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Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zur Erweiterung des biologischen Profils eines histo-
rischen Skelettfundes aus dem Zeitalter der romischen Kaiserzeit und beginnenden Volkerwan-
derungszeit. Bis zum Zeitpunkt der Bearbeitung der Zielstellung wurden keine aDNA-Analysen
am Material durchgefiihrt. Im Rahmen der gesetzten Ziele sollte zunichst das methodische Vor-
gehen im Hinblick auf die Qualitdt und Quantitdt des aDNA-Templates gepriift werden. Neue
Analysestrategien wurden zudem auf deren Eignung in den Schritten aDNA-Quantifizierung
und STR-Analyse evaluiert. Fiir die Ergédnzung des biologischen Profils wurden sowohl autoso-
male als auch uniparentale aDNA-Marker untersucht. Im Speziellen erfolgte die Bestimmung
des genotypischen Geschlechts iiber Amelogenin. Desweiteren wurde eine Y-chromosomale
STR-Analyse durchgefiihrt. Mit Hilfe bisotatistischer Variablen erfolgte zudem eine Beschrei-
bung resultierender Y-chromosomaler Haplotypen. Dariiberhinaus wurden erste Aussagen im
Hinblick auf die ethnische Herkunft der Skelette mit Hilfe einer synchronen SNP-Analyse des
mitochondrialen und Y-chromosomalen Genoms erlangt. Die Analyse der SNPs erfolgte auf
beiden Seiten mittels SNaPshot-Minisequenzierung in definierten Multiplexansétzen. Spezi-
fische Makrohaplogruppenfrequenzen wurden bezugnehmend auf die Entwicklungshistorie
diskutiert.
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Kapitel 1

Einfiihrung

Eine Begutachtung neuzeitlicher und historischer Skelettfunde kann heutzutage sowohl durch
die interdisziplindre Verkniipfung von anthropologischen mit modernen molekularbiologischen
und paldogenetischen Verfahren, als auch durch den enormen technischen Fortschritt der
letzten Jahre realisiert werden. Das Ziel ist es, die Skelette auf genetischer Ebene zu cha-
rakterisieren. Die molekulargenetische Untersuchung von Skelettindividuen hat sich in den
vergangenen drei Dekaden zu einem ergdnzenden Aspekt der archiologischen und anthropolo-
gischen Forschung etabliert (Gilbert et al., 2005; Jorde et al., 1998; Sankararaman et al., 2012).
Ergebnisse aus entsprechend umfangreichen Studien sollen mitunter genutzt werden, um die
Menschheitsgeschichte zu formen. Weiterhin konnen z. B. Anhaltspunkte iiber die Geschlech-
terverteilung oder Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb und zwischen Skelettkollektiven
erlangt werden(Rothe et al., 2015; Gill et al., 1994). Die Bestimmung von Abstammungslinien
auf genetischer Ebene dient dariiberhinaus der Informationsgewinnung zur geografischen
Einordnung in eine ethnische Grof3gruppe (Chen et al., 1995). Die ersten Meilensteine im
Hinblick auf die Anwendung neuartiger molekularbiologischer Verfahren, wie die Techni-
sierung der Polymerasekettenreaktion (engl. PCR), liegen ebenfalls drei Jahrzehnte zuriick
(Higuchi et al., 1984; Padbo, 1985, 1986; Mullis und Faloona, 1987). Die Weiterentwicklung
technischer Errungenschaften, die Steigerung von Sensitivitdt und Spezifitat der Verfahren und
spezialisierte Protokolle machen es heute méglich aussagekréftige Resultate im Rahmen von
DNA-Analysen an rezenten und historischen Funden, zu erzielen. Dennoch gilt der Umgang
mit Knochenmaterial im Labor, unabhingig von der jeweiligen Lagerungsdauer bzw. vom
postmortalen Intervall (PMI), immer noch als besondere Herausforderung. Aufwendige und
lang andauernde Aufarbeitungs- und Isolationstechniken kénnen zudem zu einem erhohten
Risiko an Kreuzkontaminationen fithren. Wird jedoch gewissen Vorgaben und Empfehlungen
zum Arbeitsprozess nachgegangen (Cooper und Poinar, 2000) ist es durchaus moglich konkre-
te Fragestellungen oder prahistorische Hypothesen in Verbindung mit archédologischen und
anthropologischen Daten zu beantworten und Informationsliicken zu schlieRen.

In der vorliegenden Arbeit werden erstmalig DNA-basierte Analysen zur Ergédnzung des
biologischen Individualprofils durchgefiihrt. Darauf aufbauend werden weiterfiihrend ganzheit-
liche Aussagen fiir die historische Population abgeleitet. Wo bis zum Zeitpunkt anthropologische

1



2 KAPITEL 1. EINFUHRUNG

Methoden an ihre Grenzen stie3en, wurde versucht mit Hilfe etablierter DNA-Analysestrategien
neue Erkenntnisse zu genetischen Abstammungslininen und dem molekularen Geschlecht zu
erlangen. Daneben werden vorliegende Daten aus der klassischen Anthropologie zur Gesamt-
geschlechterverteilung mit denen aus der DNA-Analyse gegeniibergestellt und vervollstandigt.

1.1 Vorbetrachtungen zum Grabungsfund

1.1.1 Chronologie und kulturelle Einordnung des Skelettmaterials

Das molekulargenetisch untersuchte Skelettmaterial stammt von einem birituellen, vorwie-
gend aus Korpergribern bestehenden Bestattungsplatz dessen Graber in der Mehrzahl der
ausgehenden romischen Kaiserzeit und beginnenden Volkerwanderungszeit angehéren. Zur
chronologischen Einordnung des Grabungsfeldes Gorzig wurde auf ein System, welches zuletzt
in der Habilitationsschrift von J. Bemmann ver6ffentlicht wurde, zuriickgegriffen (Bemmann,
2000a). Danach ist das Graberfeld Gorzig, ohne Einbeziehung der Brandgréber, den Stufen C3
bis D2 zuzuordnen (Tabelle 1.1). Eine feinere Auflésung der chronologischen Einordnung war
durch eine sehr ausgedehnte Palette der Beigabenausstattung nicht moglich (Kleinecke, 2011).

Alle Funde wurden innerhalb von zwei Bergungsaktivititen gesichert. Die erste Bergungs-
aktivitat fand unter der Aufsicht von W. G6tze statt und umfasste etwa die Zeit von 1913 bis
1941. Darauf folgte eine zweite Bergung ab 1958 unter der Leitung von B. Schmidt. Insgesamt

Tabelle 1.1: Chronologiesysteme nach Schmidt (1963); Bemmann (2000a).
Die Abkiirzungen C1 — D2 entsprechen einer gebrduchlichen Nomenklatur fiir die Einstufung
historischer Funde in das entsprechende Zeitalter (n. Chr.).

Stufen Schmidt Bemmann Besonderheit Zeitalter
(1963) (2000a)

C1 200 - 250 150 - 250 iiberwiegend Brand- spéate Romische Kai-
graber serzeit (RKZ)

Cc2 > 250 - 300 > 250 - 300 reiche Korpergrdber, spate RKZ
,,Bliitezeit“

C3 > 300 - 375 > 300 - 350 armlichere Ausstat- spite RKZ
tung der Gréaber

D1 > 375 -450 > 350 - 400 typische Korpergra- frithe Volkerwande-
ber der Niemberger rungszeit (VWZ)
Gruppe

D2 > 375 -450 > 400 - 450 langsamer  Uber- frithe VWZ

gang zur Reihengré-
bersitte
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Abbildung 1.1: Graberplan kartierter Funde nach Kleinecke (2011).

wurden 75 Korperbestattungen gefunden. Davon wurden drei Graber im Grabungsbericht als
bronzezeitlich eingeordnet und in dieser Arbeit zur Erfiillung der Zielstellung nicht einbezogen.
Drei weitere Gréber konnten aufgrund von fehlenden Berichten oder Zeichnungen keinem
zeitlichen Kontext zugeordnet werden. Diese werden demnach als Gréber ,,unbestimmter
Zeitstellung“ bezeichnet. Der kulturelle Hintergrund der Population wurde bisweilen sowohl
durch die Ausdehnung der Gréber, die Lokalisierung des Graberfeldes auf dem Areal des ehe-
maligen Doménenackers sowie durch gesichtete Beigaben und Bestattungssitten beschrieben.
Zum damaligen Zeitpunkt wies das bestehende Informationspuzzle auf eine in der Ndhe von
Gorzig ansassige homogene Bevolkerung hin. Als schriftliche Grundlage der nachfolgenden
anthropologischen und archédologischen Untersuchungen dienten u. a. die Aufzeichnungen
und Fotos von W. Gotze aus der Ortsakte von Gorzig (Gotze, 1938). Ergdnzend wurde ein
Grabungsbericht von B. Schmidt herangezogen, der durch Gréberzeichnungen und von ei-
nem Gréberfeldplan zu den Grabungen von 1958-1959 ergénzt wurde (Bemmann, 2000a).
Dokumentiert sind auf dem Graberfeldplan 33 Gréber, sechs Gruben und vier Einzelfunde
(Abbildung 1.1). Die Lage aller Gréber konnte anhand der Pldne nicht vollstédndig rekonstruiert
werden.



4 KAPITEL 1. EINFUHRUNG
1.1.2 Biologisches Profil

Im Umfeld der Forensischen Anthropologie umfasst der Ausdruck ,biologisches Profil“ die
Gesamtheit aller mit wissenschaftlichen Methoden nachweisbaren physischen Merkmale eines
Individuums (Stanojevich, 2012; Franklin, 2010). Dazu zédhlen u. a. Individualalter, Geschlecht,
Konstitution, Ethnie, degenerative- und pathologische Veranderungen sowie besondere pha-
notypische Merkmale (Augenfarbe, Haarfarbe, Hautfarbe oder Sommersprossen). Eine ent-
sprechende Informationssuche kann neben der Einzelbetrachtung von Individuen, auch auf
ganze Kollektive {ibertragen- und in Form von Merkmalsverteilungen (z. B. Geschlechtervertei-
lung) diskutiert werden (Abbildung 1.2). Damit konnen komplexe Strukturen in Populationen
erkannt bzw. abgebildet werden. Ziel einer solchen umfassenden Informationssammlung im
Forensischen Feld ist die Eingrenzung von Verdichtigen- oder Personenkreisen und folgend
auch die Identifierzung von Personen. Nicht immer ist an das Auffinden von Knochenmaterial
eine forensische Fragestellung gekniipft, wie auch in dieser Studie. In solchen Fillen besteht
meist der Wunsch nach einer sukzessiven Bearbeitung von Fragestellungen zu o. g. Merkmalen
oder auch zum Sozialgefiige. Die Methoden, mit denen es moglich wird Hinweise auf ent-
sprechende Individualmerkmale zu erlangen, beruhen auf unterschiedlichen Grundprinzipien
und héngen stark von quantitativen oder qualitativen Materialeigenschaften ab. Klassische
Anthropologen nutzen zur Beurteilung von Geschlecht oder Alter in den meisten Fillen ver-
schiedene morphologische Merkmale und diverse Messstrecken am Knochen. Auf der anderen
Seite ist es auch moglich DNA-basierte Merkmale mit Hilfe modernster Analysetechniken zu

[/ DNA ] [ Anthropolog@

= Geschlecht = Geschlecht
= Haplogruppen—>

Population

= Sterbealter

Ethnie = Korperhdhe
. Popullatlons- = Degenerative,
3en_etl;lsche pathologische
ariablen

Erscheinungen

/

= Verwandtschafts-
beziehungen

= Phanotypische
Merkmale

N V

[ Biologisches }

Profil

Abbildung 1.2: Extraktion biologischer Individualmerkmale iiber DNA-basierte und klas-
sische anthropologische Methoden.

Dargestellt sind tiber DNA und iiber klassische anthropologische Methoden bestimmbare
Merkmale fiir ein Individuum (orange). Gleichermaf3en konnen selbige auch fiir die néhe-
re Beschreibung ganzer Populationsgruppen (grau) genutzt- und somit z. B. Aussagen zur
Gesamtgeschlechterverteilung abgeleitet, werden.
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untersuchen. Charakteristika wie Ethnie oder auch populationsgenetische Aspekte, welche fiir
die Entwicklungsgeschichte verschiedener Volker betrachtet werden, konnen ausschliel3lich
iiber DNA-Analysen erlangt werden. Obwohl entsprechende Analysen nicht unfehlbar sind,
fallt die Interpretation DNA-basierter Resultate mit weitaus weniger Unsicherheiten, gegeniiber
klassischer Verfahren, aus.

Mit der Bearbeitung des zur Verfiigung gestellten Skelettmaterials sollten auf Grundlage au-
tosomaler und uniparentaler DNA-Systeme erstmalig zum einen neue Erkenntnisse erlangt und
zum anderen bisher nicht betrachtete Aspekte zum biologischen Profil der Skelettindividuen
untersucht werden. Dies involvierte eine Analyse von Abstammungslinien fiir Einzelfunde auf
Basis haplogruppenspezifischer Marker und eine Verteilungsanalyse der Linien im Grabungsfeld.
Des Weiteren wurde eine Bestimmung des genotypischen Geschlechts angestrebt. Die Ergeb-
nisse sollten dazu beitragen bereits bestehende Hypothesen zur Geschlechtsdifferenzierung,
basierend auf osteometrischen und morphognostischen Verfahren, zu untersuchen.

1.1.3 Archiologische und anthropologische Vorarbeiten

In den letzten Jahren wurden mehrere wissenschaftliche Arbeiten zur Bestimmung des Ge-
schlechts und zur Sterbealtersschitzung, auf Basis osteometrischer und morphognostischer
Verfahren, angefertigt. Dabei sollten u. a. Informationen iiber die Gesamtverteilung der Ge-
schlechter und des Alters der Individuen im Grabungsfeld erlangen werden. Durch die Zusam-
menfiihrung der Ergebnisse aus der Betrachtung einzelner Skelettanteile (Schédel, Becken,
Langknochen) sollte die Bearbeitung der anthropologischen Zielstellungen zu einer gesicher-
ten Aussage iiber o. g. Merkmale des biologischen Profils der Individuen fithren. An dieser
Stelle soll ein Uberblick iiber bereits abgeschlossene akademische Arbeiten, in chronologischer
Reihenfolge, erfolgen.

