufigkeitsverteilunggmtomatisch berechnet und in
Diagrammen dargestellt. Weitere Informationen zst&yeigenschaften und Markergré3en

sind in separaten Tabellenblattern enthalten.

2.11.2 Berechnung der Heterozygotie und des Hardy-#hberg-Gleichgewichtes

Die Berechnung der beobachteten und erwartetenrézsgigotie H, und H) eines jeden
Markers wurde mit der frei im Internet zuganglich®aoftware Cervus 3.0.6 durchgeflhrt
(http://www fieldgenetics.com/pages/login Jsiese stellt ein Mal3 fur die Diversitat innethal
der untersuchten Population dar. Zusatzlich erolgtter Verwendung der Software eine
Uberprifung dahingehend, ob eine unabhangige Wemggider Merkmale nach Hardy-
Weinberg erflillt ist. Hierbei wird berechnet, inweit die beobachteten Genotypfrequenzen

von den zu erwarteten signifikant abweichen.

2.12 mtDNA-Analyse

Bei der Untersuchung der mtDNA kann auf verschiedBareiche zuriickgegriffen werden.
Hauptsachlich werden hierbei die Bereiche der Kalinggion und des Cytochrom b-Gens
beriicksichtigt. In dieser Arbeit als auch im Rahne@mer Masterarbeitlp9 wurden diese

beiden Bereiche auf der mtDNA verwendet, um entwesleen spezifischen Artnachweis
oder eine Haplotypisierung speziell an Hauskatzerchizufiihren. Die beiden Methoden

sollen im Nachfolgenden erlautert werden.
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2.12.1 Haplotypisierung der Hauskatze

Eine durch Tarditi et al. veroffentlichte Studienv@011 [21] wurde im Rahmen einer
Masterarbeit auf ihre Korrektheit und Effizienz hiberpruft und durch die Untersuchung
angrenzender Bereiche auf der mtDNA ausgeliag.|

Die Studie beschéftigte sich im Detail mit der Uatehung der Kontrollregion voR. s.
catus Die als Vergleich dienende Referenzsequenz d&N/mtGenoms 97] war aufgrund
ihrer Einzigartigkeit Klaplotyp 33 in dieser Studie zum Abgleich der erhaltenen Mijien
nicht geeignet. Deshalb generierten die Autorenld®ld mtDNA Kontrollregion-Sequenzen
eine eigene Referenzsequenz, die als Sylvesteenefe Sequenc8RS bezeichnet wurde.

Im selben Jahr fuhrten Grahn et dl23 eine weiterfuhrende Studie des durch Tarditilet a
[12]] untersuchten Bereiches durch. Die zuvor von Taedial. [L121] erhaltenen Ergebnisse
wurden in diese Studie miteinbezogen.

Insgesamt konnten 12 universelle Haplotypen A -Qenbpank: EU864495 — EU864506
typisiert werdeng3,6 %9, die wiederum 30 Unterhaplotypen bilden, die 46 der Katzen
reprasentiert wurden. Die Frequenzen der Haplotydken kombinierter Populationen lagen
bei > 1 %. Einzigartige Haplotypen, die durch jda/&in Individuum repréasentiert wurden,
traten zu 7,5 %n( = 109 auf. Insgesamt 0,9 % der Mitotypen £ 3 konnten keinem
Haplotyp oder einer Haplogruppe zugeordnet werdamd uwiesen zudem keine
entsprechenden Frequenzen auf. Diese wurden asaagte OutlinersQL) bezeichnet.
Zusammengefasst wurden 149 Haplotypen identifizigie eine Ahnlichkeit von 98,4 %
zueinander aufwiesen, die universellen Haplotypeheariicksichtigt.

Vier Haupthaplotypen A - D, die durch 60 - 70 % #atzen reprasentiert wurden, waren in
allen untersuchten Populationen vertreten. Keine Ri@pulationen wies jedoch alle 12
universellen Haplotypen gleichzeitig auf. Vergleéignan die haufigsten Haplotypen der
Studie von Grahn et al122 mit denen der Studie von Tarditi et all2f] lassen sich

Ubereinstimmungen feststellen. Folgende Zuordnukgenen durchgefiihrt werden:

Mitotyp A = Mitotyp 2
Mitotyp B = Mitotyp 1
Mitotyp C = Mitotyp 3
Mitotyp D = Mitotyp 4

In der Masterarbeitip9 wie auch in der vorliegenden Arbeit wurde auf doe Grahn et al.

[127] verwendete Nomenklatur zuriickgegriffen.
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2.12.2 Artspezifitat

2.12.2.1 Primer MM - Kontrollregion

Durch Herrn Dr. Hechtlfstitut fir Veterinar-Pathologie der Justus-Liehigiversitat Giessen
wurden ursprunglich spezifische Primer fur den Bafheles melgsin der Kontrollregion
der mtDNA generiertRrimer MM). Die Uberprifung der Artspezifitat zeigte jedodass die
synthetisierten Primer flr alle getesteten SpeRreslukte spezifischer Lange amplifizierten,
die sich voneinander unterscheiden lieRen. Sominteo dieses Primersystem dazu genutzt
werden, um mittels der Kontrollregion einen Artnaeiis durchzufuhren.

Spezifische Produkte einer Ladnge mit 440 bp weifderPferd, mit 684 bp fir Katze, mit
393 bp fur Hund, mit 538 bp fur Rind, mit 484 bp fchwein und mit 540 bp fir Mensch
erhalten.

Die Affinitdt der Primer MM zur mtDNA des Menscheést nur sehr gering, weshalb die
Amplifikation des menschenspezifischen Produktes loei sehr hohen Konzentrationen
erfolgt. Dies ist durchaus sinnvoll, da tierisch@uf&n haufig an Kleidungssticken
sichergestellt werden, die erfahrungsgemal starknemschlichen Epithelien behaftet sind.
Aufgrund der RS2-Region in der Kontrollregion deatke treten geh&uft Heteroplasmien auf,
wobei meist neben dem 684 bp-Produkt weitere Preduk Abstand von ca. 80 bp erhalten

werden.

2.12.2.2 Tobe und Linacre - Cytochrom b

Die Wissenschaftler Tobe und Linactel4] entwickelten einen Multiplexansatz mit dem 18
europaische Spezies der Saugetidan{imalig anhand der mtDNA parallel voneinander
unterschieden und auch Mischungen dieser Spexasrdrund identifiziert werden kénnen.
Der Untersuchungsschwerpunkt lag auf der SequeszGiyeochrom b-Gens. Mittels drei
universeller F-Primer und je zwei speziesspeziBscR-Primer wurden pro Spezies zwel
Produktpeaks bekannter und unterschiedlicher Gadfddifiziert. Eine Ausnahme bildete der

Igel; fir diesen war nur ein spezifischer R-Prinmedem Multiplexansatz enthalteAtb. 15.
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RRT. Cytochrome b 143
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Abb. 15: Schematische Darstellung der Sequenz des CytodmGens
Die senkrechten Balken stellen die Lage der dreremsellen F-Primer in der Sequenz des
Cyt b-Gens dar. Die jeweils hierzu waagerechterienirzeigen die speziesspezifischen R-
Primer der im Multiplex enthaltenen Saugetierspeaie mit den jeweiligen  universellen
F-Primern ein Produkt amplifizieren. Fur jede Speziwerden somit zwei Produkte
spezifischer Grof3e erhalte@rbRenangabe am Ende der Balken ip pne Ausnahme bildet der
Igel, da im Multiplex nur ein igelspezifischer RilRer enthalten ist.
(Bildquelle: [L14))

Aufgrund des Spurenaufkommens wurden die Primer Sjmzies PferdEQuus caballug
Katze €. s. catupy und Hund Canis lupus familiariy zu dem Multiplex ,HoCaDo*
(Abkurzungen fir die englischen Bezeichnungen tmmse, Cat und Dog) vereint als auch die
Spezies KuhBRos tauru$, Schwein Sus scrofg Ziege Capra hircug und Schaf Qvis arie zu
dem Multiplex ,,CoPiGoSh* Abkirzungen fir die englischen Bezeichnungen @ow, Pig, Goat
undSheep.
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2.13 Besondere Methoden der DNA-Extraktion

2.13.1 DNA-Extraktion aus Haarwurzeln mittels Magnepartikelseparatoren
Zur Optimierung der DNA-Extraktion aus Haaren wurddrei Geradte getestet, die sich
zurzeit auf dem Markt befinden. Folgende Gerateddam Frage:

¢+ Maxwell 16 der Fa. Promega
¢ King Fishel™ Duo der Fa. Thermo Scientific
¢ EZ1 Advanced der Fa. Qiagen

Im Fachbereich KT31Humanspurehwaren zwei Gerate des EZ1 Advanced der Fa. Qiagen
vorhanden. Freundlicherweise stand eines dieseit&é&ir die Testreihe zur Verfigung. Die
anderen Geréate wurden von den oben genannten Fiimemen Zeitraum von 2 - 3 Wochen
mit den entsprechenden Kits ebenfalls zur Verfuggestellt und in den Laboren von KT32
im BKA Wiesbaden getestet.

Als Referenzmethode fir die Extraktion galt die ider Fallarbeit eingesetzte
Phenol/Chloroform-Methode. Diese wurde bei jedems\Mehsansatz zusatzlich durchgefihrt.
Eine ausfuhrliche Darstellung der Versuchsbedingangnd Vorgehensweisen erfolgt gerate-

spezifisch in den nachfolgenden Abschnitten.

2.13.1.1 DNA-Extraktion aus Haarwurzeln mittels Maxvell® 16 Promegd)
Der Magnetpartikelseparator Maxw®lIlL6 der Fa. Promega ist dazu ausgelegt bis zu 16

Proben gleichzeitig zu bearbeitexbb. 16).

Abb. 16: Magnetpartikelseparator Maxw@lL6 Promegh
(Bildquelle: pii])
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Mittels des auf Magnetpartikel basierenden Systkémen selbst aus schwierigen Proben,
die nur minimale Mengen an DNA enthalten, hohe Ausén reinster DNA erzielt werden.

Der Transport der DNA innerhalb des Gerates erfoight in Pipetten, sondern Gber Plunger.
Dies sind StoRel, in die der Magnet hinein fahrtd udiese wahrend des gesamten
Extraktionsvorgangs nicht abstof3t. Die Magnetpaltikit der gebundenen DNA lagern sich
mittels der Magneten auf3en an den Plungern an @ndew so zu den jeweiligen Kavitaten
transportiert.

Auf forensisch relevante Proben ist speziell dSA IQ™ Casework Pro Kit* ausgelegt.

Vorgehensweise:
Die Lyse der Haarwurzeln erfolgte mit der Origifredmie der Fa. Promega aus dem Kit

»DNA IQ™ Casework Pro Kit“ unter Verwendung des TNCa-Puffers.

Die unterschiedlichen Versuchsansatze wurden miaréta der Katzen Ktz001 Ha,
Ktz020_Ha und Ktz137_Ha durchgefiihrt. Neben denmgrruAbschnitt 2.2.2 beschriebenen
Haaren fanden zudem auch sehr feine Haare der K&ti87 Ha in einem separaten Ansatz

Verwendung.

Die in den Kits enthaltenen Kartuschen sind fur Bearbeitung von jeweils einer Probe
ausgelegt. Die Versiegelung einer Kartusche wuteett entfernt, so dass die einzelnen

Kavitaten komplett offen waren.

DNA IQ™ Casework Pro Kit*:
Um die 100 pl des TNCa-Lysates auf das gleiche Melu zu bringen, wurden 300 ul des

Casework-Puffers als auch 200 pl des Lysepufferaupipettiert eide Lésungen sind im Kit

enthalten und anschlie3end in die erste Kavitat einer Ksutte UbertragemNCa-iQ).

Bevor die Kartuschen und 0,5 ml Elutionsgefal3e as Gerét eingesetzt werden konnten,
mussten die Elutionsgefalle mit einem entsprechenttdomen an Elutionspffer oder
Ampuwa-HO aufgefillt werden. Fur die Originalanséatze beidies wurden die enthaltenen
Elutionspuffer und fir die kombinierten TNCa-Ans#&itAmpuwa-HO verwendet. Das
vorzulegende Volumen liegt fir den verwendeten Mddus (EV = Low Elution Volumg
zwischen 50 - 100 pl. In allen Versuchsansatzerdamui/olumina von 50 ul gewahlt und

vorpipettiert. Nach dem Einsetzen der Kartuschenaalkch der Elutionsgefalie in das Gerat
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erfolgte die DNA-Aufreinigung vollautomatisch naéiblauf des ausgewéhlten Programmes
(,FFPE/Cells LEV Modus).

Bis zur weiteren Verwendung verblieben die Probein20 °C.

2.13.1.2 DNA-Extraktion aus Haarwurzeln mithilfe des King Fisher™ Duo (Thermo
Scientific)
Mit dem Magnetpartikelseparator King FisHérDuo der Fa. Thermo Scientific kdnnen in

einem Arbeitsdurchgang bis zu 12 Proben gleichzbsiarbeitet werdem\bb. 17).

Abb. 17: Magnetpartikelseparator King Fisf8Duo (Thermo Scientifi}
(Bildquelle: piii])

Ein groRer Umfang an unterschiedlichsten Probem kait diesem Gerat in kirzester Zeit
flexibel bearbeitet werden. Die Extraktion, Aufrgung und der Transport der DNA erfolgt

mittels Magnetpartikeln, die von Aul3en an StoRetriblagnete angezogen werden. Die
Magnete fahren in die StoRRel hinein, halten diesérend des Programmablaufs fest und
transportieren so die Magnetpartikel zu den jegerli Kavitaten der Reagenzplatte.

Fur das System, das mit 12 Magneten ausgestdttetird eine 96er-Platte angeboten, die
individuell und je nach verwendetem Kit mit den @flealien und Waschlésungen

eigenhandig bestickt wird. Auch ist es mdoglich Katsderer Firmen auf dem Gerat zu
verwenden und ein Programm fir diese zu erstelisrwurde u. a. dg€rime Prep Adem-

Kit“ von Ademtech getestet. Speziell das letzte Kitaist Problem- und Minimalspuren

ausgelegt.

Vorgehensweise:
Unter Verwendung des Kits von Ademtech fand dieeLggsschlief3lich unter Zuhilfenahme

des TNCa-Puffers statt, da mit der Lyse der Haach Herstellerangaben keine vollstandige
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Lyse erfolgt ware. Nach ca. 1 Stunde waren die &laagist vollstdndig verdaut, sodass die
Lysate weiterverarbeitet werden konnten.

Fur die unterschiedlichen Versuchsansatze wurdemeHder Katzen Ktz001_Ha, Ktz020_Ha
und Kitz137_Ha eingesetzt. Ein Versuchsansatz bggingass neben denen unter
Abschnitt 2.2.2 beschriebenen Katzenhaaren auchtawgeidinnere Haare der Katze
Ktz137_Ha eingesetzt wurden.

Das Bestlicken der 96er-Platte mit der jeweiligerer@ile @indepuffer, Magnetpartikel,
Waschlosungen efcerfolgte nach den Vorgaben der Kits und war zlis$it den gespeicherten

Programmablaufen auf dem King FisheéDuo selbst zu entnehmen.

,Crime Prep Adem-Kit":

Zu dem TNCa-Lysat wurden 300 pl des im Kit enthadte Lysepuffers hinzupipettiert, bevor
dieses mit dem Puffergemisch, das die Magnetparikehielt, vereint wurde TNCa-
Ademtech).

Die Elution erfolgte in einem separaten Elutiorstn mit offenen Kavitaten. Fiur die
Originalansatze und den ,TNCa-Stratec*-Ansatz warde nur 50 ul Elutionspuffer
verwendet und vorpipettiert. Die Elution erfolgtawehl in 50 pl als auch in 100 pl Ampuwa-
H.0.

Nach der Bestiickung des Gerates mit der 96er-Replgdte als auch dem Elutionsstreifen,
wurde das zu dem Kit entsprechende Programm auf @erat ausgewahlt und gestartet.
Hierbei wurde in jedem verwendeten Programm eimali@ Elution festgelegte Temperatur
von ca. 70 °C gewahlt. Nach Ablauf des jeweiliggagPamms wurden die DNA-L6sungen

aus den offenen Gefal3en in verschlieRbare Reageddse tberfuhrt.

Bis zur weiteren Verwendung verblieben die Proba&n20 °C.
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2.13.1.3 DNA-Extraktion aus Haarwurzeln mithilfe des EZ1 Advanced (Qiagen)
Der Magnetpartikelseparator EZ1 Advanced der Fi@regen kann parallel bis zu 6 Proben
aufarbeitenAbb. 18.

== Ay

<

-
Abb. 18: Magnetpartikelseparator EZ1 Advanceéxagern)
(Bildquelle: [ix])

Zwei dieser Gerate befanden sich im FachbereichlK@8manspuren Die Versuchsreihen
fanden an nur einem der beiden Gerate statt, se das gleichen geratespezifischen
Vorraussetzungen fiur unterschiedliche und miteiearnzli vergleichende Laufe gegeben
waren.

Die Losungen als auch die Magnetpartikel mit deriraren gebundenen DNA werden bei
dem EZ1 Advanced in Pipetten transportiert. EimketaMagnet zieht gegen Ende der DNA-
Extraktion die Magnetpartikel innerhalb der Pipettan deren Wand, so dass die im
Elutionpuffer gel6st vorliegende DNA in die zuvarbitgestellten Elutionsgefal3e abgegeben
wird. Das Prinzip der Magnetpartikelseparation B2 Advanced ist in Abb. 19 schematisch

dargestellt.
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EZ1 DNA Invesigator Procedure

Magnefic
separation

Magnetic
separation

Elute

Pure, high-quality DNA

Abb. 19: DNA-Isolierung mittels Magnetpartikelseparatia3?
Mit Hilfe des EZ1 Advanced erfolgt die DNA-Isoligrg aus unterschiedlichsten
Spurenmaterialien in funf Schrittehyée, Binden an Magnetpartikel, Waschen, Separatien

Magnetpartikel und Elutign

Mit dem ,EZ1® QlAamp DNA Investigator Kit* kann eine groRe Bandbreite an Proben
untersucht werden. Ausschlaggebend ist die Ausigguih forensische Spurentrager. Zudem
ist eine carrier RNAJRNA) vorhanden, die es ermdglicht selbst geringstedderan DNA
aus den Proben isolieren zu kénnen.

Es besteht die Mdglichkeit, auch in Verbindung aém Kit, drei von ihrem Ablauf her

unterschiedliche Protokolle zu verwenden. DBsce-Protokoll* (TP) ist fur die Isolierung

von totaler DNA aus forensischen Prob&er(-DNA als auch mitochondriale DNAentwickelt

worden. Auch das,TipDance-Protokolf (TD) ist auf dieselben Proben ausgelegt. Der

Unterschied besteht darin, dass sich wahrend deettlérvorgdnge die Spitzen in den
Kavitaten nach vorne und hinten bewegen. Das maeht nicht mehr notwendig
Wattestabchen, Zigarettenstummel oder andere NAagsrivor der Probenbearbeitung an den
GefalBboden zu zentrifugieren. Bei dem dritten Ha@to handelt es sich um das

.LargeVolume-Protokoll (LV). Es ist ebenfalls auf die oben genannten Prohsgeegt

jedoch liegen die Probenstartvolumina bei bis 2 |50
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Vorgehensweise:
Der dem Kit beiliegende Lysepuffer wurde nicht venget, da die Lyse je nach Haarmaterial

mehr als 8 Stunden in Anspruch genommen hatte. Hedevauf den TNCa-Puffer
zuruckgegriffen TNCa-TB.
Es wurden ausschlief3lich Haare der Katze Ktz137#UHdie Versuchsansatze verwendet.

Die im Kit enthaltenen sog. Cartridges enthaltes @hemie fur die DNA-Aufreinigung und
die dazugehérige Magnetpartikelsuspension. Je amri@ge ist fir die Bearbeitung einer
Probe ausgelegt. Vor dem Gebrauch wurden dieseemeeNtale Gber Kopf invertiert, um die
Magnetpartikel zu resuspendieren und in das CgearlRlack geschoben. Fir die Bestiickung
des Tip-Holders erfolgte das Einsetzen von Filfgfien, der Elutionstubes und der 2 mi
Reaktionsgefalle, in denen die Lyse stattgefundénCha Lysate wurden ohne jeglichen
Zusatz Ausnahme,LargeVolume-Protokoll* und die Zugabe von cRNA, s.)osofort weiter
verarbeitet. Das Cartridge-Rack als auch der Timetowurden in den EZ1 Advanced
eingesetzt, eines der drei Programmgdrgce-Protokoll“, ,TipDance-Protokoll* oder
.LargeVolume-Protokoll) ausgewahlt und gestartet. Die Cartdrigdes wuiaeschliel3end
durch das Geréat selbst perforiert und die Aufreingy bis hin zur Elution vollautomatisch
durchgeflhrt.

Die Elution der DNA fand in 50 ul D statt, welches sich in den Cartridges befand. Das
Volumen wurde vor Programmestart festgelegt. Nacbhn8ieggung des jeweiligen Programms
konnten die ElutionsgefafRe entnommen und mit eiBehraubdeckel verschlossen werden.
Der Rest der Materialen wurde komplett verworfen.

Bis zur weiteren Verwendung verblieben die Probein20 °C.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl geeigneter STR-Markersysteme

Aus der Vielzahl, der in der Literatur beschrieber®TR-Markersysteme fliF. s. catus
wurden speziell Tetranukleotid-Repeatmarker auspbéwBiese sind im Gegensatz zu Di-
und Trinukleotid-Markern unempfindlicher gegenubeiner Strangverschiebung und
erleichtern durch die Bildung von niedrigen Stqitedukten die Interpretation der jeweiligen
Produktpeaks erheblicki€he hierzu Abschnitt 1.8.1

Insgesamt wurden 20 STR-Markersysteme ausgewatilentweder mit den in der Literatur
beschriebenen Primerpaaren getestet oder es erfedfion vor der ersten Testphase eine
Reduktion des Produktgrof3enbereichs durch die Ntiege geeignet erscheinender Primer.
Bei einigen Markern kamen sowohl die Originalprinaés auch neu generierte Primer zum
Einsatz.

Alle 20 getesteten Markersysteme sind der Tab&8leulentnehmen.

Tabelle 13:Verwendete Tetranukleotid-Markersysteme

System verwendete Primer Referenz
F27 aus der Literatur [53,138]
F37 aus der Literatur + neu designt [53,138]
F41 aus der Literatur [54]
F42 aus der Literatur + neu designt [53,138]
F53 aus der Literatur [53]
F85 aus der Literatur [54]
F141 neu designt [54]

FCA441 aus der Literatur + neu designt [53,138]

FCA559 aus der Literatur [53,138]

FCAT723 neu designt [53,138]

FCAT730 neu designt [53]

FCA733 aus der Literatur [54]

FCA734 aus der Literatur [53,138]

FCAT736 neu designt [53]

FCAT739 neu designt [53,138]

FCA740 neu designt [53,138]

FCA742 aus der Literatur + neu designt [53,138]

FCA744 aus der Literatur + neu designt [53,138]

FCA747 aus der Literatur + neu designt [53,138]

FCA749 neu designt [54]
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Die STR-Marker F41, F53, F85, FCA723, FCA736 undAFF89 lieferten nur unzulangliche
Ergebnisse. Neue Primer wurden bei vielen nachedstien Testversuchen synthetisiert, aber
auch diese zeigten nach Amplifikation nicht den @eschten Erfolg. Bei einigen Systemen
wurde aufgrund der umliegenden Sequenz davon abgeseeue Primer zu designen, da
entweder so der Produktgrof3enbereich tGber 300 dpmdar sich aber ein A-Stretch, d.h.
mehrere aufeinander folgende (A)-Basen, direktbzov. nach der Repeatsequenz befand. Als
Beispiel hierfir sei das Markersystem F41 dargikstBlach Amplifikation zeigten sich
Produkte, die gespaltene Signale aufwiesen. Dietaes sich aus meist sechs Strukturen
zusammen, die sich jeweils um ein Basenpaar vonéeraunterschieden. Es wurden pro
Allel zwei der Strukturen sehr stark reprasentidedoch konnte nicht differenziert werden,
bei welchem es sich um den Hauptallel-Peak hand#dteeren Hohen variierten und mal das

vordere oder das hintere Signal verstarkt ampdifiaivurde §iehe Abb. 2
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Abb. 20: System F41
Dargestellt sind die Produkte der Proben KtzO02hSmozygo} und Ktz004_Sp

(heterozygok

Aufgrund von unumganglichen Schwierigkeiten bei denplifikation der oben genannten
Markersysteme nfcht alle Daten gezeigtwurden diese von der weiteren Untersuchung

ausgeschlossen.

Die verbliebenen 14 STR-Systeme aus Tabelle 13esehi fir weitere Untersuchungen
geeignet. Falls nétig wurden weitere Optimierunpgette durchgefuhrt, bei denen es sich in

erster Linie um die Reduktion des Produktgrof3entlesehandelte.

3.1.1 Optimierungsbeispiele ausgewahlter STR-Markeystemen
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Im weiteren Verlauf sind die Marker, bei denen eimpassung des Produktgrol3enbereichs
vorgenommen wurde, mit dem Zusatz ,_vkz“ gekenrim®t ¢. B. FCA441 vk} und grenzt
diese klar von den Systemen ab, die mit den Oiigiimaern aus der Literatur verwendet
werden. Bei den Markern, fur die mehrere Neusymthesines Primers nétig waren, ist der
Zusatz ,_vkz X* gegeben, wobei X" fur die Anzahéddurchgefiihrten Neusynthesen steht
(z. B. F141_vkz3 - drei Primerkombinationen warenigiyoum die gewiinschte Amplifikation zu
erreiche.

Lediglich die Markersysteme F27, FCA559, FCA733 uR@A734 wurden mit den
Originalprimern aus der Literatur verwendet. Ben destlichen 10 STR-Markern erfolgten

Optimierungen, die nachfolgend an zwei reprasamatBeispielen erlautert werden.

3.1.1.1 STR-Marker F42

Die Primer zur Amplifikation dieses Markersystemsirden zunachst aus der Literatur
entnommen43,138. Der beschriebene Produktgrél3enbereich sollteneBereich von 202 -
238 bp umfassen. Nach Untersuchung von 36 Individkemnte ein Produktbereich von 194 -
230 bp erfasst werden, der durch insgesamt 12eAlegrasentiert wurde.

Bei der Amplifikation mit einer Annealingtemperatuwn 56 °C zeigten sieben heterozygote
Proben eine sehr starke Imbalance, wobei einebeiden Peaks teilweise nur bis zu 1/6 der
Hohe des anderen Peaks erreichte. Eine Erniedrigierg Temperatur bis auf 52 °C
verbesserte die Amplifikation des geringer reprisgen Peaks der heterozygoten Proben
(Daten nicht gezeiyt Da eine Mutation in einer der beiden Primerbstdiden vermutet wurde,

wurden neue Primerpaare synthetisiert.

F42 vkz:Sowohl der F- als auch der R-Primer wurden furwdagkirzte System naher an die
Repeatstruktur heran gesetzt. Somit sollte sichuainca. 100 bp kleinerer Produktbereich
(76 - 112 bp ergeben.

Getestet wurden zunachst vier Individuektz012_Sp_neu, Ktz014_Sp, Ktz025_Sp und
Ktz027_Sp. Die Amplifikation erfolgte mit einer Annealingtgeratur von 56 °C. Im
Gegensatz zu dem unverkirzten Markersystem F42t&ormittels der neuen Primer die
heterozygoten Produkte der verwendeten Proben ngdesthstark amplifiziert werden.
Lediglich Ktz014 _Sp wies eine Imbalance auf. Dielswar jedoch nicht das Produkt
betroffen, welches bei dem unverkirzten Systeminens geringeren Umfang amplifiziert
wurde und nur mit einer Temperatur von 52 °C demiesgn Peak annahernd angeglichen

werden konnte Qaten nicht gezeit Des Weiteren zeigte Ktz012_Sp_neA){Peaks. Die
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heterozygoten Produkte unterschieden sich um Ilobpimander, wodurch durch die Bildung
von (-A)-Produkten der Peak bei 95 bp hoher ausfiel atsR#mk bei 96 bpApb. 21).
Daneben traten bei ~ 62 bp Dye-Blobs auf, die ddrelen Farbstoff verursacht wurden.
Diese storen die Interpretation der Produkte jedoudht, da sie sich nicht in dem zu
erwartenden Grol3enbereich befanden und sich zudeoh dhre hiigelige Form von den
eigentlichen Peaks unterschiedsiel{e ebenfalls Abb. 21
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Abb. 21: System F42_vkz
Dargestellt sind die amplifizierten Produkte derodgn Ktz012_Sp_neu, Ktz014_Sp,
Ktz025_Sp und Ktz027_Spdn oben nach untgnBei einer Annealingtemperatur von 56 °C
erfolgt eine teils gleichstarke Amplifikation dereterozygoten Produkte. Die Probe
Ktz012_Sp weist (-A)-Peaks aubfe Pfeilg, wodurch die Intensitat des Allelpeaks bei 95 bp
durch den (-A)-Peak des 96 bp-Produktes verstéirkt wwerner sind Dye-Blobs zu erkennen,

die sich von den eigentlichen Peaks aufgrund iRoem und Lage abgrenzesthwarze Pfeile

Zur weiterfuhrenden Untersuchung des Systems wurdedchst 15 Proben getestet. Diese
wiesen teilweise deutlicheA)-Peaks auf. Haufiger waren jedoch schulterartigek8iren
am Peakbeginn zu erkennen, die ebenfalls auf eamderfde Adenylierung durch die
AmpliTaq Gold-Polymerase zuriickgefilhrt werden kénntebb( 22).
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Abb. 22: (-A)-Artefakte des Systems F42_vkz
Dargestellt sind die Produkte der Proben KtzOO7ufg Ktz010_Sp, die am vorderen Teil
ihrer Peaks deutlich schulterartige Strukturen aifen §chwarze Pfeile

Der direkte Vergleich der Produktgro3en des Magstesns F42 mit denen des verkirzten
Markers F42_vkz zeigte einige Unstimmigkeiten. Uneglnet sollte das zuvor 222 bp grof3e
Produkt eine Lange von 95 bp aufweisen. Diese Grzilg@dnung ergab sich jedoch auch fur
Produkte, die zuvor bei einer Lange von 201 bp 20@ bp detektiert wurden. Des Weiteren
konnten dem 222 bp langen Produkt des Systems lb&izse Produkte mit einer Lange von
99 bp zugewiesen werden. Diese Produktzuordnumdgésfjedoch gleichzeitig auch fir das
zuvor 226 bp lange Produkt. Dies macht deutlichssdaurch die Verkirzung des
Produktgrdl3enbereichs auch eine Reduzierung dealArder vorher reprasentierten Allele
und damit ein Informationsverlust stattgefunden hat

Unter Verwendung des verkirzten Markersystems ralussit (A)-Strukturen bei der
Auswertung gerechnet werden. Um dem vorzubeugemgevder unmarkierte Primer des
verkirzten Systems F42_vkz mit eine@T()-Tail versehen. Laut Brownstein et &3] kann

so die Bildung von-f)-Peaks vermieden werden.

F42 vkz_neu:

Fur das Markersystem F42 vkz _neu wurde der R-Prohesr Markers F42_vkz mit einem
(GTT)-Tail modifiziert. Der ProduktgréRenbereich vergedte sich um drei bp und sollte nun
einen Produktbereich von 79 - 115 bp abdecken.

Getestet wurden wiederum zunéchst vier ProlxeéroQ7_Sp, Ktz010_Sp, Ktz012_Sp_neu und
Ktz014_Sp, die bei vorherigen AmplifikationenA)-Peaks und/oder hligelige Strukturen am
Peakbeginn aufwiesen. Nach Amplifikation mit ein&nnealingtemperatur von 56 °C
konnten weder-A)-Peaks noch andere Strukturen nachgewiesen wébdgsn nicht gezeijt

Durch das Hinzufigen der drei BaseB@T{) an den unmarkierten Primer wurde die
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Peakstruktur deutlich verbessert. Lediglich fieleeimbalance bei Probe Ktz014_Sp auf, die
sich jedoch im Vergleich zu vorherigen Versuchemiger stark auspragte. Der niedrigere
Peak erreichte eine Hohe, die ungefahr 2/3 der ldésezweiten Peaks entsprach.

Wie unter F42_vkz bereits beschrieben, fanden dufieh Neusynthese des R-Primers
Umstrukturierungen in  den detektierten Produktgni3etatt, weshalb teilweise
Doppelzuweisungen von Produktgrof3en des SystemszE4Rroduktgrof3en des Systems
F42_vkz_neu erfolgten.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurde das Bbftagistem F42 vkz _neu fir

weiterfihrende Untersuchungen verwendet.

3.1.1.2 STR-Marker F141 vkz

Das Markersystem F141 wurde sowohl von Menotti-Raydhet al. $3,138 als auch von
Miuller et al. p4] fur Untersuchungen verwendet. Entsprechend ddiegenden Sequenz aus
NCBI wurden mittels des Programms Primer3Plus eiren F- als auch R-Primer erstellt. Der
urspringliche GroRenbereich lag fiir das SystemNtillier et al. p4] bei 215 - 271 bp.

Mit den neu verwendeten Primern wurde das Systefreiaen Bereich von 155 - 211 bp
verkirzt. Durch die Untersuchung von 35 Proben kmem Produktbereich von 155 - 191 bp
detektiert werden, der neun Allele beinhaltetegésamt konnten mit diesem Markersystem
acht Individuen mit heterozygoten Prdouktpeaks gaber 27 Individuen mit homozygoten
Produkten erfasst werden.

Fur funf Proben stellte sich nur eine schwadfte0l7_Sp, Ktz018_Sp, Ktz022_Sp, Ktz028) Sp
bis gar keine Amplifikation Ktz025_Sp ein. Wiederholungsansatze fuhrten zu &hnlichen
Ergebnissen. Wahrscheinlich liegt auch hier eindation in einer der Primerbindestellen

vor.

F141 vkz2:Fir das System F141 vkz2 wurde ein neuer R-Pruoesignt. Da der zuvor
verwendete R-Primer an einer Stelle sal3, die €lie¢rarepeat der Repeatstruktur beinhaltete,
wurde dieser etwas weiter nach aullen gesetzt3‘(Richtung. Der neu berechnete
Produktgréf3enbereich lag bei 158 - 214 bp.

Zunéchst wurden neben Proben, die eine erfolgrefamglifikation bei Verwendung des
Systems F141 vkz zeigten, auch die Proben getéstetn Produkte nicht oder nur in einem

geringen Umfang amplifiziert wurdeKt017_Sp und Ktz025_3p
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Auch mit dem neu synthetisierten R-Primer zeigté geine Verbesserung der Amplifikation
des Systems. Die beiden oben genannten Proben,Paibleme bei der vorherigen

Amplifikation aufwiesen, zeigten diese weiterhidafen nicht gezeiyt

Anhand dieses Ergebnisses war davon auszugehesn,nt&gicherweise der F-Primer an
einer Stelle in der Sequenz bindet, in der Vamaio vorhanden sind. Bei genauerer
Betrachtung der Sequenz fielen unterbrochene Segietterholungen auf, die

Tetranukleotid-Repeateinheiten entsprechen kdnnten.

F141 vkz3:Fur weitere Tests wurde der F-Primer, der von ®&tu#t al. $4] flir deren
Untersuchungen eingesetzt wurde, verwendet. Dwegate dquimolar mit dem R- Primer des
verklrzten Systems F141 vkz2 gemischt. Mit diesemé&konstellation sollte nun ein
Produktgrof3enbereich von 195 - 251 bp detektierdere

Wie zuvor wurden fir den ersten Test zum einen @&rokierwendet, die erfolgreich
amplifiziert wurden Ktz012_Sp_neu und Ktz027_Bpind zum anderen Proben, die nur eine
geringe oder gar keine Amplifikation aufwies@z017_Sp und Ktz025_$p

Reproduzierbare Ergebnisse konnten fur alle Prabkalten werden. Selbst die Proben, die
zuvor kaum oder gar nicht detektiert wurden, lieReam der Intensitdt her starke
Produktpeaks erkennen.