Erste archédologische Untersuchungen am Grabungsfund wurden in der unveroffentlichten
Habilitationsschrift von J. Bemmann im Jahr 2000 préasentiert (Bemmann, 2000a,b). Neben
anderen Gréberfeldern wurde der Gorziger Fund als einer von vielen der jlingeren romischen
Kaiserzeit und Volkerwanderungszeit im mitteldeutschen Raum in die Arbeit aufgenommen.
Als Erganzung hierzu wurde 2011 eine Magisterarbeit verfasst, mit dem Ziel an diese Er-
kenntnisse anzukniipfen und aus archéologischer- sowie ergidnzend aus anthropologischer
Sicht weitere Stufen der Fundrekonstruktion zu erreichen (Kleinecke, 2011). Die Bestimmung
des Geschlechts der Bestatteten wurde bis zum Zeitpunkt am gesicherten archéologischen
Material und anhand von geschlechtsspezifischen Grabbeigaben vollzogen. Daher sollte diese
Studie die archiologische These der ,Manner- und Frauentracht“ zumindest am Beispiel
dieses Gréberfeldes, entweder bestitigen oder relativieren. Im Fokus stand demnach sowohl
eine Geschlechtsbestimmung als auch eine Altersschdtzung der Skelette anhand klassischer
anthropologischer Verfahren, die nach 1958 gegraben wurden. Weitere Auffilligkeiten, wie
degenerative oder pathologische Verdnderungen wurden an dieser Stelle noch nicht betrachtet.
Des Weiteren sollte versucht werden, die Einzelgriaber zeitlich und kulturell einzuordnen
sowie mogliche gesellschaftliche Auffilligkeiten oder Besonderheiten der hier bestatteten
Bevolkerung hervorzuheben. In der Schlussbetrachtung konnten dabei, unter Einbeziehung der
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Ergebnisse aus einer detaillierten Untersuchung des archiologischen Materials, keine grund-
sédtzlich neuen Erkenntnisse iiber das Feld gewonnen werden (Kleinecke, 2011). Allerdings war
es moglich o. g. Hypothesen zu ergénzen. Die anthropologischen Auswertungen ermoglichten
hingegen neue Einblicke in die Alters- und Geschlechterverteilung sowie in die demografische
Struktur des Grabungsfeldes. So konnten durch die Ergebnisse dieser Untersuchungen am
Material die Thesen einer geschlechtsspezifischen, jedoch altersunabhingigen Behandlung
sowohl in der Ausstattung der Toten als auch bei ihrer Bettung im Grab bestéitigt werden.

Zur Erschlielfung des individuellen Profils werden im Rahmen der folgenden Arbeiten
verschiedene Aspekte anthropologischer Analysen betrachtet. Dazu zéhlen insbesondere die
Bestimmung des Geschlechts und die Schétzung des Alters der Einzelindividuen. Weiterhin
konnen die Ermittlung der Korperhohe und die Feststellung degenerativer Verdanderungen
oder pathologischer Abnormititen einbezogen werden. Durch eine Vielzahl an Methoden, wie
z. B. morphologische, metrische, rontgenologische und histologische Untersuchungen, konnen
einzelne Aspekte beleuchtet werden. Limitierende Faktoren, die den Einsatz der Methoden
eingrenzen, sind in jedem Falle der Erhaltungszustand des zu untersuchenden Materials, tech-
nische Gegebenheiten, der zeitlich zur Verfiigung stehende Analyserahmen und die Erfahrung
des Analysten. Eine erste Bestimmung von Geschlecht und Schitzung des Sterbealters, der
im Zeitraum von 1913 — 1941 gegrabenen Skelette, wurde durch W. Gotze durchgefiihrt.
Bestandteil seiner Untersuchungen war jedoch nur der Schédel (Cranium) der Bestatteten. In
der oben beschriebenen Magisterarbeit beschiftigte sich J. Kleinecke im anthropologischen Teil
ihrer Abhandlung fast ausschliefSlich mit morphognostischen Untersuchungen am Schéidel und
Becken. Von den 42 zur Verfligung stehenden, der im Zeitraum von 1958 — 1959 gegrabenen
Skelette, konnten 16 Adulte und mit Vorbehalt acht Subadulte einem Geschlecht zugeordnet
werden. Die Autorin wies weiter darauf hin, dass beziiglich der Geschlechterverteilung keine
Auffalligkeiten zu erkennen waren. Weiterhin wird zum Zeitpunkt von einer anndhernden
Gleichverteilung der Individuen in der untersuchten Gruppe ausgegangen. Die Aussage sollte
durch ergdnzende DNA-Analysen und Einbeziehung eines grofseren Untersuchungsumfanges,
wie nachfolgend beschrieben, weiterverfolgt werden. Bei der Sterbealtersschiatzung konnten
fiir elf Subadulte und fiir 16 adulte Skelette Hinweise auf eine Altersspanne gewonnen werden
(Kleinecke, 2011). Der grof3te Anteil lag hier im Altersbereich von 23 — 39 Jahren (Acsadi
und Nemeskeri, 1970). Im Bereich von null bis sechs Jahren lagen dagegen anscheinend
keine Individuen. Die éltesten bestimmten Individuen befanden sich in einem Bereich von
ca. 50 — 70 Jahren. In den Folgejahren (2013 — 2015) wurden ergdanzend am Cranium und
Postcranium anthropologische Folgeuntersuchungen zur Bestimmung des Geschlechts und der
Altersschatzung, durchgefiihrt (Becker, 2013; Jeraufke, 2013; Seidel, 2013). Ziel sollte es sein,
bisher nicht bestimmte Individuen zu charakterisieren und bereits vorliegende Ergebnisse zu
Geschlecht und Alter der Einzelindividuen abzusichern. Neben diesen Arbeiten wurden Ana-
lysen zu degenerativen und oder pathologischen Erscheinungen am osteologischen Material
durchgefiihrt, die nicht Bestandteil der folgenden Ergebniszusammenfassung sein werden
(Sella, 2014). Ab diesem Zeitpunkt wurden neben morphognostischen- auch metrische und
rontgenologische Verfahren in die Sterbealtersschitzung einbezogen. Die erste Annahme, dass
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es sich bei der Population um eine homogene Bevolkerungsgruppe handelte, befdhigte zu einer
einheitlichen methodischen Vorgehensweise. Fiir die Zusammenfiihrung der Ergebnisse und
eine préazise Rekonstruktion des Grabungsfeldes wurden gesicherte Schédel und zugehoriger
Zahnbesatz einer erneuten morphognostischen und metrischen Untersuchung unterzogen
(Jeraufke, 2013). Anders als bei Kleinecke (2011) wurde jetzt das Material aus beiden Gra-
bungszeitraumen (1913 — 1941 und 1958 — 1959), mit der Ausnahme bronzezeitlicher Skelette
und drei Individuen, die grundsétzlich nicht verfiigbar waren, genutzt. Insgesamt standen fiir
diese Analysen 67 Schidel, mit unterschiedlichem Erhaltungszustand zur Verfiigung. Bei der
Auswertung der Schéidelnahtobliteration wurden 34 Individuen in eine Altersspanne von 23 —
36 Jahren nach Acsadi und Nemeskeri (1970) geordnet. Vier Individuen konnten Stadium IV
auf der Nemeskéri Skala zugeordnet werden, das entspricht einem Alter von 53 — 66. Dem
Alter 58 — 72 (Stadium V) lieRen sich drei Individuen zuweisen. Diese Ergebnisse lassen
sich mit der Aussage von Kleinecke (2011), beziiglich der Eingruppierung in das mittlere
Alterssegment, nahezu {ibereinstimmend vergleichen. Mittels morphognostischer Verfahren
lief3 sich das Geschlecht fiir 52 Individuen bestimmen. Davon war der iiberwiegende Teil nicht
eineindeutig mannlich bzw. weiblich bestimmbar und galt zu diesem Zeitpunkt als indiffe-
rent. Von 53 Individuen konnte der Zahnstatus ermittelt werden, was insbesondere fiir die
anschlielende DNA-Analyse von Bedeutung war. Der Abrasionsgrad wurde ermittelt jedoch,
aufgrund von Unsicherheiten beziiglich der Erndhrungsgewohnheiten in der damaligen Zeit,
nicht einbezogen (Wirth, 2002). Im gleichen Zeitraum fanden fortfiihrende anthropologische
Studien am Postcranium als Ergédnzung zum Gesamtskelett und um sich der Population weiter
anzundhern statt. Gerade in Fillen bei denen keine oder unklare Ergebnisse hinsichtlich der
Schatzung des Skelettalters und der indivdiduellen Geschlechtsbestimmung erzielt wurden,
ist es unerlasslich auch postcranielle Regionen mit zu betrachten. Entsprechende biologische
Merkmale wurden hier am Femur und Humerus ermittelt (Becker, 2013; Seidel, 2013). Zum
Zeitpunkt konnten insgesamt 69 Individuen, bei denen entsprechendes Knochenmaterial der
unteren Extremitdt vorhanden war, beurteilt werden. Bei 39 Individuen wurde fast von jedem
Knochenbereich der unteren Extremitét, d. h. Femur, Patella, Tibia, Fibula und Pes, Material
aufgenommen, wobei dieses teilweise stark fragmentiert vorlag. Fiir die morphognostische
Geschlechtsbestimmung und Altersschdtzung wurden insgesamt, spezifisch ausgewéhlt, sechs
Geschlechtsmerkmale und 13 Altersmerkmale beurteilt (Fischer, 1991, 1984). Im Rahmen
der hier durchgefiihrten morphognostischen Skelettaltersbestimmung konnte ein Grof3teil der
Individuen in eine Altersklasse von 40 — 49 Jahren eingeordnet werden. Im Gegensatz zu den
morphognostisch bestimmten Geschlechtern am Cranium, konnten amFemur und Humerus
geschlechterspezifischere Ergebnisse erreicht werden. Bestimmt wurden 30 weibliche, 23 méann-
liche und sechs indifferente Individuen. Anhand der dargestellten Ergebnisse wird deutlich wie
unterschiedlich stark das Ergebnis zur morphognostischen und osteometrischen Bestimmung
von Geschlecht und Alter durch verschiedenste Faktoren beeinflusst wird. Zusammengefasst ist
dies einerseits der Erhaltungszustand des Materials, der dariiber entscheidet, ob ein morpho-
logisches Merkmal beurteilt werden kann oder nicht. Dariiberhinaus spielt die Auswahl und
Anzahl an Einzelmerkmalen, die am Knochen beurteilt werden miissen, eine wichtige Rolle.
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Nicht zuletzt wird das Ergebnis stark von der Erfahrung des Untersuchers und der zugrunde
liegenden Datenbasis, die bei Berechnungen von Diskriminanzen genutzt wird, beeinflusst.
Werden bestimmte Dogmen in der Arbeit mit besonders alter DNA (aDNA, engl. ancient DNA)
beriicksichtigt und die Moglichkeit einer Verwechslung bzw. Verunreinigung des Materials
ausgeschlossen, kann ein DNA-Ergebnis als verladssliches Mittel zur Vorhersage von Individual-
merkmalen betrachtet werden. Zur Komplettierung der Ergebnisse aus der morphognostischen
und osteometrischen Geschlechtsbestimmung soll im Rahmen dieser Arbeit mitunter das Ziel
einer DNA-basierten Geschlechtsdifferenzierung und Verifizierung durchgefiihrt werden.

1.2 Fragestellungen fiir historische, osteologische Funde

Die letzten Informationstrager, die nach dem Ableben eines Menschen wertvolle Anhaltspunkte
zu dessen biologischem Profil und Lebensumsténden iiber die Zeit hinweg widerspiegeln,
sind Knochen. Aus diesen wertvollen Uberresten erschlieen Rechtsmediziner, Anthropologen
und Genetiker neben dem Geschlecht und dem Alter weitere diverse Fakten, sowohl im
anthropologischen als auch forensischen Sinn.

Aufgefundenes Knochenmaterial kann von tiberwiegend oder nahezu skelettierten Leichen
stammend, vollstidndig, teilweise oder sogar in Fragmenten, vorliegen. Die Durchfithrung von
forensisch osteologischen Untersuchungen erfolgt in Deutschland meist durch Rechtsmediziner
oder Anthropologen (Verhoff und Kreutz, 2004). Zu Beginn ist durch den Sachverstidndigen
zu klédren, ob es sich bei dem Fund um humanes oder tierisches Skelettmaterial handelt. Im
forensischen Interesse schlief3t sich unmittelbar die Bestimmung des PMI an. Dieses kann
als Zeitspanne vom Ableben eines Menschen bis zum Zeitpunkt des Auffindes interpretiert
werden. Zur Klarung relevanter forensischer Fragestellungen kann ein PMI von bis zu 50 Jah-
ren angesehen werden. Eine weitere besondere Fragestellung in der forensischen Osteologie
ist die Kldarung der Todesursache anhand von Verletzungsspuren. Da Verletzungen auch zu
Lebzeiten oder postmortal und nicht unbedingt im Zusammenhang mit dem Todeseintritt (peri-
mortal) entstanden sein konnen, gilt es diese drei Félle voneinander zu separieren. Postmortale
Verletzungen (PV) sind u. a. auf Tiere (Fral3spuren) oder Menschen (Bergungsschaden) zuriick-
zuftihren. Des Weiteren gilt es herauszufinden, ob rezentes oder historisches Knochenmaterial
oder sogar Uberreste von mehreren Personen vorliegen (Verhoff et al., 2013). Die Anthro-
pologie profitiert aktuell als ,applied Science“ von zahlreichen Nachbardisziplinen und ihren
technischen Entwicklungen. Nur durch den Einsatz von modernen digitalen Analysetechniken
kann der Bedarf an Vergleichs- und Untersuchungsmaterial gedeckt werden (Kettner et al.,
2013). So hat z. B. der Einzug von technischen Entwicklungen aus der Medizinforschung und
Bildgebung in die Anthropologie der Arbeit an rezentem und historischem Skelettmaterial
einen grofRen Vorteil gegeniiber subjektiv behafteten morphologischen Herangehensweisen
verschafft. Anhand zufallig geborgener historischer Skelettfunde, konnen neben der bereits an-
gesprochenen Geschlechtsbestimmung und Altersschitzung im Umfeld der anthropologischen
Osteologie weitere bedeutungsvolle biologische Variablen, analysiert werden.
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Je nach Auffindesituation von Korpergrabskeletten, beschéftigt sich der Kreis von Spe-
zialisten mit verschiedenen Fragestellungen. Darunter oft ein sehr interessanter Aspekt: die
Ableitung von Verwandtschaftsverhéltnissen zur Rekonstruktion von Familienverbdnden und
die Erstellung von Genealogien. Haufig werden hierzu Lagerungsinformationen der Skelettin-
dividuen und Bestattungsriten herangezogen. Da die Beurteilung morphologischer Charak-
teristika mehr oder weniger auf Vermutungen beruht, ist es heutzutage fast unumgénglich
Informationen auf DNA-Ebene fiir die Aufschliisselung verwandtschaftlicher Beziehungen
innerhalb eines Kollektivs einzubeziehen (Schultes et al., 2000). Die grote Herausforderung
in der Aufklarung von Familienverhéaltnissen mittels DNA-Analysen liegt sowohl im Fehlen
von Vergleichsmaterial, der Qualitdt und Quantitit des zugrundeliegenden DNA-Templates als
auch in der unzureichenden Datengrundlage fiir rdumliche Frequenzwerte, wie bei rezenten
Populationen, sodass auch Interpopulationsvergleiche fiir diesen Zweck haufig eingeschrankt
sind.