Die Probe Ktz012 Sp neu wies nach Amplifikation rdgr neuen Primerkonstellation
heterozygote Produkte auf, die ca. 40 bp weit aaseier lagen205 bp und 244 BHp Fir die
Systeme F141 vkz und F141 vkz2 konnten bei 56 °Chomozygote Produkte detektiert
werden (63 bp bzw. 166 hp Jedoch fielen bei genauerer Betrachtung kleidrekturen ca.
40 bp weit entfernt aubgi ~ 202 bp bzw. 205 bp; Abb. 23
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E3o012 Sp_neu - Fldl vz st

Ereil2 8p_neu - Fl4l kel 60

Etsi12 8p_neu - Fld1 g 5612

Abb. 23: Amplifikate der verkirzten Systeme F141 vkz, FiMKE2 und F141 vkz3
Von oben nach unten sind die amplifizierten Produtker Systeme F141 vkhofmozygo},
F141 vkz2 Kkomozygo} und F141 vkz3Hheterozygot dargestellt. Die heterozygoten Produkte
liegen ca. 40 bp weit auseinander. Die mit schwaRfeilen markierten Erhebungen liegen

ebenfalls ~ 40 bp von den vermeintlich homozyg®esdukten entfernt.

Der uberwiegende Anteil an Individuen, die zuvomioaygote Produkte aufwiesen, zeigte
nach Amplifikation mit dem System F141 vkz3 nuregireterozygote Produktamplifikation.

Das System F141 vkz3 wurde, aufgrund seiner hoh&emsitivitdt und der korrekten
Amplifikation heterozygoter Produkte, in die weftdrrende Untersuchung einbezogen.

3.2 Geschlechtsbestimmung bei der Hauskatze

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Systeme @aschlechtsbestimmung Hei s. catus
angewandt und auf eine korrekte Amplifikation hirtersucht.

Es standen zum einen das ménnchen-spezifischensBRY Gex-determiningRegion of the

Y) und zum anderen der geschlechtsspezifische Markelogenin zur Verfigung.

3.2.1 SRY
Das geschlechtsbestimmende Gen SRY liegt auf de@hrémosom, wodurch mannliche
Individuen identifiziert werden kdnnen. Die Primdes SRY-Systems wurden aus der

Literatur entnommerbf3]. Die amplifizierte Produktlange lag bei ~ 95 bp.
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Es zeigten sich sehr hohe Peaks, die sich meisgtsabgitten darstellter(10.000 rfu; ,off-
scale“-PeaKsund in diesen Fallen zuséatzlich eine kleinerekgbaliche Struktur bei 88/89 bp
aufwiesen. Diese Struktur kann als ein Artefakpestuft werden, welche bei einer zu hohen
Menge an DNA im PCR-Ansatz auftritlgb. 24).

Ktzd_Gew - SRY 5600

80 100

10.000

5.000 & ﬂ
| | .

82.8]  [95.4]

Kt2002_Sp - SRY 56°C

%0 10
4000
2.000
o —
7]

0
Ktz004_Sp - SRY s65¢

90 100
10.000

)
Abb. 24: Mannchen-spezifisches System SRY
Dargestellt sind die Produkte der Proben Ktz4 Giétzp02_Sp und Ktz004_Sprdn oben
nach unteh Die mannchenspezifischen Peaks der Proben Kied @hd Ktz004_Sp weisen

,off-scale“-Peaks auf, was darauf hindeutet, dasget DNA in dem Ansatz vorhanden war
bzw. das System sehr empfindlich ist. Die peaké&haliStruktur bei ca. 89 bp kann als
Artefakt betrachtet werdersdhwarze Pfeile Weisen die Peaks eine Intensitat unterhalb von
10.000 rfu auf, fehlt diese Struktuwighe Ktz002_Sp

3.2.2 Amelogenin

Gene, die fur Amelogenin kodieren, befinden sichdam X- und dem Y-Chromosom. Die
aus der Literatur verwendeten Primer [139] ampéfien Produkte mit einer Lange von
~193 bp und 214 bp fur mannliche Individuen und ¥ieibliche Individuen, dem X-
Chromosom entsprechend, nur das 214 bp-Fragment.

Allgemein zeigte das System eine geringe SensditiviDiese stellte sich bei einer
Annealingtemperatur von 56 °C mit maximalen Héhen 400 rfu dar. Unter Verwendung
einer Annealingtemperatur von 51 °C, wie sie in diéeratur angegeben wurde und nach
dem dort beschriebenen Temperaturprofil, konnteakR&hen mit max. 3.000 rfu erreicht

werden Abb. 25. Meist lagen die Peakintensitaten jedoch um di@Q rfu und darunter.
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Kiz004_5p — Amel 56°C Eiz004_Sp — Amel 5100
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Abb. 25: Geschlechtsspezifischer Marker Amelogenin
a) Nach Amplifikation bei 56 °C stellen sich im Elettherogramm des maéannlichen
Individuums Ktz004_Sp die beiden detektierten Pkoel(@X,Y) unterschiedlich stark dar.
b) Mit einer Annealingtemperatur von 51 °C erhoht sdie Sensitivitat der detektierten
Produkte. Jedoch bleibt die HOhendiskrepanz zwisdmesen erhalten.
(X =214 bp-Produkt / ¥= 193 bp-Prodult

Trotz dieser Verbesserung stellte sich bei maneficindividuen das Fragment des X-
Chromosoms 214 bp im Vergleich zum Y-Chromoson(193 bp nur sehr schwach dar
(siehe Abb. 2k Fur weibliche Individuen wurde das 214 bp-Fragtmait hoherer Intensitét
dargestellt, da es aufgrund des X/X-Genotyps inpetipr Ausfiihrung vorhanden idbdten
nicht gezeigt

Infolgedessen wurden nach der Sequenzierung, dérdmesen Primern amplifizierten
Produkte, neue Primer synthetisiert. Fir mannliond weibliche Individuen wurde ein
identischer F-Primer gewahlt. Der R-Primer fur viiele Individuen lag in einer Region, die
bei mannlichen Individuen aufgrund einer Deletian\i9 bp nicht vorhanden ist. Fir die
mannlichen Individuen wurde der R-Primer so gewéldss dieser direkt tiber dem Bereich

der Deletion zum Liegen kamlifb. 26).

e e T T TT TC ACT TCCCATTACCACC TTCCTCET TTAAC CC A e B P e O ERAE «CCCCATTCCCCCCAGCA
TTATTCAAGATETTTCTCAGTCCEGCTTTT TCAGT TCTCATTACCAGCTECOT CETTTARGEC—TG——————————————————— CATTGTCCO-AGCA

0410

Abb. 26: Mannchen- und weibchenspezifische Sequenz desoyeeins
Der F-Primer liegt fir ménnliche als auch weibli¢hdividuen in einer fiir beide Geschlechter
konservierten Region. Der weibchen-spezifische iRvIrfindet sich in einer Region, die bei
mannlichen Individuen fehltdchts; in griin hervorgehoberDer mannliche R-Primer erstreckt
sich Uber diese Deletioni¢kenhaft in gelb dargestglitBasenpaarunterschiede zwischen den

Sequenzen sind in rot hervorgehoben und Deletidoech Striche kenntlich gemacht.

Anhand dieser neuen Primer wurden fir mannlichavidden Produkte mit 66 bp und

~ 76 bp detektiert, wobei letzteres Produkt dashXeGhosom reprasentiert. Fir weibliche
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Individuen wurde dementsprechend nur das 76 bpel&ngdukt erhaltemAgnealingtemperatur
von 56 °Q. Mit der neuen Primerkombination stellten sick thtensitaten der Produkte des
X- und Y-Chromosoms fir mannliche Individuen audigbgn zueinander dar. Zudem wurde
eine deutliche Reduktion der Produktgroéf3en errdichtca. 130 bp

Im Elektropherogramm war bei ~ 60 bp ein Dye-Blaixeanbar, der sich durch seine
higelige Form deutlich von den eigentlichen Progeéks unterscheiden lieBbp. 27).

K017 Sp— Amel 56°C

4.000:
o \
i
2.000 ! i
L . .
Kiz018 Sp—Amel 56°C
o 85 7 S
8,000
6000{ =
sooof ©
2000
o T
e5.2] 75.7]

Abb. 27: Geschlechtsspezifischer Marker Amelogenin — nesigdée Primer
Fur den sowohl weibchenel{fer) als auch ménnchen-spezifischent¢r) Marker Amelogenin
konnte mit den neu synthetisierten Primern ein essbrtes Produktergebnis erzielt werden.
Die amplifizierten X- und Y-Produkte stellen siaezander anndhernd gleichstark dar.
Der sich als hiigelige Form darstellende Dye-Blb&i ¢ 60 bp kann von den eigentlichen

Produkten gut abgegrenzt werden.

Die amplifizierten Produkte wiesen eine hohe Intébhsauf und stellten sich im
Elektropherogramm oftmals als ,off-scale“-Peaks, davdass nur eine geringe Menge an
DNA fur eine Amplifikation notig war< 1 ng/u).

Mit Hilfe des geschlechtsspezifischen Markers Argeluin kénnen sowohl weibliche als
auch mannliche Individuen identifiziert werden. Dléntersuchung von 340 Katzen
(166 Weibchen und 174 Mannchefiihrte in keinem der Félle zu Diskrepanzen zwesch
ermitteltem und bekanntem Geschlecht.

Demgegeniber wird mit dem SRY-System lediglich emdnnchenspezifisches Signal
erhalten. Fur das Weibchen erfolgt die Interpretateines negativen Ergebnisses. Dieses
kénnte jedoch auch durch eine zu geringe Menge BA Dder eine Mutation in der
Primerbindestelle bedingt sein. Aus diesen Grundemnde davon abgesehen, das SRY-

System in der weiteren Untersuchung einzusetzen.
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3.3 Elektrophoretisches Laufverhalten von PCR-Prodlten

Das systemspezifische Laufverhalten der PCR-Preddtr untersuchten Tetranukleotid-
STR-Marker stimmte nur bedingt mit den theoretisciAdstanden von 4 bp Uberein. Die
durch das Elektrophoresegerat wiedergegebenen ayppar Grolen variierten um diesen
Wert um bis zu 2 bp. Dies flhrte zu einem schema@rolienversatz insbesondere bei den
sehr kleinen oder sehr grof3en Produkten eines Markiervon waren alle Marker bis auf
die Systeme F42_vkz_neu und FCA730_vkz betroffen.

Die Produkte des Systems F27 wiesen z. B. im mettleéGrol3enbereich von 113 - 129 bp
Uberwiegend einen 4 bp-Abstand zueinander auf. daslukte ober- und unterhalb dieses
Bereichs zeigten dagegen im dirkten Verglich zwselieProdukten Abstande von 5 - 6 bp
(Abb. 29.

k
v

[erp—
e g
e

P )
(LR T
(I i R ]

(ST 21

[T e
k4 b3 b

Produnldgritie {(bp)

L e

e )
L R e R e R e i )

Produlte

Abb. 28: GroRRenversatz der Produkte des Markersystems F27
Insbesondere die kleineren und grélReren Produksemwé&einen exakten 4 bp-Abstand zuden
Produkten des mittleren Produktbereiches auf. Didbstand steigt an den Randbereich des

Systems auf einen Unterschied von bis zu 6 bp an.

Vor der Sequenzierung der Produkte eines Markeusdewn alle Produkte analog zu ihrer
apparenten Grol3e in sog. ProduktgruppeRG'9 zusammengefasst. In diesem
Zusammenhang fiel auf, dass auch die apparente eGrdfdschen den Produkten der
jeweiligenPG sSchwankungen um bis zu 0,5 bp aufwies.

Die Sequenzierung zeigte haufig, dass aufgrund etghaltenen Repeateinheiten eine
Anpassung der GrofRenbenennungenRigrs notig war. Beispielesweise musste im obigen
Beispiel des Markers F27 dRG der sich mit 99 bp darstellenden Produkte analoglen
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enthaltenen Repeateinheiten &6 mit 101 bp bezeichnet werden. Ansonsten wirde der
Eindruck entstehen, dass es sich bei did3&r um ein Zwischenallel handelt. Diese
Korrekturen wurden im weiteren Sequenzierungsvéflaualle betroffenerPG spro Marker
vorgenommen. Im Anschluss erfolgte die Bennenumgitlele.

Neben den apparenten GréRen und den GrolRdp@erwurde des Weiteren die tatsachliche
Anzahl der Basenpaare eines sequenzierten Prodektaielt. Diese beinhaltet neben den
Primerbindestellen auch umliegende Bereiche dere&spuktur und ist mit dem Vermerk
JLatséchlich* gekennzeichnet.(B. in den Tabellen des nachfolgenden AbschBitts

Falls nicht anders vermerkt, handelt es sich imteven Verlauf bei den angegebenen
Produktgrdf3en bzw. Produktgrél3enbereichen um giarapten Grol3en eines Produktes oder
Markers. Diese beriicksichtigen die durch die Adienyhg der AmpliTagq Gof$Polymerase
hinzugefligte Base\} als auch Modifikationen, die an Primern stattgelien haben, z. B. das

Anfligen von Basenpaaren an das 5’-Ende eines uiertark Primers.

3.4 Sequenzanalyse zur Beschreibung von Repeatmustend Allel-Nomenklatur

Zum Zeitpunkt der Sequenzanalyse und der ErsteltiengAllelleitern waren 125 Individuen
der Hauskatze typisiert.

Sowohl homo- als auch heterozygote Produkte audgwwdProben wurden fur die
Aufnahme der Sequenzdaten verwendet. Pro Allel amurtkilweise bis zu drei Produkte
sequenziert. Anhand der Sequenzanalyse und Dadedan Repeatstruktur, konnten die
Markersysteme anschlielRend einer der drei Kategaie STR-Markern zugeordnet werden
(einfache, zusammengesetzte und komplexe RepeBie Eingruppierung in die Kategorie
»Zusammengesetzte Repeats” erfolgte jedoch flreseder hier untersuchten Systeme.

Im Verlauf der Untersuchung wurden weitere Typisngen an insgesamt 340 Hauskatzen
vorgenommen. Fur die Darstellung der Allelfrequeated wurde dementsprechend auf die
grof3ere Stichprobe zurtickgegriffen.

Im elektronischen Anhang findet sich eine genauest@lung aller Sequenzdaten pro Allel
und Markersystemdrdner 3.

In den nachfolgenden Abschnitten werden die erhaite Sequenzdatenkofmbinier,

Frequenzen und Allelleitern pro Markersystem daejks
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3.4.1 Kategorie: ,Einfache Repeats*

3.4.1.1 STR-Marker F42_vkz_neu

Das durch Menotti-Raymond et al53[13§ beschriebene System befindet sich auf
Chromosom Al.

Das System wurde im weiteren Untersuchungsverlarkirzt, indem die Primer naher an die
Repeatstruktur gesetzt wurden. Die neu syntheisiePrimer sind in der dargestellten

Sequenz aus der NCBI-Datenbgakcession- AY988117)in Pink hervorgehoben.

AAAT AAAGAAAGAAAGAAAGAA AGAAAGAAAGAAA |
GAAAGAAAGAAAGAAAGAAA AG

Der R-Primer wurde zudem am 5-Ende mit eine®TT)-Tail modifiziert, um die

Peakstruktur zu stabilisieren unédA)-Peaks zu vermeidenin(der obigen Sequenz nicht
vermerk).
Das so verklrzte System wies einen um 116 bp vasirProduktbereich von 86 - 122 bp

auf.

Der fur den Marker F42 beschrieber@AAA)-Repeat war in allen sequenzierten Produkten
vertreten. Des Weiteren konnte in einigen Produlden zusatzliches Nukleotid detektiert
werden. Bei diesem handelte es sich um die Bageal(e entweder nach den sich tandemartig
wiederholendenGAAA)-Repeateinheiten oder zwischen den letzten beRkgreateinheiten
in Erscheinung trat. Diese Base bedingte das Aefirenehrerer Zwischenallele. Neben
diesen Zwischenallelen konnten Allelvarianten, dekéorkommen auch als Homoplasie
bezeichnet wird J40, beobachtet werden. Diese Allelvarianten sindhomanen Bereich
weitlaufig bekannt und wurden des Weiteren im Bareler Hunde-DNA bereits beschrieben
[141-149. Neben der gleichen Anzahl an Basen innerhaleriBequenz weisen diese zudem
eine gleiche elektrophoretische Auftrennung aufmidplasien konnten in einem von 11
sequenzierten Allelen beobachtet werdglie( 14.1; siehe Tabelle 34

Die Gesamtrepeatstruktur des Markersystems F42neke lie3 sich nach Analyse der

sequenzierten Produkte folgendermal3en zusammemfgsssv/fetd):

Seite | 83



ERGEBNISSE

F-Primer
TGAGTGATAATTATGAGGTGCTTTTTAAGAAAA(GAAAXAGAGGAGGAAGGGAAAGAGG
A R-Primer

Anhand des Allels 12.1 soll die Allelbenennung pmthaft erlautert werden:
11 GAAA)+1A)+1GAAA)=11+01+1=121
Diese Vorgehenweise wurde bei allen Markersystemmggewandt und wird im weiteren

Verlauf nicht naher erwahnt.

In Tabelle 14 sind die detektierten RepeateinhgtenAllel aufgelistet.

Tabelle 14:Allelnomenklatur des STR-Markers F42_vkz_neu

Allel | d e f (Q?;filﬂlfﬁ)
10 | 10 89
11 | 11 93
111 | 11 1 94
o T 1 97
121 | 11 | 1 1 98
= | 13 101
13.1 | 13 | 1 102
w1 1 105
14.1 | 13 1 1 106

14
= T 109
= T 0 117

Insgesamt konnten fur das System 16 Allele detektierden. Deutlich zeigte sich, dass das
Allel 13 im Vergleich zu den anderen Allelen am figsten vertreten warf = 0,41). Das
zweithaufigste Allel 14 trat mit einer Frequenz vOyi6 auf, gefolgt von den Allelen 12
(f=0,19) und 11.1 1= 0,1). Sieben detektierte Allele stellten Zwischenalldar, bei denen es
sich um sechs .1- und ein .3-Zwischenallele haadglb. 29.
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Abb. 29: Allelfrequenzen des Markersystems F42_vkz_neu
Von 16 detektierten Allelen stellen sieben Zwiscikte dar. Am haufigsten ist Allel 13
vertreten, gefolgt von den Allelen 14, 12 und 1Mdik im Vergleich zu Allel 13 weitaus

geringere Frequenzen aufweisen.

Die Allelleiter des Systems beinhaltete acht dehéi 16 detektierten Allele. Da vermehrt
.1-Zwischenallele auftraten, wurde eines der Altalein die Leiter aufgenommenrl(el 12.1)
(Abb. 30.

Abb. 30: Allelleiter des Systems F42_vkz_neu
Die Verdiuinnungsstufen von 1:100 und 1:1.000 wurdsgeint und aufgereinigt.

3.4.1.2 STR-Marker FCA441 vkz

Das durch Menotti-Raymond et ab3[13§ beschriebene Markersystem FCA441 befindet
sich auf Chromosom D3.

Um eine Verkirzung des Produktbereichs zu erreichemde der R-Primer naher an die
Repeatstruktur gesetzt. Das System wurde so umpl@ekkirzt und umfasste nun einen
Produktbereich von 95 - 125 bp. Der neu synthetesi®-Primer ist in der aus der NCBI-

Datenbank entnommenen Sequéhzession- AF130626)in Pink dargestellt.

GATCGGTAGGTAGGTAGATATAGATATAGATAGATAGATAGATAGATAGAT AGATAGATAGATAG]

ACAGATAIGATGTATAGAGATA ARICATACTIICCTICAAGEEITATGCCA
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Das beschriebene Repeatmot@ATA) konnte fur alle sequenzierten Produkte erhalten
werden. Die Sequenz fast aller Produkte zeichnekejadoch durch eine Variation innerhalb
des vorletzten Repeats aus. Hierbei handelte ds sin einen GACA)-Repeat, der
wahrscheinlich durch eine & C-Transition bedingt wurde. Dieser Repeat laginzé&lfallen
kombiniert als drittletzte und vorletzte Repeateihtvor Allele 13 und 13 Aufgrund des
Vorkommens dieser Repeateinheit wurden Homoplasidast allen Allelen detektiert. Des
Weiteren konnte in dieser Repeateinheit die Uberlagg der BasercCj und () in einigen
Fallen beobachtet werdeallgle 10, 13 und 14 Ein Zwischenallel wurde erhalten, welches in
seiner Sequenz direkt vor dem eigentlichen Repssatbenur eine von zweir@)-Einheiten
aufwies Allel 11.2). Diese Einheiten wurden neben den eigentlicheramakleotid-

Repeateinheiten fur die Nomenklatur berlcksichtigt.

Die Gesamtrepeatstruktur des Markersystems FCA4EL I3 sich nach Analyse der

sequenzierten Produkte wie folgt darstelllengiv/fetd):

F-Primer

GATCGGTAGGTAGGTAGATATAGA(TA)(GATA)(GAN)A)(GATA),GATGTATAGAGATAAT
GATAGTTTGCTTCAAGGCT

R-Primer

Eine Zusammenfassung der Allelnomenklatur ist ib€elle@ 15 wiedergegeben.

Tabelle 15:Allelnomenklatur des STR-Markers FCA441 vkz

Allel | d e f 9 N (grt]sz::rlnﬁ:%)
5 > C 92
10 2 7 1 1 CcIT 100
11 2 10 104

2 8 1 C

112 | 1 1 1 c 106

12 2 11 108
2 9 1 1 Cc

13 2 9 2 1 | CIT;C 112
2 10 1 1 C

14 2 11 1 1 C 116
2 10 2 1 | cmo

15 2 12 1 1 c 120
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Von den bislang 11 detektierten Allelen des Systé@$441 vkz waren die Allele 11, 12
und 13 0,24 <f < 0,39 am haufigsten vertreten. Des Weiteren wurden Avaschenallele
erhalten, die in der Stichprobe eher selten ventretaren Allele 10.2, 11.2 und 12)ZAbb. 31).

Frequenz

a B_S_DT_ L= 1 ] I A —
g 2 100 102 1 112 12 122 13 14 15
Allele

Abb. 31: Allelfrequenzen des Markersystems FCA441_vkz
Die Allele 11, 12 und 13 treten in der Stichprobe baufigsten auf. Bei drei der etwas

seltener auftretenden Allele handelt es sich unsZkenallele.

Insgesamt wurden sieben daisher detektierten Allele in der Alleleiter zusasmgefasst
(Abb. 32.

12
8 10
WYY
Abb. 32: Allelleiter des Systems FCA441_vkz

Die reamplifizierten Verdinnungsstufen von 1:108dul:1.000 wurden vereint und

gemeinsam aufgereinigt.

3.4.1.3 STR-Marker FCA730_vkz

Der Marker FCA730 ist in der Literatur durch Mem@&®aymond et al. §3] beschrieben
worden und befindet sich auf Chromosom B1.

Die Repeatstruktur fur die in der Literatur erlatéeSequenz lauteteGATA);,,. Um den
Produktbereich des Systems zu verkirzen, wurdeRriheer neu synthetisiert. Bei genauerer
Betrachtung der Sequenz fielen zwe&Aj-Elementblocke auf, die ebenfalls variieren
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konnten. Aufgrund dieser Elemente konnte der R-&rimur minimal in Richtung der
(GATA)-Repeateinheiten versetzt werden.

Der Produktbereich wies nach der Verkirzung eineddktbereich von 118 - 158 bp auf.
Insgesamt wurde das System so um 31 bp gekirztn®&ien Primer sind in Pink und die
(GA)-Elemente unterstrichen dargestelequenz aus der NCBI-Datenbank; Accessién-N
AY988131)

TCAATAAAATTG GEARTICIACCCAACEEAGATAGATTAGATAGATAGATA GATAGATAGATAGA|

[TAGATAGATAGATATAGACAGAGAGAGA CAGAGAAAGACAGAGAGAGAGAGAGAATGTTAGTAR

CAGGCGCTGTGCTATAATAAC

Die Sequenzierung der Produkte zeigte neben dehbebenen Repeatstrukt@ATA) auch

die beiden separiertei®f)-Elementblocke. Der dem R-Primer am nachsten geled@A)-
Block wies konstant in allen sequenzierten Produlgsveils sechs@A)-Einheiten auf und
wurde fur die Nomenklatur nicht berlcksichtigt. §e&)\)-Block, der sechs Basenpaare von
der Repeatregion entfernt liegt, lie3 Variationesr &inheiten erkennen. Aufgrund dieses
Repeatblocks wurden zwei Zwischenallele beobaclitdiele 9.2 und 11.p Weitere
Zwischenallele wurden zwar detektiert, aber nigguenziertAllele 10.2, 12.2, 13.2 und 15.2
Direkt an diese Repeats anschliel3end fand sich @A&A)-Einheit, die bei den zuvor
erwahnten Zwischenallelen fehlte. Diese Struktutergen zu der Langenvariation der
Produkte bei und wurden neben den in der LiterbaschriebenenGATA)-Repeats in die
Nomenklatur einbezogen. Die sechs Basenpaare wdselren denGA)-Einheiten und den
sich tandemartig wiederholende®ATA)-Repeat lagen, waren konstant und wurden bei der
Allelbenennung vernachlassigt. In einem sequereneirodukt konnte bei der ersten dieser
sechs Basen die Uberlagerung der Basdnufd @) festgestellt werden. Normalerweise
handelte es sich bei dieser Base um €)n Auftretende Homoplasien in ein und demselben

Allel wurden nicht beobachtet.

Die Repeatstruktur des Markersystems FCA730_vikdieh nach Analyse der sequenzierten

Produkte folgendermal3en darstellkargiv/feti):

F-Primer
GGAATTGTAGCCAAGGCAGATAGATTAGATA)4(N)AGACAGA)(CAGAYGAAAGACA(GAG
GATGTTASTAACAGGCGCTGTGCTATAA

R-Primer
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In Tabelle 16 sind die detektierten Repeateinheitero Allel zusammenfassend
wiedergegeben.

Tabelle 16:Allelnomenklatur des STR-Markers FCA730_vkz

Allel | d e f N (Q?szgfrink::%)

9.2 9 1 T 120

11 4 1 TIG 126
112 | 11 1 T 128

13 10 4 1 T 134

14 11 4 1 T 138

15 12 4 1 T 142

16 13 4 1 T 146

17 14 4 1 T 150

Fur das Markersystem konnten 14 Allele detektiestden, von denen vier haufig vertreten
waren. Hierbei handelte es sich um die Allele 18, 15 und 16Q09 <f < 0,49). Sechs
Zwischenallele wurden erhalten, die mit Ausnahme Aiele 9.2 und 11.2 eher selten
auftraten Abb. 33.

Frequens
]

T T T T T
;o132 14 15 152

Allele

Abb. 33: Allelfrequenzen des Markersystems FCA730_vkz
Neben den haufig vertretenen Allelen 13, 14, 15 @6dtreten in der Stichprobe zudem
Zwischenallele auf, die eher gering reprasentiad.s

Die Allelleiter des Markersystems FCA730_vkz umtfassgesamt sieben der bisher 14
detektierten Allele. Es traten bei diesem Systenmém wieder .2-Zwischenallele auf,
woraufhin das am haufigsten vertretene Zwischehaiiein die Leiter aufgenommen wurde
(Allel 9.2; zum Zeitpunkt der Testung von 125 Kafzéhbb. 34).
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Abb. 34: Allelleiter des Systems FCA730_vkz
Die reamplifizierten 1:100- und 1:1.000-Verdunnsstgfen wurden vereint und aufgereinigt.

3.4.1.4 STR-Marker FCA734

Das in der Literaturg3] dargestellte Markersystem FCA734 liegt auf Chromo&s3.
Das Repeatmotiv wurde durchGAAA)x beschrieben. Dieses ist in der nachfolgend
dargestellten Sequenz aus der NCBI-Datenbatdcegsion-R AY988135 umrandetin

grau/weifld hervorgehoben.

AGCTACTGGAGGGGTCAGGACTTTAACATATGGATTTTGGGAGACAGTTCAGCCCATAACTTTAT
CAAAAAAA GAAAGACAGAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAG — AAA|
GAGTAATAGGAGATAGCATTCTCACTGTCAAGGAAGGAAGCTAGCAATA

Aufgrund der sich héaufig tandemartig wiederholend@gnzelbasen vor der Repeatstruktur
wurde davon abgesehen die Primer naher an dieapZusetzenufterstrichen dargestéllt
Der Produktbereich des Markers lag bei 142 - 190 bp

In allen sequenzierten Produkten wurden die besichnen GAAA)-Repeateinheiten
beobachtet. Nach den ersten ein bis z@&AA )-Einheiten folgten die Base®A), die zwar
keine Variation aufwiesen, aber mit in die Nometkiaeinbezogen wurden. So konnte die
Anzahl an Zwischenallelen minimiert werden. Die &mten GAAA)-Repeats vor den Basen
(GA) wurden in der oberen Sequenz fur die Nomenklatizht bertcksichtigt. Diese
Einheiten liegen direkt vor der umrandeten Repradtir, wobei eine detGQAAA)-Einheiten
durch eine GACA)-Einheit ersetzt wurde. Hier hat wahrscheinlicheeA — C-Transversion
stattgefunden. Diese Variation konnte bei den beguenzierten Produkten nicht festgestellt
werden. Die Basenpaarabfolg@AGTAA), die direkt an dieGAAA)-Repeats anschloss, war
aufgrund ihrer DeletionAllele 12.2 und 15.p und ihrer Reduktion auf die BaseGTAA)
(Allele 14.2, 15.2, 16.2 und 1§.2ssentiell fur die Allelbenennung. In dem Proddé&s Allels
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14.2 wurde diese Einheit alSNAA) wiedergegeben, wobei sich die Basan (nd @)
Uberlagerten. Die sequenzierten Produkte der Allélend 18 zeigten gegentiber den anderen
Allelen eine etwas andere Basenpaarzusammensetzungghalb des Repeatbereiches.
Zusatzliche CA)- und GA)-Elemente wurden in diesen Produkten detektierebeh
HomoplasienAllel 15.2) konnten auch Zwischenallele erhalten werden.

Die Gesamtrepeatstruktur des Markersystems FCA788 kich nach Analyse der

sequenzierten Produkte wie folgt zusammenfadaesiy/fetd):

F-Primer
ACTGGAGGGGTCAGGACTTRPACATATGGATTTTGGGGAGACAGTTCAGCCCATAACTTTATC
AAAAAAAGAAA)((GA){(CAX(GA)(GAAA)(GA)(G(N)AA), TAGGAGACAGCATTCTCAGTCA
AGGAAGGAAGCTAGCA

R-Primer

Eine zusammengefasste Darstellung zur Allelnomeémkiat in der folgenden Tabelle 17 zu

finden.

Tabelle 17: Allelnomenklatur des STR-Markers FCA734

Allel | d e f g h i i N (Q?szﬂﬂ)
122 | 2 1 10 160
13 2 1 9 1 1 T 162
14 2 1 10 1 1 T 166
142 | 2 1 11 1| AT 168
15 2 1 11 1 1 T 170
152 | 2 1 12 1 T 172
2 1 13
16 5 1 12 1 1 T 174
162 | 2 1 13 1 T 176
17 1 1 13 1 T 178
8 1 1 14 1 T 182
182 | 1 1 16 1 T 184

Die Allele 12.2, 15 und 15.2 wiesen ahnliche Frege& zueinander auf und waren am
haufigsten in der untersuchten Stichprobe vertr@el® <f < 0,29. Das System zeigte eine

hohe Dichte an Zwischenallelen, wobei es sich jmvam .2-Zwischenallele handelte.
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Insgesamt konnten acht der bisher 17 erfassterleAdllss Zwischenallel bestatigt werden
(Abb. 35.

3

Frequen:

“
Ir

Allele
Abb. 35: Allelfrequenzen des Markersystems FCA734
Fast jedes zweite der 17 detektierten Allele deskbta FCA734 stellt ein Zwischenallel dar.
Hierbei handelt es sich durchweg um .2-Zwischelmllduch unter den am haufigsten
vertretenen Allelen in der Stichprobe sind diesdrgien Allele 12.2, 15 und 15)2

Neun Allele wurden in der Allelleiter zusammengefiihVon diesen stellen drei

Zwischenallele dar, die in einem Abstand von driéel&n zueinander liegeri?.2, 15.2 und
18.2 (Abb. 36).

Abb. 36: Allelleiter des Systems FCA734
Die Produkte der reamplifizierten 1:100- und 100{/erdinnungsstufen der Allelleiter

wurden vereint und aufgereinigt.

3.4.1.5 STR-Marker FCA740 _vkz

Das Markersystem, welches durch Menotti-Raymondl.ef53,13§ beschrieben wurde liegt
auf dem Chromosom C1.
Die dargelegte Repeatstruktur laut@A(TA),;. Die Sequenz zeigte jedoch den reverse-

komplementaren Strang und somit die RepeatstruKtTC);;,. Um eine einheitliche
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Nomenklatur und Beschreibung der jeweiligen Systemerhalten, wird im weiteren Verlauf

die in der Literatur verwendete Bezeichnung bevgirzu

Durch die Neusynthese eines F-Primer, der dem Regresch um 52 bp angenéhert wurde,
stellte sich ein Produktbereich von 147 - 174 bp @eu synthetisierter Primer in Pink
dargestellt. Die Sequenz stammt aus der NCBI-Datenbawckession-I: AY988141).

CATCAACCAAATGGGAGTTTGTGGTAAAGATTTTTCAAACACTGAAGAAAA AGAAAGATGATAGA
TAGATAGACAGATAGATA TAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAA

11151 CGACAAAAGGATAGAGARATCACTC A

Neben dem beschriebeneBATA)-Repeatmotiv konnten weitere Elemente, die vosehe
Repeatbereich lagen, identifiziert werden. Hierb@ndelte es sich unGACA)-, (TA)- und
(GA)-Strukturen als auch die Bas®)( Diese befanden sich in dem Bereich, der in teren
Sequenz unterstrichen dargestellt ist und die wei@ATA)-Repeats von dem zusammen-
hangendenGATA)-Repeatblock separierten. Die Elemente (&4)d (GATA) wiesen keine
Variation in ihrer Anzahl auf, wurden jedoch mitdire Nomenklatur einbezogen. Hierdurch
wurde die Anzahl an Zwischenallelen deutlich reduziNach dieser Nomenklatur wurden
funf Zwischenallele detektiert, bei denen es sioh .3-Allele handeltey, a. Allele 19.3 und

20.3. Homoplasien konnten zwischen den Produkten dlefeAl8 und 19 beobachtet werden.

Die Gesamtrepeatstruktur des Markersystems FCAMO lel3 sich nach Analyse der

sequenzierten Produkte folgendermal3en darstedlesiv(feti):

AACCAAATGGGAGTTTGTGGTAAAGATTTTTCAAACACTGAAGAAAAAGABA)T(GATA)(G
ACA)(GATA), (TA),(GA)(A),(GATA)ATTTATTGACAAAAGGATAGAGAAATCACTC

Eine zusammenfassende Darstellung zur Alleinomémkist in Tabelle 18 gegeben.
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Tabelle 18: Allelnomenklatur des STR-Markers FCA740_vkz

Allel | d e f g h i j K (g?sszr:l:i)
16 1 3 2 1 10 148
17 1 3 5 1 11 152
18 1 3 5 1 12 156

1 3 2 1 1 11
19 1 3 1 2 1 12 160
1 3 2 1 1 12
19.3 1 3 2 3 1 10 163
20.3 1 3 2 3 1 11 167

Von insgesamt 10 detektierten Allelen waren dieelsll17, 18 und 19.3 am héaufigsten
vertreten ,20 <f < 0,37. Die Halfte der Allele des Markersystems konrntezwischenallele
identifiziert werden, die gehauft durch gréReredRide repréasentiert wurden. Speziell die
Zwischenallele 18.3, 21.3 und 22.3 waren in dechHptiobe jedoch nur geringfiigig vertreten
(f = 0,001 - 0,00B8(Abb. 37).

Frequenien
=]

0.0

Abb. 37: Allelfrequenzen des Markersystems FCA740_vkz
Gerade die groReren Produkte des Markersystems #CAKz bilden Zwischenalle aus. Die

am haufigsten vertretenen Allele sind die Allele 18 und 19.3.
Insgesamt wurden sechs Allele in der Allelleiterenat. Bei zwei Allelen handelt es sich um

Zwischenallele 19.3 und 20.8 Diese wurden bertcksichtigt, da diese ZwiscHeleabehauft
bei den gréReren Produkten des Systems in Erscigeinaten Abb. 38).
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16 17 18 19 20.3

Abb. 38: Allelleiter des Systems FCA740_vkzgrdinnungsstufe 1:190
Die erhaltenen Produkte der reamplifizierten Adiédérn in den Verdinnungsstufen 1:100-
und 1:1.000 wurden separat aufgereinigt. Gezsigtie Allelleiter der 1:100-Verdinungs-
stufe.

3.4.1.6 STR-Marker FCA744_vkz

Das aus der Literatur58,13§ entnommene Markersystem FCA744 befindet sich auf
Chromosom DA4.

Die beschriebene Repeatstruktur laut&&TA),. Um das System zu verkirzen, wurden neue
Primer synthetisiert, die die Lange der amplifi@arProdukte um ca. 40 bp reduzierteagé

der Primer in Pink dargestgliind einen Produktbereich von 115 - 139 bp anzpdifien. Die
aufgefuhrte Sequenz wurde aus der NCBI-Datenbatmoeimen Accession-N: AY988145.

CACATTGCECOTACACCETACTICAAGATIG TAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATA |
[GATAGGTAGATAATAAAAGTTTAAAAAGAAAAGAAGACAT CRTICARNACACCTARTCTICTGEH TC

AAGA

Die in der oberen Sequenz dargestellte und untgrstre GGTA)-Struktur gefolgt von einem
(GATA)-Repeat konnte in keinem der hier sequenziertedukie detektiert werden. Es
stellte sich lediglich ein reiner, sich tandemastigderholenderGATA)-Repeatbereich dar,
dem sich die BasemATAAAA... ) anschlossen. Somit handelt es sich in der ob8eguenz
bei dem GGTA)-Element wahrscheinlich um eine Sequenzvariatialie fir die
beschreibende Repeatstruktur hatte berlcksichtigtdem missen. Es konnten Kkeine
Homoplasien fur dieses Markersystem beobachtetemerd

Ein Zwischenallel wurde bei der Erweiterung derci§trobe detektiert. Eine nachtragliche

Sequenzierung des Allels erfolgte hierbei nicht.

Die Repeatstruktur des Markersystems FCA744 vikdieh nach Analyse der sequenzierten

Produkte wie folgt darstelleyrsiv/fetd:
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F-Primer

GCCTACAGCCTACTTGAAGATTGIA(GATA)/ATAAAAGTTTAAAAAGAAAAGAAGACRATTG
AAACACCTAATCTTGTGG

R-Primer

Eine zusammenfassende Darstellung der Allelnomankist in Tabelle 19 wiedergegeben.

Tabelle 19: Allelnomenklatur des STR-Markers FCA744 vkz

Al e (Qrt]sz;l:rhm)
9 9 112
10 10 116
11 11 120
12 12 124
13 13 128
14 14 132
15 15 136

Acht Allele wurden fur das Markersystem FCA744 wetektiert, von denen die Allele 11,
12 und 13 am haufigsten vertreten warepq <f < 0,41). Das Zwischenallel 14.3 konnte

bisher nur fur ein Individuum nachgewiesen werd&sb( 39.

=
4
L

Frequenz
=
i

|

=
[¥]

00
_-ulele-
Abb. 39: Allelfrequenzen des Markersystems FCA744_vkz
Die drei Allele 11, 12 und 13 stellen sich fur @&iesSystem in der untersuchten Stichprobe am
haufigsten dar. Unter den insgesamt acht Allelemdenein Zwischenallel detektieralfel
14.3.

Alle Allele bis auf das Zwischenallel 14.3 wurdendie Allelleiter aufgenommem\bb. 40.
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11 14
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Abb. 40: Allelleiter des Systems FCA744_vkeerdinnungsstufe 1:190
Die reamplifizierten Verdinnungsstufen von 1:10@ d:1.000 wurden getrennt voneinander

aufgereinigt. Dargestellt ist die Allelleiter del00-Verdinnung.

3.4.2 Kategorie: ,Komplexe Repeats*

3.4.2.1 STR-Marker F27

Die von Menotti-Raymond et al53,13§ beschriebene Sequenz zur Repeatstruktur des
Markersystems F27, welches sich auf Chromosom Bihded, lautete GAAA).,.. Mit den
Primern aus der Literatur wurde ein Produktbereich 103 - 196 bp erhalten. Die aus der
NCBI-Datenbank entnommenen Sequenz beinhaltettadstain der Literatur dargelegten 14

Repeateinheiten lediglich 13 Repedsrfer in Turkis markiert; Accession*NAY988114).

TCCCCATTAAATGAGGAAGTACTGTGAGAAAGAAAGAAAAGAAAGAAAGAA AGAAAGAAAGAAA |
IGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAGAAAGAAAAGAGAAAGAAAA  AGTTATCAGTAA
GACTGTGATCTGAAA

Die Sequenzanalyse zeigte, dass die Basp gm 3'-Ende des R-Primers Teil der
Repeatstruktur ist. Die BaseMGA), die in der in NCBI dargestellten Sequenz dine&th
dem Primer folgen, konnten fir die hier sequenereiRrodukte nicht erhalten werden. Die
beschriebeneGAAA)-Repeatstruktur fand sich in allen Produkte wiedBese stellte sich in
nur zwei Produkten als reineBAAA)-Repeat darAllele 12 und 1%. Sehr haufig wurde die
tandemartige Repeatstruktur jedoch durch unterdbbieste Elemente wie GCAA),
(GAAAAAAA ), (GAA) und der BaseA) unterbrochen. All diese Strukturen wurden fir die
Nomenklatur bertcksichtigt. Neben einem Zwischah@lllel 18.3) konnten fur die Allele 12
und 13 Homoplasien beobachtet werden. Eine variBalee aullerhalb der Repeatregion
konnte festgestellt werden, die normalerweise ddrelBase A) reprasentiert wurde. In zwei

Fallen wurde an dieser Position stattdessen die Bg<rhalten.
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Die Gesamtrepeatstruktur des Markersystems F27sl@fi nach Analyse der sequenzierten
Produkte folgendermal3en darstelleargiv/fetd):

CATTAAATGAGGAAGTACT (GAAA)4(A){(GAAAAAAA)(GAAA)(GCAA)(GAA)(GAAA),
(GAA)(GAAA) AGAGAAAGAA(NMMAGTATCAGTAAGACTGTGATCTG

Eine Zusammenfassung der Allelnomenklatur ist ibéll@ 20 gezeigt.

Tabelle 20: Allelnomenklatur des STR-Markers F27

Allel | d | e | f g |  h | i | j | k|m]N (2?523&%
12 | 12 G 103
3 21 A
13 |4 1] 1 A 107
4 1 1 2 1 2 A
15 | 15 G 115
16 | 3 | 1 10 1] 2 A 119
18 | 4| 1 11 1] 2] A 127
183 | 4 | 1 8 1] 3] 1] 2| A 130
19 | 4 | 1 12 1] 2] A 131
20 | 4| 1 13 1] 2] A 135
21 | 4] 1 14 1] 2] A 139
22 | 4 | 1 15 1] 2] A 143
28 | 12| 1 13 1] 2] A 167
33 | 14| 1 16 1] 2] A 187

Das System F27 wies nach Untersuchung der Stickprob 340 Katzen 22 Allele auf. Zum
einen liel3en sich bei rund der Hélfte der Allel&éér@ Frequenzen nachweisen. Die Allele 12
(f=0,2 und 13 {= 0,4 wurden durch besonders viele Individuen repréasgnZum anderen
zeigten gerade die groReren Allele des Systemsrsetirige Frequenzeri € 0,001 - 0,00R
Daneben konnte unter all den Allelen nur ein Zwesdllel beobachtet werdeahb. 41).
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Frequen:

Allele

Abb. 41: Allelfrequenzen des Markersystems F27
Die kleineren Allele des Systems werden Uberwiegstatk reprasentiert, wahrend die
groReren Allele in der getesteten Stichprobe eledters in Erscheinung treten. Unter

22 Allelen konnte ein Zwischenallel detektiert wemdAllel 18.3).

In der Allelleiter des Systems F27 sind 11 der kiezeten Allele enthaltenApb. 42).

28
Abb. 42: Allelleiter des Systems F2V¢rdinnungsstufe 1:1.0D0

Die reamplifizierten 1:100- und 1:1.000-Verdunnsstgfen der Allelleiter wurden separat
aufgereinigt. Dargestellt ist die Allelleiter dird.000-Verdinnung.

3.4.2.2 STR-Marker F141 vkz3

Das Markersystems F141 vkz3, welches u. a. durcheMét al. p4] beschrieben wurde, ist
auf Chromosom A1l zu finden.

Die Reduktion des Produktbereiches um 85 bp edotiyirch einen neu synthetisierten R-
Primer. Der Produktbereich lag bei 193 - 255 bpe Dage des R-Primers ist in der unten
dargestellten Sequenz aus der NCBI-Datenbank irk Piervorgehoben Accession-N:
AY988111).
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GCAATGAGACTAGATGGAAGGATGAAGATATATAGATGATTAGATGCATGGGTGGATAGATAATA
GATATATCATAGATAGATA GACAATAGATATATAGATAGAAAGAAAGGAGGAAAGAGAGAAAGA

MGéGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAG AAAGTTRGTER

AGGA

Die fur diesen Marker beschriebene Repeatstrukesteht laut Menotti-Raymond et ab3|
138 aus einer reinenGAAA)-Repeatabfolgesi{ehe grau/weille Markierungen in dem oberen

Sequenzabschnjtt

Neben des beschriebeneGAQA)-Repeats konnte nach der Sequenzierung ein weitere
Tetranukleotid-Repeat, der ebenso Variationen a#widentifiziert werden. Diese sich
wiederholendenGATA)-Einheiten in der oberen Sequenz unterstrichen dargesiédigen vor
dem GAAA)-Repeatblock und werden durch eine konstante Regle insgesamt 39 bp
umfasst, von diesem getrennt. Die konstante Regrande fiir die Nomenklatur nicht
berticksichtigt. Die beiden ElementaT@). and [(TAT)(CATA)]y innerhalb des GATA)-
Repeatblocks waren ebenfalls konstant, wurden fedait in die Nomenklatur einbezogen,
da so zum einen der (GATA)-Block zusammenhangendedtellt und zum anderen das
Auftreten von zu vielen Zwischenallelen reduziedrden konnte. Ein reineGAAA)-Repeat
war selten zu beobachten. Haufig wurden die Eiehedurch Elemente, wieGA) und
(GAAA), in ihrer Tandemabfolge unterbrochen. Innerhadib sequenzierten Produkte des
Allels 23 wurde nur zwei Mal eineGTAA)-Einheit detektiert Frobe Ktz042_Sp und
Ktz046_Sp; Daten nicht gezeijgHomoplasien konnten in mehreren Allelen festgjéistverden,
wobei meistens die Anzahl deBATA)- und GAAA)-Repeateinheiten in ein und denselben
Allelen zueinander variierten. Unter den Zwischexlalwaren .2- und .3-Allele vorhanden
(z.B. 23.2 und 28)3 Eine variable PositionN) aufRerhalb der Repeatbereiche wies
uberwiegend die Bas&) auf. Im Falle des Allels 32.3 zeigte sich hiareeUberlagerung der
Basen C/T).

Die Sequenz des sich homozygot darstellenden AB8I8 der Katze Ktz017_Sp wies eine
Besonderheit auf, die naher erlautert werden soll.

Bei einer sonst gut verlaufenen Sequenzierungsoeakhaten ab der Base 148 sowie der Base
154 zusatzliche Basen awasen (A) und (Q) Eine ,Einschiebung” der Basen war in der
Sequenz zu erkennen und unterbrach die ansongtiehmiRige Anordnung der detektierten
Basen Abb. 43.
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Abb. 43: Teilabschnitt aus der Sequenz des Allels 298Kersystem F141_vk33
Ein Einschub der zusétzlichen Basa) gnd G) ist bei derSequenazles Allels 29.3 ab der

Base 148 und 154 zu erkennentds Ova). Diese Uberlagerung stort das sonst gleichméaRige

Bild der umliegenden Basen, die eindeutig detetktied zugeordnet werden konnten.

Die Berucksichtigung aller detektierten Basen hdtteu gefiihrt, dass das Produkt der Katze
Ktz017_Sp um zwei Basen zu lang fir das entsprelshétiel gewesen wére. Im Vergleich
zu der durch die Elektrophorese erfassten ProdoRegmund den anderen Produkten des
Systems konnte dies jedoch nicht Gibereinstimmen.

Die Sequenzierung wurde daraufhin insgesamt vieft Maderholt und jeweils darauf
geachtet, dass ein neues PCR-Produkt fir jedentAnsawendet wurde. Das in Abb. 43
dargestellte Bild des Elektropherogramms zeigté sicallen Ansatzen und lag in beiden
Strangen vorgequenzierung sowohl mit dem F-Primer als auchdenit R-Primey.

Unter Einbeziehung aller Sequenzen der bisher seréen Allele des Systems konnte
schlieRlich die Uberlagerung zweier Sequenzen mierschiedlichen Repeatzusammen-
setzungen identifiziert werden, die nachfolgendydatellt ist.

Ktz017 Sp —  227.49bp — %

— (GATAATAGATATAT(CATA)GATA2AGACA)ATA(GATA)TATA(GATA)(GAAGGAG
(GAAA)GA),(GAAAR(GA)(GAAA)GAA(GAAA)S

— (GATAATAGATATAT(CATA)GATA2AGACA)ATA(GATA)TATA(GATA)(GAASGAG
(GAAA)GA),(GAAAR(GA)(GAAAX(GAA(GAAA) 3

\

Somit konnte eine Homoplasie in einem sonst homaizggscheinenden Allel identifiziert

werden.

Die Gesamtrepeatstruktur des Markersystems F14B Jlef? sich nach Analyse der
sequenzierten Produkte folgendermal3en darstedlesiv(fetd):
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GAGACTAGATGGAAGGATGAAGATATATAGATGATTAGATGCATGGGGATA)(ATA).
(GATA)[(TAT)(CATA)](GATA),(GACA)ATA(GATA)(TAQM)(GATA)(GAAAGGAG(GAAA)(GA)
(GAAA)(GA),(GAAA)(GAA)(GAAA), (GTAA),GTTAGTTGAGAGAGACATGGTACT

Eine Zusammenfassung der Allelnomenklatur ist ib€lle 21 gegeben.

Tabelle 21:Allelnomenklatur des STR-Markers F141 vkz3

Alel | d | e f g h | i | j k m|n|o (g?;;:r:ﬁi)
22 2 1 1 1 2 1 12 200
23 2 1 1 1 2 1 13 204

3 1 2 1 1 1 10 1

23.2 3 1 2 1 2 14 206

24 2 1 1 1 2 2 1 14 208
3 1 2 1 1 3 1 11 1

25 2 1 1 1 2 2 1 15 212
3 1 2 1 2 3 1 12

25.2 3 1 2 1 2 16 214
26 2 1 1 1 2 2 1 16 216
27 3 1 2 1 1 3 1 15 220

2 1 1 1 2 2 1 17
28 3 1 2 1 1 3 1 16 224
28.3 3 1 2 1 2 3 1 3 1 12 227
29 3 1 2 1 2 3 1 16 228
3 1 2 1 1 3 1 17
29.3 3 1 2 1 2 3 1 1 1 15 231
3 1 2 1 2 3 1 3 1 13
30.3 3 1 2 1 2 3 1 1 1 16 235
3 1 2 1 2 3 1 3 1 14
31.3 3 1 2 1 2 3 1 3 1 15 239
32.3 3 1 2 1 2 3 1 3 1 16 243
3 1 2 1 2 3 1 3 1 16
33.3 3 1 2 1 2 3 1 3 1 17 247
36.3 3 1 2 1 2 3 1 3 1 20 259

Das Markersystem F141 vkz3 wies 24 Allele auf, demen 13 Zwischenallele darstellten
(insgesamt vier .2-Zwischenallele und neun .3-Zwesecliiel§. Die am haufigsten vertretenen
Produkte der Stichprobe waren die Allele 23, 24, Z% und 27 @,07 <f < 0,23. Auch fur
dieses System wurden die groR3eren Allele im Vethlau den kleineren Allelen mit einer
geringeren Frequenz erhaltexbb. 44).
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Frequenz
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Abb. 44: Allelfrequenzen des Markersystems F141 vkz3
Die Allele 23, 24, 25, 26 und 27 treten von den”A2len des Markers am haufigsten auf.
Insgesamt wurden 13 Zwischenallele erhalten, dib sber den gesamten Produktbereich

erstrecken.

In der Allelleiter sind 16 Allele enthalten. Da digroReren Produkte des Systems
hauptséachlich Zwischenallele darstellen, wurdensalieveitestgehend fur die Leiter
beriicksichtigt Allele 23.2, 28.3, 29.3, 30.3, 31.3, 32.3, 33.3 86 (Abb. 45.

&
&

22

»
93 24 25 &

Ll il

o
o

0
&

Abb. 45: Allelleiter des Systems F141 vkz3
Die reamplifizierten 1:100- und 1:1.000-Verdinnwsigéen wurden vereint und gemeinsam

aufgereinigt.
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3.4.2.3 STR-Marker FCA747_vkz2

Das Markersystem FCA747 _vkz2, das durch MenottifRayd et al. $3,13§ beschrieben
wurde, ist auf Chromosom D4 lokalisiert.

Das System wies mit den in der Literatur angegabdiramern nur eine sehr schwache bis
gar keine Amplifikation auf. Um diese Probleme ter Amplifikation zu umgehen und um
das System zu verkdrzen, wurden sowohl der F- ath aler R-Primer naher an die
Repeatstruktur herangesetzt. Mit den neu syntkeiesi Primernif Pink dargestellt, s. L.
wurde ein um 34 bp verkirzter Produktbereich vo@i 1034 bp detektiert. Die dargestellte
Sequenz wurde aus der NCBI-Datenbank entnomreregsion-R: AY988147).

TTACTECICETARNACAACTCACTANAAGATGE T AGATAGATAGATAGATAGA TAGATAGATAGATA]
GATAGATAGACAGACAGACAAAGGAAAT GETTACANACACRAAGTACACTANATES

Die beschriebene5ATA)-Repeatstruktur wurde in allen sequenzierten Radmtiubeobachtet.
Weitere variierende Elemente traten nach dem digeah GATA)-Repeatblock auf und
wurden mit in die Nomenklatur einbezogen. EiGACA)-Einheit konnte in allen Produkten
erhalten werden. Folgten zwei dieser Einheiten inafeer, trat direkt nachfolgend ein
(GGTA)-Element auf. Das Produkt des Allels 13.1 zeigtee @dbwandlung, indem auf zwei
(GACA)-Einheiten eine Struktur aus den Base®GA(N)A) folgte. Die BaseN) weist darauf
hin, dass an dieser Position die Baseh nd ) Uberlappend dargestellt wurden. Die
nachfolgend zuséatzliche Bas@)(bedingte das detektierte Zwischenallel. Homoplasi
wurden innerhalb der Allele 12, 13 und 14 festdistie meist eine unterschiedliche Anzahl
an GA)-Elemente beinhalteten, die in der Sequenz vor(@A&CA)-Einheiten in Erscheinung

traten.

Die Repeatstruktur des Markersystems FCA747_vkza33 lisich nach Analyse der
sequenzierten Produkte wie folgt darstellengiv/fetd):

F-Primer

CCTGGTAAACAACTCAGTAAAAGATG TAGATA)(GA)(GACAX(GGA(N)A)Y(GGTANAAGGA
AATCCTTAGAAACAGAAAGTAGACTAATGG

R-Primer

Eine Zusammenfassung der Allelnomenklatur ist ib€ll@ 22 zu finden.
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Tabelle 22: Allelnomenklatur des STR-Markers FCA747_vkz2

Allel | d e f g h N (Q?SZ;:AIE%)
10 S 1 103
" 0 1 107
12 10 2 1 111

11 1
13 0 1 115
11 2 1
131 | 10 2 1 TIC 116
14 12 2 1 119
11 1
15 T > 123
6 3 > 127
7 4 > 131

Fur das Markersystem F747_vkz2 konnten 10 Alleleldeert werden. Das haufigste Allel
stellte Allel 11 dar f(= 0,26, gefolgt von den untereinander relativ gleichiginferteilten
Allelen 12, 13, 14, 15 und 16+ 0,12 - 0,15 Ein Zwischenallel wurde beschrieben, welches
in der Stichprobe selten auftratiel 13.1) (Abb. 46).

Frequenz

0.0

Allele

Abb. 46: Allelfrequenzen des Markersystems FCA747_vkz2
Das haufigste Allel des Markers ist durch das Alldl reprasentiert. Funf weitere Allele

wiesen eine in etwa gleichhaufige Verteilung atife(e 12, 13, 14, 15 und }pwéahrend das
Zwischenallel 13.1 des Systems nur selten in Ersahg tritt.

Acht der insgesamt 10 detektierten Allele wurdenr flie Allelleiter des Systems
bertcksichtigt. Abb. 47).
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12
14
10 13 15

16
11 17

Abb. 47: Allelleiter des Systems FCA747_vkz2
Nur die 1:100-Verdinnung des Systems war fur diétenee Verwendung geeignet und wurde

aufgereinigt.

3.4.3 Kategorie: ,Komplexe hypervariable Repeats*
Die nachfolgend dargestellten STR-Markersystemesaviam Gegensatz zu den komplexen
Repeatmarkern eine weitaus héhere Variabilitit @dwaa den Repeatmotiven und in ihrer

Anordnung auf, sodass diese als ,hypervariabelélobnet werden.

3.4.3.1 STR-Marker F37_vkz5

Das durch Menotti-Raymond et ab3[139 beschriebene Markersystem F37_vkz5 ist auf
Chromosom C1 zu finden.

Um den Produktbereich zu verkleinern und das Syziemptimieren wurden verschiedenste
Primerkonstellationen getestet. Die letztendlichrwendeten Primer sind in der
nachfolgenden Sequenz aus der NCBI-Datenbank delg€sccession-N AY988115. Der
F-Primer wurde beibehalteim (Turkis), wahrend der modifizierte R-Primer dargestellPink

ist. Der Produktbereich betrug 199 - 232 bp unddewm 22 bp verkirzt.

CGCCTTTCTCACATTACCATTCATCCTGCCAACCCAGAGTGGGCCATTTOBAAGGTGATAGGATTT
GTTTATITTATTTATTTATTTATTTATTTATTTATTTATTTATTTATTITAT GTTTATTTATTTGTGAGAG
AGAGAGAGAGAGAGCATGAGCAGGGGAGGGGCAGAGAAAGAGGGAGAGACACARTCCEAAGE

B&8icc

Der beschriebene Tetranukleotid-RepeafTA) konnte fir alle sequenzierten Produkte
detektiert werden. Daneben variierte das Repeatnmotseiner Basenpaarzusammensetzung
und es tratenT(TTG)-, (TTTTA)- und (TGTA)-Einheiten in Erscheinung. Bei den in der oberen
Sequenz unterstrichenerGA)-Einheiten handelte es sich um Repeateinheiter, idi
unterschiedlicher Anzahl vertreten waren. ZudertetrdGC)-Repeats auf, die ebenso wie die
zuvor erwdhnten Elemente fur die Nomenklatur besiotkigt wurden. Die in der oberen

Sequenz vor denT{TA)-Repeats gelegenen EinheitenT{G) und TTTA) waren zu der
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Repeatsequenz hinzuzufigen, da auch diese Vaeatiaumfwiesen. Ein in allen sequenzierten
Produkten vorhandenef{TTT)-Stretch, der in der oberen Sequenz MItTGT) beschrieben
ist, trennte den T(TTA)-Repeatblock mit seinen Varianten von deGA)/(GC)-
Repeateinheiten. Dieser Stretch wurde trotz selkenstanz mit in die Nomenklatur
einbezogen, da so die Anzahl an Zwischenallelenzied werden konnte.

Zudem konnten Unterschiede in der Basenpaarzusasatzeimg aul3erhalb der beiden
Repeatregionen beobachtet werden. Nahe des R-Brifarden sich entweder vier
aufeinander folgendeGQ)-Einheiten oder die KombinatiolGA)GAAA(GA). Des Weiteren
wurden drei Positionen, die Basenpaaraustauschaemain (), detektiert. Die erste Position
wies Uberwiegend die Bas€)(auf, wurde aber auch durch die Ba%$g reprasentiert. Die
zweite Position variierte zwischen den Base) ¢der G), wobei letztere haufiger in
Erscheinung trat. Die dritte Position wurde entwetauptsachlich durch die Bas&)(
reprasentiert oder durch die Bas&@id), wobei sich diese nur tberlappend darstellters®i
Variationen und Nukleotidaustausche wurden regtséder nicht weiter bertcksichtigt.

Alle Varianten von mdglichen Zwischenallelen konmuetektiert £. B. 26.1, 24.2 und 21).3

und Homoplasien in mehreren Allelen beschrieberderr

Die Gesamtrepeatstruktur des Markersystems F37 Mi® sich nach Analyse der

sequenzierten Produkte folgendermal3en zusammemf@sssv/fetd:

F-Primer

CGCCTTTCTCACATTACCATTCATCCTGCCAACCCAGAGTGEE),CATTTCAGAAGGTGATA
GGATTTG)(TTTA)(TTTTATTTA)J(CTTA(TTCA)(TTTANTGTAYTTTATG(TTTA)]m
(TTTTT)n(GA)(GC)(GA)(GCYATGAGCAGGGGAGGGGCAGAGN AGAGGGAN),ACACAG
AATCCGAAGCAGGCT

R-Primer

Eine zusammenfassende Darstellung der Allelnomankist in Tabelle 23 gegeben.
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Tabelle 23: Allelnomenklatur des STR-Markers F37_vkz5

Allel fd|e flg|h|i|j|k|m njo p|q]|Tr (Q?SZ;:AJ::F:])
21 1 1 1 1 1, 9 1 200
213 | 1 1 1) 12 2 1 1 203
22 1 1 1] 10 1 1 9 1 204
222 | 1 1 1] 9 1 1) 12 1 206
23 1 1 1] 10 1 1] 11 1 208
24 1 1 1| 11 1 1] 11 1 212
1 1 1) 11 1 1] 11 1
242 | 1 1 1] 8 2 1) 13 1 214
1 1 1] 9 1 1) 16 1
1 1 1 1| 17
243 | 3 10 1 1) 12 2 1 1 215
253 | 1 1| 4 4 1 1 11 1 219
261 | 1 1| 4 4 1 1 12 1 221
1 1) 4 4 1 1 12 1
262 | 1 1 1 2 1) 15 1 222
272 | 1 1 1] 10 2 1] 15 1 226

Der Marker wies fur die vorliegende Stichprobe l&l& auf, von denen 10 Zwischenallele
darstellten. Bei den Allelen 22 € 0,39 und 25.3 { = 0,20 handelt es sich um die am
haufigsten vertretenen Allele. Die dazwischen lretgn Allele traten im Gegensatz dazu in

einem geringeren Umfang auib. 48.

Frequenz
L=

0,0 — T T T T
21 213 2 022 B B2 W U2 U3Z W B2 B3 B 262 27200

Allele
Abb. 48: Allelfrequenzen des Markersystems F37_vkz5
Die beiden am haufigsten reprasentierten Allele 2@ 25.3 liegen in der Néhe der
Randbereiche des Systems. Gerade die gréRerer AlielAusnahme von Allel 25.3 sind im
Vergleich zu den restlichen Allelen in der Stichpgan einem weitaus geringeren Umfang

vertreten.
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In der Allelleiter des Systems sind acht der bishérdetektierten Allele enthalten. Da
unterschiedliche Zwischenallele auftraten, wurdesel ebenfalls fir die Leiter bertcksichtigt
(Allele 24.2, 25.3, 26.1 und 27.2Abb. 49.

21 22 - ch o
Aﬁ]\ 247 ¥
v
i) I\J\!\M/\/\]\ f\[\
Abb. 49: Allelleiter des Systems F37_vkz5

Die reamplifizierten 1:100- und 1:1.000-Verdinnengwurden vereint und zusammen

aufgereinigt.

3.4.3.2 STR-Marker FCA559

Das Markersystem FCA559 ist auf dem Chromosom Bligiert. Die in der NCBI-
Datenbank hinterlegte Sequenz des Markers stelitfsigendermal3en daF-(und R-Primer in
Turkis hervorgehoben; Accessiof:MF130659:

GGTTAAAAAGAAATATGCCAAAATGTTCAAGAGTGGTTATCACTAGAAAGA AAGAAAGAAA(

AAAGAAA( AAAC AAAG SAAAG AAA TXIYNGAAAGCAAGAAA(
AAGAAA [FIVINGAAAGAAA [FNNIXININGAAAAT AA [FINING GAAATGTTGATGCTCATCAAGCCAA

AACTTA

Die Repeatstruktur wurde miGAAA)mp beschrieben 53,134, was eine Variation des
(GAAA)-Repeats durch unterschiedliche Basenaustauschaussetzt qiehe die farblich
markierten Repeateinheiten in der oberen Darsigllun

Der beobachtete ProduktgréRenbereich des Systgnheid 03 - 195 bp.

Lediglich die sequenzierten Produkte der Allele 12, 14 und 16 wiesen einen reinen, sich
tandemartig wiederholendeGAAA)-Repeat auf. Das Repeatmuster der tbrigen Altelées
sich mit zahlreiche Varianten des Grundmusters BEmente wie §GAA)- oder GCAA)-
Einheiten unterbrachen auf unterschiedlichste Wiisaer wieder die zusammenhéangende
Sequenz derGAAA)-Grundmotivs, sodass eine hohe Variabilitdt zwescliden einzelnen
Allelen beobachtet werden konnte.

In den sequenzierten Produkten der Allele 28 - 82de eine ACAA)-Struktur detektiert, die

nur in diesen Alleln vertreten war und ebenfallsder Sequenz der NCBI-Datenbank zu
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finden ist. Homoplasien konnten nicht festgesteitden. Ein Zwischenallel wurde aufgrund
einer Variation an der Position der zuvor genan@e@nA )-Einheit erhalten. Das Allel 18.2
wies an deren Stelle einzig die Baséw) auf. Im weiteren Verlauf wurde ein weiteres

Zwischenallel detektiert, das jedoch nicht sequehzvurde Allel 19.2).

Der Repeatbereich des Markersystems FCAS559 ligff sach Analyse der sequenzierten

Produkte wie folgt zusammenfasse&ar§iv/fetd):

F-Primer
GCCAAAATGTTCAAGAGTGGTTATCACTAGAAA)(GGAA)(GAAA)(GCAA)(GAAA),
[(GCAA)(GAAA)(AA)(ACAA)[(GAAA)(GCAA)I(GAAA),ATAAGAAAGGAAATGIIGATGCTC
ATCAAGCCAAAA

R-Primer

Eine Darstellung der Allelnomenklatur ist in Taleel4 wiedergegeben.

Tabelle 24: Allelnomenklatur des STR-Markers FCA559

Allel | d | e | f | g | h i | j |k m/B5n (Q?SZ::A&%)
12 | 12 113
13 | 13 117
14 | 14 121
16 | 16 129
18 | 3 1] 2 11 137

182 4| 1] 2 5 1 4 139
25 | 3] 1] 2 5 8 165
28 | 4 1] 2 4 1 2| 8 177
209 |4 1] 2 4 1 2] o9 181
20 | 6 4 1] 2] 11 185
1 | 6 4 1] 2] 1 189
2 | 6 4 1] 2] 13 193
= 6 7 13 197
2 | 2 6 10 201

Fur das Markersystem FCA559 wurden 21 Allele edmltvon denen zwei Produkte
Zwischenallele darstellterAele 18.2 und 19.2 Bei denen am haufigsten in der Stichprobe
vertretenen Allelen handelte es sich um die AlRBef = 0,28 und 30 { = 0,29. Insgesamt
wurden acht Allele erfasst, die nur in einer geemghnzahl unter den getesteten Individuen

auftraten und sporadisch zwischen den haufigertiel verteilt lagenAbb. 50.
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Frequenz

T T T 1 Eu t» =T
> 3 31 32 33 34

Allele

Abb. 50: Allelfrequenzen des Markersystems FCA559
Die Allele 28 und 30 stellen die beiden am hauégsdetektierten Allele des Systems dar.

Die beiden beobachteten Zwischenallele liegen irttlanén GroRenbereich des ermittelten

Produktbereichs.

Die Allelleiter des Systems beinhaltet insgesamAll@le (Abb. 51).

30

25

12 14 33

29
13 18

31
16 2 J\32 34
Al 4 L
Abb. 51: Allelleiter des Systems FCA559

Die Verdiunnungsstufen von 1:100 und 1:1.000 wurdgrint und gemeinsam aufgereinigt.

3.4.3.3 STR-Marker FCA733

Das Markersystem FCA733 befindet sich auf Chromo&#nDie Primersequenzen in der
unteren Sequenz entsprechen denen nach Miller. €4l(in Turkis hervorgehobgn Die
Sequenz wurde aus der NCBI-Datenbank entnomeregsion-: AY988134).

AAAGAAGATGTGGGATAGATACACCAATAGATAGATAGATAGATAGATAGA TAGATAGATAGATA]
GATAGATAICATACATACATACATAGATAGATACATAGATAGATACATAGAT ACATAGATAGATAC
ATAGATAGACAGA CTGAGAGACAGTGGAATATTACTCAGCCAT

Mittels dieser Primer wurde ein Produktgré3enbéremn 101 - 202 bp detektiert.
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Der in der Literatur beschriebene Repeat lautei&Th),. Die Sequenzanalyse ergab zum
einen eine reine tandemartige Abfolge vGATA)-Einheiten gefolgt von Bereichen, in denen
diese Abfolge durch Elemente wi€ATA) oder GA) unterbrochen wurdein( der oberen
Sequenz unterstrichen dargesjelDies geschah auf unterschiedlichste Weise, sodaschen
den Allelen verschiedenste Kombinationen zu find@nen. Zwischenallele wurden detektiert
und basierten auf einer sich dem rein@ATA)-Repeatbereich anschlieRend@a)-Einheit

(Allele 29.2 — 32.2 Homoplasien innerhalb der sequenzierten Alleleden nicht festgestellt.

Die Repeatstruktur des Markersystems FCA733 lieR siach Analyse der sequenzierten
Produkte folgendermal3en darstelleargiv/fetd):

F-Primer

GAAGATGTGGGATAGATACACCAATAGATA)(GA)(CATA)(GATA)(CATA),(GATA)
[(CATA)(GATA)]|(GATA)J(CATA)(GATA),] ,[(CATA)(GATA)],(CATA)y(GATA),(GA),GACAGAC
TGAGAGACAGTGGAATATTACTCAG

R-Primer

Eine Zusammenfassung der Allelnomenklatur ist ib€lle 25 wiedergegeben.

Tabelle 25: Allelnomenklatur des STR-Markers FCA733

Alel |d el flg h il j kim/ nl olp (g’t‘szschr'“i’f;])
11 9 1 2 102
12 10 1 2 106
13 11 1 2 110
15 13 1 2 118
22 9 1 1 1 2 2 1 2 146
23 10 1 1 1 2 2 1 2 150
24 11 1 1 1 2 2 1 2 154
25 10 3 2 1 1 1 1 1 158
26 11 3 2 1 1 1 1 1 162
27 11 4 2 1 1 1 1 1 166
28 13 3 2 1 1 1 1 1 170
29 14 3 2 1 1 1 1 1 174

29.2 9 1 3 3 2 2 1 2 176

30.2 | 10 1 3 3 2 2 1 2 180

31.2 | 11 1 3 3 2 2 1 2 184

322 | 12 1 3 3 2 2 1 2 188
34 11 3 3 2 2 2 1 2 194
35 12 2 2 2 1 2 198
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Das Markersystem wies in der vorliegenden Stichgiabgesamt 31 Allele auf.
Zwischenallele traten ab dem Allel 26 auf und wavenjedem der gro3eren Allele vertreten
(Ausnahme Allel 35 Die Allele 23, 26 und 27 wurden durch die maistedividuen
reprasentiertq,13 <f < 0,17), wobei die Allele 23 und 26 identische Frequenaafwiesen
(Abb. 52).