Nattirlich kann heutzutage durch einen nicht mehr zu stoppenden technischen Fortschritt,
der in Anthropologie und Forensik als ,,modern“ bezeichnete Spurentréger DNA, fiir weitere
Fragestellungen neben der Abstammungsanalyse genutzt werden. Haufig ist das Ziel einer
DNA-basierten Untersuchung populationsspezifsche Aspekte am Skelettmaterial als Beitrag
zur evolutiondren Entwicklung von ancient Genomen zu erlangen. Hierfiir werden héufig
nahezu rekombinationsfreie, uniparentale Systeme wie mitochondriale DNA (mtDNA) und das
Y-Chromosom analysiert. Mit Hilfe von spezifischen, mutationsstabilen DNA-Polymorphismen
konnen mitunter im Gebiet der Phylogeografie Migrationsereignisse und -bewegungen er-
klart werden (siehe Kapitel 1.4 und 1.5). Eine noch relativ neue Ara der ,,DNA-Intelligenz“
ist die DNA-Phénotypisierung. Dieser analytische Zweig beschéftigt sich mit der Vorhersage
dullerlich sichtbarer Merkmale (Augenfarbe, Haarfarbe, Korperhohe, Robustizitit und Ge-
sichtsmorphologie). Es ist davon auszugehen, dass dieses Forschungsfeld in naher Zukunft
eine besonders grol3e Rolle gerade im forensischen Bereich z. B. bei Strafverfolgungen oder
der Vermisstensuche einnehmen wird. Auch im Interesse der Rekonstruktion friihzeitlicher
Bevolkerungsgruppen, konnte dieses Verfahren neue interessante Fakten fiir die anthropolo-
gische Forschung liefern. Die Weiterentwicklung und Validierung von Analysesystemen zur
Vorhersage phinotypischer Merkmale fiir die forensische Praxis wurde in den letzten Jahren
durch verschiedene Arbeitsgruppen auf dem Gebiet der forensischen Genetik vorangetrieben
(Gettings et al., 2014; Walsh et al., 2011, 2013; Weedon et al., 2008). Auf der Grundlage
solcher zusatzlichen molekularen Informationen kann eine Art genetisches Phantombild von
einer Person erstellt werden. Innerhalb der nichsten Dekade soll die Vorhersage eines Gesichts
ausschlieRlich auf Basis genetischer Merkmale moglich sein (Abbildung 1.3). Fiir die Etablie-
rung derartiger phanotypischer Assays in der forensischen oder auch anthropologischen Praxis
bedarf es in den nichsten Jahren eines tieferen Einblicks in genetische Varianten, welche mit
Phénotyp-relevanten Genen gekoppelt sind. Desweiteren sind weitere Studien an heterogenen
Populationsgruppen, um die gewonnenen Ergebnisse statistisch abzusichern, notwendig (Kay-
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Abbildung 1.3: Einbeziehung phénotypischer Informationen in den Prozess der 3D-Ge-
sichtsweichteilrekonstruktion.

Dargestellt ist ein Schema zur Gesichtsweichteilrekonstruktion unter Zuhilfenahme von Pha-
notypisierungsinformationen, die auf DNA-Ebene extrahiert werden (A). Der dargestellte
genetische Informationspool in (A) kann in Verbindung mit ergédnzenden Metainformationen
(B) in den Prozess einer computergestiitzten Weichteilmodellierung (C) einbezogen werden
und wesentlich zur Rekonstruktion beitragen.

ser und Schneider, 2009). Aufgehalten wird das Prinzip nicht durch technische Hindernisse
oder fehlendes Know-how, sondern durch die Gesetzesgrundlage, welche die Phénotypisierung
bisher in vielen Lindern, darunter auch in Deutschland, unterbindet.
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1.3 ancient DNA (aDNA)

Das Interesse an der Analyse von aDNA stieg betrichtlich mit der Entdeckung des Uberdau-
erns von DNA-Molekiilen in historischen oder fossilen Geweben. Im Sinne der Begrifflichkeit
kann aDNA als molekulargenetische Charakterisierung, von bereits abgebauter oder umgebau-
ter DNA (Degradation) verstorbener Organismen im historischen oder naturgeschichtlichen
Kontext, definiert werden (Navascués et al., 2010). Mit Hilfe dieser Molekiile versuchen An-
thropologen mehr iiber die soziale Organisation friihzeitlicher Bevolkerungsgruppen, iiber
evolutiondre Verdnderungen von Sequenzen und den Zusammenhang von Phylogenie und
Migrationszeitpunkten des modernen Menschen in die Weltbevélkerung sowie iiber intra-
und interpopulations Wechselwirkungen, zu erfahren. Erste Meilensteine auf diesem Gebiet
wurden mit dem bakteriellen klonieren (molecular cloning) von DNA-Sequenzen des Quagga
(Equus quagga quagga) und einer dgyptischen Mumie (Pdabo et al., 2004; Paidbo, 1985) erzielt.
Allerdings konnte damals die Authentizitit der Ergebnisse nicht bestétigt werden, da aufgrund
zu geringer DNA-Mengen und technischer Gegebenheiten kein Klonierungserfolg verzeichnet
werden konnte. Dazu kam, dass das isolierte 3400 bp lange DNA-Fragment unter den heutigen
Kriterien als Kontamination deklariert werden musste. Aufgrund verschiedener Abbauprozesse
ist es hochst unwahrscheinlich noch ein DNA-Fragment dieser Grofde in einer so alten Probe
(2400 Jahre) zu finden. Einen ersten experimentellen Fortschritt, der es ermoglichte aDNA zu
analysieren, gelang mit dem Einzug der PCR in die Molekularbiologie im Jahr 1987 (Mullis
und Faloona, 1987).

1.3.1 DNA-Degradation

Unter dem Begriff Degradation (von lat. degrado, herabsetzen) wird in der Chemie und Biologie
die Zerlegung von chemischen Verbindungen in kleinere Molekiile bezeichnet. Im Falle der
DNA bezeichnet Degradation den Ab- und Umbau des Biomolekiils bis hin zur Zerlegung in
einzelne Nukleotide. In vivo ist das Genom durch zellinterne Systeme vor solchen Verande-
rungen und Modifikationsprozessen geschiitzt. Nach dem Tod des Organismus werden diese
Schutzmechanismen jedoch inaktiv und die einsetzende Autolyse induziert den enzymatischen
Abbau von Gewebe und DNA.

Die DNA-Degradation ist ein zeitabhéngiger Prozess, d. h. dass DNA nur iiber einen be-
grenzten Zeitraum im Gewebe erhalten bleibt. Allerdings sind die Abbauprozesse keinesfalls
linear von der Zeit abhéngig, sondern vielmehr von dem Zusammenspiel vieler Parameter
unterschiedlicher Natur. Wahrend des Dekompositionsprozesses wird die DNA-Degradation
durch eine Aktivitdt von endo- und exogenen Nukleasen im Gewebe initiiert. Eine schnelle
Austrocknung des Organismus, niedrige Temperaturen, ein leicht alkalischer pH-Wert und
hohe Salzkonzentrationen bewirken wiederum eine Inaktivierung der Nukleasen, bevor eine
vollstdndige Zerlegung der DNA in Mononukleotide stattfindet. Nicht unmittelbar vom enzyma-
tischen Abbauprozess getrennt zu betrachten sind oxidative und hydrolytische Mechanismen,
welche zu einer Destabilisierung der DNA fithren. So bewirken die chemischen Prozesse der

Desaminierung und Depurinierung mitunter eine Destabilisierung und einen Strangbruch
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innerhalb der Molekiile. Oxidative Prozesse und UV-Strahlung bedingen eine Verdnderung der
Stickstoffbasen und des Zucker-Phosphat-Riickgrats der DNA. Diese sind der Grund dafiir, dass
iber die Zeit hinweg nur kurze Fragmente von 100 — 500 bp experimentell nachweisbar sind
(Padbo et al., 2004). Infolge solcher verkiirzten Fragmentldngen ist es mitunter moglich, dass
Oligonukleotidsequenzen nicht mehr an die Template-DNA binden, wodurch die Amplifikation
spezifischer Regionen verhindert wird. Die oxidative Verdnderung von Cytosin und Thymin
zu Hydantoinen inhibiert wiederum die DNA-Polymerase und verhindert damit auch eine
mogliche Amplifikation. Ein weiteres schwerwiegendes Problem bei der Analyse von aDNA
ist die Desaminierung der Basen, vor allem von Cytosin. Es ist davon auszugehen, dass in
stark degradierten Proben jedes zehnte bis zwanzigste Cytosin durch Desaminierung in Uracil
hydrolysiert wurde. Als Folge wird nach einer PCR oder Sequenzierung eine Transition von
Cytosin zu Thymin sichtbar (Wagner, 2007; Hofreiter et al., 2001).

Wie jeder autolytische Prozess ist zweifellos auch die Degradation der DNA stark von
Umweltfaktoren abhéngig. In einer Studie von Perry et al. (1988) wurde festgestellt, dass Tem-
peraturschwankungen von wenigen °C ausreichen, um das Degradationslevel im Zeitraum von
Wochen bzw. Monaten zu beeinflussen. Ebenfalls hielten sie fest, dass sich hohe Feuchtigkeit
negativ auf den DNA-Erhalt auswirkt (Perry 3rd et al., 1988). Neben Bodenlagerungsbedin-
gungen, physikalischen und chemischen Prozessen, beeinflussen Asservierungsbedingungen-
und zeitrdume den DNA-Erhalt im Material. So kann sich dieser innerhalb kiirzester Zeit
drastisch reduzieren (Pruvost et al., 2007). Allerdings ist {iber das genaue Zusammenspiel von
depositionellen Faktoren und dem Alter der zu analysierenden Probe im Degradationsprozess
noch wenig bekannt (Campos et al., 2012). Durch das Fehlen von empirischen Studien kann
der Prozess der Degradationskaskade noch nicht ausreichend genug, in Abhéingigkeit des
jeweiligen Gewebes, abgebildet und simuliert werden. So ergibt sich am Ende eine Summe aus
verschiedenen moglichen Prozessen, die den Zerfall der DNA gegenwartig erklaren. Kenntnisse
liber geeignete Laborprozesse im Umgang mit aDNA sind daher unverzichtbar, wenn es darum
geht, optimale Bedingungen zur aDNA-Isolation, Aufreinigung und Amplifikation, zu schaffen.

1.3.2 DNA-Erhalt in Knochen und Zahnen

Der aktuelle Stand der Forschung auf dem Gebiet der aDNA Extraktion und Analyse ver-
weist auf die préferenzielle Verwendung von Zahnmaterial vor kortikalisreichen Langknochen
(Alt et al., 2014). Aufgrund des Feinbaus und der Einbettung im Kieferknochen sind sie zu
einem gewissen Grad vor dulseren Umwelteinfliissen und Kontaminationen geschiitzt. Der
Zahn lésst sich allgemein in drei Bereiche aufteilen: Zahnkrone (Corona dentis), Zahnhals
(Collum dentis) und Zahnwurzel (Radix dentis). Die Zahnkrone ragt aus dem Zahnfleisch in
die Mundhohle und wird deshalb als der sichtbare Teil des Zahns bezeichnet. Darauf folgt der
Zahnhals, welcher den Ubergang zur Zahnwurzel bildet, welche den Zahn im Zahnfach des
Kiefers verankert. Die duflere Zahnhiille besteht aus drei Hartsubstanzen: dem Zahnschmelz,
Dentin und Zahnzement (Abbildung 1.4). Zu den Weichgeweben des Zahnes zédhlen die Zahn-
wurzel umhiillende Wurzelhaut und das im Zahninneren liegende Zahnmark (Pulpa dentis).
Der Zahnschmelz bedeckt das Dentin zur Mundhohle hin. Dieser besteht zu 97 % aus anorgani-
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schem Material, in dem Phosphat und Kalzium stabile Hydroxylapatitkristalle bilden, was das
mineralisierte Gewebe zur hartesten Substanz des menschlichen Kérpers macht. Dieser Anteil
des Zahnes ist zellfrei und besteht vorrangig aus Schmelzprismen, die aus Kohlenhydraten
gebildeten, interzelluldren Kittsubstanzen zusammengefiigt sind. Das Dentin besteht zu 70 %
aus anorganischen Substanzen, die diesem Gewebe einen hoheren Hartegrad verleihen als
Knochengewebe. Die verbleibenden 30 % setzen sich aus 20 % organischen Substanzen und
10 % Wasseranteil zusammen (Scelza et al., 2003; Schiebler, 2007).

Fiir DNA-Analysen ist zu beriicksichtigen, dass der strukturelle Gewebsfeinbau und die
Zahnregion die jeweilige Zelldichte und folgend die Menge extrahierbarer DNA, bedingen.
Als bevorzugter Angriffspunkt fiir die DNA-Extraktion gilt immer noch das Dentin, da dieses
durch eine Art Barriere, die aus Zahnzement und Zahnschmelz besteht, vor dufleren Einfliissen
geschiitzt ist. Mit wenig Aufwand und ohne grof3e Zerstorung ist Dentin durch die Abtrennung
der Zahnkrone leicht vom gesamten Zahn zu préaparieren (Merriwether et al., 1994; Rudbeck
et al., 2005). Bezogen auf die unterschiedlichen Zahnregionen, befinden sich im Wurzelbereich,
verglichen zur apikalen Spitze, drei- bis viermal mehr Odontoblastenfortsétze, welche sich an
der Dentin-Pulpa-Grenze befinden. Allerdings sind die Zellleiber- und Kerne der Odontoblas-
ten in der Pulpa gelegen, was diese aufgrund der strukturellen Umgebung angreifbarer fiir
Degradationsprozesse macht. Im Vergleich zum Dentin, wurde Zahnzement bisher mehr oder
weniger als potentielle DNA-Quelle ignoriert. Jedoch ist die Zelldichte im Zahnzement deutlich
hoher, was gegeniiber dem Dentin zu einer vier- bis fiinffach hoheren Ausbeute der Kern-DNA
und mtDNA aus dem Zahnzement fiihrt. Die Zementozyten und Zementoblasten befinden sich,
umgeben von Kollagenfibrillen und einer verkalkten Grundsubstanz, in schmalen Kanélen
nahe der Dentingrenze. Durch das umliegende mineralisierte Gewebe sind die Zellen besser
im Zahnzement geschiitzt (Adler et al., 2011; De Leo et al., 2000).

Fiir aDNA-Analysen an historischem Skelettmaterial eignen sich neben Zédhnen besonders
Langknochen. Im Allgemeinen hat sich gezeigt, dass sich nicht jeder Knochen gleich gut fiir
eine DNA-Extraktion eignet bzw. dass der Feinbau die DNA-Integritdt unmittelbar beeinflusst.
Langknochen gelten im Vergleich zu Knochen mit einem hohen spongitsen Anteil, aufgrund
ihrer massiv ausgebildeten Substantia compacta, als besonders praktikabel. Aufgrund ihrer
kompakten Knochenstruktur sind Langknochen sehr viel besser gegen duere Umwelteinfliisse
und Kontaminationen mit Pilzen oder Bakterien geschiitzt, als es bei Rippen oder der Schi-
deldecke der Fall ist (MacHugh et al., 2000; Alonso et al., 2001). Die Knochenmatrix besteht
im Allgemeinen aus denselben Grundsubstanzen wie die der Zdhne. Verdndert ist lediglich
die Zusammensetzung: 70 % anorganische Substanzen, insbesondere Hydroxylapatit und
30 % organisches Material, dass zu 95 % aus Kollagen besteht. Rohrenknochen kénnen in drei
Abschnitte unterteilt werden: die Epiphysen (Knochenenden), die Diaphyse (Knochenschaft)
und die Metaphyse (Ubergang von Epiphyse zur Diaphyse). Wird der Diaphysenquerschnitt
betrachtet, kann der innere Aufbau noch einmal in eine kompaktere duldere Schicht, die Sub-
stantia compacta und in eine innere lockere Schicht, die Substantia spongiosa, eingeteilt werden.
Der Anteil der Substantia compacta ist an der Diaphysenmitte hoher als an den Epiphysen
und wird deshalb bevorzugt fiir aDNA-Analysen verwendet (Rohland und Hofreiter, 2007a).
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Abbildung 1.4: Zahnaufbau.