Frequenz

T T T T T T
4 15 16 21 » 23 U 25 26 262 27 272 28 282 29 292 30 302 3 312 32 322 33 332 34 M2 3
Allele

Abb. 52: Allelfrequenzen des Markersystems FCA733

Das Markersystem stellt sich mit 31 Allelen dar. dan haufigsten Allelen zahlen die Allele
23, 26 und 27. Insgesamt neun Zwischenallele traténdie durchweg durch die grélReren

Allele reprasentiert werden.

In die Allelleiter wurden 15 Allele aufgenommen. tednden gréf3eren Allelen traten geh&auft
Zwischenallele auf, die entsprechend berlcksichtigtden, um eine korrekte Zuordnung
gewahrleisten zu kénneAllele 29.2, 30.2, 31.2 und 33.PAbb. 53.

12 13
11

Abb. 53: Allelleiter des Systems FCA733

Die reamplifizierten Verdinnungen von 1:100 unti@00 wurden vereint und aufgereinigt.
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3.4.3.4 STR-Marker FCA742_vkz

Der Marker FCA742_vkz ist auf Chromosom D4 lok&ii

Die Repeatstruktur wurde mitC{TT),; beschrieben. Wirde man sich den reverse-
komplementéren Strang betrachten, lie3e sich aiecteime GAAA)-Struktur erkennen. Um
einheitlich bei der Betrachtung und Charakterisigrder fur diese Arbeit ausgewahlten STR-
Marker vorzugehen, wird davon abgesehen, die biebdne Repeatstruktur zu verwenden.
Im weiteren Verlauf wird deshalb die Repeatstrukter sequenzierten Produkte des Markers
FCA742_vkz mit GAAA)x bezeichnet.

Die Primer wurden naher an den Repeatbereich hesatdd, um das System zu verkirzen (
Pink dargestel)t Die dargestellte Sequenz stammt aus der NBIl+ibatek Accession-N:
AY988143.

CCACEAACACEATETTICEEETAT 1GTTAGAAGAAAGAAAGAAAAAGAAAGA AAAA [GAAAGAAAG
AAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGRAGAAAGAAAGARRIICETICTIATCOC TGO

AGA

Mit den neu synthetisierten Primern wurde ein PkoghdRenbereich von 103 152 bp
detektiert und stellt sich gegeniber des urspriihgh Produktbereiches um 20 bp verkirzt

dar.

Neben dem sich tandemartig wiederholenden Grundteqiv GAAA) konnten weitere
Elemente identifiziert werden, die Variationen aigsen und den Repeatbereich erweiterten.
Bei diesen Einheiten handelte es sich u. a. unthekturen GA), (GAA), (GAAAAA) und
(GAAAAAAA) (in der oberen Sequenz unterstrichen dargestélibnstante Regionen, wid\)y
und die beiden Element&AAA)e, wurden fir die Nomenklatur berticksichtigt. So kiendie
Anzahl an Zwischenallelen minimiert werden. Dietemsvier Basen des 3‘-Ende des F-
Primers spiegelten die letzte Repeateinheit dere&epgion wider. Diese darf fir eine
korrekte Allelbennennung nicht vernachlassigt werd®ie detektierten Zwischenallele
reichen von .1- bis hin zu .3-Zwischenalleleng. 17.1, 18.2 und 26.3Homplasien innerhalb

der sequenzierten Produkte eines Allels wurdenld$rMarkersystem nicht beobachtet.

Die Gesamtrepeatstruktur des Markersystems FCA#E I3 sich nach Analyse der

sequenzierten Produkte folgendermafien darstddlesiv/fetl):
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R-Primer
GGAACACCATGTTGGGCTATTGTTAGAA)(GAAA)L(GAAAAA)(GAAA)(GA)(GAAAAAAA),
(GAAA)(GAA), (GAAA)(GAA)(GAAA),GAAAGGTTCTTATGCGTTGTCA

F-Primer

Eine Zusammenfassung der Allelnomenklatur ist ibell@ 26 wiedergegeben.

Tabelle 26: Alleinomenklatur des STR-Markers FCA742_vkz

Alel | d | e f | g h | i|j k m n (Q?SZ;‘:AI%
15.1 1 2 1 1 10 106
17.1 1 2 1 1 12 114

18 1 2 1 1 1 12 117
18.1 1 2 1 1 13 118
18.2 1 2 1 1 7 1 4 119

19 1 2 1 1 1 13 121
19.1 1 2 2 12 122

20 1 2 2 1 4 125

21 1 2 2 1 4 129

22 1 2 2 10 1 4 133

23 1 2 2 11 1 4 137

24 1 2 2 12 1 4 141

25 1 2 2 13 1 4 145

26 1 2 2 14 1 4 149
26.3 1 2 1 1 1 1 15 1 4 152

Von den 24 detektierten Allelen des Systems FCAVK2 stellten 12 Zwischenallele dar, die
in der Stichprobe unterschiedlich stark vertreterem 0,001 =f < 0,07Q. Das Allel 21 war
am haufigsten vertreteh< 0,26, gefolgt von den ungefahr gleichstark repréasetetneAllelen
20, 22 und 230,10 <f < 0,14 (Abb. 59).
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Frequenz

51 152 16 161 17 171 172 18 181 182 1% ZQ}.\'.HEEES 2
Abb. 54: Allelfrequenzen des Markersystems FCA742_vkz

Das Markersystem weist 22 Allele und davon 12 Ziésallele auf. Deutlich zeigt sich, dass
Allel 21 am haufigsten vertreten ist. Nachfolgendt melativ einander angeglichenen

Frequenzen sind die Allele 20, 22 und 23 zu nennen.
Fur die Allelleiter dieses Markersystems wurden ARele ausgewahlt. Da gehauft

Zwischenallele auftraten, wurden einige von diesenin die Leiter aufgenommerAi(ele
15.1, 18.1 und 26)3Abb. 55.

18.1

15.1

Abb. 55: Allelleiter des Systems FCA742_vkz
Von den reamplifizierten Verdinnungen war nur did.000-Verdunnungsstufe fir die

weitere Bearbeitung geeignet und wurde aufgereinig

3.4.3.5 STR-Marker FCA749 vkz

Das Markersystem FCA749 wurde sowohl von MenotyRand et al. $3] als auch von
Muller et al. p4] beschrieben und befindet sich auf Chromosom F2.

Die Repeatstruktur wurde in der Literaturstelle n{GATA).J/(GATA)s) beschrieben.
Vergleicht man diese Angabe mit der unten dardésteReferenzsequenz aus der NCBI-

Datenbank Accession-N: AY988149, stimmt diese Beschreibung mit dieser nur bedingt
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Uberein. Durch die Neusynthese des F- als auchirRePs wurde das System um 78 bp
verkirzt Primer in Pink hervorgehobgrsodass sich ein Produktbereich von 84 - 25%tabe

GAGCATGCETTCTCTGTCTCTCAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACAT |

AGATAGATACATAGATAGATACATAGATAC IRV IGATAGATAGATAGATAGATAGATA

[EGATAGATAGATAGATAGATAGARAGATAC SATAGATAGATGTAGGCTGICACTCTICAACEA
ATCACTEE TGG

Die sequenzierten Produkte wiesen neben ei@&TA4)-Grundmotiv auch Elemente mit den
BasenpaarzusammensetzungeATA), (GAAA) und GATTA) auf. Diese unterbrachen den
(GATA)-Repeatblock auf unterschiedlichste Art und Wemse,dass mehrere Variationen
zwischen den inzelnen Allelen zustande kamen. Bidas Produkt des Allels 7.3 zeigte eine
reine GATA)-Repeatabfolge. Trotz dieser Repeatabfolge hamasltsich laut der erhobenen
Nomenklatur bei diesem Allel um ein ZwischenallBlieses basiert auf dem konstanten
Bereich GAT),, der sich dem Repeatbereich anschlief3t und mitlien Allelbenennung
einbezogen wurde. Mit dieser zuséatzlichen Basenkaetibn konnte so die Anzahl an
Zwischenallelen erheblich reduziert werden. Weitéveschenallele, wie die Allele 48.1,
49.1 und 50.1 traten in Erscheinung. In der kongteSequenz des Markers zeigten sich
zwei variable PositionenNj. Eine davon lag innerhalb des Repeatbereichs en d
zusammengefassten EinheifNYATA)(GAAA)(GATA),]o. Die Einheit wies in den meisten
sequenzierten Produkten an der Positindie Base @) auf (Allele 33 — 40 und Allel 4@ Die
kleineren und wesentlich gro3eren Allele lieRened@y die BaseC) erkennen. Die zweite
variable Base lag au3erhalb der Repeatregion disefpaare vor dem R-Primer und zeigte
meist die Base@). Lediglich in drei Féallen konnte die Bask)(an dieser Position detektiert
werden Allele 7.3, 22 und 26 Homoplasien wurden innerhalb mehrere Allele laebitet, die
Uberwiegend zueinander variable Anzahlen @ATA)-Repeats in den beiden reinen
RepeatblockenGATA)q und GATA), aufwiesen Allele 30, 37, 38 und 40

Der Repeatbereich des Markersystems FCA749 vkzsiafinach Analyse der sequenzierten
Produkte wie folgt zusammenfasse&uar§iv/fet):

F-Primer

AGCATGCGTTCTCTGTCTCTA(GATA)[(CATA)(GATA)J{(CATA)(GATA)I{(CATA)(GATA)
(GAAA)(GATTA)l(GATA),[(CATA)(GATA),] [(CATA)(GATA)J(GAAA)(GATTA)(GATA),
[((N)IATA)(GAAA)(GATA)](GAT),GTAG(N),CTGCAGTCTGAAGGAATCACTGC

R-Primer
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Eine Darstellung der Allelnomenklatur ist in Taleel7 zu finden.

Tabelle 27: Allelnomenklatur des STR-Markers FCA749_vkz

Alel [ d el flg h ilj k m n o pl|N|N, (Q?iii‘éi%
7.3 7 1 A 81
22 10 1 7 1 A 138
26 11 1| 10 1 A 154
30 11 1| 10 1 1 C G 170

10 1 1 8 1 1 (@ G
31 11 1| 11 1 1 C G 174
33 8 2 1] 10 1 1 G G 182
34 11 1 1| 10 1 1 1 G ¢ 186
35 9 2 1) 11 1 1 G G 190
36 10| 1 1 1| 10 2 1 1 G G 194
37 12 1 1| 12 1 1 1 G ¢ 198
11 2 1| 10 1 1 1 G ¢
38 11 2 1 11 1 1 1 G ¢ 202
10 2 1| 12 1 1 1 G ¢
39 11 2 1| 12 1 1 1 G ¢ 206
40 11 2 1| 13 1 1 1 G ¢ 210
15 1 1| 12 1 1 1 G ¢
42 13 2 1| 13 1 1 1 G ¢ 218
48.1 | 7 1 1| 10, 2 1 1 1 1 ] C G 243
49.1 | 7 1 1) 11 2 1 1 1 9 1 ] C G 247
7 1 1| 10 2 1 1 1| 1 1 ] C 5
50.1 | 7 1 1| 12| 2 1 1 1 9 1 ] C G 251

Das Markersystem FCA749 vkz wies fur die vorliege&dichprobe 27 Allele auf. Insgesamt
wurden neun Zwischenallele detektiert, bei denesidsim kleineren Produktbereich um .3-
Zwischenallele und im groReren um .1-Zwischenallendelte. Das Allel 38 ist am

haufigsten vertreterf € 0,31, gefolgt von den Allelen 39 € 0,17 und 40 { = 0,10. Auffallig

ist, dass die Allele 7.3 bis 32.1 Uberwiegend selteprasentiert sindA(lele 30 und 31

ausgenommen(Abb. 56).
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Frequenz

Abb. 56: Allelfrequenzen des Markersystems FCA749_vkz
Von den insgesamt 27 Allelen stellen neun Zwischeleadar. Am haufigsten vertreten ist
Allel 38. Nachfolgend sind die Allele 39 und 40 mennen. Gerade die kleineren Allele bis
Allel 32.1 sind in der Stichprobe Uberwiegend saten vertreten.

Zur Erstellung der Allelleiter des Systems wurder Allele verwendet. Vorhandene
Zwischenallele wurden aufgrund ihres haufigen Asiéins bericksichtigtA(lele 7.3, 48.1,
49.1 und 50.)L(Abb. 57).

Abb. 57: Allelleiter des Systems FCA749_vkegrdinnungsstufe 1:1.0D0
Die reamplifizierten 1:100- und 1:1.000-Verdinnengwurden separat aufgereinigt.
Dargestellt ist die Allelleiter der Verdinnungstuf:1.000.
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3.4.4 Allelleiter des geschlechtsspezifischen MangesAmelogenin

Der geschlechtsspezifische Marker Amelogenin detgktSequenzabschnitte auf den
GeschlechtschromosomeK (ind Y). Es werden mannchen- als auch weibchenspezifische
Produkte detektieriapb. 58).

Y X

10

Abb. 58: Allelleiter des geschlechtsspezifischen Markersehagenin (Verdinnungsstufe 1:100)
Die reamplifizierten Verdinnungen von 1:100 und.@00 wurden separat voneinander

aufgereinigt. Zu sehen ist die Allelleiter der@01Verdinnung.

3.5 Datenanalyse anhand der Frequenzdaten

Die Datenanalyse wurde mittels der Software Cer®us6 durchgefihrt. Hierzu wurden
verschiedene Optionen innerhalb des Programmesewéblf und eine Berechnung

durchgefuhrt.

3.5.1 Heterozygotie

Die Merkmalskombinationen der 14 STR-Markersysterna insgesamt 340 Hauskatzen
wurden dazu verwendet, um u. a. die Frequenzdaieie slie beobachtete Heterozygotig)(
und erwartete Heterozygotield] eines jeden Markers zu berechnen. Diese Wertergah,
wie haufig heterozygote Genotpen in der Populatadsachlich auftreten und wie haufig sie
nach Hardy-Weinberg zu erwarten waren.

Die Werte zu den beobachteten und erwarteten Hatgotien sind in Tabelle 28 aufgelistet.
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Tabelle 28:Beobachtete und erwartete Heterozygotie aller $EiRkersysteme

System Ho He
F27 0.653 0.782
F37_vkz5 0.765 0.808
F42_vkz_neu 0.682 0.777
F141 vkz3 0.821 0.875
FCA441 vkz 0.600 0.741
FCA559 0.750 0.824
FCA730_vkz 0.668 0.734
FCA733 0.821 0.905
FCA734 0.732 0.852
FCA740_vkz 0.688 0.763
FCA742_vkz 0.759 0.870
FCA744 vkz 0.609 0.691
FCA747_vkz2 0.659 0.839
FCA749 vkz 0.694 0.848

Wie ersichtlich ist, wiesen die beobachteten Hetggotien im direkten Vergleich zu den
erwarteten Heterozygotien durchweg niedrigere Waé Die minimalste Abweichung
wurde fur das System F37_vkz5 mit einem Wert va®,erhalten, wahrend das System
FCA747_vkz2 eine maximale Abweichung von 0,180teeig

3.5.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die Berechnung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtésigte sowohl unter Einbeziehung
einesy’-Tests und von p-Werten, anhand derer eine Ausshgedie Erfiilllung des Hardy-
Weinberg-Gleichgewichts getatigt werden konnte.r&gn die Werte p > 0,05 liegen die
untersuchten Systeme im Hardy-Weinberg-GleichgewiSind p-Werte < 0,05 vorhanden,
werden diese durch ein *’ gekennzeichnet. Je mgedrsich die Werte darstellen, desto mehr
'Sterne’ treten aufg(< 0,01 **', p < 0,001 ***') und desto weiter weichen die Systeme vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ab.

Unter Berlcksichtugung der Gesamtpopulation mit 3fi@ren lag bei sechs der
Markersysteme keine signifikante Abweichung vom dyaweinberg-Gleichgewicht vor
(F37_vkz5, F141 vkz3, FCA559, FCA733, FCA740_vkz W@A742_vk3. Vier der Systeme
zeigen Hinweise auf eine Abweichung vom Hardy-WengbGleichgewicht mit Werten von
p < 0,001 (**; FCA441 vkz, FCA734, FCA747_vkz2 und FCA749 MkFur weitere drei
Systeme wurden lediglich Werte von p < 0,01 bereth{t*, F27, F42_vkz_neu und
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FCA730_vka. Das System FCA744 _vkz zeigte mit einem Wert yor 0,05 nur einen
geringen Hinweis auf eine Abweichung vom Hardy-Weirg-Gleichgewicht.

In der Stichprobe von 340 Hauskatzen sind nebererDabn Mischlingen auch Daten
reinrassiger Tiere enthalten, darunter eine Pdtsprilation, die 29 Tiere umfasst. Diese
Daten wurden fur eine erneute Berechnung des Hafeiywerg-Gleichgewichtes
herausgenommen und die Berechnung nunmehr mit 3uskdtzen durchgefuhrt. Dies
bewirkte eine sichtliche Verbesserung der p-Westaglass anschlieend das Markersystem
FCA744 vkz_neu keine Abweichung vom Hardy-Weinb@tgichgewicht erkennen liel3.
Das System F42_vkz_neu wies zudem nur noch eimeggeAbweichung’¥ (p < 0,09) auf.

3.5.2 Frequenzanalyse

Die Software berechnete mittels der erhaltenen ueezgaten der 340 Katzen ebenfalls die
Wahrscheinlichkeit fur die zufallige Identitat varcht verwandten Individuertgmbined non-
exclusion probability for identily Diese lag bei der Betrachtung von Merkmalskoratiamen
zweier zufallig aus der Population herausgezogéeren bei 2,2 x 1.

Des Weiteren wurde die Wahrscheinlichkeit fur digaflige Identitat von Geschwistern
(combined non-exclusion probability for sib-identigngegeben. Diese Wahrscheinlichkeit betrug
laut der Berechnung 6,4 x 10
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3.6 Erstellung von Multiplexen

Verschiedenste Systemkombinationen der bereitthbdebenen STR-Marker wurden auf ihre
Kompatibilitdt untereinander untersucht und wenngiet flr jeden Ansatz dieselben zu
testenden Proben verwendet. Bei diesen handelsicesum Gewebe- und Speichelproben
sowie um eine Zellkulturprobe. Dieses Spektrum wurdewahlt, um mdoglichst
verschiedenste Ausgangsmaterialien zu bericksearitig

Fur die Tests lagen alle Marker mit einer FAM-Marking vor. Es wurden sowohl Duplex-,
Triplex-, Tetraplex- als auch Pentaplex-Ansatzesgjet.

Das Augenmerk richtete sich zum einen auf die Reinther Multiplexe, d.h. wie klar und
einheitlich wurden die Produktpeaks in ihrer Stanlkdargestellt, waren Nebenprodukte oder
Artefakte vorhanden, die eine Interpretation deyebnisse erschweren wurden. Zum anderen
wurde darauf geachtet, dass die Produktpeaks gdes Systems keine Imbalancen zeigten
und auch die kombinierten Systeme eines Multiplexesgeglichene Peakintensitaten
zueinander aufwiesen. Des Weiteren wurden solchiipVexe bevorzugt, deren Allelpeaks

bei einer eingesetzten DNA-Menge von 1 ng hohenbitéten zeigten.

Anhand des Tetraplexes Quadro€7) soll exemplarisch ein Beispiel erlautert werddas

fur eine weitere Verwendung nicht geeignet war.

Tetraplex: Quadro-7 Q7)
Markersysteme: F37_vkz5

F42_vkz_neu
F141 vkz3
FCA749 vkz

Die Systemkombination des Tetraplexes Q7 fuhrteudalass sich viele Nebenprodukte
wahrend der Amplifikation bildetenmit NP gekennzeichngt Diese waren zwar von den

Intensitaten her sehr niedrig, storten aber dasa@#xsld des Multiplexes und kdnnten sich
negativ auf die Interpretation von Ergebnissen ak&n. Zumal das System F37_vkzb5
Produkte aufweist, die in einem Bereich von bis250 bp liegen, kdnnten so neue Allele
eventuell nicht erkannt und somit nicht in die PFapansdatenbank aufgenommen werden.

Des Weiteren waren die Peakintensitaten der eianelNarkersysteme im Vergleich
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zueinander zu unausgeglichen und die Produkthébenvihrkers F37_vkz5 &hnelten denen
der Nebenprodukte teilweise zu stasklf. 59)

Zelilautnur 4083 - Muliplex Quadre-T 5550
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Abb. 59: Test Multiplex Quadro-7Q7)
Produktamplifikation unter Verwendung des TetrapeQuadro-7. Der Multiplexansatz zeigt
viele Nebenprodukte, die von der Intensitat hexdng sind, sich jedoch stérend auf die
Interpretation der Ergebnisse auswirken kdnnema@e auch im Hinblick auf den Marker
F37_vkz5. Des Weiteren zeigen sich die Produkiuisin der verwendeten Systeme zu

unausgeglichen.

Produkte des Systems F37_vkz5 sind mit griinen,ddie Systems F42_vkz_neu mit roten, die des Systems
F141 vkz3 mit schwarzen und die des Systems FCAK&MIt grauen Pfeilen hervorgehoben.
NP = Nebenprodukt

Nachfolgend werden nur die Multiplexe beschrielma, letztendlich fir die weiterfihrende
Untersuchung eingesetzt und in der spateren Faltatimwendung fanden. Die Auswabhl fiel
auf einen Duplex-, zwei Tetraplex- und einen Pdetapnsatz.

Da in der Testphase alle Markersysteme mit demrétzenzfarbstoff FAM markiert waren,
mussten in den ausgewéhlten Multiplexen einige Miadufgrund der Uberschneidung von

Systembereichen ummarkiert werden.

Seite | 124



ERGEBNISSE

3.6.1 DuplexDuplex-1 (D1)

FCA734
FCA740_vkz

Markersysteme:

AnmerkungDie PCR wird mit einer Annealingtemperatur von°&2durchgefinhrt.

Nach der ersten Testphase zeigten die beiden Sgstéersgeglichene Produktintensitaten.

Zudem waren die Produktausbeuten ausreichend houohschwierigeres Spurenmaterial

untersuchen zu kdénnen. Unspezifische Produkte konmtht beobachtet werden.

Beide Systeme wiesen einen Uberlappenden Prodektheauf. Das System FCA734 behielt

aufgrund der etwas geringeren Sensitivitat die Fisikierung bei, wahrend das System
FCA740_vkz eine HEX-Markierung erhielt.
Auch nach der Ummarkierung des Systems FCA740 tetiten sich die beiden Systeme mit

den verwendeten Testproben Uberwiegend ausgeglidaen@usnahme: Zellkultur 4083;

Abb. 60).

Zellluliur 4083 - Multiplex Duplex-1

Genom.DNA 2015 - Muliplex Duplex-1

Etz2_Gew - Multiplex_Duplex.1

Ktz067_Sp - Multiplex Duplex-1
w w1

> .

=

sz

Abb. 60: Multiplex Duplex-101

FCAT34
FCATAD vkz

Dargestellt sind die erhaltenen Produkte nach Urkieiaung des Systems FCA740 vkz. Bis

auf die Probe Zellkultur 40831istes Elektropherogramm von opestellen sich die Allelpeaks

der beiden Markersysteme ausbalanciert zueinatater

Blau: FCA734

Grin: FCA740_vkz
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3.6.2 Tetraplex Quadro-6_Primer3 Q6-P3)

Markersysteme: F27
FCA730_vkz
FCA742_vkz
FCA744 vkz

Fur den Multiplexansatz Q6-P3 wurden die Primerleotationen der Systeme F27 und
FCA730_vkz erh6htH27: 0,6 uM; FCA730_vkz: 0,8 uM; FCA742_vkz/FCAT7¥#kz: 0,4 uM.

Im Vergleich zu den zuvor durchgeflihrten Tests eliedultiplexes stellten sich die
Peakintensitaten der einzelnen Marker mit Einsaesed Primerkonzentrationen weitaus
ausbalancierter dar. Unspezifische Produkte wunileht detektiertDaten nicht gezeigt

Die vier Marker besalR3en alle einen UberlappendeduRibereich, was es unumganglich
machte, auf ein 4-Farbsystem zuriickzugreifen. Brevendeten Fluorophore wurden alle bei
der Fa. biomers.net bestellt, da diese im Gegermatder Fa. TipMolBiol einen roten
Fluoreszenzfarbstoff im Angebot flhrt.

Das System FCA742_vkz behielt die urspringliche Fiisrkierung bei. Entsprechend der
steigenden Intensitaten wurde das System FCA730mikHEX markiert, das System F27
mit Atto 550 gelbes Fluorophdrund das System FCA744 vkz mit Atto 56&t¢s Fluorophgt

Der Vergleich mit dem urspringlich blau markiert®tultiplex zeigte, dass durch die
Ummarkierung der F-Primer der Systeme F27 und F@AVKz eine Verschiebung der
Produkte hin zu grol3eren bp-Einheiten stattgefurttEn Die Verschiebung betrug fir das
gelb markierte System ca. 7 bp und fur das rot reeek System ca. 5 bp. Diese variierten
jedoch auch je nach GroRRe des Produktes. Es kdredbachtet werden, dass sich bei
groReren Produkten der Versatz der Basen verrigert

Diese Verschiebung bewirkte, dass sich nun einzaliede des Systems F27 mit denen des
Systems FCA742_vkz als auch mit denen des Syst@A3 44 _vkz direkt Gberlagertesig¢he
Abb. 61; Zellkultur 4083, Genom. DNA 2915 und KtZ0&p. Bei der Auswertung muss darauf
geachtet werden, dass die Auswertesoftware bei Brogluktiiberlagerung alle Peaks erkennt
und nicht einen féalschlicherweise als Durchschlageerpretiert ¢ermutlich den von der
Intensitat niedrigeren der beiden Paks

Des Weiteren wurde eine veranderte DarstellungPaakstruktur des Systems FCA730_vkz
(in grun) festgestellt. Diese zeigt zu Beginn der Peake é#ncht higelige Ausbuchtung.
Versuche in Kombination mit den Primern der FirmbMolBiol, mit denen der Multiplex

zuvor getestet wurdé&=AM-Markierung, fuhrten zu keinem verbesserten Ergebnis. Auoh ei
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Erh6hung der dNTP-Konzentration von 200 uM auf 30@ brachte keine Verbesserung.
Ganz im Gegenteil, die Amplifikation wurde durclre dtrh6hung sogar negativ beeinflusst.
Fur die Systeme F27 und FCA742_vkz wurden keine. bmw noch geringfligig Produkte
amplifiziert ([Daten nicht gezeiyt In spéateren Laufen regulierte sich die Darshgluder
Allelpeaks des Systems FCA730_vkz, indem dieseskaimsbuchtung mehr aufwiesen.
Insgesamt stellte sich der Multiplex wie in dem ¥&msuch mit hohen Peakintensitaten dar,

die meist gut zueinander ausgeglichen wasdi (61).

Zelllmliur 4083 — Multiplex Quadro-6-Primer3 56°C
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Abb. 61: Multiplex Quadro-6_Primer336-P3
Dargestellt sind die erhaltenen Produkte nach Urkieraing der Systeme F27, FCA730_vkz,
FCA742_vkz und FCA744_vkz. Die Ummarkierung fuleteveranderten Produktgrof3en der
Marker F27 und FCA744 vkz, wodurch es zu Uberlaggen von einzelnen Produktpeaks
kommt @lle bis auf Ktz2_Gew; drittes Elektropherogrammmaber). Des Weiteren weisen die
Peaks des Systems FCA730_vkz leicht huigelige Atrgbngen auf.
Eine gelbe Fluoreszenzmarkierung wird im Elekteplgramm in Schwarz dargestellt, damit diese
besser erkennbar ist.
Blau: FCA742_vkz Grin: FCA730_vkz
Schwarz: F27 Rot: FCA744 vkz
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3.6.3 Tetraplex Quadro-10 Q10)

Markersysteme: F37_vkz5
FCA441 vkz
FCA733
FCA747 vkz2

Die in Kombination verwendeten Systeme des Multiege Q10 wiesen ein einheitliches
Gesamtbild auf. Die Peakintensitaten als auch chduktausbeuten lagen fur alle Systeme in
einem ahnlichen Bereich und waren gut zueinandsbalanciert. Nebenprodukte wurden
keine detektiert.

Drei der Markersysteme wiesen Uberlappende Produditthe auf. Aufgrund dessen wurde
der Marker FCA747_vkz2 mit dem grinen FluorophorXHind der Marker FCA733 mit
dem gelben Fluorophor BoTMR versehen.

Der Vergleich mit dem ursprtinglich FAM-markierteruMplex zeigte dieselben Ergebnisse
in Bezug auf die Peakintensitdten als auch die lR@akcen zwischen den einzelnen
Systemen Maten nicht gezeiyt Durch die farbliche Ummarkierung des Systems F&A
mittels des gelben Fluorophors fand auch hier ®eeschiebung der Produktgréf3en hin zu
hoheren bp-Bereichen statin{ ca. 6 bp; bei groReren Produkten nur noch urb #g. Trotz der
Anderung der ProduktgroBen konnte in den vier ¢etis Proben keine Uberlagerung der

Allelpeaks festgestellt werdeAlfb. 62).
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Zellkultur 4083 — Multiplex Quadro-10 56 °C
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Abb. 62: Multiplex Quadro-10@Q10)
Dargestellt sind die erhaltenen Produkte nach Urkieraing der Systeme FCA733 und
FCA747_vkz2. Die Ummarkierung des Systems FCA7@vitkte eine Anderung der
ProduktgroRen, die in diesem Beispiel zu keineodBktuberlagerung fiihrte. Des
Weiteren stellen sich die Allelpeaks der Markeeridiegend ausgeglichen dar.

Eine gelbe Fluoreszenzmarkierung wird im Elektenplgramm in Schwarz dargestellt, damit diese
besser erkennbar ist.

Blau (Produkt-Peaks linfs FCA441 vkz BlauRrodukt-Peaks rechtsF37_vkz5
Schwarz: FCA733 Grin: FCA747_vkz2

3.6.4 Pentaplex Penta-6Rp)

Markersysteme: Amel
F42_vkz_neu
F141 vkz3
FCA559
FCA749_vkz

Die Markersysteme des Multiplexes P6 zeigten hatteausgeglichene Peakintensitaten. Die
Systeme F141 vkz3 und FCA749 vkz stellten sich iergleich zu den anderen drei
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Markern nur minimal schwacher dar, wobei das SysEAS59 die hochsten Intensitaten
aufwies. Nebenprodukte wurden nicht detektiert.

Drei der funf Markersysteme wurden farblich ummarkiSowohl der geschlechtsspezifische
Marker Amelogenin als auch das System FCASL59 ddmekine HEX-Markierung, der
Marker FCA749_vkz hingegen eine gelbe Farbmarkgi(BoTMR).

Auch hier ergab sich fir das System FCA749 vkz &ieeschiebung der gelb markierten
Produkte hin zu héheren bp-Bereichem (ca. 5 bp; bei groReren Produkten nur noch tm).4
Eine Uberlagerung von Allelpeaks ergab sich hieldunicht. Im Vergleich zu dem
ursprunglich FAM-markierten Multiplex konnten fuleaMarker dieselben Peakintensitaten
und Systembalancen festgestellt werdewb( 63.

Zellluliur 4083 — Multiplex Penta-6 56 °C
80 100 120 140 150 150 200 220

12,000
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000 I (| }

’ C]f - .‘ A “ll :| o J.I A J i

frore] P

Genom.DNA 2015 — Muliiplex Penta-§ 56 °C
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Abb. 63: Multiplex Penta-6 §6)

Dargestellt sind die detektierten Produkte nachmankierung des geschlechtsspezifischen
Markers Amelogenin und der Systeme FCA559 und F8AVkz. Die Produktpeaks stellen
sich ausbalanciert und ohne jegliche Nebenprodite

Eine gelbe Fluoreszenzmarkierung wird im Elekterplgramm in Schwarz dargestellt, damit diese
besser erkennbar ist.

Blau (Produkt-Peaks links F42_vkz_neu BlawP(odukt-Peaks rechtsF141 vkz3

Grin Produkt-Peaks links bis 76 hpAmel Grin Produkt-Peaks rechtsFCA559

Schwarz: FCA749 vkz
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3.7 Sensitivitatstest

Die Sensitivitatsstudie erlaubt es eine Einschdjziiber die Nachweisgrenze, der fur die
Fallarbeit vorgesehenen Multiplexe durchzufihreructA kénnen die Verteilungen und
Intensitdten der Produkte der einzelnen Markergystedie in den jeweiligen Multiplexen
enthalten sind, erfasst werden. Hierzu wurden DN&tlngen unterschiedlichen Ursprungs
gewahlt. Zum einen DNA, die aus Geweben gewonnemlevEenomische DNA D-2915 und
Ktz4_Gew und zum anderen DNA einer Zellkultuge{lkultur 4083. Zu berucksichtigen ist,
dass es sich bei den verwendeten Proben um idealemolekulare DNA handelt.

Die verwendete DNA sollte in den zu testenden Mags&emen mdglichst heterozygote
Produkte aufweisen, um eine exakte Aussage Ubelémben innerhalb der Systeme als auch
zwischen den Systemen, die im Multiplex enthaltesemd, treffen zu kdénnen. Dies war
jedoch aufgrund der genetischen Konstellationenvdewendeten DNAs nicht méglich. Die
Untersuchung und Kombination der unterschiedlich&ifAs lie3 es jedoch zu, dass fir jeden
Multiplex mindestens eine der getesteten DNAs li@naénthaltenen Markersystemen jeweils
heterozygote Produkte zeigte.

Eine Ubersicht daruiber, welche der verwendeten DNWsMultiplex und Markersysteme
homo- oder heterozygote Produkte aufwiesen, idermachfolgenden Abb. 64 dargestellt.
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Duplex-1 FCA734 FCA740_vkz
Genom. DNA D-2915 heterozygot heterozygot
Ktz4_Gew heterozygot homozygot
Zellkultur 4083 heterozygot heterozygot

Quadro-10 FCA441 vkz F37_vkz5 FCA747_vkz2 FCA733
Genom. DNA D-2915 heterozygot heterozygot heterozgyg heterozygot
Ktz4_Gew homozygot homozygot heterozygot homozygot
Zellkultur 4083 homozygot heterozygot homozygot homozygot
Quadro-6_Primer3 | FCA742 vkz | FCA730_vkz F27 FCA744 vkz
Genom. DNA D-2915 heterozygot heterozygot heterozgg heterozygot
Ktz4_Gew homozygot heterozygot homozygot homozygot
Zellkultur 4083 homozygot homozygot homozygot heterozygot

Penta-6 F42_vkz _neul F141 vkz3 Amel FCA559 FCA749 vkz

Genom. DNA D-2915 homozygot heterozygot heterozygot heterozygot| homozygot
Ktz4_Gew heterozygot | heterozygot heterozygot heterozygot| heterozygot
Zellkultur 4083 homozygot homozygot homozygot heterozygot homozygot

Abb. 64: Verteilung der homo- und heterozygoten Produktevarwendeter DNA und Multiplex

Die vier Tabellen geben jeweils die untersuchten ltiglexe mit den enthaltenen
Markersystemen wieder. Reine heterozygote Prodpkte Markersystem konnen flr die
Multiplexe Quadro-10 und Quadro-6_Primer3 nur udMerwendung der Genomischen DNA
D-2915 erhalten werden. Fir den Multiplex Pentat&lies nur mit der DNA von Ktz4 Gew
mdglich, wahrend fur den Multiplex Duplex-1 sowahit der Genomischen DNA D-2915 als
auch mit der DNA der Zellkultur 4083 ausschlieRlibeterozygote Produkte amplifiziert
werden.

Die Berechnung der Peak-Imbalance oder auch derdmfgoten Peak Height RatiBHR)
erfolgt Uber die Peakhbhenangegeben in rfu-Einheitgrder beiden vorhandenen Allelpeaks
eines STR-Markers. Hierbei wird der hohere Allelpeait 100 % bewertet. Die durch die
Software ermittelte rfu-Einheit des niedrigereneideaks wird zur Berechnung der PHR
herangezogen und so dessen prozentualer Antekzndzu dem hoheren Peak ermittelt. In
der Forensik wird ein sog. Heterozygote Peak THesheerwendet, der die Grenze
widerspiegelt, anhand derer ,echte” heterozygoteldlidentifiziert werden kénnen. Diese
Grenze liegt bex 70 %.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt Multiplexbgen. Mit den ermittelten Ergebnissen
der homozygoten Produkte konnte keine BerechnumgReak-Imbalancen erfolgen, diese
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erbrachten jedoch genauso wie die heterozygoteduRt® einen Hinweis hinsichtlich der
Nachweisgrenze eines jeden Systemmarkers und werdsprechend beriicksichtigt.

Die Auswertung der Sensitivitatsstudie erfolgte mmisgesamt vier durchgefuhrten PCR-
Ansatzen. Peakintensitaten Uber 7.000 rfu-Einheinemrden flir eine Berechnung der
Imbalancen nicht bertcksichtigt, da erfahrungsgenraBduktpeaks ab einer Intensitat
> 7.000 rfu durch die Software nicht richtig wiegelben werden konnen und die Intensitaten
meist oberhalb des angegebenen Wertes liegen. @atshbrechende Verdinnungen kdnnten
die wahren Werte nachtraglich ermittelt werden. sDigar jedoch nicht das Ziel der
vorliegenden Sensitivitatsstudie, da zum Teil shenDNA-Mengen eingesetzt wurden, dass
bei diesen Konzentrationen mit einer Uberladung grgizierte Probe bei der
Kapillarelektrophorese zu rechnen war. Auch kdonsemie Produktintensitaten als auch die
Peakstrukturen der jeweils enthaltenen Markersystemeinander und pro eingesetzter DNA-
Menge besser eingeschatzt und beschrieben werden.

Die Detektionsgrenze der Auswerteprogramme lagen Iftensitaten von 50 rfu. Sich

unterhalb dieser Grenze darstellende Produktpeakden nicht beriicksichtigt.

3.7.1 Duplex-1 D1)

Markersysteme: FCA734
FCA740_vkz

Die Nachweisgrenze des Multiplexes DuplexBit)(lag bei einer DNA-Menge von 0,1 ng.
Bis zu dieser Menge konnten in allen Versuchsaesaind mit den beiden Markern FCA734
und FCA740_vkz Vollprofile fur die genannten Probernalten werden. Bei niedrigeren
DNA-Mengen traten gelegentlich Dropouts auf. Einaehweise mit beiden Systemen waren
jedoch auch fur Mengen unter 0,1 ng moglich unclp#aks konnten mit beiden Systemen
vereinzelt bis 12,5 ng ausgewertet werden.

Das sensitivere System der beiden Marker war FCAVK) Bis zu einer DNA-Menge von
0,5 ng wurden uUberwiegend Allelpeaks mit Inteneiatiber 7.000 rfu erhalten. Das
Markersystem FCA734 wield Peakintensitaten obennatb7.000 rfu mit Mengen von 10 ng
und 5 ng auf. Die Peakstrukturen stellten sichbd@eabgeschnitten und teilweise gesplittet
dar. Intensitaten nahe der 7.000 rfu konnten mitddeauf folgenden DNA-Menge von 1 ng

erhalten werden.
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Die Detektion von A)-Produkten erfolgte bei Uberladenen Proben undhieobis zu einer
DNA-Menge von 1 ng beobachtet werden. Nachfolgevelellinnungen bis zu 0,5 ng liel3en
vereinzelt {A)-Produkte fur das System FCA734 erkennen.

Hauptsachlich warenn{4)-Stotterprodukten vertreten. Dabei handelte ef sim (-4)-
Stotterprodukte, die bis zu einer DNA-Menge von @g detektiert wurden und einen
prozentualen Anteil von 1,0 % - 7,2 % am jeweiligéauptallelpeak einnahmen. Bei sehr
stark Uberladenen Proben wurderB)- und (+4)-Stotterprodukte sichtbar, die aufgrund des
zu hohen Wertes der Peakintensitar.000 rfy nicht zu berechnen waren.

Der Grof3teil der berechneten Imbalancen lag fig elhgesetzten DNA-Mengen durchweg
oberhalb der 70 %-Grenze zwischen 70,2 % - 100 %.efver DNA-Menge von 0,1 ng
konnten auch Werte unterhalb dieser Grenze fesljesterden. Diese bewegten sich
zwischen 17,6 - 69,5 %. Insgesamt zeigten beideéeBys selbst bei gering eingesetzten

Mengen an DNA eine relativ gut ausgeglichene Pdakba.

3.7.2 Multiplex Quadro-10 Q10)

Markersysteme: FCA441 vkz
F37_vkz5
FCA747_vkz2
FCA733

Die Nachweisgrenze des Multiplex lag bei einer DMange von 0,1 ng. Bis zu dieser
Menge konnten fur alle Markersysteme sicher intgrproare Allelpeaks erhalten werden.
Bei niedrigeren Konzentrationen fanden in mehre3gatemen Dropouts statt oder aber die
Intensitaten der vorhandenen Allelpeaks befandeh sinterhalb der Detektionsgrenze.
Jedoch konnten mit allen Markersystemen des Mekgd vollstandige Einzelergebnisse
auch unterhalb von 0,1 ng bis zu einer DNA-Mengé 118y erhalten und flr einen Vergleich
herangezogen werden.

Den sensitivsten Marker stellte das System FCAZ83absteigend gefolgt von den Markern
FCA747 _vkz2, FCA441 und F37_vkz5. Bei fast allenrkéasystemen fihrten Mengen von
10 ng, 5 ng und 1 ng zu Allelpeaks mit abgeschmitteund gesplitteten Strukturen, die sich
sehr haufig als -A)-Produkte darstellten. Eine Ausnahme bildete daarkBtsystem
F37_vkz5. Dieses zeigte lediglich bei 10 ng Peaksimtensitaten bis max. 4.000 rfu. Die
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Intensitaten der Allelpeaks stiegen in der dardgéioden Verdinnung von 5 ng bis auf
6.500 rfu an. Bis zu dieser DNA-Menge konnten zudemrPeaks festgestellt werden.

Das Auftreten der-A)-Produkte gestaltete sich fur die im Multiplex tvetenen Marker
unterschiedlich. Wahrend diese bei Uberladenen dprdlir alle Systeme in Erscheinung
traten, waren diese auch noch bei einem Einsatz 8@rpg fur das System FCA733
detektierbar, auch wenn die Hauptallelpeaks keov@arlich hohen Intensitdten aufwiesen
(z. B. 862 rfu oder 1.679 rju Diese Produkte traten gehauft bei homozygotesbétr auf,
wahrend fur die heterozygote Proliefomische DNA D-2915in nur einem Fall ein-4)-
Peak bei einer DNA-Menge von 0,1 ng nachgewiesadevekonnte Paten nicht gezeijt

Bei den detektierten Stotterprodukten handeltaadsiderwiegend umrm¢4)-Stotterprodukte,
die sich durchweg im Vergleich zum Hauptpeak m#,7#- 10,1 % darstellten. Diese konnten
bis zu Mengen von 50 pg beobachtet werden. Auclenvé@r8)- und fi+4)- Stotterprodukte
erkennbar, die meist bei Uberladenen Proben aerftrand nur in Einzelféllen berechnet
werden konnten, in denen sie 1 - 2 % des dazugghoAllelpeaks ausmachten. Der Marker
F37_vkz5 zeigte im Vergleich zu den anderen Masgstesnen aufgrund seines
Repeatmusterssdwohl Di- als auch Tetranukleotid-Sequenzwiedenhgér) abgewandeltete
Stotterprodukte. Neben den oben erwahnten)-Stotterprodukten traten zudem-2)- und
(n+2)-Stotterprodukte auf. Bis zu einem DNA-Einsatz long konnten diese nachgewiesen
werden. Die (n-2)-Stotterprodukte wiesen erwartgegsil3 meist einen prozentualen Gehalt
Uber 15 % auf. Der erreichte Maximalwert diesett8tprodukte lag bei 38,8 %.

Die Peak-lImbalancen aller im Multiplex enthaltengiarker bewegten sich Uberwiegend
oberhalb oder knapp unterhalb von 70 %. Bis zurdddA-Menge von 50 pg konnten Werte
zwischen 75 - 99,7 % erhalten werden. Mengen apg2ieigten haufig Werte zwischen 38,5
- 81 %, wobei hier der Marker FCA733 die starkdtabalancen aufwies. Insgesamt wiesen

alle Marker zueinander gut ausbalancierte Prodakipauf.

Seite | 135



ERGEBNISSE

3.7.3 Quadro-6_Primer3 Q6-P3)

Markersysteme: F27
FCA730_vkz
FCA742_vkz
FCA744 vkz

Die Nachweisgrenze des Multiplexes lag bei einegesetzten DNA-Menge von 50 pg.
Unterhalb dieser Menge2§ pg und 12,5 pgwaren haufig nur noch fur vereinzelte Marker
Allelpeaks detektier- und interpretierbar, da esAtkel-Dropouts kam. Diese hauften sich
zum Teil stark bei der geringsten DNA-Menge von512g. Dennoch konnten bis zu dieser
Menge vereinzelt Einzelnachweise fir alle Systearetthefiihrt werden.

Die starksten und gleichwertige Intensitaten wiedienbeiden Marker F27 und FCA742_vkz
auf. Danach folgten absteigend die Systeme FCAMAund FCA730_vkz.

Allelpeaks mit Intensitaten > 7.000 rfu wurden bis einer eingesetzten DNA-Menge von
1 ng erhalten. Hierbei wiesen die Produktpeaks gesplittete und abgeschnittene Struktur
auf, die sich zudem inA)-Peaks differenzierte.

Fur den Marker FCA742_vkz lie3en sich nicht nur Bberladenen ProbenA(-Peaks
detektieren. Diese traten auch in Verbindung mitelpeaks auf, die teilweise geringe
Intensitaten von nur max. 1.500 rfu zeigten und his einer Verdinnung von 0,1 ng
nachgewiesen werden konnten.

Die Darstellung von Stotterprodukten erfolgte fig Marker des Multiplexes unterschiedlich.
Die Systeme F27 und FCA742_vkz wiesen Uberwiege#Stotterprodukte auf, die bis zu
einer DNA-Menge von 50 pg nachgewiesen werden lemrDeren prozentualer Anteil am
jeweiligen Hauptpeak lag zwischen 1,4 - 7,1 %. Ehdénunter der 15 %-Grenze befanden
sich die ermittelten Werte fim<{g)-Stotterprodukte, die nur bei tberladenen Proben i
Erscheinung traten. Die Werte betrugen zwischen 6,8 %. Der Marker FCA744_vkz wies
nur vereinzelt Stotterprodukte auf, die bis zu DNIl&ngen von 0,5 ng beobachtet wurden.
Die Werte der {-4)-Stotterproukte betrugen 2,1 - 13,2 %. Der Anteileinzelt auftretender
(n-8)-Stotterprodukte konnte aufgrund der stark Ubemrath Hauptallelpeaks nicht berechnet
werden. Die beiden Stotterprodukte der Kategomi®) (und f-4) konnten fir das Sytem
FCA730_vkz gleichhaufig beschrieben werden, diecldudie in der Repeatstruktur
auftretenden Dinukleotid-Repeateinheiten bedingtden. Der prozentuale Anteil beider
Stotterprodukte lag mit Werten zwischen 1,5 - 7,6 Witerhalb der 15 %-Grenze.

Stotterprodukte der Kategorie (n+4) bzw. (n+2) flen Marker FCA730_vkz wurden
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vereinzelt bei sehr stark Uberladenen Proben detekind erreichten teilweise Werte von bis
zZu 5 %.

Die berechneten Peak-Imbalancen aller Markersysiegen Uberwiegend zwischen 70,3 -
99,1 %. Ab einer Verdinnung von 50 pg traten geh@ldrte zwischen 43,2 - 69,6 % auf.
Zusammenfassend liegen fur den Multiplex ausgeghehPeak-Imbalancen vor, die eine
sichere Ergebnisinterpretation noch bei niedrigdtAEMengen gewahrleisten.

3.7.4 Penta-6¥6)

Markersysteme: Amel
F42_vkz_neu
F141 vkz3
FCA559
FCA749 vkz

Die Nachweisgrenze des Multiplexes reichte bis mereDNA-Menge von 50 pg. Bis zu
dieser Menge konnten fiur alle Markersysteme ingtrgbare Ergebnisse erhalten werden.
Nicht mehr detektierbare Allelpeaks oder Dropoutsden vereinzelt bei Mengen von 25 pg,
weitaus haufiger jedoch mit Mengen von 12,5 pg legzhaVollstdndige Ergebnisse konnten
vereinzelten mit allen Markern auch bei dieser Varduing detektiert und zuverlassig
ausgewertet werden.

Die starkste Sensitivitat zeigte das MarkersysteBAF9 vkz, gefolgt von dem sich
geringfigig schwacher darstellenden Marker FCASBRchfolgend sind die Systeme
F141 vkz3, F42_vkz_neu und der geschlechtsspdzdistarker Amelogenin zu nennen.

Die Allelpeaks, die bei DNA-Mengen von 10 ng, Surgd 1 ng amplifiziert wurden, wiesen
Uberwiegend abgeschnittene und gesplittete Stresktumit rfu-Einheiten > 7.000 auf. Bei
diesen Proben konnten aufgrund der UberladutjgReaks festgestellt werden.

Unabhangig von einer Uberladung ausgehendg-Rrodukte in Form einer hiigeligen
Struktur wurden sporadisch fur den Marker F42_vien arhalten. Diese traten in geringem
Umfang auch bei Intensitaten zwischen 2.000 - 41800n Erscheinung und konnten bis zu
einer eingesetzten DNA-Menge von 0,1 ng beobachéztien. Der geschlechtsspezifische
Marker Amelogenin wies-A)-Produkte bis zu einer Verdinnung von 1 ng aukertn

betroffen war lediglich das kleinere Produkt de€Nromosoms. Ab einer Menge von 50 pg
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bildete sich bei ~ 75 bp ein Dyeblob aus, der dierpretation des Produktes, welches dem
X-Chromosom entspricht, etwas erschwerte.

Die fur alle Markersysteme auftretendem4j-Stotterprodukte wiesen einen prozentualen
Anteil am jeweiligen Hauptpeak von 1,8 - 13,5 %. &ibtterprodukte der Kategorie-§) und
(n+4) traten hauptsachlich bei sehr stark Uberlademebdd auf und waren dementsprechend
nicht zu berechnen. Wegen der fehlenden Repeatstriknerhalb der Sequenz des
geschlechtsspezifischen Markers Amelogenin konntBir diesen Marker keine
Stotterprodukte festgestellt werden.

Die Peak-Imbalance stellte sich fur alle Marker Mrsgtiplexes bis zu einer Verdinnung von
50 pg uberwiegend mit Werten tber 70 % dar. Insgeseurden prozentuale Anteile am
jeweiligen Hauptallelpeak mit einer Spannbreite w@h4 - 100 % erhalten. Abweichende
Werte zwischen 31,7 - 68,2 % wurden vereinzelt aigliiber alle Verdiinnungen hinweg
erhalten, pragten sich aber Uberwiegend ab eirgeseDNA-Mengen von 50 pg aus.
Insgesamt zeigten die Markersysteme ausbalanciarte gut interpretierbare Ergebnisse

zueinander.

Von den hier verwendeten Multiplexen z&hlt der Mid#x Penta-6 als der empfindlichste
Systemkomplex, der fur die nachfolgenden Haarvésugehe Abschnitt 3.)2zum Einsatz
kam und als Referenz fur eine erfolgreiche Ampidifikn und ausreichende Menge an
extrahierter DNA gilt.

3.8 Artspezifitatstest

Um die Reaktivitat der ausgewdahlten Primersysteme Fv. S. catuszu nahe verwandten
Spezies als auch Spezies anderer Ordnungen zusuctien, wurde ein Artspezifitatstest
durchgefuhrt. Innerhalb der Gruppe der Mammatiaugetiere und speziell der Gruppe der
Carnivora Raubtierg¢ wurden Spezies getestet, die in den BreitengradenDeutschland zu
erwarten sind und von denen nicht ausgeschlossetewd&ann, dass sie eventuell eine Rolle
in Ermittlungsverfahren spielen kdonnten. Darlbemabs wurde die Kreuzreaktivitdt mit
Gattungen aus der Familie der Felideattenartig¢ Uberprift. Aufgrund der Problematik der
Kontamination mit menschlichem Material, vor allemdhrend der Spurensicherung und

anschlieRenden Bearbeitung, erfolgte des Weitaremest mit humaner DNA.
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Alle getesteten Spezies sind der Tabellgds¢hnitt 2.1.) zu entnehmen.
Alle zuvor beschriebenen Multiplexe wurden mit adoen aufgelisteten Proben getestet. Die

Auswertung erfolgte jedoch bezogen auf die jeweilitylarkersysteme.

Die Spezies der Ordnungen ArtiodactylePagrhufey, Perissodactyla Unpaarhufey,
LagomorphaHKlasenartige Rodentia Nlagetier¢ und PrimatesRrimater) sowieMartes martes
(Baummardey aus der Ordnung der CarnivoRa(ibtierg wiesen keine Kreuzreaktionen mit
irgendeinem der getesteten Marker auf.

Aus der Gruppe der Carnivora, ohne die FamilieFididae Katzer) einzubeziehen, konnte
fur alle in der Tabelle 1 gelisteten Spezies ewdBkt fir den geschlechtsspezifischen Marker
Amelogenin nachgewiesen werden. Das Produkt debdead{ieles meleshatte eine durch
die Software berechnete Gro3e von 77 bp, wahreadedzeilige Produkt der anderen funf
Spezies Kamilie der UrsidaeBgrer) und CanidaeHundg sowie Martes martey analog zum X-
Produkt vorF. s. catusine berechnete Grol3e von 76 bp aufwies.

Darlber hinaus wurde ein Produkt flr das System #F3DAvkz in der Familie der Ursidae
detektiert. Dieses lag mit 101 bp rund 17 bp urakrhdes bis zum jetzigen Zeitpunkt
erfassten Produktbereiches von 1188 bp. Des Weiteren betrug die berechnete Hohe des
Peaks 146 rfu und liel3 auf eine nur sehr schwachplifikation schlief3en.

Fur alle anderen Markersysteme konnte keine Prdetédttion mit den getesteten Spezies

festgestellt werden.

Im Vergleich hierzu wiesen die getesteten Spezed-dmilie der Felidaek@tzen zahlreiche
Produkte fur die verwendeten Markersysteme aufdrd Individuen der Spezies Lowe
(Panthera lep und Eurasischer Luchd.yhx lyny sowie zwei Individuen der Spezies der
Rostkatze Frionailurus rubiginosus phillipgiwurden fur diese Untersuchung eingesetzt.

Nur wenige Systeme zeigten keine ProduktampliftkatHierzu zahlten u. a. die Marker F27
und FCA747_vkz2, die sowohl fur die Spezisleo als auch die Spezids lynx keine
Produktdetektion erkennen lieRen. Zusatzlich fulwee letzterer Spezies die Amplifikation
der Marker FCA730 _vkz und FCA749 vkz zu keinem Aififdtionserfolg. FurP. r.
phillipsi konnte lediglich mit dem Marker FCA730_vkz keime@uktdetektion erfolgen.

Die verbliebenen Markersysteme sowie der gescldspbrifische Marker Amelogenin liel3en
eine Produktamplifikation mit teils sehr hohen hdigéten £ 6.000 rf) erkennen. Einige der
detektierten Produkte entsprachen den Allelenon catusHaufig lagen die fuP. leound

L. lynxerhaltenen Produkte ober- und unterhalb des beatetektierten Produktbereiches und
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waren dementsprechend von den Allelen der Katzagabmzen. Dies war fUP. r. phillipsi

fur insgesamt nur vier Markersysteme der Fall. Dieisten der amplifizierten Produkte
entsprachen den Allelen voR. s. catus Zudem traten fur alle drei Spezies vereinzelt
Produkte auf, die zwar innerhalb des Produktbeseieimes Markers lagen, aber in der

verwendeten Stichprobe véin s. catusoch nicht erfasst wurden.

Ein Vergleich zwischen den bereits detektierterelalh vonF. s. catusund den detektierten

Produkten der getesteten Spezies der Familie dielaEast in Tabelle 29 gegeben.

Tabelle 29:Vergleich der Allelverteilung zwischen unterschieglien Spezies der Familie der Felidae

undF. s. catus

Markersystem Spezies detektierte Produkte (bp) Bemerkung
Amelogenin P. leo 76 = Allelen vonF. s. catus
F. s. catus L. lynx 66/76 = Allelen vonF. s. catus
66/76 bp P. r. phillipsi 76 = Allelen vonF. s. catus
F27 P.leo - keine Produktdetektion
F.s. catus L. lynx - keine Produktdetektion
103 - 196 bp P. r. phillipsi 107/111 = Allelen vonF. s. catus
F37_vkz5 P. leo 189 < PB vonF. s. catus
F. s. catus L. lynx (167)/189 < PB vonF. s. catus
199 - 232 bp P. r. phillipsi 65/73 < PB vonF. s. catus
F42 vkz _neu P. leo 93/97 = Allelen vonF. s. catus
F.s. catus L. lynx 101/105 = Allelen vonF. s. catus
86 - 122 bp P. r. phillipsi 97/101/109 = Allelen vonF. s. catus
F141 vkz3 P leo 187/191195 < PB vonF. s. catus
F. s. catus - = Allelen vonF. s. catus
193 - 255 bp L. lynx 149/157/164 < PB vonF. s. catus

= PB; Produkte fUF. s. catus
P. r. phillipsi 215223 noch nicht detektiert
= Allelen vonF. s. catus
FCA441 vkz < PB vonF. s. catug
F. s. catus P. leo 90/9498/102 = PB; Produkte fUF. s. catus
95-125bp noch nicht detektiert
L. lynx 82/90 < PB vonF. s. catus
S = Allelen vonF. s. catug
P.r. phillipsi 109185 > PB vonF. s. catus
FCA559 P. leo 87 < PB vonF. s. catus
F. s. catus L. lynx 103/107/111 = Allelen vonF. s. catus
103 - 195 bp P. r. phillipsi 107/111/119 = Allelen vonF. s. catus
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Markersystem Spezies detektierte Produkte (bp) Bemerkung
FCA730_vkz = PB; Produkte fUF. s. catus
F. s. catus P. leo 139/147171/175 noch nicht detektiert
118 - 158 bp > PB vonF. s. catus

L. lynx - keine Produktdetektion
. . phillipsi - keine Produktdetektion
FCA733 P. leo o4 = Allelen vonF. s. catus
F. s. catus L. lynx 82 < PB vonF. s. catus
101 - 202 bp . . phillipsi 82 < PB vonF. s. catus
FCA734 P.leo 171/184 = Allelen vonF. s. catus
F. s. catus L. lynx 198 > PB vonF. s. catus
142 - 190 bp L = PB; Produkte fUF. s. catus
-1 phillipsi 1507154 noch nicht detektiert
FCA740 vkz P.leo 137 < PB vonF. s. catus
F. s. catus = PB; Produkte fUF. s. catus
147 - 174 bp L. lynx 164168 noch nicht detektiert
> PB vonF. s. catus
= Allelen vonF. s. catus
. 1. phillipsi 150/162166 = PB; Produkte fuF. s. catus
noch nicht detektiert
FCA742_vkz P.leo 155/159/167/176 > PB vonF. s. catus
F. s. catus L. lynx 82/86 < PB vonF. s. catus
103 - 152 bp . . phillipsi 106/110 = Allelen vonF. s. catus
FCA744_vkz P.leo 139/143 > PB vonF. s. catus
F. s. catus < PB vonF. s. catug
115-139 bp L. lynx 101115 = Allelen vonF. s. catus
. 1. phillipsi 142/151 > PB vonF. s. catus
FCA747 vkz2 P.leo - keine Produktdetektion
F. s. catus L. lynx - keine Produktdetektion
100 - 134 bp . 1. phillipsi 109 = Allelen vonF. s. catus
FCA749 vkz P.leo 346/352/360/384 > PB vonF. s. catus
F.s. catus L. lynx - keine Produktdetektion
84 - 259 bp = PB; Produkte fiiF. s. catus
. 1. phillipsi 148/182188/208 noch nicht detektiert /
= Allelen vonF. s. catus

PB — Produktbereich = — entspricht/ <— unterhalb/ > — oberhalb
" entspricht dem 101 bp-Produkt aufgrund der Farbarkierung des Primers

Bei dem in Klammern gesetzten 167 bp-Produkt deskdta F37_vkz5 des Luchses konnte
nicht mit Sicherheit verifiziert werden, ob es statsdchlich um ein Produkt oder ein Artefakt
handelte. Die beiden beschriebenen Produktpeakdenuiir alle drei Proben erhalten und

wiesen sehr unausgeglichene Peakhdhen zueinarfder au
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Von den hier untersuchten Vertretern der Familie Belidae gehort die Européische
Wildkatze €. s. silvestriy zu der Subpezies, die mit der Hauskatze am r&chvarwandt ist.
Insgesamt 77 Individuen dieser Spezies wurden néttersucht.

Der Test auf Artspezifitat lieferte mit allen Markgstemen interpretierbare Signale, die
Uberwiegend den bisher erhaltenen Allen der Hamskantsprachen. Lediglich die Systeme
F27, F37_vkz5, FCA742_vkz und FCA749_vkz wiesendBkte auf, die bisher noch nicht
fur F. s. catusbeobachtet wurden. Diese Allele lagen meist inalérides detektierten
Produktbereiches der Hauskatze. Die Systeme FCAk&2und FCA749 vkz wiesen zudem
Allele der Européischen Wildkataeterhalb der jeweiligen Produktbereiche \Fars. catus
auf. Produkte oberhalb dieser Bereiche wurden &tlis8tich fur den Marker FCA749 vkz
erhalten.

Im Vergleich zuF. s. catuskonnte eine Reduktion der beobachteten Anzahl l&leA pro
Markersystem festgestellt werden. Speziell fur 8gstem FCA733 wurden nur 10 der 31
Allele der Hauskatze detektiert. Einige Marker erepraferentiell auftretende Allele auf, die
Frequenzen zwischen 0.37 und 0,77 erreichten undt stas meist einzige am haufigsten
auftretende Allel reprasentierteR3(_vkz5, FCA559, FCA730_vkz, FCA740_vkz, FCA744z vk
und FCA749_vkz; Abb. 65
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Abb. 65: Allelfrequenzen fUF. s. silvestrignit sechs Markersystemen
Die Allelfrequenzen der sechs Markersysteme F375\ky FCA559 ), FCA730_vkz ¢),
FCA740_vkz {), FCA744 vkz ¢) und FCA749_vkzf] weisen jeweils Einzelallele auf, die

bevorzugt in der Population vertreten sind.
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Weitere Systeme zeigten dagegen eine Uberwiegemg@gbehene Frequenz von den
erhaltenen Allelen, so dass die Aussage Uber eifigh&ertretenes Allel sich schwierig

gestalteteR141 vkz3 und FCA742_vkz; Abb. 56
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Frequenz

00
a) B 022 ¥ OB w2 OB OB 0 N3
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Abb. 66: Allelfrequenzen vork. s. silvestrisanhand zweier Markersysteme
Die zwei Systeme F141_vkz3) (und FCA742_vkzH) zeigen mehrere Allele, die eine in etwa

gleichhaufige Verteilung aufweisen.

Daneben konnte fir die Systeme F42_vkz_neu, FCA4¥Lund FCA733 Kier nur bei den

kleinen Allelen 10 - 1Beine ahnliche Verteilung der Allele #u s. catusfestgestellt werden

(Abb. 67).

20
2 3 14 i} 24 26 u 32
Allete

Abb. 67: Allelfrequenzen vork. s. silvestrisunter Verwendung dreier Markersysteme
Eine ahnliche Verteilung zUr. s. catuskonnten mit den Markern F42_vkz ned), (

FCA441 vkz b) und FCA733¢) festgestellt werden.

Sehr unterschiedliche Allelverteilungen im Vergleiru F. s. catuswurden dagegen fur die

Marker F27, FCA734 und FCA747_vkz2 erhaltebl. 63.

Seite | 143



ERGEBNISSE

Allele

Abb. 68: Allelfrequenzen fUF. s. silvestrisunter Verwendung von drei Markersystemen
Unterschiedliche Allelverteilungen #u s. catukonnten mit den Systemen F2¥,(FCA734
(b) und FCA747_vkz2d) festgestellt werden.

Eine Besonderheit zeigte der Marker FCA749_vkz.Zwigi der getesteten Wildkatzenproben
(FB50 und D387y konnten keine Produkte detektiert werden. Auch hmmalige

Wiederholungen des PCR-Ansatzes, zusatzlich untexaiz der verdoppelten DNA-Menge,
fuhrten zu keinem Amplifikationserfolg. Dagegengten diese Proben mit allen anderen

Systemen auswertbare Allelpeaks in einer ausretthehen IntensitdDaten nicht gezeijt

3.9 Analyse von Mischspuren

Durch die Verwendung einer konstanten und eineralsl|an Komponente wurden sowohl
Mischungen von Katzen/Katzen-DNA als auch von Kat#@eman-DNA erstellt. Die
variablen Komponenten stellten die Probe ZellkutQB83 als auch die Human-DNA K 562
dar, wahrend DNA der Probe Genom. DNA D2915 korisian 1 ng bzw. zu 500 pg
eingesetzt wurde.

Mischungen mit Human-DNA, die aquivalent oder in-fabhem Uberschuss beigemischt
wurde, zeigten keinen Einfluss auf die Amplifikatider Katzen-DNA. Die Intensitaten als
auch die Darstellung der Allelpeaks entsprachenenleder Kontrollprobe, die jeweils
mitgefuhrt wurde Daten nicht gezeiyt

In allen vier Multiplexen konnten fur die Mischumgeus Katzen/Katzen-DNA &hnliche
Ergebnisse erhalten werden. Wurde eine Komonentederi doppelten Menge an DNA
verwendet, stellten sich die Allelpeaks dieser Brehtsprechend starker dar und erreichten

sehr héaufig die doppelte Intensitat. Im Vergleiah den Kontrollproben stellten sich die
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Allelpeaks der Produkte, die in beiden Proben e&tr waren, aufgrund der sich addierenden
Intensitaten teilweise doppelt so hoch debty. 69.
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Abb. 69: Mischung Katze - Katzel(ng - 2 ng

In den beiden oberen Elektropherogrammen sind dudilé der konstanten@enom. DNA
D2915 und der variablen Komponent&e(kultur 4083 unter Einsatz von 1 ng DNA
dargestellt. Das untere Pannel zeigt die erhaltediélpeaks nach Mischung von 1 ng
konstanter Komponente mit 2 ng variabler Komponerdatsprechend der im Ansatz
enthaltenen DNA-Mengen stellen sich die Produktpelk variablen Komponente wesentlich

starker dar.

Befanden sich aquivalente Mengen der beiden Kaid¢As im Ansatz wurden die Produkte
gerade im Bereich von 500 pg uUberwiegend gleickstanplifiziert. Eine geringe DNA-

Menge von 200 pg der variablen Komponente wurd®&@rgleich zu hheren DNA-Mengen
ebenso effizient amplifiziert. Alle zu erwartendBroduktpeaks konnten in den jeweiligen

Ansatzen eindeutig nachgewiesen und ausgewertdewddaten nicht gezeigt

3.10 STR-Typisierung von unterschiedlichen Gewebeaimnd Haaren

Um eine Konstanz der Ergebnisse aus der STR-Typmsijetber unterschiedliche Gewebe
hinweg als auch gegenuber der Haare nachzuweisamdew die beschriebenen
Markersysteme daraufhin getestet. Hierzu kamen \aatsichiedene Gewebproben der Katze
Katze _quer Kerz, Hirn, Leber, Lunge, Niere, Milz, Muskelgewebed Zungg sowie Blut,
Speichel und Haarenft Haarwurzel dieser Probe zum Einsatz.

Neben allen Geweben der untersuchten Katze komcte der Blut-, Speichel- und Haarprobe

eine Kontinuitat der Ergebnisse nachgewiesen werddle Proben wiesen eine exakt
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identische Produktamplifikation pro Markersystenf, @ie sich nur hinsichtlich der Intensitat
der jeweiligen Allelpeaks unterschied. Die niediegs Produktpeaks wurden hierbei mittels

der Haarprobe detektiert.

In Abb. 70 sind die Amplifikationsergebnisse fue dProben Blut, Herz, Lunge und Niere

unter Einsatz der Marker F42_vkz_neu und FCA441 edemplarisch wiedergegeben.
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Abb. 70: Test auf Kontinuitat

Dargestellt sind die Ergebnisse der Proben BlatzH_.unge und Niere von Katze_quer.

a) Produktamplifikation mittels des Markers F42_vkzune

b) Produktamplifikation unter Verwendung des Marke@AB41 vkz

Pro Markersystem wurden zueinander identische Hikgtldngen erhalten, die sich

lediglich in ihrer Intensitaten voneinander untérsden.

Fur alle weiteren Markersysteme und Proben wurdah sihnlich reprasentierende

Ergebnisse erhalten.
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3.11 Untersuchung auf DNA-Anhaftungen an Haaren unddHaarschaftmaterial

Die Untersuchung auf DNA-Spuren durch moégliche Anlmegen an den Haaren der Katze
Ktz009_Ha fuhrte in allen Untersuchungsansatzeariwgrwendung des Multiplexes Penta-6
zu keinem Ergebnis. Es konnten weder Produktpeak&dtze KtzO09 Ha selbst oder einer
der anderen Katzen nachgewiesen werden, die siafkeinselben Haushalt befinden. In

diesem Fall wurde keine DNA aus evtl. an den Haardraftendem Speichel nachgewiesen.

Auch wurde die DNA aus Haarschaftmateriatfn lang; Bereic2)  in Abb. 8, Abschnitt 2)2.
unter Verwendung des Multiplexes Penta-6 auf eingMfikation hin untersucht. In keinem
der 10 Ansatze konnte eine Produktdetektion festtiesverden. Eine fehlgeschlagene oder
nicht optimal verlaufende PCR wurde ausgeschlosdanfur die Positivkontrolle die zu
erwartenden Allele in guter Qualitat nachgewiesesrden konnten Oaten nicht gezeijt
Somit ist davon auszugehen, dass sich in dem veleten Haarschaftmaterial keine bzw. nur

eine unzureichende Menge an Kern-DNA, die zudenk skagradiert war, befand.

3.12 Optimierung der Haar-DNA-Extraktion

Optimierungsversuche zur Haar-DNA-Extraktion wurdemohl mit manuellen Kits als auch
mit Magnetpartikelseparartoren durchgefuhrt. DaBiigchfihrung mit den manuellen Kits,
insbesondere des ,nexttéc 1°°" DNA Isolation Kit for Tissue & Cells* und dem
Zusatzprotokoll “Hair” nur unzuldngliche bis garitke Ergebnisse lieferte, wird auf eine
genauere Darlegung der Ergebnisse verzichtet.

Des Weiteren wurde neben den drei vorgestellten netipagrtikelseparatoren ein weiteres
Gerét der Fa. Analytik Jena getestet. Hierbei hiém@s sich um den InnuPGr€16, dessen
Versuchsreihe mit deminnuPREP Forensic DNA Kit-IP-C16™Kit durchgefihrt wurde.
Die erhaltenen Analysenergebnisse waren fur digbeifAnicht verwertbar, sodass auch hier

auf eine Darstellung verzichtet wird.

Die Optimierung der DNA-Extraktion aus Haaren egfel letztendlich unter Zuhilfenahme
von drei Magnetpartikelseparatoren unterschiedtidfiemen, die im Abschnitt 2.13 néher
vorgestellt wurden. Bei diesen Geraten handeltsiggssum den Maxwell 16 Promeg}, den
King Fishef™ Duo (Thermo Scientifiy und den EZ1 Advance®{ager).
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Im Vorfeld wurde zu jedem einzelnen Geréat eine i#dusiche Testreihe durchgefuhrt, bei der
sowohl die Originalchemie des Herstellers als aeicte Kombination aus dem im BKA
verwendeten TNCa-Lysepuffer zum Haaraufschluss urellen der Originalchemie
verwendet wurde. So konnte die Methode ausfindigpagpht werden, die fur das jeweilige
Gerat letztendlich die hochste DNA-Ausbeute gaeateti Diese Methoden wurden in einem
finalen Testversuch zwischen allen Geraten gegandar getestet.