Abgebildet ist der schematische Aufbau eines Backenzahns (Molar). Dieser teilt sich in die
Zahnwurzeln, den Zahnhals und die Zahnkrone. Die Zahnwurzel verankert den Zahn im Kiefer
(Alveolarknochen) und die Zahnkrone schiitzt den Zahn nach auflen hin.

Sie besteht im Wesentlichen aus Osteonlamellen, die feine Rohrensysteme (Osteone) bilden,
welche konzentrisch ausgerichtet in Langsrichtung verlaufen. Zwischen den Lamellen finden
sich Osteozyten, die urspriinglich aus morphologisch verdnderten Osteoblasten hervorgegan-
gen und im Osteoid eingebettet sind. Diese verfiigen iiber Fortsédtze (Knochenkanalikuli), die
einen Stoff- und Informationsaustausch zwischen benachbarten Osteozyten erméglichen. Im
Inneren der Osteone verlduft der Havers-Kanal. Diese Kanéle beherbergen Blutgefd3e und
sind iiber kleinere Kanéle quer vernetzt. Eine Zementlinie bildet den Abschluss eines Osteons
und grenzt es somit von den benachbarten Osteonen ab. Die duf3erste Schicht des Knochens,
die Zirkumferenz, besteht aus mehreren Lagen von Generallamellen, die sich noch unter der
Knochenhaut, dem Periost, befinden und iiber diese versorgt werden (Abbildung 1.5). Ein
weiterer Bestandteil des Knochens sind Resorptionslakunen. In ihnen befinden sich sowohl kno-
chenaufbauende Osteoblasten als auch die mehrkernigen knochenabbauenden Osteoklasten,
die fiir einen stdndigen Knochenumbau sorgen. Die mineralisierten Bestandteile des Knochens
bilden somit eine physikalische Barriere nach Auf3en und schiitzen die Knochenzellen sowie
darin enthaltene DNA (Loreille et al., 2007).

Die Erfahrung hat gezeigt, dass die Beriicksichtigung einer Rangordnung in der Auswahl
des Untersuchungsmaterials fiir die Extraktion von aDNA ratsam ist. Jedoch machen indi-
viduelle qualitative Aspekte und der Einfluss von Lagerungsbedingungen jedes historische
Untersuchungsmaterial fiir die Molekulargenetik einzigartig und bedingen den Erfolg jeweili-
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Abbildung 1.5: Schematischer Aufbau der Subtantia compacta mod. nach Adler et al.
(2011).

Zu erkennen ist der mikroskopische Aufbau der Substantia compacta eines Langknochens.
Knochenzellen und deren Zellkerne sind durch ihre Lage gut vor dufleren Umwelteinfliissen
geschiitzt.

ger Analysen am einzelnen Objekt. Wenn vorhanden sollten in der Reihenfolge ihrer Prioritat
folgende Hartgewebeproben, unter Beriicksichtigung des PMI, bevorzugt ausgewéhlt werden:
Molare, Pramolare, Canini und falls keine Zdhne vorhanden sind, entweder Femur oder Tibia,
Humerus oder Pars petrosa ossis temporalis (Abbildung 1.6) (Alt et al., 2014; Mundorff und
Davoren, 2014).
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Abbildung 1.6: Priorisierte Probenauswabhl fiir aDNA-Analysen.

Molaren (M1, M2, M3) aus Ober- oder Unterkiefer der zweiten Dentition gelten bisher als
besonders gut geeignet fiir die Extraktion von aDNA. Alternativ sind Prdmolare (PM1, PM2)
oder Canini (C) zu verwenden. Ist kein Zahnmaterial vorhanden, sind Fernur oder Tibia zu
bevorzugen. Humerus oder Pars petrosa konnen zudem alternativ entnommen werden. Die
Nummerierung der Zdhne folgt der internationalen Nomenklatur der Fédération Dentaire
Internationale.

1.4 Organisation und Anwendung uniparental vererbter
DNA-Systeme

Werden genetische Merkmale ausschlieRlich von einem Elternteil auf die Nachfolgegenera-
tionen vererbt, so wird von einer uniparentalen Weitergabe gesprochen. Zu entsprechend
uniparentalen Tragern genetischer Informationen zidhlen Systeme wie mtDNA, deren Beson-
derheiten lediglich von der Mutter auf ihre Nachkommen weiter gegeben werden (maternal).
Die Weitergabe manifestierter Informationen auf dem Y-Chromosom erfolgt hingegen in der
Vererbungslinie nur vom Vater auf die S6hne (paternal). Anders als bei der Weitergabe autoso-
maler Informationen, findet an dieser Stelle eine nahezu rekombinationsfreie Vererbung statt.
Dies hat zur Folge, dass Sequenzvariationen ausschlief8lich durch den Einfluss von Mutationen
zustande kommen. Durch diese Besonderheit riicken beide Untersuchungssysteme in den Fokus
evolutionsgenetischer Studien des modernen Menschen.

1.4.1 Mitochondriale DNA (mtDNA)

Neben der Kern-DNA findet sich beim Menschen zusétzlich extrachromosomale DNA in Form
von mtDNA, welche sich in der Struktur und Genetik deutlich von der Kern-DNA abgrenzt.
Besonderheiten wie eine hohe Widerstandfahigkeit gegeniiber Degradationsprozessen, das
Vorliegen von bis zu mehreren tausend Kopien pro Zelle (Anderson et al., 1981), eine ho-
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he Sequenzvariabilitdt und der Ausschluss von Rekombination mit einem anderen Genpool,
machen das mitochondriale Genom sowohl fiir forensische Sequenzanalysen als auch fiir evo-
lutionsgenetische Fragestellungen besonders interessant. Durch die fehlende Rekombination
erfolgt eine Art kontrollierte Differenzierung mitochondrialer Linien auf Basis der Bewertung
einer mutationsbedingten Sequenzvariabilitidt. Die genannten Faktoren begiinstigen mtDNA
Untersuchungen an lang gelagerten biologischen Geweben (z. B. historisches Skelettmaterial)
unter weiterer Beriicksichtigung, dass die Analyse der Kern-DNA scheitert. Durch eine lineare,
maternale Vererbung der mtDNA ist es weiterhin moglich komplexe Abstammungsverhaltnisse
iiber mehrere Generationen hinweg aufzuklaren (Parson, 2009). Im nativen Zustand liegt das
Ringmolekiil in einer negativ gewundenen supercoil-Konformation vor. Beide Stringe wurden
nach deren Nukleotidzusammensetzung, basierend auf der unterschiedlichen Dichte der Stran-
ge in der denaturierenden CsCI- Dichtezentrifugation, in einen H- (heavy) und L- Strang (light),
unterschieden (Scheffler, 2002). Die Replikation beider mtDNA-Strange verlauft asynchron.
Zunéchst erfolgt die Replikation des H-Stranges, bis nach circa 2/3 des Molekiilumfanges
die Signalsequenz zur Initiierung der L-Strang-Replikation freigelegt wird. Das mitochondria-
le Genom zeichnet sich durch einen langen kodierenden Sequenzbereich, in dem 37 Gene
unmittelbar aneinander grenzen, aus. Darunter sind zwei kodierende Gene fiir ribosomale
RNA (rRNA) (12S- und 16S-rRNA), 22 Transfer-RNAs (tRNA) und 13 proteinkodierende Gene
(577 - 16023 bp) (Abbildung 1.7) (Aretz et al., 2008).

Im Extremfall unterliegt das mitochondriale Genom einer Abhéngigkeit des Kerngenoms,
in der notwendige Faktoren fiir Replikation und Transkription nukleér kodiert und in Mitochon-
drien importiert werden miissen. Die Abfolge in der Nummerierung von Nukleotidpositionen
erfolgte mehr oder weniger willkiirlich. So wurde die Nukleotidposition eins einer Mbol-
Restriktionsenzymschnittstelle innerhalb der Kontrollregion zugeteilt. Somit ist anders als
oft angenommen die erste Position nicht der Replikationsursprung. Nachdem in den spéten
1960er Jahren die Funktion und der Aufbau des Molekiils geklart wurden, konnte erst zwolf
Jahre spéter die vollstdndige menschliche mitochondriale (mt) Sequenz prasentiert werden
(Anderson Sequenz). Diese enthielt jedoch zum Zeitpunkt elf Sequenzierungsfehler, welche
weitere 18 Jahre spéter durch einen Technikfortschritt beseitigt wurden (Anderson et al., 1981).
Die korrigierte Sequenz wird als revised Cambridge Reference Sequence (rCRS) bezeichnet und
dient seither als Referenz fiir den mitochondrialen Sequenzvergleich. Behar et al. stellten
2012 eine neue, hypothetische Referenzsequenz vor (Reconstructed Sapiens Reference Sequence,
RSRS) (Behar et al., 2012). Anders als bei der rCRS, die einer Vergleichssequenz européaischen
Ursprungs entspricht, wurde der phylogenetische Ursprung im Fall der RSRS in Form einer
abgeleiteten, anzestralen Variante (,mitocondrial Eve*) gewahlt. Die Autoren argumentierten
eine bevorzugte Verwendung dieser neuen Referenzsequenz damit, dass die bisherige aus der
rCRS abgeleitete Phylogenie durch die Einbeziehung von Riickmutationen inhédrent ware und
die Angabe der Ursprungsvariante unerlésslich sei. Bandelt et al. (2014) diskutierten die Pra-
sentation der RSRS und einhergehende Argumentation zur Verwendung dieser hypothetischen
Sequenz kontrovers. Im Falle einer phylogenetischen Analyse wiirde die Verwendung dieser
Referenzsequenz eher verwirren und die Interpretation akkumulierter Mutationen im Verlauf
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Abbildung 1.7: Organisation des mtDNA-Genoms mod. nach Butler (2011).

Abbildung des zirkuldren, mitochondrialen Genoms. Der duf3ere Strang kennzeichnet den
H-Strang (heavy-strand). Dieser weist eine hohere Anzahl an GC-Nukleotiden als der L-Strang
(light-strand) auf. Die 37 kodierenden Regionen sind mit entsprechenden Abkiirzungen am
Synthesestrang gekennzeichnet. Am oberen Rand der Abbildung ist die Kontrollregion mit
den forensisch relevanten hypervariablen Segmenten 1 und 2 hervorgehoben (HV1 und HV2).
Mogliche Basendeletionen und Insertionen bewirken Lingen- bzw. Gré3enunterschiede des
mt-Genoms.

der Evolution als falsch bewertet werden. Zudem konnte es zu Unsicherheiten beim Konzept
iiber die Abstammung und den Referenzpunkt bei mtDNA-Analysen fiihren. Sie hielten fest,
dass keiner der angesprochenen Griinde fiir die Riickweisung der rCRS spricht und der Ersatz
zu Dokumentationsfehlern und Fehlinterpretationen in der Sequenzanalyse fithrt (Bandelt
et al., 2014).

Es wird vermutet, dass mt-Genome in der Vererbungslinie eher nach einem homoplas-
matischen Zustand streben. Das Phdnomen der Koexistenz von mtDNA Varianten innerhalb
einer Zelle, eines Gewebes oder zwischen Geweben wird als Heteroplasmie beschrieben. In
diesem Zusammenhang spielt auch der Vererbungsvorgang eine Rolle bei dem mtDNA-Genome
eher zufillig auf die Nachkommenschaften verteilt werden und infolge des , Bottleneck“Effekt
sich die Variante im Erbgang durchsetzt, welche in hoherer Kopienzahl vorliegt (Holland und
Parsons, 1999; Parson, 2009). Das Heteroplasmie-Level unterscheidet sich je nach Zelltyp
und Gewebeart. Im Rahmen von mtDNA Sequenzanalysen konnen heteroplasmische Nu-
kleotidpositionen fiir die Beurteilung des Grades an Individualitét einer biologischen Spur
hilfreich sein. Werden die Mutationsraten des nukledren Genoms und des mt-Genoms gegen-
tibergestellt, wird deutlich, dass die mtDNA weitaus rascher evolviert als das Kerngenom. Die
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vergleichend héhere Mutagenese (ca. 10-fach hoher) wurde lange Zeit insbesondere durch das
Fehlen klassischer nukleédrer Reperaturmechanismen, begriindet (Ballard und Whitlock, 2004).
Ursachen fiir die Entstehung und Akkumulation von Mutationen sind verschiedene Unweltfak-
toren, Basenfehlpaarungen wihrend der Replikation, Fehler in der Maschinerie vorhandener
mtDNA-Reperaturmechanismen und die Inhibition der Einleitung von Degradationsprozessen
beschéadigter mtDNA-Molekiile (Shokolenko et al., 2009).

Der gegenwartige Forschungsstand verweist entgegen o.g. Annahme darauf, dass die
meisten Hauptreparaturmechanismen, wie diese in der Kern-DNA vorzufinden sind, ebenso
im Mitochondrium existieren (Boesch et al., 2011; Liu und Demple, 2010). Mitochondrien
sind eine der Hauptquellen fiir reaktive Sauerstoffderivate (ROS), die insbesondere fiir Ba-
senldsionen verantwortlich sind. Einer der bekanntesten Biomarker fiir oxidativen Stress ist
ein Derivat des Desoxyguanosin, die 8-Hydroxydesoxyguanosin (8-oxodG) Lasion. Diesen
oxidativen Schidden entgegen gesetzt wirkt der Basen-Exisions Reperaturmechanismus (BER)
(Thorslund et al., 2002). Der wissenschaftliche Beitrag zu o. g. Basenfehlpaarungen, BER und
mtDNA Degradation als Antwort auf zelluldre- oder Molekiilschdden zeigt, dass nicht nur
Mitochondrien iiber ein grof3es Repertoire an Reparaturmechanismen verfiigen, sondern auch
durch die intrinsische Redundanz aktiviert werden und behilflich sind, beschddigte Molekiile zu
beseitigen und neue zu replizieren (Alexeyev et al., 2013). Allerdings kann sich eine Mutation
bei Betrachtung einer ausreichend grof3en Ausgangspopulation nur schwer etablieren. Ein
Mutationsevent wiirde sich demnach lediglich iiber einen sehr langen Zeitraum durchsetzen
konnen. Im Gegensatz dazu wird sich die Mutation, bedingt durch den genetischen Drift, bei ei-
ner kleineren Ausgangspopulation sehr schnell akkumulieren. Uber lingere Zeitriume hinweg
kommt es in solchen rein klonalen Erblinien, wie es bei der mtDNA Weitergabe der Fall ist, zur
Anreicherung nachteiliger Mutationen. Dieser Degenerationsprozess wird als ,,Muller’s ratchet*
bezeichnet. Diesem Phénomen wirken sowohl die verhéltnisméa(3ig geringe Molekiilgrofe und
der ,Bottleneck-Effekt entgegen (MULLER, 1964).

Zwei wesentliche Eigenschaften machen mitochondriale DNA fiir evolutionire und popu-
lationsgenetische Studien interessant. Zum einen die hohe Variabilitdt und zum anderen die
Vererbung entlang der miitterlichen Linie. Mutationen haben sich im Laufe der Zeit und infolge
des ,Bottleneck“Effektes angereichert und Spuren hinterlassen, welche mit subkontinenta-
len Grenzen spezifische Muster bilden (Parson, 2009). Diese beiden Faktoren begiinstigen
die Gruppierung von mutations-bedingten Sequenzmotiven in sog. Haplotypen (Ht). Fiir die
Durchfithrung von Evolutionsstudien werden grundsétzlich zwei Ansétze in Betracht bezo-
gen. Ein Ansatz fokusiert die geschichtliche Entwicklung mitochondrialer Abstammungslinien
(Haplogruppen) durch die Analyse spezifischer Mutationsereignisse (siehe Kapitel 1.5.1). Der
andere populations-bezogene Ansatz betrachtet die Prahistorie von Bevolkerungsgruppen und
Migrationsereignissen auf der Grundlage populationsspezifischer Daten (Salas et al., 2007).
Haplogruppen (Hg) repréisentieren verwandte Gruppen von Sequenzen, die durch gemeinsame
Mutationen gekennzeichnet sind und eine regionale Spezifitat zeigen (Forster et al., 2001).
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Abbildung 1.8: Organisation des Y-Chromosoms.

Schematisch dargestellt ist das Y-Chromosom einschlief3lich pseudoautosomaler und hetero-
chromatischer Regionen (a). In (b) ist der grof3te Anteil, die MSY-Region (a) mit drei Klassen
euchromatischer und einem grof3en Anteil heterochromatischer repetetiver Sequenzen in
Richtung der Yg-Pseudoautosomalen Region.

1.4.2 Y-chromosomale DNA

Das Y-Chromosom représentiert mit ~ 60 Megabasen (Mb) lediglich 2 % des menschlichen
Genoms. Viele Jahre bestand die Hypothese, dass es aufgrund der geringen Anzahl an Genen
im Vergleich zum X-chromosomalen Gegenstiick nicht essentiell fiir das Uberleben eines In-
dividuums notwendig ist. Da es sich bei diesem uniparentalen System um den variabelsten
haploiden Marker im menschlichen Genom handelt, ist dieser von entscheidender Bedeutung
fiir populationsgenetische Studien. Die Vererbung des Y-Chromosoms verlauft ausschlief3lich
paternal klonal. Das heif3t, dass Y-Chromosom wird en bloc vom Vater auf den Sohn {ibertragen.
Wie auch auf den Autosomen finden sich auf dem Y-Chromosom polymorphe Sequenzen (Mi-
nisatelliten, Alu-Sequenzen, STRs, SNPs), die im Hinblick auf forensisch relevante Kasuistiken
eine klassische molekulargenetische Analyse des Y-Chromosoms erlauben (Roewer, 2008; Job-
ling und Tyler-Smith, 2003). Determiniert wird das Y-Chromosom durch Gene der male-specific
region of Y (MSY), die 95 % des Y-Chromosoms einnimmt (Abbildung 1.8). Dieser Bereich
unterliegt keiner Rekombination mit dem X-chromosomalen Gegenpol und wird in der Literatur
héufig als non-recombining of Y (NRY) oder non-recombining portion of Y (NRPY) bezeichnet.
Begrenzt wird die MSY durch zwei flankierende pseudoautosomale Regionen (PAR). Dieser
~ 3 Mb grol3e Bereich unterliegt wiederum den natiirlichen meiotischen Prozessen und erlaubt
einen genetischen Austausch von homologen Sequenzabschnitten mit dem X-Chromosom.
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Die MSY ist ein Mosaik heterochromatischer sowie X-degenerativer, X-transponierter und
euchromatischer Y-chromosomaler Sequenzen, welche theoretisch intakt paternal von Ge-
neration zu Generation weitergegeben werden (Abbildung 1.8). Divergenzen zwischen den
Y-Chromosomen iiber Generationen lassen sich ausschlieflich durch Mutationen erkléren,
die unterschiedlich schnell je nach Polymorphismus akkumulieren. Ebenso kann es zu nicht-
allelischen Rekombinationen zwischen extrem dhnlichen paralogen Sequenzen kommen, wel-
che eine hohe strukturelle Variabilitdt des Y-Chromosoms nach sich ziehen. Grundsatzlich ist
davon auszugehen, dass ein Basenaustausch auf dem Y-Chromosom mit einer Wahrschein-
lichkeit von 2 x 108 pro Base pro Generation auftritt. Die Mutationswahrscheinlichkeit von
Mikrosatelliten liegt mit 3,17 x 102 pro Mikrosatellit pro Generation weitaus hoher. Verursacht
wird diese Mutationsrate durch die Sekundarstruktur der Repeats, welche einen ungleichen
Austausch zwischen Schwester-Chromatiden begiinstigt (Jobling et al., 1999). Seltener als Ba-
sensubstitutionen sind moglich auftretende Genkonversionsereignisse in Folge des autosomalen
DNA-Regenerationsprozesses, bei dem durch einen nicht-reziproken Transfer Informationen
eines DNA-Abschnittes auf einen anderen Abschnitt des Y-Chromosoms iibertragen werden.
Folglich kann es aufgrund der geringen Kopienzahl und der nicht-allelischen homologen Re-
kombination zu nicht pathogenen Umlagerungen sowie zu Deletionen von Sequenzbereichen,
die zu einer mannlichen Unfruchtbarkeit fiihren, kommen. Ebenso kénnen Deletionen auf dem
Y-Chromosom zu Frauen mit dem Merkmal ,.XY“ oder einen hermaphroditen Phanotyp fithren
(Berta et al., 1990).

Neben der mtDNA werden Y-chromosomale Informationen im populationsgenetischen
Interesse {iberwiegend fiir Evolutions- und Demografiestudien genutzt, um z. B. geografische
Migrationsbewegungen zu rekonstruieren und um kulturelle Stratifizierungen vorzunehmen
(Roewer, 2008; Jobling und Tyler-Smith, 2003; Forster et al., 2000). Schon lange Bestand-
teil der forensischen Routine ist die Analyse Y-chromosomaler Polymorphismen, vorrangig
fiir die Aufklarung von Sexualstraftaten, bei denen eine Differenzierung von unbalancier-
ten Mann/Frau-DNA-Mischspuren notwendig ist (Roewer, 2009). In Defizienzfillen kann
die Y-chromosomale Analyse fiir die Konstruktion von Familienstammbadumen verwendet
werden. Auch bei historischen Skelettfunden und im Rahmen von anthropologischen Un-
tersuchungen kann dieses System neben der mtDNA genutzt werden, um Hypothesen {iber
verwandtschaftliche Beziehungen zu untersuchen. Moglich wird dies durch die lineare Ver-
erbung des Y-Chromosoms mittels polymorpher Sequenzen- bzw. Sequenzpositionen, die es
iiber die Zeit hinweg ermoglichen, entsprechende Beziehungen abzuleiten. Die Grundlage
fiir eine Beschreibung von Migrationsprozessen und den Ursprung des modernen Menschen
bildet die out-of-Africa Theorie, nach welcher der moderne Mensch von einem in Afrika le-
benden Vorfahren abstammt und im Zuge der Populationsexpansion eine Spreizung auf die
iibrigen Kontinente stattfand (Quintana-Murci et al., 2001). Mit der globalen Verteilung des
Y-Chromosoms kam es zu regionalen Differenzierungen populationsspezifischer Haplotypen
iiber die Abstammungslinien innerhalb und zwischen Populationsgruppen gebildet und ab-
geleitet werden konnen. Neben genetischen Faktoren wirken auch kulturelle und ethnische
Normen auf die Differenzierung des Y-Chromosoms ein. Nicht nur Griindereffekte, Migrations-
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und Isolationsereignisse bewirken eine Differenzierung der Ychr. Haplotypen, sondern auch
die Anzahl der von einem Vater gezeugten S6hne, Heirats- und Erbfolgeregeln, Promiskuitét,
Religion sowie das Phdnomen der Patrillokalitidt beeinflussen die Verteilung des Y-Chromosoms
(Seielstad et al., 1998).

1.5 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

Die Unterscheidbarkeit humaner Genome auf Sequenzebene kann durch eine Vielfalt geneti-
scher Polymorphismen erklart werden. Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) stellen eine
Form der genetischen Heterogenitit dar, bei der das Mutationsereignis zur Variation eines
einzelnen Nukleotids im Genom fiihrt und folglich eine Vielgestaltigkeit als Differenzierungs-
merkmal von Sequenzen im forensischen- und populationsgenetischen Kontext entsteht. Daher
werden SNPs zu den bindren Sequenzpolymorphismen gezihlt. Der Theorie zufolge kann der
Austausch durch das Alphabet der DNA in Form von jeweils drei Varianten pro Sequenzposition
erfolgen. Tatsédchlich handelt es sich jedoch bei den meisten und insbesondere bei bereits
etablierten forensisch- und populationsgenetisch relevanten SNPs um biallelische Varianten,
d. h. sie weisen genau zwei Merkmalszustidnde auf: ein anzestrales oder ein mutiertes Allel
(Borsting et al., 2007; Butler et al., 2007). Im Hinblick auf die Verteilung im humanen Genom
ist davon auszugehen, dass diese mit einer mittleren Dichte von ca. 1 SNP/300 bp verteilt,
in kodierenden sowie in nicht-kodierenden Bereichen, auftreten. Dariiber hinaus kénnen in
Abhéangigkeit der zu untersuchenden Fragestellung relevante Polymorphismen des mitochon-
drialen Genoms und des Y-Chromosoms untersucht werden. Im Jahr 1999 wurde das SNP
Konsortium, mit dem Ziel der Prasentation einer ,High-density SNP map“ des humanen Ge-
noms, gegriindet. Im Ergebnis wurden mehrere Millionen SNPs charakterisiert, klassifiziert und
in entsprechende Datenbanken hinterlegt (Butler, 2011). Das Konsortium bildete die Grundlage
fiir das internationale HapMap-Projekt, welches sich an das Human Genome Project anschloss
(Thorisson und Stein, 2003). Das Projekt beabsichtigte die Typisierung mehrerer Millionen
SNPs von 270 Individuen aus Afrika, Europa und Asien (http://www.hapmap.org/) (Gibbs
et al., 2003). Aktuell umfasst die dbSNP des National Center for Biotechnology Information
(NCBI) 97 535 033 validierte SNP-Cluster und 85 591 044 SNPs des humanen Genoms (Build
144, release Aug. 2015) (Sherry et al., 2001). Die in der Forensik relevanten SNPs werden in
vier Kategorien unterteilt (Budowle und van Daal, 2008):

Kategorie 1 IISNPs: Individual Identification SNPs zur Individualdifferenzierung. Eine hohe
Diskriminationskraft wird durch eine hohe Anzahl von SNPs erreicht. Innerhalb des SNPforID
Projektes wurde beispielhaft ein Analyseset von 52 autosomalen SNPs zur humanen Identifi-
zierung veroffentlicht (Sanchez et al., 2006).

Kategorie 2 LISNPs: Lineage Informative SNPs umfassen gekoppelte SNPs, die in ihrer Kombi-
nation einen sog. Haplotypen bilden. LISNPs werden fiir evolutionire Untersuchungen und
fiir die Abstammungsanalyse als multi-allelische Marker eingesetzt. Hierzu werden SNPs des
Y-Chromosoms und mitochondrialen Genoms genutzt.
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Kategorie 3 AISNPs: SNPs, die Riickschliisse auf die geographische Herkunft eines Individu-
ums zulassen, werden alsAncestry Informative SNPs bezeichnet. Zu dieser Kategorie werden
sowohl autosomale SNPs, die z. B. selektionsbedingt populationsspezifische Mutationsmuster
aufweisen, als auch selektionsneutrale Y-chromosomale SNPs, gezéhlt (Fondevila et al., 2013).

Kategorie 4 PISNPs: Als Phenotype Informative SNPs werden Polymorphismen bezeichnet,
welche Aussagen bzgl. des Phanotyps eines Individuums iiber biogeografische Riickschliisse
hinaus zulassen (Hautfarbe, Haarfarbe oder Augenfarbe). Anders als mit AISNPs, konnen mit
diesen Markern direkte Informationen zur physischen Konstitution erlangt werden mit denen
eine Personenidentifikation unterstiitzt werden kann. Fiir die Phanotypisierung werden iiber-
wiegend gengekoppelte SNPs verwendet, welche mit Pigmentierungsinformationen assoziieren
und keinen Einfluss auf die Genexpression besitzen (Sanchez et al., 2006).

Durch das Vorliegen von effektiv einer interessanten Position ergeben sich, bedingt durch
den Austausch eines Nukleotids, gegeniiber Laingenpolymorphismen, einige methodische Vor-
teile. Experimentell miissen vergleichsweise nur kurze Sequenzbereiche amplifiziert werden (<
100 bp), wodurch sich diese Art von Polymorphismus insbesondere gut fiir die Analyse von stark
fragmentierter DNA, wie sie oft bei Skelettfunden mit langen PMI vorliegt, eignen. Die Moglich-
keit der simultanen Betrachtung mehrerer Positionen in sog. Multiplexverfahren erméglicht dar-
iiber hinaus ein von der Fragestellung abhéngiges Assaydesign. Dennoch existieren gegenwértig
wenig kommerzielle SNP-Kits wodurch das Handling im Pri-Amplifikationsprozess viel Zeit be-
ansprucht und ein Kontaminationsrisiko durch mehrere aufeinanderfolgende Pipettierschritte
gegeben ist. Das klassische Analysevorgehen und die nachfolgende Detektion in Form einer ka-
pillarelektrophoretrischen Auftrennung fluoreszenzmarkierter DNA-Fragmente, wird zukiinftig
voraussichtlich durch den Einzug von Next Generation Sequencing (NGS) Technologien in die
molekulare Forensik, auch fiir entsprechende Fragestellungen aus der Anthropologie und Po-
pulationsgenetik, abgelost oder ergdnzt werden. Sogenannte Massiv-Parallel-Sequenzierungen
iiberzeugen an dieser Stelle durch einen hohen Informationsgewinn, da eine Vielzahl verschie-
dener Marker parallel analysiert werden kann. Daneben ermoglicht diese Technologie einen
hohen Probendurchsatz und einen tieferen Einblick in spezifische DNA-Varianten. Das bedeutet
auch fiir die SNP-Analyse ein Informationszugewinn fiir die Phylogenie des mitochondrialen
Genoms und des Y-Chromosoms.