Auf eine Darstellung der Ergebnisse aus den jegesili Versuchsreihen wird in diesem

Kontext verzichtet.
Fur den finalen Versuchsdurchlauf wurden folgendghdden miteinander verglichen:

- TNCa— DNA IQ™ Casework Pro Kit{NCa-iQ) (Maxwell® 16)

- TNCa— Crime Prep Adem-Kit{NCa-Ademtech (King Fishef™ Duo)

- TNCa— EZ1® QlAamp DNA Investigator Kit/Trace-ProtokoltKiCa-TP (EZ1 Advanced)
- TNCa— Phenol/Chloroform— Microcon30-FiltersaulerPC-M)

Die Referenzmethode PC-M wurde zur eindeutigen tBbusg der Effizienz der

untersuchten Methoden mitgefihrt.

Im direkten Vergleich zeigte der DNA-Extrakt des dviatpartikelseparators King Fish&r
Duo, der einem DNA-Extrakt aus umgerechnet 2 Haaemtsprach, die meisten
Produktpeaks. Unter Verwendung von 1 pl DNA in et eul-PCR wurden funf von acht
Allelpeaks erhalten, die Intensitaten zwischen 13050 rfu erlangten. Mittels der
Refernezmethode PC-M konnten lediglich zwei Prodwdtektiert werden. Die Extrakte der
beiden anderen Geratdldxwell® 16 und EZ1 AdvancddlieRen bei diesem geringen DNA-
Einsatz keine Produktdetektion erkennbBatén nicht gezeijt

Unter Verwendung von 5 pl der jeweiligen DNA-Exti@mkvurde mittels des Extraktes des
King Fishef™ Duos ein Vollprofil ermittelt, welches Intensitéteis 1.900 rfu erkennen lief3.
Der Referenzmethode PC-M fehlten lediglich zweield| um ein vollstandiges Profil zu
generieren. Die Intensitaten reichten hier von 20800 rfu. Mittels der Extrakte der
Magnetpartikelseparatoren Maxwell6 und EZ1 Advanced konnten unvollstandige Profile

mit ein bis max. drei Allelen pro Methode detektiwerden Abb. 7).
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Test Gerdte
Maxwell 16 - TNCa-iQ/ Fing Fisher - TNCa-Ademtech / EZ1 - TNCa-TP/ PC-M
2 Haare - 5 ul - 25 pl PCR 2.000 rfu
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Abb. 71: Ergebnisse des Geratevergleichs - Maxivell, King Fishel™ Duo und EZ1 Advanced
Dargestellt sind die Ergebnisse der PCR fur deel@NA-Extrakte verwendet wurden, die aus

umgerechnet 2 Haaren erhalten wurden. Es wurdgh der Extrakte in eine 25 pl PCR
eingesetzt.

Es kann lediglich mittels des King FisRérDuos ein vollstandiges Profil dargestellt werden,
welches Peakintensitaten bis zu 1.900 rfu aufwé&ist anndhernd vollstandiges Profil weist
die Methode PC-M aufzei fehlende Allelp Kaum eine Produktdetektion wurde mit den
Methoden des Maxwéll16 und des EZ1 Advanced erhalten.

Die Skala der Intensitat ist fur alle Pannels2000 rfu eingestellt.

rote Peaks = LangenstandaRibK HD400

Der Einsatz der DNA-Extrakte aus umgerechnet 6 étaaeigte ein homogeneres Bild
zwischen den getesteten Methoden. Je 1 pl DNA-Extira den PCRs fuhrte fur jede
Methode zur Darstellung eines vollstandigen Profilee Peakintensitaten ahnelten sich pro
Methode sehr und lagen meist um die 2.000 - 3.0@Daten nicht gezeigt

Ebenfalls wurden durch den Einsatz von jeweils SDNA derselbigen Extrakte fur alle
Methoden Vollprofile erhalten. Lediglich bei dem rgeich der Methode des Maxw@IL6
zeigten sich verringerte Peakintensitaten, die mach Werte zwischen 400 - 1.000 rfu
aufwiesen. Die anderen Methoden zeigten Peakirtétes| die meist um die 5.000 rfu lagen
und max. 7.800 rfu annahmen, wobei sich die Pradukter 7.000 rfu abgeschnitten
darstellten (off-scale-Peak} Die hochsten Peakausschlage waren fir den KistgeF" Duo
zu beobachtempb. 72.

Seite | 149



ERGEBNISSE

Test Gerdte
Maxwell 16 - TNCa-iQ / Fing Fisher - TNCa-Ademtech/ EZ1 - TNCa-TP/ PC-M

6 Haare - 5l - 25 yl PFCR 8.000 rfu
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Abb. 72: Ergebnisse des Geratevergleichs - Maxivedl, King Fishe? Duo und EZ1 Advanced
Dargestellt sind die PCR-Ergebnisse der DNA-Extrakdie einen DNA-Gehalt von
umgerechnet 6 Haaren enthalten. Es wurden 5riExteakte in eine 25 ul PCR eingesetzt.
Fur alle zu testenden Methoden sind vollstandigefil® zu detektieren. Die hochsten
Intensitaten werden fir den King FisheDuo erhalten, wahrend die Methode des Maxivell
16 nur schwache Intensitaten aufweist. AbgesametiPeaks von tber 7.000 rfu sind gehauft
vertreten.

Die Skala der Intensitat ist fur alle Pannels&00D0 rfu eingestellt.
rote Peaks = LangenstandaRDK HD400

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich festhaltens daistels eines DNA-Extraktes aus

6 Haaren fur alle getesteten Methoden aussagejedfind verlassliche Ergebnisse in Form
von Vollprofilen erhalten werden kénnen.

Im Gegenzug hierzu waren die Ergebnisse der DNAekie¢, die umgerechnet die DNA aus
2 Haaren beinhalteten, ausschlaggebender. Hiegrtikeflediglich die Methode des King

Fishef™ Duo ein sicheres und vor allem deutlich sensiéseErgebnis.
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3.13 Untersuchung der mtDNA

Die vorhergehenden Abschnitte beschrieben STR-Msykteme mit deren Hilfe auf Ebene
der Kern-DNA der Hauskatzé.(s. catu} die Moglichkeit gegeben ist eine Differenzierung
durchzufiihren. Die Voraussetzung ist hierbei, dase ausreichende Menge an Kern-DNA
vorhanden ist. Da bef. s. catushauptsachlich mit der Ubertragungsspur Haar geesdch
werden kann, erfolgte hierzu die Optimierung der ABKktraktion. Fuhren all diese
Methoden jedoch zu keinem Erfolg bei der Analyse Kiern-DNA, kann alternativ auf die
MtDNA zurlckgegriffen werden, die selbst in Haargn einer hohen Kopienanzahl
vorzufinden ist g§iehe Abschnitt 1.3 und 1.10.1

Im Rahmen einer Masterarbeit erfolgte die Uberprgfeines bereits publizierten mtDNA-
Systems im Bereich der Kontrollregion der Katze winel Adaptierung dieses Systems auf
Hauskatzen in Deutschlanéifteilung in Haplotypen Nach Sichtung der Ergebnisse wurde
weiteren Systeme gesucht, um die Differenzierung %0 s. catusgegebenenfalls zu
optimieren. Da mittels der mtDNA aussagekraftiggelBntnisse gewonnen und gerade bei
einer unzureichenden oder fehlgeschlagenen STRys@maherangezogen werden kdnnen,
sollen diese Ergebnisse zusammenfassend dargestetien. Genaue Erlauterungen zu der
Vorgehensweise und zu den getesteten Systemedesindasterarbeit zu entnehmerzg.

3.13.1 mtDNA - Haplotypen-Verteilung nach Tarditi

Das von Tarditi et al.1p1] verwendete System amplifizierte ein 492 bp langesdukt, das
anschlieBend auf einen auszuwertenden Bereich 98rbg verkirzt wurde. Dieser Bereich
entsprach der in der LiteratunZ1,122 verwendeten Sylvester-ReferenzsequeBRY.
Getestet wurden 145 Hauskatzen, deren Sequenzgesamt 21 SNP-Positionen aufwiesen,
die zum Grof3teil durch Transitionen und nur vereihzlurch Transversionen zustande
kamen. Des Weiteren fand sich eine Indel-Positi@nder es sich entweder um eine Deletion
oder Insertion handelte. Von den beschriebenen tHapfotypen A - L waren alle bis auf die
Haplotypen E, G und L vertreten. Von den Unterhiyplen, die nur eine geringe Varianz zu
den jeweiligen Haplotypen zeigten, konnten A6 und Beobachtet werden. Weitere
Haplotypen, die noch nicht beschrieben waren, wuetdalten. Hierbei handelte es sich um
neun Haplotypen, die mit X1 - X9 bezeichnet und Zbeil auch nur von einer Hauskatze
reprasentiert wurderxg - X9) (Abb. 73.
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Abb. 73: Haplotypenverteilung nach Tarditi
Die durch Tarditi et. al.1p1] beschriebenen Haplotypen wurden bis auf die Hgpén E, G
und L fir die hier untersuchten 145 Hauskatzemlexh. Von den Unterhaplotypen konnten
lediglich A6 und B4 detektiert werden. Des Weitetteaten neun noch nicht beschriebene

Haplotypen aufrfit X1 - X9 bezeichnét

Wie in den Studien zuvor beschriebetr1,122 waren auch in dieser Stichprobe von
145 Katzen die vier Haupthaplotypen A - D am h&i#g vertreten. Der Haupthaplotyp A
wurde durch 43,4 % der Individuen vertreten, gefelgn Haplotyp B mit rund 13,8 % und
den Haplotypen C und D, die jeweils durch 8,3 %re&en waren. Somit reprasentierten rund
74 % der getesteten Hauskatzen diese vier Hauptlypph. Lediglich acht Haplotypen
konnten beschrieben werden, die nur durch jeweilsnelividuum vertreten waren und somit

fur diese Stichprobe als einzigartig galters(5 %).

Aufgrund der Tatsache, dass sich fast die Halfreutersuchten Hauskatzen auf nur einen
Haplotypen verteilte, wurden weitere Bereiche déDNA auf Variationen hin untersucht.
Fur ein weiteres System der Kontrollregion konniterdem gegebenen Zeitraum lediglich
92 Hauskatzen untersucht werden. Eine Anpassunglaer dargestellten Daten erfolgte auf
eben diese verwendeten Individuen. Da das Augenmefkden Hauskatzen lag, die den
Haplotypen A widerspiegelten, wurden vermehrt di€sre getestet. Hierdurch verédnderte
sich die Verteilung der Haplotypen zueinander. \&feih waren die Haplotypen A - D am
starksten vertreten. Haplotyp A wurde durch 50 %pldtyp B durch 17,4 %, Haplotyp C
durch 8,7 % und Haplotyp D durch 5,4 % der Indie@dureprasentiert. Diese Anteile

entsprachen insgesamt 81,5 % der Gesamtstichptbbeherabgesetzte Stichprobe enthielt
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Individuen, fur die fuinf noch nicht beschriebenepldtypen beobachtet wurden. Mit 6,5 %
waren diejenigen Haplotypen vertreten, die bei jawweils einem Individuum detektiert
werden konntenAbb. 74).

Tarditi-System
0.6+
0,59 M
0.44

0.3

Frequenz

Haplotyvpen

Abb. 74: Haplotypenverteilung nach Tarditi
Durch Reduktion der Stichprobe auf 92 Hauskatzewled& sich die Verteilung der
Haplotypen minimal. Weiterhin handelt es sich den Haplotypen A -D um die am starksten
vertretenen Haupthaplotypen. Die Anzahl der ndchtrbeschriebenen Haplotypen reduzierte
sich auf funf X1, X4 - X7).

Im nachfolgenden Verlauf galt es ein System zulietan, das die Haplotypenverteilung des

Tarditi-Systems weiter differenzierte und die Augsaaft des Systems verbesserte.

3.13.2 mtDNA - Haplotypen-Verteilung nach RS2

Nachdem weitere Bereiche innerhalb der Kontrolvagals auch angrenzende Regionen, wie
Teile des Cytochrom b-Gens, untersucht wurden, fiold ein System, dass eine weitere
Differenzierung des Haupthaplotyps A des Tarditst8yns versprach. Hierbei handelte es
sich um einen Bereich in der Kontrollregion, deil&@a@er RS2-Region beinhaltet und als

System RS2 bezeichnet wurde. Diese Repeatregidehbesmus einem 80/82 bp-Repeat, der
bis zu 3-mal wiederholt wirdd[/]. Nach Amplifikation wurden bis zu finf Produktehalten,

die in ihrer Produktlange um ca. 80 bp zueinandbwankten und sich unterschiedlich stark
darstellten 169 bp, 252 bp, 331 bp, 409 bp und 483. yetztendlich wurde fur die Analyse zur

Haplotypenbestimmung das sich am starksten damstid| Produkt mit 409 bp verwendet.
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Nach erfolgter Sequenzierung wurde die zu analgst Sequenz auf 293 bp geklrzt, um
alle Basen einwandfrei identifizieren zu kdnneneWh Abschnitt 3.13.1 erwahnt, wurden
92 Katzen untersucht. Mit Hilfe dieser Sequenzennken 28 SNP-Positionen detektiert
werden, die hauptsachlich durch Tranitionen veritsavurden. Weitaus weniger traten
Transversionen in Erscheinung. Zwei Indels liefdeh beobachten, bei denen jeweils 2 bp
inseriert wurden oder fehlten. Insgesamt wurdenHaplotypen erhaltena(- I), die durch
mehrere Individuen dargestellt wurden. Von diesemenw bis zu finf Haplotypen haufiger
vertreten. Der sich am starksten darstellende Hgpla, wurde durch 17,4 % der getesteten
Hauskatzen reprasentiert, gefolgt von den Hapletylpeund c, die mit je 13 % vertreten
waren. Die Haplotypen d und e traten zu 9,8 % ubd@ auf. Haplotypen, die fur nur je ein
Individuum beobachtet wurden und somit fir die Igirobe als einzigartig galten, traten zu
18,5 % auf Xi; insgesamt 17 HaplotypgrfAbb. 75.
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Abb. 75: Haplotypenverteilung nach RS2
Mittels 92 untersuchter Hauskatzen konnten 12 étgpén detektiert werden, die fir mehrere
Hauskatzen beschrieben werden konnten. Des Weitwral 17 Haplotypen vertreten, die

durch nur je ein Individuum reprasentiert werdei. (
Diese Verteilung zeigte eine gute Differenzierungr dndividuen aus der vorliegenden

Stichprobe. Mit diesem System stellte sich der a#émksten vertretene Haupthaplotypen

gerade mal mit 17,4 % dar.
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3.13.3 Haplotypen-Verteilung nach Kombination des @rditi- und RS2-Systems

Da das RS2-System eine hinreichend gute VerteilergHaplotypen aufwies, wurden die
Verteilungen dieses System und die des Tarditi€dyst kombiniert betrachtet. Insgesamt
wurde eine Sequenz von 695 lag 402 bp lange Produkt von Tarditi und das 29%bge des
RS2-Systenys auf SNPs hin untersucht und eine neue Haplotygréenung erstellt. Die
hierbei verwendete Nomenklatur setzte sich ausvderGrahn et al.122 und der fur das
RS2-System eingefuihrten Nomenklatur zusammen. Ddieckombinierte Betrachtungsweise
konnten 13 Haplotypen erhalten werden, die durchrare Individuen reprasentiert wurden.
Den gro3ten Anteil an Haplotypen machten sog. garige Haplotypen aus, die nur fir
jeweils ein Individuum beobachtet wurdeti)((Abb. 76).

Kominierte Darstellung
Tarditi - RS2
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0.3
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Abb. 76: Kombinierte Haplotypenverteilung des Tarditi- uhes RS2-Systems
Die kombinierte Darstellung der beiden Systemetfiatr Ermittlung von 13 Haplotypen, die
durch mehrere Individuen vertreten sind. Des Weitewurden in der Stichprobe von

92 Hauskatzen 33 einzigartig auftretende Haplotygyealten Xi).

Anhand des Diagramms wird ersichtlich, dass derptteaplotyp A der Tarditi-Systems in
insgesamt funf Haplotypen differenziert werden Kenndie durch mehrere Individuen
vertreten waren. Bei dem am haufigsten auftretemtigiotypen handelt es sich um Haplotyp
Aa, der durch 10,9 % der Individuen reprasentientde®. Danach folgten die Haplotypen Ad
(9,8 %9, Bb 8,7 %9 und Ae 6,5 ¥%9. Eine weitere Differenzierung der HaupthaplotyjgenC
und D konnte ebenfalls durch Kombination der bei@gsteme erreicht werden. Insgesamt
wurden 33 einzigartig auftretende Haplotypen detetst die 35,9 % der Stichprobe
ausmachten und weitere Differenzierungen der Hayboltypen aufwiesen.
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3.13.4 Sensitivitatsstudie

Der Sensititvitatstest wurde fur das Tarditi- unas (RS2-System durchgefihrt. Die dabei
verwendeten Proben und Verdinnungsstufen entspratdgreen unter Abschnitt 2.5.1 bereits
beschriebenen.

Durch alle Verdinnungsstufen hinweg konnten furdeeSysteme die entsprechenden
Produktpeaks erhalten werden. Bis zu einer eingesetGesamt-DNA-Menge von 12,5 pg

wurden fur die jeweiligen Systeme noch Produktpeaksintensitaten von bis zu 4.000 rfu

erhalten Abb. 77).
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Abb. 77: Sensitivitatstest des Tarditi- und des RS2-Systems
Beide Systeme weisen bis zu einer Gesamt-DNA-Mevme 12,5 pg Produktpeaks mit

Intensitaten bis zu 4.000 rfu auf.

Vorhergehende Untersuchungen hatten gezeigt, daskil®peaks mit einer Intensitat von
4.000 rfu zu reproduzierbaren Ergebnissen bei dguénzierung fihrterbaten nicht gezeigt
Beide Systeme wiesen somit eine hohe Sensitivithtdie selbst mit einer Gesamt-DNA-

Menge von 12,5 pg zu einer erfolgreichen Haplotgpisg flhrte.
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3.13.5 Test auf Artspezifitat
Sowohl das Tarditi-System als auch das RS2-Systemdem auf ihre Artspezifitdt hin
getestet. Unter Zuhilfenahme der in Tabelle 1 &ftifggen SpeziesApschnitt 2.1.) wurde der

Test analog zu den STR-Markersystemen durchgefthrt.

Die Spezies der Ordnungen ArtiodactylePagrhufey, Perissodactyla Unpaarhufey,
Lagomorpha Hasenartige Rodentia I{agetier¢, Primates Frimatern) sowie dieFamilien der
Ursidae Barer), Mustelidae Marde) und CanidaeHundeg aus der Ordnung der Carnivora
(Raubtierg@ wiesen keine Kreuzreaktionen mit dem Tarditi-8Sgsauf.

Die oben genannten Spezies mit Ausnahme des Baudersaflartes martep zeigten auch
unter Verwendung des RS2-Systems keine Produkthkagion. Fir M. martes wurden
Produkte bei ca. 340 bp und 560 bp ermittelt, the éntensitat von 1.500 rfu aufwiesen und
nicht als Artefakte gewertet werden konnten.

Die Familie der FelidaeKatzen zeigte mit beiden Systemen der mtDNA sowohl Pkbelu
unterschiedlicher Intensitat als auch mit teilweiagierender Produktgrof3e.

Das Tarditi-System wies keine Produktamplifikatifim die RostkatzeR. r. phillipsi) auf,
wohingegen analoge Produkte der Hauskatze fir deweb . leg und die Eurpoaische
Wildkatze €. s. silvestri} erhalten wurden. Der Eurasische Luchsly¥nX) wies ein um 2 bp
abweichendes Produkt von ca. 494 bp auf, welchésmawunur knapp oberhalb einer Intensitat
von 50 rfu lag und somit nur geringfiigig amplifizievurde.

Im Vergleich hierzu wurden fur alle Individuen deglidae mit dem RS2-System eindeutige
Ergebnisse erhalten, die sich ebenfalls in ihred38rzueinander unterschieden. Wahrend
F. s. silvestrigdentische Ergebnisse Eu s. catuseigte, unterschieden sich die Produkte der
anderen drei Spezies in ihrer Lange zueinander Haaptprodukt vorP. r. phillipsiwar 2 bp
langer als das vof. s. catus wahrend das voh. lynx sich 60 bp kleiner darstellte. Alle
Produkte zeigten eine starke Amplifikation mit Iimtg&ten > 7.000 rfu. Einzig die
detektierten Produkte voR. leo wiesen im Vergleich hierzu eine geringe Intensaét. Es
konnten Produkte bei 571 bp, 652 [gwgils um die 800 rfuund 732 bp (car00 rfu erhalten

werden Daten nicht gezeiyt
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3.14 Artbestimmung mit Hilfe der mtDNA

Eine sichere Artbestimmung ist die Voraussetzungdién Einsatz der zu untersuchenden
Proben in die STR-Analyse, da Uber diese artsgehid Produkte generiert werden. Tierhaare
kénnen groR3tenteils morphologisch einer Spezieeaumet werden. Speziell bei feinen
Haaren sowie Blut, Sekret oder Gewebeproben istrd@ht moglich. Hierbei kann jedoch die
Artbestimmung tber die mitochondriale DNA hilfreisain.

Nachfolgend werden die Ergebnisse zweier Systenmgestellt mit deren Hilfe Produkte
spezifischer Lange fur unterschiedliche Speziesliim@rt werden und so ein spezifischer

Artnachweis gefihrt werden kann.

3.14.1 Primer MM - Kontrollregion

Das Primersystem MM bindet auf der mtDNA in der Koliregion unterschiedlicher
Spezies und amplifiziert Produkte spezifischer leing

Der PCR-Ansatz wurde entsprechend optimiert sovae BCR-Protokoll dem der STR-
Marker angeglichen. Die Lange der speziesspez#iscRrodukte blieb auch nach den
Optimierungen gleich, wahrend die Amplifikationdei verbessert werden konnte.

Beispiele amplifizierter Produkte mittels des Prisystems MM sind in Abb. 78 dargestellt.

e B

Abb. 78: Produktamplifikation mittels der Primer MM - mtDN@ontrollregion)
Die spezifische Produktamplifikation ermdglicht emhand der Produktlange eine Aussage
Uber die Spezies treffen zu kénnen. Mit den Primbtil, die in der Kontrollregion
unterschiedlicher Spezies binden, wird z. B. fius &derd ein 440 bp-Produkt und fden
Hund ein 393 bp-Produkt amplifiziert.
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Dieses System bietet einen ersten Untersuchunggaiaids der Ursprung einer Spur oder
Probe unbekannt oder z. B. durch morphologischely&ea pei Haareh nicht eindeutig

zuzuordnen ist.

3.14.2 Tobe und Linacre - Cytochrom b

Fur den internen Untersuchungsansatz wurden audgies Spurenaufkommens die Spezies
Pferd Equus caballus Katze €. s. catuy und Hund Canis lupus familiarisin einem Multiplex
vereint. Entsprechend der in dem Multiplex vertnete Spezies wurde dieser als ,HoCaDo"
(Abkurzungen fiir die englischen Bezeichnungeniorse,Cat undDog) bezeichnet.

Zunachst wurde der PCR-Ansatz des Multiplexes ndcigaben aus der Literatur
zusammengestellt und das angegebene Temperatungeofiendet. Die Detektion der zu
erwartenden Produktpeaks schwankte zwischen deneSpsehr starkDaten nicht gezeijt

Da zudem die angegebenen Mengen der Primer stailerten und nur ungenau zu
pipettieren warenz( B. 0,22 pl des R-Primers 2 véh s. catuy, erfolgte die Korrektur der
Primerkonzentrationen im Ansatz. Die universellemm@r wurden mit 0,8 uM und die
jeweiligen R-Primer zu 0,4 uM eingesetzt. Des Weitewurde das Temperaturprofil an das
der STR-Markersysteme vdh s. catusangeglichen. Die erhaltenen Ergebnisse zeigten zum
grol3ten Teil bessere Peakstrukturen, d.h. dass alney niedrig reprasentierte Peaks durch
die veranderte Konzentration in ihrer Intensitatlgtr dargestellt wurden.

Die Ergebnisse nach Optimierung der PCR sind in.At&dargelegt. Fur alle drei Spezies
war durchgangig zu beobachten, dass jeweils eirerbdiden speziesspezifischen Peaks
schwacher amplifiziert wurde. Das Pferd wies Praoeudei ca. 215 bp und 333 bp auf, wobei
das groéRRere Produkt in einem geringeren Umfang ifiniit wurde. Dagegen stellten sich
die jeweils kleineren Produkte des Hundes und datizé& im Elektropherogramm jeweils
schwacher dar. Die detektierten Produkte des Huthalgsn bei ca. 169 bp und 304 bp,
wahrend fur die Katze Produkte mit einer Lange wan 95 bp und 184 bp amplifiziert

wurden.
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Abb. 79: Multiplexes ,HoCaDo"
Je zwei speziesspezifische Produkte der Sp&zieaballus(ca. 215 bp und 333 bp
C. I. familiaris (ca. 169 bp und 304 bpundF. s. catugca. 95 bp und 184 ppverden mit diesem
Multiplex amplifiziert. Diese lassen sich aufgrumtrer Grof3e und der entsprechenden

Farbmarkierung gut voneinander unterscheiden.

Die Kreuzreaktivitat zu menschlicher mtDNA wurddeagtet. Es konnte keine Amplifikation
dieser DNA festgestellt werden, noch wurde die Afilgaltion der zu erwartenden Produkte

durch deren Zugabe beeinflusBafen nicht gezeigt

Neben des ,HoCaDo"-mtDNA-Multiplexes wurde ein vesdr Multiplex mit den Primern
aus der Studie von Linacre et al1f] zusammengestellt. Dieser Multiplex enthielt dogy.s
Nutztiere, die haufig in Deutschland vorkommen. @iesen Spezies handelte es sich um Kuh
(Bos tauruy, Schwein $us scrofy Ziege Capra hircug und Schaf Qvis arieg. Der Multiplex
wurde, den zu detektierenden Spezies entsprech@ngCoPiGoSH (Abkurzungen fir die
englischen Bezeichnungen vBow, Pig, Goat undSheep benannt.

Anstatt zweier speziesspezifischer Produkte wuiitediesen Multiplexansatz je nur ein
speziesspezifisches Produkt pro Spezies gewahltdédeverwendeten R-Primern handelte es
sich um diejenigen, die das jeweils kleinere Produk einem der drei universellen Primer
amplifizierten. Einzige Ausnahme stefit scrofadar. Da sich die Langen der beiden Produkte
nur unwesentlich voneinander unterscheide&® pp zu 219 bp wurde auf das 219 bp-Produkt
zurtckgegriffen. Die Amplifikation dieses Produktgslite sich im Vergleich zu dem 199 bp-
Produkt etwas starker dar.
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Die Konzentrationsbedingungen fur die PCR sowie Basiperaturprofil wurden dem des
Multiplexes ,HoCaDo" angepasst.

Die Abb. 80 zeigt die jeweils amplifizierten Prodelkpro Spezies im Multiplex-Ansatz. Das
Produkt fur die Kuh war ca. 96 bp lang, wahrend Blasxlukt des Schweines eine Ladnge von
ca. 218 bp besal3. Fiur die Ziege wurde ein ProdeikLdnge von 274 bp amplifiziert. Das
Produkt Des Schafs wies eine Lange von 103 bpaafAngaben der Produktgrof3en waren

minimal abweichend zu denen, die in der Literahgeggeben wareril4].

ProduktgriBe (bp)

100 120 s
P———
| g @

S

a7
0_B10_PoskoSchwen_mONAMub_CoPGoSh_2ng_ 120 fia
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Peakintensitit (rfu)

Abb. 80: Multiplexes ,,CoPiGoSh*
Dargestellt sind die jeweiligen Produkte, die spgah fir die im Multiplex enthaltenen
Spezies amplifiziert wurden. Von oben nach untemd silie detektierten Produkte von
B. taurus(ca. 96 bp, S. scrofa(ca. 218 bp, C. hircus(ca. 274 bp und O. aries(ca. 103 bp
wiedergegeben.

Auch bei diesem Multiplex sind die erhaltenen Pitduvoneinander unterscheidbar und
kénnen eindeutig einer Spezies zugeordnet werden.

Die Kreuzreaktivitdt mit menschlicher mtDNA wurdeesso getestet und fuhrte auch hier zu
keiner Amplifikation der menschlichen DNA oder ainBeeintrachtigung der Produkt-

amplifikation Daten nicht gezeiyt
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3.15 Falldarstellung

Die in dieser Arbeit beschriebenen STR-MarkersystaonF. s. catussowie die mtDNA-

Multiplexe ,HoCaDo"und ,,CoPiGoSh* wurden bereits in der Fallarbeiteamgndt.

Ein Fall von Tierquélerei zeigte eindrucksvoll, slake in dieser Arbeit etablierten Systeme
auf Kern-DNA als auch auf mitochondrialer Ebeneemem sicheren und aussagekraftigen
Ergebnis fuhren und fir den Einsatz in der krinteainischen Arbeit geeignet sind.

Dieser Fall soll kurz vorgestellt und die Vorgehease werden.

Im Jahr 2012 fand die Katzenbesitzerin Frau R. iKatze mit diversen Verletzungen an
Kiefer, Beinen und Schwanz auf der Treppe zu ihkHauas. Diese waren so schwerwiegend,
dass die Katze von einem Tierarzt eingeschlafertt@emusste. Nach Ansicht des Tierarztes
war es unmdglich, dass sich die Katze alleine auTdeppe geschleppt haben koénnte. Viel
wahrscheinlicher sei es, dass jemand die Katze dobgelegt habe. Rontgenaufnahmen
zeigten zudem, dass ein Verkehrsunfall auszusaiefiar, da keinerlei innere Verletzungen
vorlagen.

In der Vergangenheit gab es mit der Nachbarin Baiummer wieder Streitigkeiten, die
hauptséachlich die Katze von Frau R. betrafen. D@niann von Frau R. konfrontierte seine
Nachbarin mit den Verletzungen der Katze und wolliesen, ob sie etwas damit zu tun hatte.
Diese verneinte ein Zutun ihrerseits, noch dassligikatze die letzten Tage gesehen hatte.
Dem Ehemann fielen bei der Befragung rotliche Tmod@if den Stufen der Treppe zu dem
Haus von Frau S. auf. Diese erklarte sie durchH#manterfallen einer Tomate. Der Ehemann
verstandigte daraufhin die Polizei, die eine Abprebe der Tropfen nahm, welche
anschlielBend dem BKA zur weiteren Untersuchungsameit wurden.

Zunachst musste uberprift werden, ob es sich Ubpthan Blut handelte. Hierzu wurde eine
Methode zum spezifischen Blutnachweis angewandt, mbsitiv ausfiel Borhyrin-Tes).
Anschliel3end wurde getestet, ob es sich bei demspkriell um Katzenblut handelte. Hierzu
wurde der Multiplex ,HoCaDo" eingesetzt, dessendbigs eindeutig den beiden Produkten
der Katzen-Positivkontrolle zugeordnet werden kenntDa es sich somit um Katzenblut
handelte, wurde die extrahierte DNA der Spur ddmauimit den STR-Markersystemen
untersucht. Eine Vergleichsprobe der gequélten &katar in Form von Muskelgewebe
vorhanden. Zu dem Zeitpunkt als die Untersuchursgaaal, lagen noch keine Multiplexe vor,
weshalb die Untersuchung mit den jeweiligen Eingtmen erfolgte. Die Allelpeaks, die fur

alle Marker erhalten wurden, stimmten zwischen 3ma Vergleich eindeutig tUberein. Da
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fur die Berechnung der Haufigkeit dieses Typisiggargebnisses eine Vergleichspopulation
von nur 71 Individuen zur Verfigung stand, wurdedig Berechnung auf die theoretisch am
haufigsten in der Population zu erwartende Merkkmaitination der Systeme
zuruckgegriffen. Hierbei erfolgte die Berechnund &8 der untersuchten Markersysteme, da
womdglich eine Kopplung zwischen zwei Markern bles{E42 und F141; siehe Abschnitt %.5
Die haufigste Merkmalskombination war 1 Mal untar 20 Milliarden Katzen zu erwarten.
Berucksichtigt man die Individuenzahl von Hauskataze Deutschland, handelt es sich bei
der hier untersuchten Spur und dem Vergleich ntit seher Wahrscheinlichkeit um ein und
dieselbe Katze.

Ist die Zuordnung einer Haar- bzw. Sekretspur fiaglg, kommt in der Fallarbeit haufig
einer der beiden mtDNA-Multiplex zum Einsatz. Zumes bieten sie sichere und schnellere
Ergebnisse im Vergleich zu der urspringlichen Maéhder Untersuchung der mtDNA, bei
der zunachst eine Amplifikation stattfand und ahe@end sequenziert wurde. Zum anderen
l&sst sich zudem ein Eindruck Uber den Zustand#i& aus der Probe gewinnen.

Die bis zum heutigen Zeitpunkt erhalten Ergebnissgen zuverlassig und konnten sich
durch Uberprifung in einer Eignungsprifung im Bemeion Haarspuren bewéahren.

Bei folgenden unter der Fallarbeit laufenden Vogginwurden die beiden Multiplexe u. a.
angewendet:

Drahtschlinge-Pferd
Es wurde mit dem Multiplex ,HoCaDo* nachgewieserssl es sich bei den an der
Schlinge befindlichen Antragungen um Spuren hasaddlie von einem Pferd

(E. caballug stammten.

Pferderipper Malberg
Die rotliche Antragung an einer Bank auf dem Gek&iethes Gnadenhofes konnte als
Blut eines Pferde<( caballug identifiziert werdenNultiplex ,HoCaDo"). Mittels zwei
STR-Marker, die sowohl bei Pferden als auch Esebtd&kte amplifizieren, konnte

diese Antragung einem der getdteten Ponys zugaeweseen.
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Entfihrung
An einem ca. 1 cm langen Haarfragment und an eiceend cm langen Haar, welche
an einem Tatort sichergestellt wurden, sollte Ub@DNA eine Tierartbestimmung
durchgefuhrt werden. Das lange Haar konnte untewémdung des Multiplexes
,HoCaDo" der Spezies Hund Q. |. familiaris zugeordnet werden. Fur das
Haarfragment blieb ein Ergebnis aus. Das Haarfraginkonnte jedoch der
Alternativmethode Primer MMeftwickelt von Dr. W. Hechtidentifiziert und der

Spezies Pferds( caballug zugeordnet werden.
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4 Diskussion

In den letzten Jahren hat die Beachtung von bistdbgin Spuren in der kriminalistischen
Fallarbeit erheblich zugenommen. Neben den mem$ehii Spuren sind an einem Tatort
zusatzlich haufig sowohl pflanzliche als auch selie Spuren zu finden. Gerade wenn die
molekulargenetische Untersuchung der menschlichmme® keine tatrelevanten Hinweise
zur Aufklarung liefern kdnnen, gewinnen Spuren mflechen oder tierischen Ursprungs an
Bedeutung. So trat die Polizei in mehreren FalleB.zan Wissenschaftler oder Institutionen
heran und bat um Unterstltzung bei der Verbrechékigaung. Diese entwickelten mit ihren
Moglichkeiten meist unter Zeitdruck eine Methodm pflanzliches oder tierisches Material
forensisch zu bearbeiten und nach Mdglichkeit adividualisieren. So geschehen u. a. im
.Maricopa-Fall* im Jahr 1992. Auf einem verlassertaabrikgelande, wo sich mehrere Palo
Verde-Baume Rarkinsonia microphylla befanden, wurde eine Frauenleiche gefunden. Die
Samenhilsen eines Palo Verde-Baumes aus dem FghdesuVerdachtigen konnten mit
Hilfe molekulargenetischer Methoden eindeutig eirsieser Baume auf dem Fabrikgelande
zugeordnet werderi47. Ein weiteres Beispiel fur so ein Vorgehen war Ball ,.Snowball”
(siehe Abschnitt 1)3 Auch hier standen weder Voruntersuchungen noetglichdaten zur
Verfigung, auf die man sich hatte stitzen kénneesd®beiden Falle waren die weltweit
ersten, in denen Pflanzenreste und Tierhaare sdernen molekulargenetischen Ergebnisse
als Beweismittel in laufende Verfahren aufgenommend fir die Urteilsfindung
bertucksichtigt wurden.

Die humanen STR-Systeme stehen seit Jahren in sieggen Entwicklung und unterliegen
strengsten Auflagen. Diese sind bestens validied standardisiert, sodass ein stetiger und
sicherer Austausch von Daten zwischen unterschlesten Institutionen stattfinden kann.
Hierzu werden standardisierte Kits von Firmen aog@t, die den Normen entsprechen. Auch
wurden Datenbanken auf Basis der Kern-DNA und rhiboclrialen DNA aufgebaut, in die
kontinuierlich neue Daten eingebracht werden. Saoe esstrikte und zielgerichtete
Vorgehensweise fehlt sehr haufig im Bereich deandlichen und tierischen DNA. Bei den
Tieren spielt Uberwiegend die Abstammungsbegutachtine Rolle, deren Durchfihrung
durch eine Vielzahl von Firmen angeboten wird. infationen tber die Methoden oder Kits
sind nicht frei zugénglich. Ferner eignen sich dregebotenen Kits nur bedingt fur die
Untersuchung von Spurenmaterial. Auch besteht ud&r Firmen nicht das Interesse
Ergebnisse oder Systeme auszutauschen, weshalbihe&eStandardisierung meist ganzlich
fehlt.
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Der Fall ,Snowball* hat eindeutig gezeigt, dassisiehe Spuren von hdchster Bedeutung fur
die Forensik sein konnen. Die Individualisierung y8nowball“-Fall erfolgte mittels
Dinukleotid-Repeatmarkern, die dazu neigen seheHiotterprodukte auszubilden und die
Auswertung der Produktpeaks zu erschwesihé Abschnitt 1.8.11f]). Spatere Studien von
Menotti-Raymond et al. zeigen, dass diese dazugiitgen die weniger artefakt-anfalligen
Tetranukleotid-Repeatmarker zu verwenden. Es wurll&nsolcher Marker sowie der
Geschlechtsmarker SRY in einem Multiplex vereint win entsprechender Artikel in dem
Journal ,Profiles in DNA" der Firma Promega verdffiicht (,MeowPlex*; [34]). Dieser
Multiplex wurde jedoch nie vertrieben. Im Jahr 200@drde eine Studie zur Validierung der
Systeme des ,MeowPlexes* herausgegel®®h Per wichtigste Punkt zur Validierung und
Standardisierung dieser Systeme und damit eineefaiging an die Validierung der humanen
Systeme wurde jedoch nicht berlcksichtigt: Zur ésaBestimmung der Produktgréf3en und
zum Datenaustausch fehlte die Erstellung von Aditgdin.
Die ISFG (nternational Society for Forensic Gene}jcdie Vorschlage zur Standardisierung der
humanen DNA-Untersuchung herausgegeben hat, hatadlselnteresse daran, die tierische
DNA-Untersuchung den humanen Methoden anzugleiciashalb wurden speziell fir
diesen Bereich Standardisierungsvorschlage formuli®4,79 und bereits von einigen
Institutionen u. a. fur den Hund als auch den Dacfagreich umgesetz1§1,146,148,149

An einem Tatort handelt es sich bei tierischen &puinaufig um Haare. Diese werden
sehr leicht Ubertragen und bleiben an den unterdtibihsten Oberflachen hafteb3[14,15,
weshalb man in diesem Zusammenhang auch von Ugenigaspuren spricht. Diese stellen
besonders bei der Hauskatze das primare Untersgsbbjekt dar. Haare beinhalten nur sehr
wenig DNA, die zusatzlich durch Abbauprozesse di#igra vorliegt. Eine Anpassung der
STR-Markersysteme speziell auf diese Minimalspuvisoeine Standardisierung fii. s.
catuserfolgte bislang nicht. Aufgrund dessen wurde aeit Durchfihrung dieser Arbeit eine
Validierung angestrebt, die durch eine schrittwégtimierung nach den Vorgaben der ISFG

fur nicht-humane Spuren realisiert wurde.
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4.1 Auswahl und Optimierung geeigneter STR-Markersgteme

Zur Erstellung eines geeigneten Verfahrens zuwlddalisierung vorf. s. catusvurden aus
der Literatur beschriebene Tetranukleotid-Repedteraausgewahlt. Anforderungen an die
Systeme waren u. a. eine verlassliche Amplifikatiem Produktbereich bis max. 300 bp
sowie interpretierbare Allelpeaks, die sich ausgbgh zueinander darstellten.

Von insgesamt 20 getesteten Markern waren letatgndhur 14 fir eine forensische
Anwendung geeignet. Dies hatte unterschiedlichen@iiZum Teil erfolgte mit den in der
Literatur beschriebenen Primern keine bzw. nur sparadische Produktamplifikation. B.
F41, F53, F85, FCA723, FCA736, FCA739 und FCA74ii fast allen dieser Falle bot die um die
Repeateinheiten liegende Sequenz keine Moglicimerie Primer zu synthetisieren, da diese
entweder einen zu grofRen Produktbereich von ub@rpOeinschlossen oder Einzelbasen in
Form eines Stretches direkt an den Repeatberegre@aten.

Wie bei der Untersuchung der Markersysteme gezé&mtn das Vorhandensein solcher
tandemartig wiederholten Einzelbasen in bestimnfétien zu Problemen fuhren. Die
Amplifikation des Systems F41 zeigte bis zu sedbga&e pro zu erwartendem Produiebe
Abb. 20; Abschnitt 3L Die eigentimliche Peakstruktur kann durch ei(®nStretch erklart
werden, der sich unmittelbar vor dem Repeatberbiefindet. Dieser setzt sich aus 13
hintereinander geschalteten Adeninbasen zusamnean ¢er in der NCBI-Datenbank
hinterlegten Sequenz ung]). Wéahrend der Amplifikation entstehen aufgrundsdee Stretches
wahrscheinlich Strangverschiebungen, die bedindaas nicht alle Adeninbasen korrekt in
das Produkt integriert werden. Dies fiuhrt dazu,sdims Falle des Systems F41 bei der
Amplifikation bis zu funf Adenine Uberlesen werddgmnen, was diese Signalmuster erklaren
wirde. Dieses Phanomen wurde ebenso bei der SgntfoesProdukten des Markersystems
PEZ 10 bei den Hunden beobachtet und beschrieb&gh. [Dort zeigten einzelne Allele
ahnliche Peakstrukturerl(ele 16.3, 17.3, 18.3 und 2).2Nach diesen Untersuchungen kann
man davon ausgehen, dass eine Sequenzabfolge waighmtlichen Repeatstruktur von
mindestens 10 aufeinander folgenden Einzelbaseithgle Art unter Verwendung der
AmpliTagq Gold-Polymerase dieses Phanomen bedingt. Tritt dageipengeringere Anzahl
dieser Einzelbasen in Erscheinung, werden regiéeks generiert. Beweis hierfur stellt das
System FCA734 dar, das vor dem eigentlichen Repesith sieben sich wiederholende
Adenin-Basen zeigt. Diese geringe Anzahl an Basdnkt veich nicht negativ auf die

Amplifikation der Produkte aus und fuhrt zu keiadnormalen Peakstruktur.
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Die Optimierung des Markers F42 zeigte nach Neumgd der Primer Unstimmigkeiten bei
der Zuordnung der Produktgrof3en des alten zu damme@roduktgrofRenbereich. So wies
z. B. das urspriinglich 222 bp-Produkte mit den neBemern eine GroéRe von 95 bp auf.
Diese GroRRe wurde jedoch auch von den urspringieh bp- und 206 bp-Produkten
wiegergegeben. Des Weiteren konnte dem 222 bp-Rredsie Grol3e von 99 bp zugewiesen
werden, die ebenso fiir das urspringlich 226 bpktoerhalten wurde. Die Betrachtung der
in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenz des btarlk42 legt nahe, dass der Marker
zwei durch eine konstante Region getrennt voneierahelgende Repeatblécke aufweist, die
beide durch die in der Literatur beschriebenen @rienfasst wurden. Durch die Neusynthese
der Primer, speziell des R-Primers, wurde einerRegpeatbereiche ausgeschlossen, so dass
ein Informationsverlust stattgefunden hat. Durcketsthiedliche Variationen innerhalb des
ersten und zweiten Repeatblocks kann so die Dopsgttbmung der erwéhnten Produkte
erklart werden. Dies sei am Beispiel der Produkie2®1 bp, 206 bp und 222 bp erlautert.
Wahrscheinlich ist, dass die beiden Produkte mit Bf und 206 bp im Vergleich zu dem
222 bp-Produkt ausschlief3lich eine Variation im iteve Repeatblock aufwieseRdduktion

um 16 bp bzw. 21 bp im Vergleich zum 222 bp-Proflulurch den Ausschluss dieses
Repeatsblocks mittels des neu synthetisierten Psinveurden diese Varitaionen nicht
detektiert und aufgrund derselben Basenpaaranmahlorderen Repeatblock Produkte mit
identischen Grof3e erhaltefbp. 8J).

O bial T Primier >< original R-Primer
222 bp=95bp
206 bp = 95 bp ~16bp
201 bp= 95 bp ~21bp

Abb. 81: Theoretische Darstellung zu den Allelvariationes &ystems F42_vkz_neu

Das System F42 beinhaltet zwei Sequenzwiederhdblingiee, die unterschiedliche Abfolgen von
Repeateinheiten aufweisen Schwarz und Grin dargestglitn Turkis sind die Original-Primer aus
der Literatur wiedergegeben und in pink der neulsstisierte R-Primer des verkirzten Systems
F42_vkz_neu, der in einem konstanten Bereich (iagbrange wiedergegeben

Durch den Ausschluss des zweiten Repeatblockin{ System F42_vkz_neu stellen sich sowohl
das 222 bp-Produkt als auch die 201 bp- und 20Brbdukte mit 95 bp dar. Die Variationen
zwischen den drei Produkten fanden ausschlielfitizweiten Repeatblock statt, weshalb mit
dem neuen Produktbereich die urspriinglichen Varati von 16 bp und 21 bp nicht detektiert

wurden und nun drei gleichgrol3e Produkte deteldiertien.
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Dieser Informationsverlust trug jedoch nicht zueeibhesonderen Reduktion der Aussagekraft
des Systems bei. Mit 16 detektierten Allelen auseriStichprobe von 340 Katzen, weist
dieser Marker eine ausreichende Menge an Alleleh ud ist fir eine forensische
Anwendung geeignet. Zudem konnte der Produktberdieh Systems erheblich reduziert
werden (m bis zu 130 bpund so fur forensische Zwecke optimiert werdem ®&eitere
Optimierung des Systems bestand darin, das 5‘-Eledeunmarkierten Primers mit einem
(GTT)-Tail zu modifizieren. Vor dieser Modifikation zge die Uberwiegende Anzahl der
Produktpeaks des MarkersAf-Strukturen, deren Entstehung durch diesen Taihindert
werden konnte. Bereits in der Literatur wurde besbtlen, dass bestimmte
Basenpaarkonstellationen speziell am 5-Ende desmadkerten Primers die
Produktamplifikation sowohl positiv als auch negdieeinflussen kdénnerg3|. Dies konnte
auch in dieser Arbeit bestatigt werden. Durch diklslifikation ist fur das Markersystem
F42_vkz_neu nun eine sichere Interpretation deeldlbhne Stotterprodukte und\}-Peaks
gewahrleistet. Speziell in der Forensik missenveftinreinigte Proben untersucht werden,
die dazu neigen, die Bildung vonAj-Peaks und somit eine Fehlinterpretation als
tatsachliches Allel zu begtinstigen. Dem wurde jeddarch die durchgefiihrte Optimierung
entgegengewirkt.

Nicht nur die Sequenzierung, sondern auch die Aikation von Produkten zeigte, dass die
umliegende Sequenz eines Repeatbereichs Variatamgveisen kann. Ein Beispiel hierfir
stellt die Neusynthese der Primer des Markersystef¥sl dar. Nach der Amplifikation
wurden fur viele Individuen lediglich homozygoteoBukte erhalten, die jedoch in einigem
Abstand wesentlich kleinere Peakstrukturen erkerie®en. Durch Verwendung des in der
Literatur beschriebenen F-Primers stellten sich dievor als homozygot typisierten
Individuen heterozygot dar. Dies macht deutlichssd&equenzvariationen an bestimmten
Stellen der Primerbindungsstelle zu einer unzuléhgh Amplifikation des Produktes oder
im Extremfall zu einem Allel-Dropout fuhren.

Der geschlechtsspezifische Marker Amelogenin istvegiteres Beispiel hierfir. Mit den in
der Literatur beschriebenen Primern wurde das Rtodes X-Chromosoms mannlicher
Individuen nur schwach amplifiziert. Durch Geneurgg eines mannchen- als auch weibchen-
spezifischen R-Primers, unter Einbeziehung eineletiom in der Sequenz, konnte die
Amplifikation des Produktes des X-Chromosoms in nti&éhen Individuen gesteigert und
zusatzlich eine Anpassung der Intensitaten derukteddes X- und Y-Chromosoms erreicht

werden.
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Durch diese einzelnen Optimierungsschritte der rgotdhten und letztendlich fir die
Individualisierung eingesetzten 14 Markersystemen dyeschlechtsspezifischen Marker
Amelogenin eingeschlossen, konnte eine ReduktionPdeduktbereiche einzelner Systeme
auf den gewinschten Grol3enbereich von bis zu 30@rigcht werden. So wurde eine
Grundlage fur die Untersuchung von forensischemr&puaterial geschaffen, die in den
weiteren Arbeitsschritten verfeinert wurde B. die Erstellung von Multiplex¢gnGerade auch

im Hinblick auf das Hauptuntersuchungsobjekt Haalches meist nur geringe Mengen an
Kern- und zudem fragmentierte DNA aufweist, wurdbrer beste Voraussetzungen

geschaffen.

4.2 Eigenschaften der untersuchten Markersysteme

4.2.1 Unterschiede zwischen beschriebenen und erteiten Sequenzen

Die Sequenzanalyse zeigte bei dem Uberwiegendeeil Atdr untersuchten Markersysteme
eine Diskrepanz zwischen dem beschriebenem und sigmtatséachlich in den Produkten
widerspiegelndem Repeatmotiv. Bei allen ausgewdéhltarkersystemen sollte es sich um
reine Tetranukleotid-Repeatmarker handeln. Did# tri a. fir das Markersystem F37_vkz5
nicht zu. In der Sequenz des Markers sind neben glemannten TTTA)-Repeat weitere
variierende Elemente enthalten. Hierbei handeltsidsum GA)-Direpeateinheiten, die sich
nach einem konstanteMTTTT)-Element der Tetranukleotid-Repeatregion anscklossd
essenziell fur die Benennung der Allele waren. D&steren war fur viele Marker haufig nur
ein  Tetranukleotid-Repeatgrundmotiv  beschrieben. i Bgenauerer Analyse der
Sequenzabschnitte zeigte sich jedoch, dass wettav®n abweichende Tetranukleotid-
Grundmotive vorhanden waren. Fur den Marker F1423wkar lediglich das MotivGAAA)
beschrieben. Es traten jedoch auGATA)-Motive in der Sequenz auf, die mal3geblich zu der
Repeatstruktur beitrugen. Dies zeigte sich eberisodhs Markersystem FCA749 vkz,
welches neben dem beschriebengbATA)-Grundmotiv sich wiederholendeCATA)-
Einheiten beinhaltete. Die Repeatmotive stellteh sneist viel komplexer dar als sie zuvor
dargelegt wurden. Allein das System FCA744_vkz wdiesin der Literatur wiedergegebene
einfache Repeatstruktur desATA)-Repeatmotivs auf.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Elemente eiadsrj Markersystems, die in der Literatur
nicht beachtet wurden, tragen zu deren Gesamtsgpddtr bei und mussen fur die
Allelbenennung bericksichtigt werden. Ebenso digiet Gesamtrepeatstruktur dazu, die
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Marker in Kategorien einzuteilen. Nach den Angabas der Literatur hatten alle Marker in
die Kategorie ,einfache Repeats” eingeordnet werdailssen. Die hier durchgefihrte
Sequenzanalyse lie3 jedoch eine genauere EinteilurfgTR-Kategorien zu. So konnten
mittels der erfassten Gesamtrepeatstruktur nebmriaghen Repeats” auch die Kategorien
der ,komplexen Repeats” und ,komplexen hypervagalfRepeats” beschrieben werden. Die
vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die genaugef®emnalyse verschiedener Allele eines
Markers enorm wichtig ist. Auch die Analyse mehrBredukte eines Allels tragt dazu bei
(Homoplasie; siehe Abschnitt 4.4Somit wird ein detaillierter Uberblick tiber dierhandenen
Repeatmuster erhalten und der Marker kann entspmeclseiner Repeatmotive korrekt
beschrieben werden.

4.2.2 Elektrophoretisches Laufverhalten

Wissenschaftler haben immer wieder die Erfahrungaght, dass sich der Datenaustausch
zwischen unterschiedlichen Laboren schwierig gestakann, auch wenn sie das gleiche
Equipment verwenden. Speziell bei der Auswertung fabektropherogrammen, oder sog.
STR-Profilen, kénnen Unterschiede in der Zuordneimgelner Allele auftreten. Dies liegt
daran, dass am Elektrophoresegerat pro Lauf Prgdifk&nunterschiede von bis zu 0,5 bp
oder mehr auftreten konnen. Gerade dann, wenn se&ischiedene Allele in ihrer
Produktgrof3e zueinander um nur 1 bp unterschewlied selbst diese Allelzuordnung fir ein
und dasselbe Labor erschwert. Des Weiteren kommtaw@s die Verwendung des
GrolRenstandards an, der zur ProduktgroRenbestimneingesetzt wird. Selbst die
Verwendung von ROX-Standards der gleichen Firma& geringfliigig unterschiedliche
Produktfragmente enthaltere. (B. ROX 400 und ROX 500 kénnen zu abweichenden
Produktgréf3en von bis zu 1 bp fihreigéne Beobachtung; Daten nicht ge2eigt

Auch Unterschiede in den Basenpaarzusammensetzikigeren zu einem abweichenden
elektrophoretischen Laufverhalten fihren. Zum eikénnen diese durch Variationen in den
Repeatstrukturen selbst und die teils heterogengeMeg einzelner Repeatelemente
innerhalb der Allele eines Markers bedingt sein. mZuanderen tragen sowohl
Basenpaaraustausche auflerhalb der Repeatberegkhaueh innerhalb einer einzelnen
Repeateinheit zu einer unterschiedlichen Zusamnmnsg bei. Speziell der Austausch von
Einzelbasen kann durch Transitionen und Transveesiaustande kommen, die aufgrund der
meist nicht-kodierenden Funktion der Bereiche in $lequenz erhalten bleiben und keinem

Selektionsdruck unterliegen.
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Die Basen der DNA weisen ein unterschiedliches Kdbergewicht zueinander auf. Geringe

Unterschiede in der Sequenz koénnten sich also eueléktrophoretische Auftrennung der

Produkte eines Allels auswirken.

So lief3e sich der Basenpaar-Versatz von unterdatied Allelen ein und desselben Markers

erklaren. In Abschnitt 3.3 wurde hierzu das Beisges Markersystems F27 erlautert. Da die
einzelnen Allele meist eine unterschiedliche Zusamsetzung der Repeatelemente
zueinander aufweisen, kdonnte sich hier so ein ¥ergan bis zu 2 bp zwischen Allelen tber

einen grélReren Produktbereich hinweg ergeben. Bieder Grund, weshalb die apparenten
Produktgrdf3en in die entsprechenden Produktgru(®@ry umgeschrieben wurden.

Des Weiteren kann der Versatz der apparenten Ghid3erhalb der Produkte eines Allels um

bis zu 0,5 bp durch eine unterschiedliche Basempaammensetzung erklart werden. Bei den
auftretenden Homoplasien eines Allels handelt eh sheist um eine unterschiedliche

Zusammensetzungen der Repeatelemente zueinandsrk@nnte durch die Sequenzanalyse
belegt werden. Dieses Phanomen ist bereits fir &tades Menschen und des Hundes
bekannt und wurde in entsprechenden Studien bebemriund belegtifi1,145,150

All diese Umstdnde machen es notwendig, einen &tdndh Form von Allelleitern

einzufuhren, der eine sichere Zuordnung der Atlgl@ahrleistet.

4.3 Standardisierung

Wie im vorherigen Abschnitt dargestellt wurde, eretbei der Grélenbestimmung der
Produkte eines Markers immer wieder Probleme auferad tragen neben der

unterschiedlichen Basenpaarzusammensetzung audurd@rol3enauftrennung verwendeten
Elektrophoresegeréate als auch die eingesetztene@stdhdards bei. Somit erschwert sich
nicht zum einen der direkte Vergleich zwischen e&eiesdenen Institutionen, die mit einem
unterschiedlichen Equipment ausgestattet sind. Znderen kann auch der interne Abgleich
zwischen unterschiedlichen Laufen ein und dersePeabe variierende Ergebnisse liefern.
Gerade im Hinblick auf Allele, die nur einen GroBeterschied von 1 bp zueinander
aufweisen, kann leicht eine falsche Zuordnung ggtétder ein Zwischenallel Ubersehen
werden. Um dem Vorzubeugen ist es unumganglichneBtandard bzw. eine Referenz in
Form von einer Allelleiter einzufiihren. Die Zuorchgu detektierter Produkte zu Allelen

erfolgt hierbei nicht Gber die Produktgrél3e selbstidern findet Uber Allele in der Allelleiter
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statt, die das gleiche elektrophoretische LaufMezhaaufweisen. Die Allelleitern missen
gewissen Anforderungen unterliegen. So sollten mégeifigen Allelen einer Population auch
haufige Zwischenallele berlcksichtigt werden. Gréf3gicken zwischen den Allelen sind bei
der Erstellung zu vermeideit€al ist bei Tetranukleotid-Repeatmarkern ein 4Abgtand. Die
Einbeziehung von besonders grof3en und kleinenehlet notig, da so der Produktbereich
des Systems bestmoglichst abgedeckt wird. Wicltigdiass die Allelleiter bei jedem neuen
Lauf auf dem Gerat mitgefiihrt werden muss, um egakt gleichen Bedingungen wie die zu
analysierenden Proben zu unterliegen.

Fur jedes Markersystem wurde eine Allelleiter ditstdie sowohl haufige als auch seltene
Allele beinhaltete. Zwischenallele wurden fur diestéllung der Allelleiter beriicksichtigt,
wenn diese gehauft in einem System vertreten wafie. Allelleiter des Systems
FCA749 vkz beinhaltet beispielsweise neben dem @weisallel 7.3 die Zwischenallele 48.1,
49.1 und 50.1, da nur diese die grol3eren Allele Sletems reprasentieresiehe Abschnitt
3.4.3.5, Abb. 5k

Die in dieser Arbeit erstellten Allelleitern bildezine Neuerung und stellen einen ersten
Ansatz in der Etablierung eines Laborstandardseid Ber Typisierung von Hauskatzen dar.
So kann unter Verwendung dieser Referenz ein sennahd exakter Datenaustausch
erfolgen. Des Weiteren konnte unter Verwendung edieStandards und durch Einsatz
derselben Markersysteme eine Datenbank erstelit, Edgebnisse zwischen Institutionen

ausgetauscht und der Datenpool in kirzester Zeitens erweitert werden.

4.4 Homoplasien und mégliche Beeintrachtigungen

Die beobachteten und beschriebenen HomoplasieleserdArbeit betrafen einen Grol3teil der
untersuchten Markersysteme. Ein besonders eindraltgs Beispiel stellte im System

F141 vkz3 das Allel 29.3 einer Katze dar. In depikarelektropherese war lediglich ein

Produktpeak erkennbar, was auf ein homozygotesuRt@thliel3en lie3. Die Sequenzierung
wies dagegen Uberlagerungen der Bagenupnd ) innerhalb der sich sonst gut lesbaren
Sequenz auf. Nach genauerer Betrachtung der Sezjuanzierer Allele des Markers, konnte
letztendlich die Uberlagerung zweier unterschiddiic Sequenzen festgestellt werden. Mit
hoher Wahrscheinlichkeit besitzt die Katze auf mhr€hromosomen unterschiedliche
Sequenzvarianten des Allels, die ohne eine Sedpreng nicht aufgefallen waren. Es

handelt sich somit eigentlich um ein heterozyg&esiukt.
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Die auftretenden Homoplasien zwischen Allelen inmder 14 untersuchten Markersysteme
konnten dazu beigetragen haben, dass einzelne fREpeante in der Literatur aul3er Acht
gelassen und nicht beschrieben wurden. Es ist dausnugehen, dass zu den in der NCBI-
Datenbank hinterlegten Sequenzen lediglich die &erjarung von nur einem Produkt pro
Allel stattgefunden hat.

Treten zwei Profile mit denselben Merkmalskomboragin auf, kdnnte nun spekuliert
werden, dass es bei einem Vergleich aufgrund defichauftretenden Homoplasien zu einer
falschen Ubereinstimmung kommen konnte. Da mittiels durchgefiihrten Analyse nur die
GroRe der Produkte und nicht deren Sequenz ermittiel, konnten so Diskrepanzen
entstehen. Dies kann jedoch ausgeschlossen wdfdahder untersuchten Systeme zeigten
bislang keine Homoplasien in den sequenziertenukted ein und desselben AllelBgA559,
FCA730_vkz, FCA733, FCA742_vkz und FCA744_ykZudem relativiert die genetische Vielfalt
der verwendeten Marker als auch die Anzahl deresiegzten Systeme ein solches Szenario.

4.5 Chromosomale Lage der STR-Marker

Mehrere der in dieser Arbeit untersuchten Markdesys liegen laut den Angaben von
Menotti-Raymond et al.5B] auf gleichen Chromosomen. Zum einen die Systedf und
F141 auf Chromosom Al, die Systeme F27 und FCA7ABOChromosom Bl und die
Systeme FCA742, FCA744 und FCA747 auf Chromosom 4. eine uneingeschrénkte
Berechnung zur Individualisierung durchfiihren zunk&n, darf zwischen den verwendeten
Systemen keine Kopplung bestehen. Eine Kopplungawein zwei Systemen besteht nicht,
wenn diese mindestens 50 cbhéiitiMorgar auseinander liegen.

Laut der Hybridisierungskarte liegen neben den MarkF42 und F141 auch die beiden
Marker FCA742 und FCA744 nah beieinander. Die lRosiles Markers FCA747 war in der
Karte auf Chromosom D4 nicht vermerkt. Eine Aussdiger die Entfernung zu den Markern
FCA742 und FCA744 konnte so nicht getroffen werdBie Markersysteme F27 und
FCA730 sind dagegen fast an unterschiedlichen EddsrChromosoms B1 lokalisiert. Eine
Uberpriifung der Lage der STR-Marker uber die NCBtdhbank mittels der unter den
Accession-Nummern angegebenen Sequenz zeigte, dias$larker F27 und FCA730
insgesamt 125 MB weit auseinander liegen. Die Maid? und F141 besitzen einen Abstand
von 10 MB zueinander, wahrend die Markersysteme FA2Aund FCA747 in etwa 35 MB
weit auseinander liegen. Eine Zuordnung der EinWé&tin cM ist auch hier nicht zu tatigen,
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da es sich bei den beiden Grof3en zum einen umregle und zum anderen um eine
abstrakte Grol3e Anzahl der Rekombinationsereigniysénandelt. STR-Systeme fur den
Menschen zeigten selbst bei einem Abstand von 25 MBeinander kein
Kopplungsungleichgewicht, so dass eine Kopplung deni STR-Markern der Hauskatze
unwahrscheinlich erscheintpdrsonliche Aussage von Herrn Dr. HegchtDas genaue
Kopplungsungleichgewicht zwischen den Markern FA@ E141 ist aufgrund des nur 10 MB
grof3en Abstandes fur zukinftige Berechnungen zupilken. Die Haufigkeitsberechnung
einer Merkmalskombination kann aufgrund dieser meigh Kopplung nur mit einem der
beiden Systeme erfolgen. Somit konnen 13 der Systéim eine solche Berechnung
bertcksichtigt werden. Die Aussagekraft der komdsten Systeme ist dennoch sehr hoch,
wie die haufigste Merkmalskombination aus einerz€apopulation mit 71 Individuen zeigte
(siehe hierzu Abschnitt 3.15Diese kommt 1 Mal unter 20 Milliarden Katzen word liegt weit
Uber der Anzahl an tatséchlich in Deutschland vadkeaen Hauskatzen4,3 Mio).

Die Aussage von Menotti-Raymond et al. Uber dieeLdgs Systems FCA744 konnte durch
die Nachforschung in der NCBI- Datenbank nicht &gt werden. Die Sequenz des Markers
wird eindeutig dem Chromosom A2 zugewiesen. DieeRxiz hierzu bildet die Studie von
Davis et al. {53. Es wird deshalb angenommen, dass sich dieserkdviaauf dem
Chromosom A2 befindet und keine Kopplungen zu am&ystemen vorliegen.

4.6 Allelverteilung und Frequenzen

Mit der vorliegenden Stichprobe von 340 Hauskatkennte den 14 ausgewdahlten STR-
Markern durchweg eine polymorphe Verteilung zugespen werden. Das von der
Allelanzahl her kleinste System umfasste acht AlEICA744 vk3, wahrend fur das grolite
System 31 Allele KCA733 nachgewiesen wurden. Sieben der Systeme repigsent
zwischen 10 - 20 Allele R37_vkz5, F42_vkz_neu, FCA441 vkz, FCA730_vkz, FGA7
FCA740_vkz und FCA747_vkz2 wahrend die restlichen finf Systeme zwischen- 28D
Allelen aufwiesenK27, F141_vkz3, FCA559, FCA742_vkz und FCA749 )vkz

Die Berechnung der Allelfrequenzen gestaltete sitferschiedlich: Im Durchschnitt stellten
sich in der vorliegenden Stichprobe die haufigsédiele pro Marker mit einer Frequenz
zwischen 0,3 - 0,4 dar.

Fur funf der Markersysteme stellte sich das hatdigdlel meist mit einer fast doppelt so
hohen Frequenz wie das zweithaufigste Allel d&7( F37_vkz5, F42_vkz_neu, FCA742_vkz
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und FCA749 vky. Ist die Haufigkeit eines Allels relativ hoch,rsehiebt sich das Verhaltnis
stark in Richtung des entsprechenden homozygotent{3ss.

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht besagt, dass dlelm&ufigkeiten in Populationen in
einem stabilen Gleichgewicht zueinander stehennvi@igende Bedingungen erfullt sind:

Die Population ist ausreichend grof3, Paarungerefirmliféllig statt BFanmixig und es findet
keine Selektion, keine Migration sowie keine Muiatstatt.

In natUrlichen Populationen ist dies nicht reatisa, da es in Populationen zu einer stetigen
Evolution durch Selektion, Mutation, Gendrift sowdeirch Ein- und Abwanderung von
Individuen kommt. Dies machte sich auch bei dereBenung des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichtes fur die STR-Marker vén s. catusbemerkbar. Unter Beriicksichtigung der
Gesamtpopulation340 Hauskatzenlag fiir sechs Systeme ein Gleichgewicht vor ured v
wichen weit davon ab. Nach Aussortierung einerresisigen Perser-Population mit 29 Tieren
und Neuberechnung des Gleichgewichtes mit 311 Hdrsk konnte eine Verbesserung der
Berechnung festgestellt werden, wodurch alle STBteé3ye hohere p-Werte aufwiesen. Es
befanden sich nun sieben der Markersysteme im H&afeiynberg-Gleichgewicht. Ein
weiteres System rutschte dadurch in eine anderegkat und lag knapp auf3erhalb des
Gleichgewichtes.

Dies zeigt deutlich, dass die Berechnung des Glelsfchtes in dieser Stichprobe durch das
Einbeziehen oder den Ausschluss von reinrassiggul&@mnen beeinflusst wird. Weitere
reinrassige Individuen sind in der Stichprobe elitéha die jedoch durch weitaus weniger
Individuen représentiert sindvine Coon § = 3), Kartauser if = 4), British Kurzhaar ff = 2),
Orientalisch Kurzhaarn(= 1) und Tirkisch Vanr( = 1)). Aufgrund der geringen Anzahl an
Individuen pro Rasse wurden diese in der Stichphmtassen.

Die Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ®inige der Markersysteme kann
infolge der durch den Menschen betriebenen Zicheingergehen. Fir die Zichtung ist
lediglich wichtig, welche Merkmale in einer Rassgtreten sindZ, B. Felllange, Farbung e}c.
und das diese erhalten bleiben. So findet einekaheder Tiere statt, bei denen diese
gewulnschten Merkmale besonders ausgepragt sindvétgleich der Frequenzverteilungen
einer Population bestehend aus Mischlingen undr ei@@rassigen Populatiore.(B. der
Persey wirde mit Sicherheit zu einer Verschiebung deufig&ten Allele in einigen STR-
Markersystemen fuhren. Dies war in den Systemen B&B FCA744 und FCA747 fur die
Perserpopulatiom(= 29 der Fall Paten nicht gezeijyt Dieses Ph&dnomen tritt auch in einigen
Hundepopulationen aug.(B. beim Schéaferhund in den Systemen PEZ 3 urigél FE personliche

Information durch Herrn Dr. Hellmahn
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Der grofdte Anteil, der in der Stichprobe enthalte@tzen, wurden als Hauskatze bzw.
Europaisch KurzhaalEKH) beschrieben. Die Proben dieser Katzen kamenrmnegrol3en
Teil von Privatpersonen, auf deren Aussage Ubesdrasd Verwandtschaftsgraee{ Abgabe
mehrerer Probgrsich verlassen werden musste. Es kann nicht acklgssen werden, dass im
Einzelfall Daten von Geschwistertieren in die Dakank iGbernommen wurden, die zu einer
Verschiebung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtegsifyghaben kénnten.

Dennoch kann eine Berechnung der Individualisieswadrscheinlichkeit mit allen Markern
stattfinden. Die Wahrscheinlichkeit, dass zwei hiclerwandte und zufallig aus der
vorliegenden Population ausgewahite Individuen djeiche Merkmalskombination
aufweisen, betréagt 2,2 x 1®(combined non-exclusion probability for idenjityDies spricht fiir
einen hohen Individualisierungsgrad, da diese Wdieislichkeit sehr gering ist. Des
Weiteren betragt die Wahrscheinlichkeit, dass #gféhus der Population ausgewahlte
Geschwistertiere dasselbe Profil aufweisen 6,4 % (tdmbined non-exclusion probability for
sib-identity). Auch diese Wahrscheinlichkeit ist gering und ostért eine hohe
Nachkommenschaft, um dieselbe Merkmalskombinatinschen Geschwistertieren zu
erhalten.

Um die Berechnungen weiter zu verfeinern, musstehrare reinrassige Populationen §.
Maine Coon, Kartauser, British Kurzhagtc.) untersucht und die Verteilung der Alleleifiziert
werden. So kdnnte ein sog. Bottleneck-Effékéduktion der Allele innerhalb der Population und
Verschiebung der Allelfrequenzeerkannt und fir jede Rasse beschrieben werderchDdie
signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgeht ist eine Korrektur notig.
Hierzu koénnte der Fakto® (Thetd, der den genetischen Zusammenhang aufgrund von

Subpopulationsbildungen beschreibt, dieris1]|

4.7 Multiplexe

Die Untersuchung von Minimalspuren. B. Haarg setzt stabile und ausreichend sensitive
Multiplexe voraus. Hierzu wurden verschiedenste Korationen der bereits beschriebenen
STR-Marker getestet. Vier Multiplexe wurden entvaltk die einen DuplexDuplex-1; D3,
zwei Tetraplexe@uadro-6_Primer3; Q6-P3 und Quadro-10; RuAd einen Pentaple®é¢nta-6;
P6) umfassen. Der geschlechtsspezifische Marker Ageglim ist Teil des Multiplexes P6.