1.5.1 Analyse mitochondrialer Abstammungslinien mittels SNPs

Mitochondriale SNPs konnen gerade im Feld der archdogenetischen Forschung, wie in Kapitel
1.4.1 beschrieben, fiir die Analyse genealogischer Abstammungslinien entlang der maternalen
Vererbung genutzt werden. Der Prozess einer molekularen Differenzierung geht einher mit der
globalen Verbreitung von Bevélkerungsgruppen, sodass Sequenzvariationen auf mtDNA Ebene
mit geografischen Grenzen in Verbindung gebracht werden kénnen. Mit dieser Eigenschaft des
molekularen Markers kénnen somit Bevolkerungsgruppen im Hinblick auf deren Ethnienstatus
sowie auf den in diesem Zusammenhang vorherrschenden Abstammungsgrad hin untersucht
werden. Die Analyse des vollstindigen mtDNA Status erlaubt mitunter die Darstellung der
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zeitgeschichtlichen Entwicklung und Ausbreitung spezifischer, im phylogenetischen Kontext
stehender, mtDNA-Varianten. Brown’s Pionierarbeit aus dem Jahr 1980, in der 21 Personen mit
unterschiedlichem ethnischem Status und geografischer Herkunft untersucht wurden zeigte,
dass die zum Zeitpunkt noch iiblichen RFLP-Muster zur Analyse der humanen genetischen Ver-
gangenheit genutzt werden konnten (Brown, 1980). Auf Basis der Diversitit im untersuchten
Probensatz lief3 sich eine relativ junge Koaleszenzzeit von ~ 180 000 Jahren fiir die globale
mtDNA Variation ableiten. Erste large-scale Studien mit dem Ziel sowohl den Ursprung, das
Alter der Population als auch die anzestrale Migration aus dem asiatischen Raum zu analysie-
ren, wurden initial an amerikanischen Ureinwohnern durchgefiihrt (?). Die Variation zwischen
mtDNA Sequenzen, die sich infolge einer sequenziellen Akkumulation von Mutationen entlang
der maternalen Ebene angereichert haben, konnen mit Hilfe phylogenetischer Beziehungen
bereits bekannter mtDNA Varianten, in Form einer Baumstruktur in Beziehung zueinander
dargestellt werden (www.Phylotree.org) (Bandelt et al., 2005, 2006; Kivisild et al., 2006;
Kong et al., 2006; Richards, 2004; Salas et al., 2007; Torroni et al., 2006) (Abbildung 1.9).
Die heutige Nomenklatur fiir mitochondriale Haplogruppen entwickelte sich selbstorgani-
sierend in Abhédngigkeit der Datengrundlage. Zu Beginn erfolgte die Bezeichnung von vier
basalen Asten bzw. Haplogruppen in alphabetischer Reihenfolge (A, B, C und D). Spéiter, mit
der Charakterisierung von Haplogruppenstrukturen in diversen kontinentalen Populationen,
entwickelten sich definierte Regeln fiir die hierachische Ordnung von Haplogruppen und
zugehorigen Subhaplogruppen (Torroni et al., 1994b,a; Richards et al., 1998). Aktuell finden
alle Buchstaben aus dem Alphabet fiir die Hg Bezeichnung Verwendung (van Oven und Kayser,
2009; Kivisild et al., 2006). Gegenwdértig umfasst die Datenbank, welche zur Erstellung des
Haplogruppenbaumes (Phylotree) genutzt wird, 24 275 humane mtDNA Sequenzen (mtDNA
tree Build 17 (18 Feb 2016)). Entsprechende Verzweigungen werden durch haplogruppen-
spezifische SNPs der kodierenden und nicht-kodierenden Region der mtDNA bezeichnet. M.
van Oven und M. Kayser stellten 2008 ein Update des phylogenetischen Baumes vor (van
Oven und Kayser, 2009). Durch die Hinzunahme von Mutationen aus der Kontrollregion,
neben den bereits involvierten Varianten aus dem kodierenden Bereich und einer einheitlichen
Nomenklaturvorgabe, wurde es méglich die mitochondriale Phylogenie mit einem hoheren
Informationsgewinn zu beschreiben.

In diesem Zusammenhang ist es sinnvoll Marker zu nutzen, die aussagekréftige Aus-
tauschwahrscheinlichkeiten besitzen und mit keinen pathologischen oder phinotypischen
Veranderungen assoziiert werden (Coble et al., 2004). Am hiufigsten werden Mutationen
betrachtet, die durch Substitutionen einzelner Nukleotide entstehen. Hierbei handelt es sich
entweder um Transitionen oder Transversionen. Ein einzelner biallelischer SNP wiirde wenig
bis gar keine hilfreichen Informationen liefern. Jedoch wird es mit einer angemessen grof3en
Anzahl und einer intelligenten Kombination von SNPs moglich die Diskriminationskraft zu
erhohen (Sanchez et al., 2006). Die mitochondriale Phylogenie zeigt tiefe Aste in Afrika, wo
auch der Ursprung der letzten gemeinsamen Urahnin (mitochondriale Eva) liegt (mt-MRCA).
Tiefer in der Struktur befindet sich die Hg L3 und gliedert sich aus der Sicht stattgefundener
Wiederbesidlungsvorgénge in weitere Abstammunsglinien auf3erhalb von Afrika auf. Der Ur-
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Abbildung 1.9: Topologie mitochondrialer Haplogruppen mod. nach van Oven und Kay-
ser (2009).

Mitochondriale Haplogruppen sind mit alphabetischen Grof3buchstaben gekennzeichnet. Die
Wurzel des Baumes bildet die mitochondriale Eva (MRCA) und reprasentiert die ,,Urmutter
aller Menschen auf sequenzieller Ebene. Die im Baum tiefste Haplogruppe ist die Hg L, welche
den afrikanischen Ursprung widerspiegelt. Haplogruppe L3 unterteilt sich in die Makrohaplo-
gruppen M, N und R, welche Sequenzvariationen aufderhalb von Afrika einbeziehen. Mit
einem Stern markierte Haplogruppen reprasentieren Makrohaplogruppen, welche weitere
Subgruppen in der Baumstruktur umfassen und nummerisch klassifiziert dargestellt wurden.
Es sei erwédhnt, dass dieser Baum nicht die vollstdndige globale mtDNA Variation aufweist.
Eher dient dieser zum Nachvollziehen festgelegter Nomenklaturregeln und der Topologie.

sprung von L3 liegt im Horn von Afrika unter weiterer Beriicksichtigung, dass die meisten
phylogenetischen Verzweigungen im Vergleich zu anderen Teilen Afrikas siidlich der Sahara in
heutigen &thiopischen Proben wiederzufinden sind (Kivisild et al., 2004). Die Makrohaplogrup-
pen M und N entwickelten sich ca. vor 60 000 — 65 000 Jahren aus L3 mit Herkunft in Ostafrika
und verbreiteten sich im Laufe der Zeit und der Wanderungsgeschichte nach Europa und Asien
(Mishmar et al., 2003; Quintana-Murci et al., 1999; Kong et al., 2003; Macaulay et al., 2005).
Dieses Cluster einschlie8lich der Makrohaplogruppe R (und ihre Nachkommen) wird zu den
auBerhalb von Afrika vorkommenden Haplogruppen gezihlt. Alle drei Makrohaplogruppen
(M, N und R) finden sich heutzutage, mit der Ausnahme kleiner spezifischer Regionen, im



26 KAPITEL 1. EINFUHRUNG

eurasischen, amerikanischen, australischen und ozeanischen Raum. Andere Haplogruppen
wie H, I, J, N1b, T, U, V W und X sind wiederum charakteristisch fiir das heutige Europa
(Abbildung 1.9). Mit der Besonderheit, das auf mitochondrialer Ebene ein gemeinsamer Ur-
sprung reflektiert wird, kann bei gemischten Bevolkerungsgruppen der Anteil des jeweiligen
Ursprungs bestimmt werden (Salas et al., 2004; Alves-Silva et al., 2000).

Ausgehend von der bisher aufgekldarten mtDNA Phylogenie wird ersichtlich, dass die
europdischen mtDNA Variationen die des West Eurasischen Raumes impliziert und verglichen
mit Variationsvorkommen in Siidasien, iiberraschend wenig Vielfalt im Variationsspektrum
aufweist. Die meisten europdischen Abstammungslinien entwickelten sich aus drei R-Linien
(RO, JT und U) sowie aus drei Sublinien der Makrohaplogruppe N (N1, N2 und X). Einige Linien
wie R1 und R2 treten eher selten in Europa auf (Palanichamy et al., 2004). Dieses Phdnomen
einer Verminderung in der basalen Variation (R1 und R2) lasst sich durch die vermutlich
untergeordnete Rolle der Migration in den nahen Osten und nach Europa im Rahmen der
Out-of-Afrika Theorie erklaren. Die Auseinanderentwicklung auf Ebene der basalen mtDNA
Haplogruppen wird einhergehend mit der Interstadial-Phase 12 mit einer Zeitspanne von vor
40000 — 50000 Jahren datiert (Dansgaard et al., 1993; Schulz et al., 1998). Aktuelle Arbeiten
auf dem Gebiet zeigen, dass mehr als 75 % aller gegenwiértig vorzufindenden europiischen
mtDNA Varianten direkt von Vorfahren des Mesolithikums oder Palaeolithikums abstammen
(Richards et al., 2000). In diesem Zusammenhang weist die geografische Verteilung einer
der autochthonen Haplogruppe V in der mitochondrialen Phylogenie darauf hin, dass die
spéate glaziale Expansion palaeolithischer Populationen ausgehend von Sammlungsstéadten in
Stideuropa einen enormen Einfluss auf die Wiederbesiedlung des Kontinents hatte (Torroni
et al., 1998, 2001). Mit der Untergliederung der Hg H, einer der in Europa am haufigsten
vorkommenden Haplogruppe mit einer Frequenz von 40 — 50 % und der Hg U5 wird dartiber
hinaus das Refugium der Franco-Cantabrian Region wahrend der letzten Eiszeit unterstrichen.
In diesem Zusammenhang deuten die geografischen Verteilungen von H1, H3, V und U5b
stark auf eine westliche und nérdliche Wiederbesiedlung Europas im spiten Paldolithikum,
ausgehend vom Refugium im Siidwesten, hin (Achilli et al., 2004; Loogvili et al., 2004; Pereira
et al., 2005) (Abbildung 1.10).

Ein Problem beim Abstammungslinien-basierten Ansatz ist, dass dieser sich lediglich auf die
Geschichte der Haplogruppe selbst bezieht und keine direkten Einblicke in die Geschichte ein-
zelner Bevolkerungsgruppen, in denen sie vorkommen, bietet. Zu beachten ist, dass Entstehung
und Alter der Haplogruppe nicht mit dem Alter der Population wihrend eines Migrations-
prozesses gleichzusetzen ist. Eher ist das erstmalige Auftreten der haplogruppenspezifischen
Mutation innerhalb der migrierten Population (Simoni et al., 2000b) hiermit in Verbindung zu
bringen. Populationsstudien, welche u. a. zur Abbildung urgeschichtlicher Ereignisse dienen,
sollten nicht ausschlieBlich auf der Grundlage statistischer Ansédtze oder genetischer Distanzen
nachvollzogen werden. Sowohl Haplogruppen- als auch populationsspezifische Affinitaten
konnen zudem mit Hilfe ausgewéhlter populationsgenetischer Ansétze analysiert werden
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Abbildung 1.10: Hg-Haufigkeitsverteilung durch Wiederbesiedlung in Europa nach Tor-
roni et al. (2006).
Haufigkeitsverteilungen der Haplogruppen (a) H1; (b) H3; (c) V; und 0 (d) U5b.

(Richards et al., 2002; Tambets et al., 2004). Des Weiteren sollten zur Beschreibung einer
Abstammungslinie und deren zeitgeschichtlichen Entwicklung beide beschriebene Systeme
(mtDNA und Y-Chromosom) betrachtet werden.

1.5.2 Analyse Y-chromosomaler Abstammungslinien mittels SNPs

Wie die iibrigen DNA Marker sind die fiir forensische Analysen annotierten SNPs des Y-
Chromosoms im nicht-kodierenden Bereich lokalisiert, wodurch diese einen neutralen Status
erhalten, ohne Relation zum Phéanotyp des Individuums oder krankheitsassozierende Eigen-
schaften. Mit einer Mutationswahrscheinlichkeit von etwa 2 x 107 je Basenpaar und Gene-
ration sind SNPs nur sehr selten von weiteren Mutationsereignissen, wie Riickmutationen,
betroffen. Sofern nicht durch genetischen Drift beeinflusst, bleiben sie im Genpool der Nach-
kommenschaft erhalten, wodurch Verwandschaftsbeziehungen unter Beriicksichtigung des
nahezu rekombinationsfreien Status des Y-Chromosoms nachvollzogen werden kénnen.
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Die evolutiondre Beziehung zwischen Y-SNPs und der Méglichkeit Abstammungslinien zu
Kklassifizieren, kann in einem einzigen phylogenetischen Stammbaum nach dem Parsimonie-
Prinzip dargestellt werden (Consortium et al., 2002; Karafet et al., 2008) (Abbildung 1.11).
Die Wurzel des monophyletischen Stammbaumes und damit der Vorfahr aller heute exis-
tierenden Y-Chromosomen bildet der Most Recent Common Ancestor (MRCA) oder auch Y-
chromosomale Adam“Dieser heute nicht mehr existierende Haplotyp weist sequenzspezifisch
die anzestrale Allelvariante auf. Das geschitzte Alter des MRCA unter Annahme festgelegter
spezifischer Parameter (neutrale Evolution, konstante lokale Mutationsraten, Generationszei-
ten von 25 — 35 Jahren, festgelegte Populationsgré3en) liegt bei 90 000 Jahren. Damit lebte
der ,,Y-chromosomale Adam“ etwa 150 000 Jahre spater als die ,,mitochondriale Eva“ (Roewer,
2008). Verzweigungen des monophyletischen Baumes werden durch mindestens einen klassi-
fizierenden Y-SNP beschrieben, welche eine Abstammungslinie genealogisch reprisentieren.
Anhand der genauen Typisierung vom anzestralen und durch Mutation erworbenen Allelstatus
lassen sich Haplotypen ableiten und Haplogruppen konstruieren (Karafet et al., 2008). Die
Bezeichnung der Haplogruppen folgt einer vorgeschriebenen Nomenklatur (Consortium et al.,
2002). Folglich tragen die Hauptiste des Baumes alphabetisch geordnet Grolsbuchstaben (z. B.
M) und alle Subgruppen werden alternierend mit Zahlen und Kleinbuchstaben (z. B. M1b1la)
bezeichnet(Karafet et al., 2008). Der erste Nomenklatur vereinheitlichende phylogenetische
Baum wurde 2002 von dem Y-Chromosom Consortium (YCC) verdffentlicht. Gegenwiértig be-
steht der YDNA Haplogroup Tree aus 20 Hauptéisten bzw. Makrohaplogruppen, die das Geriist
des Baumes bilden und mit den Buchstaben A bis T benannt sind (Consortium et al., 2002; Van
Geystelen et al., 2013). Nach Van Geystelen et al. (2013) finden sich in der aktuellen Version des
Haplogruppenbaumes insgesamt 359 Haplogruppen einschlieflich 721 Y-SNPs (Van Geystelen
et al., 2013). Aktuelle Notationsdnderungen und die Aufnahme zusétzlicher Subgruppen sind
in entsprechend referenzierten Publikationen beschrieben (Hallast et al., 2015; Karmin et al.,
2015).

Im Laufe der modernen Menschheitsgeschichte haben sich durch Migration und andere
demografische Prozesse eine spezifische Struktur und Verteilung von Haplogruppen zwischen
und innerhalb von Ethnien iiber kontinentale Grenzen hinaus gebildet, wodurch eine zufél-
lige Verteilung ausgeschlossen wird (Underhill et al., 2001). Eine klare Strukturierung und
regionale Zuordnung der Haplogruppen kann in Verbindung mit der Frequenz des Auftretens
abgebildet werden. In diesem Zusammenhang ist die Haufigkeit des Vorkommens abhéngig
vom Ursprungsauftreten des zugehorigen SNPs und nimmt allmahlich mit zunehmender Ent-
fernung vom Kern ab. Weiterhin kann vom Kern einer hochfrequenten Haplogruppe von einer
gerichteten und radialen Verbreitung ausgegangen werden (z. B. Roma-Population, Haplo-
gruppe H). Der monophyletische Ychr. Stammbaum impliziert, ausgehend von der bereits
beschriebenen Out-of-Africa Theorie, diese Auseinanderentwicklung durch seine Systematik. So
sind die genealogischen Linien A und B, welche sich aus der Wurzel (Y-Adam) in der Phylogenie
auftrennen, fast ausschliel3lich in afrikanischen Populationen zu finden. Weiter tiefer in der
Systematik gliedert sich ein Cluster aus den drei Haplogruppen C, DE und F auf. In diesem Teil
des Baumes befinden sich weitere afrikanische und alle nicht-afrikanischen Phylae (Underhill
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Abbildung 1.11: Monophyletischer Stammbaum des Y-Chromosoms (Deklariert als
YCC2003) nach Jobling und Tyler-Smith (2003).

Der dargestellte monophyletische Stammbaum basiert auf dem Parsimonie-Prinzip und gliedert
die Hauptaste (A — R) und spezifische Subhaplogruppen auf. Die dargestellte Phylogenie ent-
spricht der Vorgabe des Y Chromosome Consortium (YCC). Jede bindre Verzweigung wird durch
einen charakteristischen SNP gekennzeichnet, der zur Festlegung in eine Haplogruppe dient.
Die Wurzel (Y ,MRCA"“) wird durch den anzestralen Y-chromosomalen Haplotypen beschrieben.
Paragruppen, welche durch keine spezifische Mutation erklart sind, wurden mit einem Stern
gekennzeichnet. Die Astlangen reprasentieren nicht das Alter der Haplogruppen.
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et al., 2001; Jobling et al., 2013). Die Haplogruppen C und D charakterisieren vorwiegend
ostasiatische Populationen, wiahrend E sich auf Bevilkerungsgruppen des siidlichen Europas,
Afrikas und des westlichen Asiens verteilt. Eine stark differenzierte Linie mit Vorkommen
auflerhalb von Afrika ist die Haplogruppe E einschlieBlich zugehériger Untergruppen (G, H, 1,
J, KL, M,N, O,BQ,R, S, T). Das heutige Europa wird vorrangig durch die Haplogruppen
R, I, J und E dominiert. Zeitgeschichtlich kénnen die Subhaplogruppen Rla und R1b mit
der paléolithischen Besiedelung Europas vor 40 000 Jahren in Bezug gebracht werden. Die
Besiedlung des zentralen und 6stlichen Siideuropas durch die neolithischen Haplogruppen
E, I und J kann durch die Migration von Populationen aus dem Nahen Osten vor 10000
Jahren erkliart werden (Roewer, 2008). Das Y-Chromosom weist im Vergleich zum autosomalen
und mtDNA-Genom die stirksten genetischen Unterschiede mit zunehmender geographischer
Distanz auf, wodurch auch regionale Differenzen {iber kurze Distanzen dargestellt werden
konnen (Jobling, 2012).

1.6 Short Tandem Repeats (STRs)

Neben einem Grof3teil identischer DNA-Abschnitte sind lediglich 0,3 % des menschlichen Ge-
noms einzigartig. Polymorphismen, die diese Einzigartigkeit hervorrufen, finden sich gerade in
nicht-kodierenden Regionen und werden aufgrund der personenabhéngigen Individualitit im
Rahmen von forensischen Identifizierungsmafnahmen genutzt. Somit werden diese als Unter-
brechungen der kodierenden Gensequenz (Exon) unabhéngig von der Translation des priméren
RNA-Transkripts betrachtet (Madea, 2007) und die Heterogenitit wird ausschlieflich durch
Mutationen und Rekombination erreicht. Zur Analyse genetischer Fingerabdriicke werden
vorwiegend Fragmentldngenpolymorphismen untersucht. Diese sog. Satelliten-DNA lasst sich
in Abhéngigkeit von der Grof3e des polymorphen Sequenzbereiches in drei Stufen unterteilen.
Als Satelliten bezeichnete DNA-Abschnitte treten ein bis zwei mal pro Chromosom auf und
besitzen einen Wiederholungsgrad von 10% — 107 im Genom. Die Linge der zu wiederholen-
den Einheit (Repeat) kann ein bis einige tausend Basenpaare betragen. Minisatelliten weisen
einen geringeren Wiederholungsgrad bis max. 10° auf, wobei die Repeat-Linge zwischen
9 — 100 bp variiert. Die in Bezug auf den sich wiederholenden Sequenzabschnitt kleinsten
Fragmentldngenpolymorphismen werden als Mikrosatelliten oder auch Short Tandem Repeats
(STRs) bezeichnet. Der hier charakterisierte Repeat hat eine Linge von ca. 2 — 7 bp und tritt
im Abstand von ca. 10 000 nt mit einer Frequenz von 1 — 100 tandemartigen Wiederholungen
im Genom auf. Die Anzahl der Loci liegt bei ca. 105 pro Genom und variiert je nach Wiederho-
lungsmotiv (Edwards et al., 1991; Collins et al., 2003; Subramanian et al., 2003; Krawczak
et al., 1998). Fiir eine Person-zu-Person Unterscheidung werden vorrangig STRs, die eine
tetramere Repeat-Struktur aufweisen, genutzt. Diese sind weniger anfillig fiir Stutter-Peaks,
deren Auftreten auf eine Strangverschiebung wéahrend der PCR zuriickzufiihren ist und je
nach Ausmal$ den resultierenden Genotyp verféalschen kénnen (Brinkmann et al., 1998). Die
Gesamtheit der Motivwiederholungen am untersuchten Lokus wird als Allel bezeichnet und
gilt als individualisierendes Merkmal in der Genotypisierung. Infolge von Deletions- und Inser-
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tionsereignissen konnen Verdnderungen in der Repeatstruktur des jeweiligen Motivs auftreten,
was zu detektierbaren Langendnderungen fiihrt. Intraallelische Basensubstitutionen kénnen
mit fragmentldngenbasierten Analysemethoden, wie mit der Kapillarelektrophorese, nicht
detektiert werden. Lediglich mittels state-of-the-art Sequenzierungstechniken wie NGS kénnen
Motivvarianten erkannt werden. Im Allgemeinen kann bei hoherer Repeat-Anzahl von einer
groferen meiotischen Instabilitdt und damit einhergehend von einer hoheren lokusspezifischen
Mutationsrate ausgegangen werden. Als Beispiel fiir die Entstehung von Mutationsereignissen
kann ein intrahelikaler Mechanismus (Slipped Strand Mispairing) betrachtet werden, infol-
ge dessen eine Fehlpaarung von Chromatiden wihrend der Replikation hervorgerufen wird,
welche den Verlust oder Zugewinn einzelner Motive bewirkt. Im Allgemeinen liegen die Muta-
tionsraten fiir autosomale und gonosomale STRs zwischen 1,5 x 102 pro Lokus, pro Gamete,
pro Generation (Asicioglu et al., 2004).

Die Amplifikation der STR-Sequenzen erfolgt in der Routine iiber kommerziell erhéltliche
Multiplex-Kits fiir die DNA-Analyse forensisch relevanter Spuren. Mithilfe der PCR und mit
fluoreszenzmarkierten Primern werden mehrere STRs simultan in einen Ansatz amplifiziert.
Die resultierenden Amplifikate weisen eine Linge von 100 — 500 bp auf und kénnen z.B.
kapillarelektrophoretisch halbautomatisch detektiert werden (Butler, 2007). Diese Assays sind
sehr robust, prizise und bieten eine hohe Diskriminationsrate. Nach heutigem Standard wird
basierend auf den Empfehlungen des European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI)
fiir eine Personenidentifikation das Extended European Standard Set (ESS) europaischer DNA-
Profiling-Standard) genutzt. Dieses beabsichtigt nach aktuellem Standard die Amplifikation
von moglichst 16 STR-Systemen sowie Amelogenin als geschlechtsspezifischer DNA-Marker,
wodurch eine hohere Diskriminierungsrate im Person-zu-Person Vergleich erreicht werden
kann (Schneider, 2009). Die Nomenklatur der STR-Allele erfolgt nach den Empfehlungen der
International Society for Forensic Genetics (ISFG) (Gill et al., 1997). Wird davon ausgegangen,
dass zur STR-Analyse aus einer forensischen Spur DNA in ausreichender Qualitdt und Quantitit
vorliegt, ist das Verfahren der STR-Analyse ein sicheres Mittel zur Genotypisierung. Anders
verhalt sich dieser Aspekt bei der Analyse von aDNA, bei der davon ausgegangen werden muss,
dass in Abhéngigkeit verschiedener Einflussfaktoren z. T. stark fragmentierte DNA vorliegt
oder Inhibitoren das Verfahren stéren. Gerade bei der Amplifikation groRerer STR-Systeme
mit Fragmentlingen > 300 bp kénnen Phdnomene wie Allel dropouts oder Lokus dropouts
im STR-Profil auftreten (Alaeddini et al., 2010; Taylor und Buckleton, 2015). Hinzu kommt,
dass bei STR-Analysen an historischem Ausgangsmaterial keine DNA zu Vergleichszwecken
zur Verfiigung steht, sodass ein individuelles STR-Profil durch mehrfach wiederholte Analysen
bestitigt werden muss. Im Hinblick auf moglicherweise stark fragmentierte DNA konnen
etablierte miniSTR Kits verwendet werden. Durch die Bindung von forward und reverse Primer
nahe der Repeat-Region werden im Vergleich kiirzere Amplikons erzeugt, um den Verlust von
Allelinformationen zu vermeiden (Wiegand und Kleiber, 2001; Butler et al., 2003).

Zusatzlich zur o. g. Anzahl analysierter Systeme wird mindestens ein STR-unabhéngiger
Lokus zur genotypischen Bestimmung des Geschlechts untersucht (z. B. Amelogenin). Der fiir
das Amelogenin-Gen kodierende Sequenzabschnitt ist sowohl auf dem X-Chromosom (AMELX)
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als auch auf dem Y-Chromosom (AMELY) lokalisiert. AMELX befindet sich auf dem langen
Arm des X-Chromosoms zwischen Xp22.31 und Xp22.1. Hingegen ist der AMELY Lokus an
der chromosomalen Position Yp11.2 zu finden. Detektiert wird die Langendifferenz der Loci
beziiglich der chromosomalen Ortung. Je nach fokussierter Targetregion unterscheiden sich
die resultierenden Fragmentlingen. Ublicherweise wird das lingere Target in standardisierten
STR Kits, wie auch in dieser Arbeit, amplifiziert (AMELX/Y: 106/112 bp) (Abbildung 1.8).
Die Geschlechtszuordnung erfolgt deshalb ausschlief3lich {iber das Vorhandensein oder Fehlen
des 112 bp langen AMELY Peaks. Ein kritischer Punkt ist jedoch, dass das Genprodukt des
Amelogeningens nicht fiir eine maskuline phénotypische Auspriagung notwendig ist. Diese
erfolgt {iber das Vorliegen des Genprodukts des SRY-Gens. Der Wegfall dieses Genbereiches
wiirde einen femininen Phinotyp verursachen. Auf Grund dessen muss ein positiver AMELY-
Befund nicht unbedingt auf einen phinotypisch ménnlichen Verursacher schliel3en. Ebenso
wenig wie bei einem negativen Befund des AMELY nicht automatisch auf eine weibliche Person
zu schliefden ist, da eine Aberration der SRY-Gene nicht in Verbindung mit AMELY stehen muss.
Auflerdem kénnen Mutationen in Primerbindungsstellen einen Ausfall des AMELX bzw. AMELY
Amplifikationsproduktes verursachen (Laberke et al., 2014; Michael und Brauner, 2004)

Y-chromosomale STR-Analyse

Y-STRs sind ausschliellich auf dem Y-Chromosom lokalisiert und entsprechen in ihrer Struk-
tur autosomalen STRs. Fiir individualisierende und populationsgenetische Studien eignen
sich aufgrund der Motiv- (3 — 6 bp) und Arrayldnge (> 8 Repeats) weit iiber 200 Y-STRs
(Roewer, 2008). STR-basierte Haplotypen sind beziiglich ihres Mutationsmechanismus nicht
monophyletisch. Vor- und Riickmutationen konnen mit annédhernd gleicher Frequenz an je-
dem Allel des Langenspektrums erfolgen. Ebenso kann eine zeitliche Abfolge von Mutationen
aus beobachteten Haplotypvariationen nicht abgeleitet werden. Auf Grund der Vererbungs-
regeln des Y-Chromosoms ist eine exakte Individualisierung einer Probe mit Y-STRs jedoch
nicht moéglich. Ebenso kann bei einer Haplotypidentitidt zwischen mind. zwei Individuen
ohne zusétzliche Informationen, wie z. B. der Haplogruppe, oft kein Unterschied zwischen
identity-by-state oder identity-by-descent festgestellt werden. Dennoch lassen sich jiingste de-
mografische Ereignisse, welche zu unterschiedlichen Haplotypstrukturen fiihren, mit Hilfe
hochauflésender STR-Analysen nachweisen. Hohe Mutationsraten der Y-STRs von 2 x 103
je Meiose erlauben innerhalb von wenigen Generationen eine Vielzahl von Allelen, womit
eine hohe Haplotypvariabilitidt einhergeht. Durch Einfliisse wie den genetischen Drift, demo-
grafischen Vorgangen, kulturellen und religiésen Verhaltensweisen oder raumlich-orientierte
Familienstrukturen entwickeln sich unterschiedliche Haplotyppools, welche eine geografische
Kartierung ermoglichen. Ebenso konnen benachbarte Populationen angesichts unterschied-
licher Allelvarianten und Frequenzen differenziert werden. Methoden wie Genetic Barrier
Analysis, genetische Distanzanalysen z. B. Analysis of Molecular Variance (AMOVA), Autokorre-
lationsanalysen und Multidimensional Scaling Analysis (MDS) ermoglichen die Konstruktion
und Analyse von Haplotypclustern (Roewer, 2008) (Abbildung 1.12). Fiir populationshis-
torische Studien sollten jedoch aufgrund der speziellen Eigenheiten der Y-STRs zusétzlich
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Abbildung 1.12: Genetische Landkarte des Y-Chromosoms nach Roewer (2008).
Genetische Landkarte resultierend auf paarweisen ¢ st-Werten(MDS-Analyse). Sichtbar ist
eine deutliche Differentiation von West- und Osteuropa. Weiterhin 1asst sich ein Osteuropii-
sches Cluster, welches Polen, Kroatien, Russland, WeilSrussland, Ukraine, Slowenien, Lettland
und Litauen umfasst, deutlich von anderen Populationen, aufgrund der genetischen Distanz,
abgrenzen.