In den vergangenen Jahren haben Studien gezegf, dia Reduktion des Produktgrof3en-
bereichs eines Markers hin zu ,Mini-STRs" die Anfigktion in Minimalspuren und gerade
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bei heterozygoten Markern beglnstig7,B8,89,90,91L Des Weiteren zeigte sich, dass es ab
einer Produktgrof3e von > 250 bp zu Dropout-Erseiven kommen kanrg§|. Aufgrund
dessen wurde in dieser Arbeit ein maximaler Praghdenbereich von 300 bp angestrebt.
Dieser liegt zwar tber den in der Literatur besatwnen 250 bp, jedoch birgt die Multiplex-
PCR auch Einschrankungen, die zu bericksichtigemmwdurch die Mehrfarbtechnologie
gibt es nur eine begrenzte Anzahl an Fluoreszedmtiaifen, die verwendet werden kénnen.
Zudem sollte bei Systemen, deren Primer mit deresefuoreszenzmarker markiert sind,
ein ausreichend groRRer Abstand zwischen deren Rigrd®en liegen. So wird verhindert,
dass Allele dieser Systeme untereinander verwechsetien.

Von den optimierten Markersystemen weisen 11 Mafeduktgrof3enbereiche auf, deren
bisher groéRtes Allel unter 200 bp liegt. Die Madysteme F141 vkz3, F37_vkz5 und
FCA749 besitzen ProduktgroRenbereiche, die 200 kmgrsihreiten, wobei lediglich die
letzten beiden Marker Produkte Uber 250 bp aufwiefas grofite Produkt des Markers
FCA749_vkz liegt mit 259 bp hierbei nur knapp Ublen in der Literatur vorgeschlagenen
250 bp.

Der Multiplex Penta-6 ist von den entwickelten Nulkkxen der sensitivste. Das System
FCA749 _vkz ist Teil dieses Multiplexes und steflieh im Sensitivitatstest als das sensitivste
System des Multiplexes heraus. Dies zeigt deutlddss der Wert von 250 bp nicht als
konkrete Grenze, sondern als ein Richtwert angeseikeden sollte.

Des Weiteren spielt natirlich die Probe selbst sirohitige Rolle. Liegen keine DNA-Stlicke
in diesem Grol3enbereich vor, hilft auch der serstgi Marker nicht aus. Da es sich bei den
groReren Markersystemen nur um drei Systeme harkdelbten die anderen 11 Systeme bei

Spuren mit hochgradig degradierter DNA auswertBagebnisse liefern.

4.8 Validierung

Die Multiplexe und somit jeder einzelne STR-Markarrden einer Validierung unterzogen,
um deren Aussagekraft und Reproduzierbarkeit dgeltfrisse erfassen und beschreiben zu
kénnen. Die Validierungsschritte umfassten die den ISFG empfohlene Vorgehensweise
[75]. Es erfolgte sowohl ein Sensitivitats- und Artgfigatstest als auch die Untersuchung
und Interpretation von Mischspuren und ein Verdieider Typisierungsergebnisse aus
verschiedenen Gewebe- und Haarproben desselbervidimgins untereinander. Die
Nomenklatur wurde entsprechend den Vorschlagenhdefthrt sowie Allelleitern erstellt,
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deren Bedeutung in Abschnitt 4.3 bereits erlautentde. Zusatzlich wurde eine Datenbank
angelegt, in der alle verwendeten Proben, Alleliemgen und entsprechende Berechnungen
und Diagramme hinterlegt sind. Fur die forensisdrallarbeit ist eine erfolgreich

abgeschlossene Validierung die Grundlage fur dizing der Systeme in der Fallarbeit.

4.8.1 Multiplexanalyse und Sensitivitatstest

Die Nachweisgrenze der Multiplexe in einer 25 pIRPReaktion lag zwischen einer Menge
von 50 pg ©Q6-P3 und Pebzw. 100 pg@1 und Q10 an eingesetzter DNA. Diese Grenzwerte
wurden unter Betrachtung aller Markersysteme derijggen Multiplexe erhalten. DNA-
Mengen unter diesen Werten lieferten nur noch féremzelte Marker der Multiplexe
Produktpeaks und flhrten zu Dropouts. Es zeigtdh gedoch auch, dass fur alle
Markersysteme Ergebnisse bis zu einer eingesef2téA-Menge von lediglich 12,5 pg
erhalten wurden. Dieser Gehalt entspricht ungetiér DNA-Menge, die in zwei Zellen
enthalten ist. Somit ist es auch mdglich die Proaulplifikationen von Einzelsystemen eines
Muliplexes zu interpretieren, selbst wenn anderst&ye keine oder nur unzuléngliche
ErgebnisseZ B. die Intensitét liegt unter der festgesetietektionsgrenze von 50 ifliefern. Da
die ausgewahlten Marker sich sehr polymorph dadestekann selbst unter Verwendung von
weniger als 14 Systemen noch eine hohe Aussaggetéiffen werden.

Die Sensitivitatsstudie wurde nicht nur durchgefiiim die Nachweisgrenze eines STR-
Markers bzw. Multiplexes zu ermitteln, sondern gucim die Eigenschaften und die
Eigenheiten eines STR-Markers bei unterschiedliédiA-Konzentrationen beschreiben und
charakterisieren zu kdnnen. So wurde deutlich, das€insatz von zu hohen DNA-Mengen
eine Reduktion der Intensitaten von Produktpeakinigen kann. Dieses Phanomen konnte
fur das System F37_vkz5 beobachtet werden. Untew&fedung von 10 ng DNA wurden
lediglich Produktintensitaten um die 4000 rfu déerk, wahrend die Amplifikation unter
Einsatz von 5 ng Produktpeaks mit Intensitaten ien6b00 rfu aufwies. Die DNA-Menge
von 10 ng muss eine Hemmung bei diesem System saafur haben, die sich durch die
Verwendung von niedrigeren DNA-Mengen relativierteieser Umstand ist bei der
Interpretation der Ergebnisse zu berlcksichtigar. Ndultiplexe wurden so erstellt, dass sie
bei einem DNA-Einsatz von ca. 1 ng sowohl zueinaralesgeglichene als auch sensitive
Produktamplifikationen aufwiesen, die nicht durcé Bildung von Artefakten beeintrachtigt
wurden.

Die Peakimbalancen der einzelnen Markersystemen lagezu einer DNA-Menge von 50 pg
(Q6-P3, Q10 und B6bis 100 pg B1) oberhalb von 70 %, dem Grenzwert des sog.
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Heterozygote Peak Treshold, anhand dem ,echte‘rdmtgote Allele identifiziert werden.
Unterhalb dieser DNA-Mengen kamen gehauft Imbalanaeterhalb von 70 % vor. Diese
waren nie so schwerwiegend, dass eine Detektionkonekte Zuordnung der Allele nicht
hatte gewahrleistet werden kénnen.

Die detektierten Stotterprodukte lagen unterhalb ¥6 %. Die einzige Ausnahme bildete das
Markersystem F37_vkz5. Da dieser Marker neben eifietranukleotid-Repeatmuster auch
noch ein Dinukleotid-Motiv beinhaltete, lagen di@zentualen Anteile dieser Stotterprodukte
oberhalb der 15 % und erreichten einen Maximalwert 38,8 %. Auch in diesem Fall war

eine eindeutige Zuordnung und Auswertung der Prigehaiks mdglich.

4.8.2 Artspezifitat

Der durchgefiihrte Artspezifitdtstest der STR-Markeigte Uberwiegend Produktamplifika-
tionen mit Individuen aus der Familie der Felid&atter). Dies erscheint aufgrund der
Verwandtschaftsgrade der jeweiligen Spezies zudgranicht verwunderlich. Einige wenige
Marker wiesen nur eine sporadische bis gar kein@lfikation innerhalb der Spezida. leq

L. lynxundP. r. phillipsi auf (27, FCA730_vkz, FCA747_vkz2 und FCA749_ykbPahingegen
konnten furF. s. silvestrianit allen Markern Produkte erhalten werden, doh $eilweise von
denen der Hauskatze unterschieden.

DarlUber hinaus wurde ein Produkt fir das System F3DAvkz in der Familie der Ursidae
(Baren detektiert. Da es sich lediglich um ein Marketsys handelte, welches bei dieser
Spezies ein positives Ergebnis erbrachte und dimsgsm eine sehr niedrige Intensitat von
146 rfu aufweist, kann diese Kreuzreaktivitat mésgr Spezies vernachlassigt werden.

Der geschlechtsspezifische Marker Amelogenin widgsatlen Spezies aus der Gruppe der
Carnivora in Tabelle 1Apschnitt 2.1.) eine Amplifikation auf. Eine Ausnahme bildete
lediglich M. martes Dieses Ergebnis lasst darauf schlieBen, dass Sdiguenz des
Amelogenins der Carnivoren wahrscheinlich starkseswiert zwischen den Spezies vorliegt.
Da jeweils nur das dem X-Chromosom entsprechendduRt erhalten wurdeFamilie der
Feldidae ausgeschlossen, da hier sowohl ProdulgexXdeals auch das Y-Chromosom detektiert
wurden), scheint die Deletion, die das Y-Chromosom Y¥ors. catusaufweist, in keiner der
anderen Spezies auf diese Weise vorhanden zu Aaigrund dessen findet mit dem
spezifisch fur die Katze entwickelten R-Primer de¥-Chromosoms keine
Produktamplifikation fiir die getesteten Spezies @amivora statt. Somit ist dieser Bereich

spezifisch fur die Familie der Felidae.
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4.8.3 DNA-Mischspuren, Speichel an Haaren und Kontuitat

Die Untersuchung der Mischspuren zeigte deutli@ssdViischproben selbst mit geringsten
DNA-Mengen einer Komponente eindeutig interpretiertd sowohl die Haupt- als auch die
Nebenkomponente identifiziert werden kdnnen. Digiels gerade in dem Zusammenhang
eine Rolle, falls davon ausgegangen werden muss, siah mehrere Individuen in einem
Haushalt befinden. Studien haben gezeigt, dasseKatich ausgiebig putzen und dies auch
bei ihren Artgenossen tung2. In dieser Arbeit wurde getestet, ob sich Spdicimel somit
die DNA derselben oder anderer Katzen an Haareindetf Es konnte keine Fremd-DNA
gefunden werden. Dieses Ergebnis kann jedoch met#tligemeinert werden und es muss
immer mit einer Kontamination gerechnet werden. Dest der Multiplexe zeigt deutlich,
dass diese fur eine Analyse von Mischspuren geegjnd. Bei der Spurennahme und der
anschlieBenden Bearbeitung der Spuren muss aucheime Kontamination durch den
Menschen bedacht werden. Die Beimischung humanek Digte keinerlei Einfluss auf die
Amplifikation der Katzen-DNA und beweist, dass dierwendeten Markersysteme nicht
innerhalb der Sequenz der humanen DNA binden umel KKbntamination von dieser Seite
keine Beeintrachtigung zeigii€éhe Abschnitt 3)8

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die elisitt Ergebnisse eines jeden STR-
Markers Uber unterschiedliche Gewebe und Haare dgnwdentisch sind. In keinem der
untersuchten Gewebe oder Haare konnte eine Diskzeavischen den detektierten
Produkten festgestellt werden. Dies weist daranf tass die Ergebnisse in allen Zellen der
Katze reproduzierbar sind und auch unterschiedli@®mvebe sowie Haare fur eine

Vergleichsuntersuchung herangezogen werden kénnen.

4.9 Vergleich der Allelverteilungen zwischen Hausand Europaischer Wildkatze

Die untersuchten Markersysteme der Hauskaies( catu} kbnnen durchaus fir eine
Individualisierung bei der Européaischen Wildkatge . silvestri} eingesetzt werde. Bis auf
wenige Ausnahmen wiesen alle Systeme eine Prodektitn auf. Sechs Marker lieferten
eine nur sehr geringe Aussagekraft, da bevorzugtAdiel reprasentiert wurde und der
Allelbereich grundsatzlich nur eine geringe AnzahlAllelen aufwies. Hierdurch zeigten sich
die Systeme F37_vkz5, FCA559, FCA730_vkz, FCA733AF40_vkz und FCA744 vkz in
der untersuchten Stichprobe vbns. silvestrisdurchweg wenig polymorph und erscheinen

fur eine Individualisierung nur bedingt geeignet.
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Andere Systeme wiesen dagegen eine ungefahr géitige Verteilung vieler Allele des
Allelbereichs vonF. s. catusauf, die fur eine Individualisierung geeignet &éeioen ¢. B.
F141_vk).

Die meisten Systeme zeigten eine ausreichend gufspAltung des Produktbereiches in
Allele und eine polymorphe Verteilung, sodass mgteles acht Systeme fur eine
Individualisierung herangezogen werden kénnen.

Es bleibt zu Prufen, ob eine Differenzierung zwesthder Haus- und der Europaischen
Wildkatze mittels der verwendeten Markersystemegraunfd der nahen Verwandtschaft
zwischen den beiden Subspezies realisierbar igtiglieh die Systeme F27, FCA742_vkz
und FCA749 vkz weisen fir die Europaische Wildkatkele auf, die in der hier
verwendeten Stichprobe vda s. catusnicht beobachtet wurden. Doch auch diese liegen
meist innerhalb des detektierten Produktbereicties grenzen nahe an diesem an. Eine
grolRere Stichprobe beider Spezies sowie Rassekalizesten herangezogen werden, um eine
definitive Aussage uber eine mogliche Differenzieyau tatigen.

Das Markersystem FCA749 vkz wies fur zwei der getea Proben keine Produktdetektion
auf. Es konnten selbst nach mehrmaligen Wiederlgslmsatzen keine Ergebnisse erhalten
werden. Wahrscheinlich lag bei diesen Individuareévlutation in der Primerbindestelle vor,
sodass die Primer nicht binden und keine Produkifikgtion stattfinden konnte. Um dieses
System effizient flurF. s. silvestrisnutzen zu kdnnen, missten neue Primer synthetisier
werden. Andernfalls besteht unter Verwendung diddaskes mit den jetzigen Primern die
Gefahr keine Ergebnisse zu erhalten. In der duféhgen Stichprobe lag die Erfolgsrate des
Systems bei der Européischen Wildkatze bei umgest@v,4 %.

Somit eignet sich nur Rund die Halfte der vorliedm Markersysteme flr eine Typisierung
mit anschlieBender Individualisierung fir die Euiggehe Wildkatze. Hierdurch wird die
Aussagekraft reduziert. Da sich in der freien Walldb im Vergleich zur Hauskatze
(12,3 Mio) jedoch nur ein Bruchteil von existierenden Indien befindetH.000 - 7.00}, ist
eine hohe Individualisierungsrate nicht unbedingtwendig, um dennoch eine sichere

Aussage Uber den Individualisierungsgrad treffek@nen.
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4.10 Optimierung der Haar-DNA-Extraktion

Die Untersuchung verschiedener Gerate auf Basis Magnetpartikelseparation sowie
manueller Kits haben gezeigt, dass es durchaugnaligen zu der herkdmmlichen als
gesundheitsgefdhrdend einzustufende Methode demoRP8aloroform-Extraktion gibt.
Mittels des Geréates King FisH&rDuo der Fa. Thermo Scientific und unter Verwenddeg
TNCa-Lyse in Kombination mit dem ,Crime Prep Adent*Kder Fa. Ademtech kénnen
mindestens genauso gute, wenn nicht sogar bessgebritsse erzielt werden. Wéahrend der
Testphase kam es immer wieder vor, dass mittel$/@¢éhode TNCa— Phenol/Chloroform
— Microcon30-FiltersaulenP(C-M) keine oder nur unzureichende Ergebnisse erlangien.
Grinde kénnten entweder die Verschleppung des Rkdnoroforms, das die anschlieRende
PCR hemmt oder der Ablauf eine der verwendeten @adien sein. Ein Austausch dieser
fuhrte in darauffolgenden Extraktionen zu etwadesserten Ergebnissen. Des Weiteren ist
zudem immer das Ausgangsmaterial zu berlcksichtigaa unterschiedliche Mengen an
DNA enthalten kann. Ein MagnetpartikelseparatorVierbindung mit der hier getesteten
Methode konnte die manuelle PC-M-Methode durch en&matisierte ersetzen. PCR-
inhibierende Stoffe werden meist sicher entferrd die DNA maoglichst in reinster Form
eluiert, sodass auch bei geringsten Spuren Ergebreshalten werden koénnen. Somit
erscheint diese Methode fur forensische Spurenemgeignet. Im Einzelfall sollte jedoch
abgewogen werden, welche Methode sich fiir den Bumtbungsansatz am besten eignet.
Dabei spielt natirlich auch das Ausgangsmateriaé dRolle. Nach dessen Zustand und
Menge ist abzuwéagen, welche Methode die bestm@&ibohund effizientesten Ergebnisse

liefern konnte.

4.11 Untersuchung der mtDNA

Ist die DNA-Menge fur eine STR-Untersuchung nichsraichend oder liegt die Kern-DNA

in einem hohen Mald degradiert vor, sodass nur sponadische bzw. gar keine Produkte
amplifiziert werden kdénnen, bietet sich als Altema die Untersuchung der mitochondrialen
DNA an. Diese liegt als ringformiges Molekul in emmhohen Kopienzahl pro Zelle vor. Dies
bedingt, dass die mtDNA selbst noch in abgestometedlen oder bei stark degradierter
DNA in einer ausreichenden Menge vorliegen kana figli eine Analyse ausreichend ist.

Seite | 183



DISKUSSION

Aus diesem Anlass wurden zwei Systeme auf der mtDiNA ihre Aussagekraft hin
untersucht, um eine Haplotypeneinteilung vorzunehni®s zuvor schon von Tarditi et al.
[121,122 in einer Studie untersuchte System wies vier Haaglotypen auf, von denen der
Haplotyp A am stéarksten in den untersuchten Pojounlan vertreten war. Die in dieser Arbeit
untersuchte Population mit 92 Hauskatzen représg¢atdiesen Haplotypen zu 50 %. Die
Aufspaltung dieses Haplotypen konnte mittels emnasiten Systems, dem RS2-System, auf
bis zu 10,9 % heruntergebrochen werdegide Systeme kombiniert betrachtefudem wurde
eine Reihe an einzigartigen Haplotypen erhaltemjrdder vorliegenden Population nur durch
jeweils ein Individuum reprasentiert wurden. Insgaes traten diese Haplotypen zu 35,9 %
auf. Durch die Kombination dieser beiden Systeme wine sehr gute Aufspaltung erhalten.
Da lediglich die Aussage uber eine Ausschlusswaleistichkeit zwischen Spur und
Vergleich getatigt werden kann, liegt diese in #embinierten Darstellung mit beiden
Systemen relativ hoch. Gerade wenn ein einzigartifggplotyp erhalten wird, kann unter
Einbeziehung einer entsprechend grofl3en Populatenkenkrete Aussage getroffen werden.
Zu bertcksichtigen ist, dass aufgrund der matemnaiererbung der mtDNA Kkeine

Unterscheidung zwischen Nachkommen einer muttentidhinie moglich ist.

4.11.1 Validierung
Die Validierung beider Systeme erfolgte in Anlehguru den STR-Marker mittels einer

Sensitivitatsstudie und einem Artspezifitatstest.

4.11.1.2 Sensititvitatstest

Die Sensitivitatsstudie zeigte, dass selbst nockiber Gesamt-DNA-Menge von nur 12,5 pg
Produktpeaks mit Intensitaten bis zu 4.000 rfu leghawerden, die fur eine erfolgreiche
Sequenzierung mehr als ausreichend sind. Im Gegehssizu werden bei der STR-Analyse
unter Einsatz einer solchen DNA-Menge meist Allakge mit max. 200 rfu detektiert. Dies

weist darauf hin, dass im Vergleich zur Kern-DNAn eerheblich grbéRerer Anteil an

mitochondrialer DNA in den Proben enthalten ist; fig eine Untersuchung herangezogen

werden kann.

4.11.1.3 Artspezifitat
Die Untersuchung auf Kreuzreaktionen mit beident&yen erfolgte unter Einbeziehung
derselben Proben, die auch fir die STR-Markersysteerwendet wurden. Das Tarditi-

System wies ausschlie3lich Produktpeaks fur denenbWp. leg und die Europaische
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Wildkatze €. s. silvestriy aus der Familie der Felidae auf, die mit der BkogroR3e der
HauskatzeK. s. catu} Ubereinstimmten. Die Sequenzen dieser Speziesrashsehr &hnlich
zu sein, da identische Produktlangen erhalten werbas Produkt flir den Luchs. (lynx)
unterschied sich dagegen von den anderen und woudein einem geringen Umfang
amplifiziert, sodass hier eine spezifische Ampétikn mittels der verwendeten Primer fur
diese Spezies auszuschlieRen ist. Wahrscheinlegeni die Primer in einer Region, die
Unterschiede in der Sequenz zwisckes. catusundL. lynx beinhaltet.

Im Vergleich hierzu wurden fir das RS2-System riéralndividuen der Felidae eindeutige
Ergebnisse erhalten, die sich in ihrer GroRe zueiea unterschieden. Allein fiur die
Europaische Wildkatze konnten identische Ergebnmsealer Hauskatze erhalten werden.
Dies scheint durch den nahen Verwandtschaftsgradelden Spezies bedingt zu sein. Die
mitochondrialen Sequenzen der Rostkakze.(phillipsi), des Luchsed (lynx und des Léwen
(P. leg scheinen unterschiedliche Abfolgen und LangenRIi®2-Repeats in dieser Region zu
enthalten oder weisen andere Unterschiede innedwllvon den Primern erfassten Sequenz
auf. Die Produkte voR. leozeigten eine geringere Produktamplifikation mitegi Intensitat
von max. 800 rfu. Die Primer binden aufgrund vonguinzvariationen innerhalb der
Primerbindestelle nicht effizient genug, sodassaiBiskrepanzen zustande kommen.

Die Amplifikation von Produkten des Baummarde¥t (harte3 mit dem RS2-System lasst
darauf schlie3en, dass auch hier die Primer inetleSequenz binden. Es wurde nicht eruiert,
ob die Primer in der mitochondrialen DNA oder etaa# der Kern-DNA binden. Die im
Vergleich geringfugigere Amplifikation mit Intenaten von 1.500 rfu, weist darauf hin, dass
die Primer nicht effizient binden. Eine Verwechgumu Produkten der Hauskatze ist

aufgrund deutlich abweichender Produktgrol3en ackiagen.
Es hat sich gezeigt, dass beide Systeme in Kombimaine gute und effiziente Alternative

bieten, um bei einer fehlgeschlagenen oder unzueaaen STR-Analyse eine Aussage, wenn

auch mit geringerer Aussagekratft, tatigen zu kénnen
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4.12 Artbestimmung mit Hilfe der mtDNA

Die Artbestimmung erfolgte mittels zweier Systerde auf unterschiedliche Bereiche der
mitochondrialen DNA zurtickgreifen. Das System, \wek Herr Dr. Hecht entwickelte,
umfasst die Kontrollregion der mtDNA, wéhrend dast&m von Linacre et al1{4] den
Bereich des Cytochrom b-Gens einbezieht. Nach denpl#ikation erfolgte keine
anschlieBende Sequenzierung der jeweiligen Produkb@dern eine Bestimmung der
speziesspezifischen GrofRen. Dies hat den Vortags dVischspuren keine Hurden mehr
darstellen. Bei der klassischen Methode der Sederemm konnten diese durch die
entstehenden Sequenziberlagerungen nicht oder ahwes voneinander unterschieden
werden. Mit den Systemen nach Herrn Hecht und T Linacre entstehen Produkte
entsprechend der in der Mischung enthaltenen Tiebas System von Herr Dr. Hecht ist
nach jetzigen Erkenntnissen spezifisch fur Sauget Wogel und kann dann eingesetzt
werden, wenn gar kein Hinweis auf eine der ent¢mmeden Spezies vorliegt. Dahingegen
sind die von Tobe und Linacre beschriebenen PrimeMultiplexe zusammengefasst
(,HoCaDo* und ,,CoPiGoShy. Diese enthalten mehrere speziesspezifische Pumgk kdnnen
speziell dann eingesetzt werden, wenn eine Tendanginer Spezies gegeben ist, die nur
noch bestatigt werden soll.

Neben der Zeit- und Kostenersparnis, die durchvdievendung dieser Systeme gegeniber
der Sequenzierung entsteht, werden zudem sicherdeight zu interpretierende Ergebnisse
erhalten. Diese sind durch die spezifischen PrapBen der jeweiligen Referenzspezies

definiert.

4.13 Analysen auf Basis der Kern- und mitochondrian DNA - ein Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebenen und optimiei®diR-Markersysteme der Kern-DNA der
Hauskatze K. s. catu} sind dazu geeignet eine sichere Individualisigriimerhalb dieser
Spezies zu ermdglichen. Die Systeme wurden spedérii Spurenmaterial angepasst, das
sowohl einen geringen DNA-Gehalt als auch degrtalieDNA aufweist. Diese
Spezifikationen der DNA sind gerade in Haaren zuaeten, die in forensischer Hinsicht das
Hauptuntersuchungsobjekt véns. catugdarstellen.

Die signifikante Abweichung einiger Systeme vom dyavWeinberg-Gleichgewicht sollte

genauer untersucht werden. Hierzu ist die Betragh&iner Ausbildung von Subpopulationen
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notwenig wie auch die Frequenzanalyse in reinrassigfopulationen. So kann ein
Korrekturfaktor® in die Berechnung der Individualisierungswahrsehehkeit eingehen.

Nachforschungen haben zudem zu Diskrepanzen idwenung der einzelnen STR-Marker
zu bestimmten Chromosomen gefihrt. Chromosomaleersinthungen oder spezielle
Berechnungen Uber die genaue Lage der STR-Markant&b angestrebt werden, um eine
Kopplung zwischen den Markern ausschlie3en zu kinde sich auf ein und demselben

Chromosom befinden sollen. @. mit dem Programm MIDAS

Falls eine Analyse uber die Kern-DNA zu keinem bBrge fuhrt, kann alternativ auf die
mitochondriale DNA zuriickgegriffen werden. Die Komdition zweier Systeme im Bereich
der Kontrollregion vorfF. s. catushaben gezeigt, dass eine ausreichend hohe Diffiereng
Uber die rein maternal vererbte mtDNA erfolgen kand gegebenenfalls zwischen Spur und
Vergleich zu einem Ausschluss fuhrt. Aufgrund deatenmnalen Vererbung sind Utber die
mutterliche Linie verwandte Tiere hiervon ausgen@nm

In dieser Arbeit sind Systeme der Kern-DNA und miitondrialen DNA etabliert worden, die
den grol3tmadglichsten Informationsgehalt aus eipeir 8rmdglichen. Diese Analysen kdnnen
in der Zukunft fir Untersuchungen von Proben dezz&gsF. s. catusangewendet werden
und gerade auch im Bereich der forensischen Krit@danik konkrete Fragestellungen
klaren. Die Systeme sind so optimiert, dass ihis&in auch bei der Minimalspur Haar sehr
gute Ergebnisse liefert.

Die verwendeten STR-Marker sowie die Systeme d&NAt haben in der Sensitivitatsstudie
gezeigt, dass selbst bei Gesamt-DNA-Mengen von pg,Frgebnisse zu erwarten sind.
Unterschiede zwischen Kern-DNA und mtDNA ergebesh siahingehend, dass bei dieser
DNA-Menge die STR-Systeme an ihre Grenzen geraeod(ktpeaks mit ~ 200 rfu Die
MtDNA liefert ausreichend hohe Produktpeaks, sodasspretierbare Ergebnisse unteralb
von 12,5 pg Gesamt-DNA zu erwarten sind. Auch eedgr Einsatz in der Fallarbeit, dass
unter Verwendung von realem Spurenmaterial intégptgre Produkte erhalten werden
konnen, die zu aussagekraftigen Schlussfolgerurfgbren. Ein Test mit manipulierten
DNA-Proben, die z. B. Ultraschall oder UV-Strahlulagisgesetzt waren, kdnnte einen
Hinweis darauf geben, wie sich die Ergebnisse desteégne bei stark degradierter DNA
verandern.

Um eine noch bessere Differenzierung tber die rhdaodriale DNA erreichen zu kdnnen,

konnte nach weiteren Bereichen gesucht werdenVdri@tionen beinhalten. Anhand derer
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konnte in Kombination mit den beiden bereits bestianen Systememnr4rditi- und RS2-
System eine weitere Aufspaltung der Haupthaplotypen gimbt werden.

Zur Erhaltung und Weiterfuhrung der Populationsdat@issten weitere Daten von
Hauskatzen, gerade im Bereich der mtDNA-Analysegamdmmen werden. Vor allem
Rassekatzen waren hier in beiden Fallen von Bedgutiventuell bietet sich Uber die
MtDNA zusatzlich mittels der verwendeten Systenme éiussage Uber die Rasse treffen zu
konnen.

Neue Mdglichkeiten ergeben sich auch aus der saglant entwickelnden Methode des
~Whole Genome Sequencing“. Diese ermdglicht es urzé&r Zeit ganze Genome zu
sequenzieren und sowohl die Kern-DNA als auch di@ahondriale DNA auf geeignete

polymorphe Marker hin zu untersuchen.
Die hier vorgestellten STR-Marker und mtDNA-Systerhieten in Zukunft eine gute

Grundlage, um konkret einen Beitrag zur Aufklarweiges Verbrechens in der forensischen

Fallarbeit leisten zu kbnnen.

Seite | 188



ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

Die HauskatzeH. s. catu} ist eines der beliebtesten Haustiere in Deutschl®as enge
Zusammenleben mit dem Menschen bedingt die Ubemigigon Haaren auf Gegenstande
oder andere Personen, sodass diese Spuren fufoegmsische Untersuchung von grof3ter
Bedeutung sind. Da in Haaren mit einer sehr gennlyeenge an Kern-DNA gerechnet
werden muss und diese sich zudem in einem degradi@ustand befindet, wurden die zur
Individualisierung ausgewahlten Tetranukleotid-SWIRrkersysteme dahingehend optimiert.
Die Optimierung umfasste neben der Reduktion dewddktgroRenbereiche auch die
Anpassung der PCR-Profile. Die Sequenzierung urnstlideibung der Repeatmotive aller
Marker fuhrte Gberwiegend zu einer von der Literatoweichenden Darstellung. Anhand der
Sequenzanalyse erfolgte die Einteilung der MarkeSTR-Klassen sowie die Einfiihrung
einer markerspezifischen Nomenklatur. Diese spiegah vor allem in den erstellten
Allelleitern wider, die zum Abgleich der amplifizien Produkte eines jeden Markersystems
eingesetzt werden. Die Allelleitern dienen alsrinéeLaborreferenz und kdénnen als Standard
fur den Datenaustausch zwischen unterschiedlich@poden genutzt werden. Mittels 14
speziell angepassten Markersystemen und dem gebtsdpezifischen Marker Amelogenin
kann praktisch eine Individualisierung fiar s. catusdurchgefiihrt werden.

Sind Uber die Kern-DNA keine oder nur unzureicherieigebnisse zu erhalten, kann
alternativ auf die Untersuchung der mitochondrialA zurtickgegriffen werden. Neben
Systemen, die einen Aufschluss zum Artnachweisregbn, stehen in der Kontrollregion von
F. s. catuswveitere Systeme fur eine Differenzierung in Hagbein zur Verfligung. Trotz der
maternalen Vererbung der mtDNA und der dadurchtraaltrealisierenden Individualisierung
liefert diese Einteilung einen hohen Anteil an eartigen Haplotypen, die in der
untersuchten Stichprobe nur durch je ein Individueprasentiert wurden. Die Aufspaltung
in Haplotypen liefert einen Aussagewert, mit dengedeenenfalls ein Ausschluss zwischen
Spur und Vergleich getroffen werden kann.

Beide Analyseverfahren, sei es auf Ebene der Kadler mitochondrialen DNA, bieten eine
Mdoglichkeit den groRtmoglichsten Informationsgehalis einer Spur zu erhalten. Im
forensischen Bereich steht somit erstmals ein kethpé$tandardisiertes Verfahren zur
Untersuchung von Spuren der Hauskatze zur VerfugubDgeses reicht von der

Artbestimmung einer Spur bis zur praktisch indiatien Zuordnung.
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11 Anhang

11.1 Abklrzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

AG Aktiengesellschaft

Amel geschlechtsspezifischer Marker Amelogenin
Atto 550 Fluoreszenzfarbstoff; verwandt mit Rhod@r6G
Atto 565 Fluoreszenzfarbstoff; Familie der Rhodafiaribstoffe
BKA Bundeskriminalamt

BoTMR Boron-Dipyrromethen-Derivat (Bodipy)

bp Basenpaar

bzgl. bezuglich

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

ca. circa

CaCl Calciumchlorid

ca* zweiwertiges Calcium-lon

cm Zentimeter

cM centiMorgan

CcRNA carrier RNA

d.h. das heifl3t

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

dTTP Desoxythymidintriphosphat

ddATP Didesoxyadenosintriphosphat

ddCTP Didesoxycytidintriphosphat

ddGTP Didesoxyguanosintriphosphat

ddTTP Didesoxythymidintriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsaurefgl.: Deoxyribonucleic ac)d
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol (auch unter Clelands Reageekadnnt)
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EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EL exclusion limit

engl. englisch

etc. et cetera

EtOH Ethanol

Fa. Firma

FAM 6-Carboxyfluorescein

F-Primer Forward-Primer

F.s. Felis silvestris

g Gramm

G Guanin

Genom. Genomische

Gew Gewebe

GmbH Gesellschaft mit beschrankter Haftung
H.0 Wasser

Ha Haar

HEX 4,7,2",4°,5",7 -Hexachloro-6-carboxyfluoratei
i.d. R. in der Regel

Inc. Incorporated

ISFG International Society for Forensic Genetics
ISFH International Society for Forensic Haemodgiese
Jh. Jahrhundert

K.A. keine Angabe

Ktz Katze

I Liter

LCN-DNA Low Copy Number-DNA

LEV Low Elution Volume

M Molar

max. maximal

MB Megabasen

mg Milligramm

Mg** zweiwertiges Magnesium-lon

MgCl, Magnesiumchlorid

mind. mindestens
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Mio.
ml
mM
mm
MtDNA
Na
NaCl
ng

nm
No.
OH-Gruppe
PCR
Pg

pH

rfu
rpm
R-Primer
RT
SDS
SNP
S. 0.
sog.
Sp
STR
sudl.
T

TF
TNCa
TNE
Tris
RNA
tRNA
U

u. a.
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Millionen

Milliliter

Millimolar

Millimeter
mitochondriale DNA
Natrium

Natriumchlorid
Nanogramm
Nanometer

Nummer éngl.: numbey

Hydroxygruppe

Polymerasekettenreakti@mgl.: Polymerase Chain Reactjon

Pikogramm

pondus Hydrogenii bzw. potentia Hydrogenii
Peakhohegngl.: realive fluorescence unjts

rounds per minute

Reverse-Primer

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfaefgl.: sodium dodecyl sulphate
Single Nucleotide Polymorphism

siehe oben

sogenannt

Speichel

Short Tandem Repeat

sudliches

Thymin

Tranenflussigkeit

Tris-Natrium-Calcium

Tris-Natrium-EDTA
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (auch Troheghin)
Ribonukleinséuresfigl.: Ribonucleic acid

transfer Ribonukleinsaurer(gl.: transfer Ribonucleic acid
Unit

unter anderem
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USW. und so weiter

\% Volt

VNTR Variable Number of Tandem Repeats
WCF World Cat Federation
z. B. zum Beispiel

Mg Mikrogramm

ul Mikroliter

uM Mikromolar

um Mikrometer

’ Minute

" Sekunde

%] Durchmesser

°C Grad Celcius
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11.2 Manuskript
N. Schury, U. Schleenbecker, A.P. HellmanrForensic animal DNA typing:

Allele nomenclature and standardization of 1A=l TR markerdsorensic
Sci. Int. Genetl2 (2014) 42-59

Das Manuskript ist von dem Journal akzeptiert urgtleeint in der Septemberausgabe. Die

finale Version ist bereits online publiziert.
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11.3 Elektronischer Anhang

Ordner 1:

Ordner 2:

Ordner 3:
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Populationsdatenbank der Hauskatze errtrdtionen zu den verwendeten
Proben, Markersystemen, Frequenzen und Haufiglketesiungen
Populationsdatenbank der Europaischendkatie - Angaben zu den
verwendeten Proben sowie zu den Frequenzverteitunge
Sequenzierungsergebnisse - Detaillientistung der Daten von allen

sequenzierten Allelen