Informationen z.B. mit Y-SNPs herangezogen werden. Angesichts der groen Loci Vielfalt
Ychr. STRs ist es notwendig ein entsprechend zuverlassiges Repositorium dem Nutzerkreis
zur Verfiigung zu stellen. Mit einem 1994 initiierten internationalen Projekt entstand die Y
Chromosome Haplotype Reference Database (YHRD), welche die Auswertung Y-chromosomaler
Haplotypdaten sowohl im forensischen Sektor als auch in der anthropologischen Forschung
erleichtern sollte. Seit 2000 wird die Datenbank an der Berliner Charité kuratiert. Die YHRD
verwaltet Daten aus umfangreichen Y-chromosomalen Populationsstudien, die fiir forensische
und phylogeografische Studien genutzt werden konnen. Aktuell umfasst die Datenbank mehr
als 160 000 gepriifte Y-chromosomale Haplotypen, welche auf der Grundlage von Y-STRs und
z. T. mit Y-SNPs, auf populationsgenetischen Level, analysiert wurden (Release 49, 17.02.2015).
Zur Ermittlung der Haplotypfrequenz kann eine web-basierte Anfrage mit dem ermittelten
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Haplotypen aus der Probe gestellt werden. Im Ergebnis zeigt sich folglich die Verteilung und
das Vorkommen des Haplotypen in entsprechenden Populationen oder Metapopulationen
(Willuweit et al., 2007; Roewer et al., 2001).



Kapitel 2

Hypothesen und Fragestellungen

Die zugrundeliegende Aufgabenstellung (s. u.) lasst sich sehr deutlich in Verbindung mit der
bisherigen Bearbeitungshistorie des Grabungsfundes begriinden. Bestehende Erkenntnisse und
Hypothesen konnten bis zu diesem Zeitpunkt nur auf der Grundlage einer anthropologischen
und archiologischen Sichtweise formuliert werden. Um die entstandenen Liicken im Hinblick
auf das biologische Profil der historischen Population nahezu rekonstruieren zu konnen, ist es
notwendig aDNA-Analysen auf Basis autosomaler und uniparentaler Marker durchzufiihren.
Dadurch sollte es mdglich werden eine Verkniipfung von klassischen, anthropologischen Her-
angehensweisen mit modernen Methoden herzustellen und Grenzen kritisch zu bewerten. Das
Anliegen der vorliegenden Arbeit lie? sich unter Beriicksichtigung mehrerer Teilaspekte erlau-
tern. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit lag die initiale Untersuchung des Grabungsfeldes,
beruhend auf molekulargenetischen Methoden zur Ermittlung des molekularen Geschlechtes
und weiterer populationsspezifischer Informationen auf Grundlage von mitochondrialer DNA
(mtDNA) und Y-chromosomaler DNA (Ychr.). Damit sollte das biologische Profil der Population
im Hinblick auf den geografisch-ethnischen Hintergrund ergianzt werden. Auf Basis dieser
Aufgabe lieSen sich verschiedene Hypothesen aufstellen und im Zusammenhang stehende Fra-
gestellungen ableiten. Im Folgenden werden die Hypothesen und assoziierte Fragestellungen
definiert. Dabei ist zu erwdhnen, dass diese nach keiner strikten Prioritat geordnet sind.
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KAPITEL 2. HYPOTHESEN UND FRAGESTELLUNGEN

Hypothese 1: Die Optimierung von Aufarbeitungsschritten erlaubt eine zielge-
richtete Interpretation von aDNA-Ergebnissen in der forensischen Routinear-
beit und Forschung.

Fragestellung 1.1: Ist der angestrebte Genotypisierungsworkflow fiir die Informati-
onsextraktion der verfolgten Ziele geeignet?

Fragestellung 1.2: Sind die neuen Analyse Strategien PowerQuant® sowie Investigator®
ESSplex SE QS Kit fiir die Schritte der Quantifizierung und STR-Analyse sinnvoll?

Fragestellung 1.3: Konnen diese Systeme fiir das Monitoring von DNA-Degradation
und Inhibition verwendet werden?

Hypothese 2: Es ist moglich das genotypische Geschlecht der Einzelindividuen
auf aDNA-Ebene mittels etablierter Technik zu bestimmen.

Fragestellung 2.1: Ist es moglich eine molekulargenetische Geschlechterbestimmung
unter Beriicksichtigung des Kit-internen Markers Amelogenin am aDNA Datensatz
durchzufiihren?

Fragestellung 2.2: Koénnen bereits erlangte Ergebnisse auf Ebene der morphogno-
stischen Geschlechterdifferenzierung mit diesen Resultaten bestétigt und erganzt
werden?

Fragestellung 2.3: Wie verhalt sich dieses Ergebnis bezogen auf die Gesamtgeschlech-
terverteilung im untersuchten Stichprobenumfang und unter Einbeziehung der
Aussage von Kleinecke (2011)?



Hypothese 3: Bei der Population handelte es sich um eine homogene, ansassige
Bevolkerungsgruppe.

Fragestellung 3.1: Ist es moglich Haplotypen und Haplogruppen (Hg) mittels aus-
gewdhlter Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) uniparentaler Systeme (YChr.,
mtDNA) zu klassifizieren und den kulturellen Hintergrund ergénzend zu anthropo-
logischen Aussagen zu stratifizieren? Grundlage dieser Fragestellung bildete eine
Aussage aus der Arbeit von Kleinecke (2011) , Eine ethnische Zuordnung der Gruppe
der hier bestatteten Menschen zu einem bestimmten Volk der Germanen, wie W.
Gotze sie vorgenommen hat, ist allerdings nicht moglich“’

Fragestellung 3.2: Lassen sich populationsbezogene Besonderheiten im ermittel-
ten Haplotypdatensatz und klassifizierten Hg statistisch beschreiben?

Hypothese 4: Die Gesamtverteilungen aus den ermittelten mitochondrialen
und Ychr. Haplogruppen dhneln der heutiger Populationen des europiischen
Raumes.

Fragestellung 4.1: Lassen sich in den Gesamtverteilungen spezifischer Hg im Gra-
bungsfeld weitere Aussagen zur Verteilungsentwicklung einzelner Haplogruppen
iiber die Zeit hinweg erkennen?

Fragestellung 4.2: Ist es moglich unter der Voraussetzung eines linearen Wachstums
oder Abfalls in der Verteilung analysierter Hg ein Alter der historischen Population
abzuschétzen?
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Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Studienmaterial

Fiir beabsichtigte DNA-Analysen wurde die am Untersuchungsort beherbergte Skelettsammlung
aus der rémischen Kaiser- und Volkerwanderungszeit einbezogen . Von den Untersuchungen
ausgeschlossen wurden drei Gréber der Bronzezeit und analog die, welche keiner bestimmten
Zeitstellung zugeteilt wurden. Grundlage fiir die Auswahl des Materials bildeten die Arbeiten
von Kleinecke (2011); Jeraufke (2013) sowie der Umstand, dass die Sammlung nicht voll-
stdndig vorlag. Zur Erstellung eines genetischen Profils fiir das historische Skelettmaterial
auf Basis autosomaler und gonosomaler Marker wurde vorhandenes Zahnmaterial, soweit
vorhanden, verwendet. Auf eine Erweiterung der DNA-Analyse auf das postcranielle Skelett
wurde zunéchst verzichtet, um eventuell stattgefundene Fehlzuordnungen von Cranium und
Postcranium bei der Bergung und anschliefender Erstaufnahme, auszuschlieRen. Arbeiten auf
dem Gebiet der aDNA-Analyse von Mundorff und Davoren (2014) und Hollund et al. (2013)
zeigten, dass extrahierbare aDNA aus historischem Zahnmaterial verglichen mit anderen post-
craniellen Abschnitten eine hohere Qualitdt und Quantitit aufweist (Hollund et al., 2013;
Adler et al., 2011; Mundorff und Davoren, 2014). Dies lasst sich auf die bereits beschriebenen
strukturellen Besonderheiten zuriickfithren. Wenn moglich wurde aus dem Oberkiefer Zahnma-
terial entnommen. Bei vorhandenem Unterkiefer wurden ebenfalls Zahne isoliert. Bei anderen
Fundnummern wurden eingangs mehrere Unterkiefer gelistet, deren Zugehorigkeit erst durch
eine STR-Analyse gekldrt werden konnte. Insgesamt wurde Zahnmaterial (vorwiegend molare
und prdmolare Zahne) von 55 Individuen weiter bearbeitet. Daraus resultierend, wurden 82
Einzelzahnproben mechanisch aufbereitet und DNA isoliert (Abbildung 3.1).

Im Folgenden ist der eingesetzte Probenumfang entsprechend des jeweilig untersuchten
DNA-Systems, aufgefiihrt. Zu beachten ist, dass fiir die haploiden Marker ein z. T. minimierter
Probensatz im Vergleich zur genannten Gesamtprobenzahl von 82 Proben, nach Beurteilung

!Das Skelettmaterial wurde ohne Bedenken durch Herrn Dr. rer. nat. H. Bruchhaus fiir die angedachten
molekulargenetischen Analysen {ibergeben. Notwendige MaRnahmen, die zur Entnahme von Knochenfragmenten
und Zahnmaterial dienten, wurden mit Bedacht und weitgehend zerstorungsfrei durchgefiihrt.
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Abbildung 3.1: Gesamtumfang und Aufgliederung des Probenmaterials mod. nach Har-
thun et al. (2015).

Gezeigt ist die sukzessive Aufteilung des Gesamtprobenmaterials von Beginn bis zu nachfol-
genden Aufarbeitungs- und Analyseschritten. Auf Grund divergenter Erhaltungszustidnde und
z.T. mangelnden Materials konnte nur von 55 Koérperbestattungen Zahnmaterial entnommen
werden. Da zu einigen Korperbestattungen mehrere Kiefer in der Bestandsaufnahme gelistet
wurden, fanden autosomale miniSTR-Analysen an insgesamt 82 Zahnproben statt. Aus 21
Individuen konnten Zdhne aus Ober- und Unterkiefer entnommen werden. Bei 27 Proben
konnte Zahnmaterial entweder nur aus Ober- bzw. Unterkiefer entnommen werden. Im Fall
von vier Individuen lagen mehrere Unterkiefer vor.

Tabelle 3.1: Probenanzahl in Abhéngigkeit des analysierten DNA-Systems..

Dargestellt ist die effektiv untersuchte Anzahl an Proben bezogen auf das eingesetzte Analysesys-
tem. Bei eindeutiger Zuordnung von Ober- und Unterkiefer wurde im Falle einer mtSNP-Analyse
auf eine Doppelbestimmung verzichtet.

Analysen Anzahl untersuchter Proben
Autosomale STR-Analyse

(PowerPlex® S5), AMEL 82

Ychr-STR

(PowerPlex® Y23 System) 43

mtSNPs (Paneto et al., 2011) 59

Y-SNPs (Wei et al., 2013; Kohl et al., 2009) 43
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erster Resultate aus der Geschlechtsbestimmung und autosomalen STR-Analyse (Tabelle 3.1),
verwendet wurde. Nach einer ersten Auswertung der autosomalen miniSTR-Ergebnisse, konnte
die Zugehorigkeit von Unterkiefer zu einem Oberkiefer, geklart werden.

3.1.2 Chemikalien und Verbrauchslésungen

Die folgenden tabellarischen Auflistungen umfassen erforderliche Chemikalien fiir die Arbeits-
pakete: Demineralisierung, DNA-Extraktion, DNA-Quantifizierung (genomische DNA gDNA),
STR-Analyse und SNP-Analyse (mtDNA und Ychr.) (Tabellen 3.2, 3.3, 3.4).

Tabelle 3.2: Demineralisierung und Zelllyse.

Chemikalien und Losungen Bestandteile Hersteller

0,5 M Ethylendinitrioltetraessig- Triplex® III (Ethylendinitrioltetraes- MERCK, Darmstadt
sdure (EDTA)-Losung (pH 7,5) sigsdure, Dinatriumsalz-Dihydrat)

Natriumhydroxid (NaOH) MERCK

Aqua dest Braun, Sempach
Dithiothreitol DTT SERVA, Heidelberg
First-DNA all tissue kit Gen-ial, Troisdorf

Proteinase K (¢ = 20 mg/mL) EC 3.4.21.14, 100 mg Lyophilisat, MERCK
30 U/mg, EC 3.4.21.14

Tabelle 3.3: DNA-Quantifizierung und DNA-Aufreinigung mittels Phenol-Chloroform Iso-
amylalkohol (PCI).

Chemikalien und Losungen Bestandteile Hersteller
Quantiﬁler® Human DNA Thermo Fisher Scienti-
Quantification Kit fic, Massachusetts, USA
Rothi® Phenol ROTH, Karlsruhe
Chloroform/Isoamylalkohol ROTH
(v/v 24:1)
abs. Ethanol (EtOH) J.T. Baker
TN-Puffer Aqua dest Braun
Tris(hydroximethyl)-aminomethan ~SERVA
HCL (37 % — 38 %) J.T. Baker
5M Natriumchlorid (NaCl) Kmf optiChem
AE-Elution Buffer 10 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA QIAGEN, Hilden

(pH 9,0)
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Tabelle 3.4: Pra-PCR, Post-PCR, Minisequenzierung und Fragmentléngenanalyse.

Chemikalien und Losungen

Hersteller

Amplificationwater Promega, Madison, USA
MgCl, Applied Biosystems, Weiterstadt
PCR Gold buffer

AmpliTaq Gold® (5 un/ulL)

Thermo Fisher ScientiﬁcTM

Bovine serum albumin

Thermo Fisher ScientiﬁcTM

Oligonukleotide (PCR)

BioTeZ, Berlin-Buch GmbH

Multiplex-PCR-Kit

QIAGEN, Hilden

SNaPshot Multiplexkit®

. .. M
Thermo Scientific

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP 1
un/ul)

Affymetrix, Kalifornien, USA

Exonuclease I (EXO I 10 un/uL)

Affymetrix

GenescanTM -120 Lz Size Standard

Applied Biosystems, Weiterstadt

.~ IM . . .
Hi-Di  Formamid Applied Biosystems

PowerPlex® S5 System
PowerPlex® Y23 System

Promega

Promega

3.1.3 Primersequenzen Y-SNPs und mtSNPs

Alle eingesetzten Oligonukleotide fiir die aufeinanderfolgenden PCR Schritte (PCR1: Multiplex-
PCR, PCR2: lokusspezifische Single base extension (SBE) reaction sind den Tabellen A.1, A.2,
B.1 und B.2 im Anhang A und B der Arbeit zu entnehmen (S.149, 153). Die Synthese der
Primer erfolgte durch die Firma Biotez. Fiir die Ychr. SNP-Analysen konnte ein grof3er Anteil
an Sequenzen aus der Arbeit von Kohl et al. (2009) {ibernommen werden. Fiir die zusatzli-
chen Loci mussten jedoch neue Sequenzen fiir die relevanten Amplifikationsschritte generiert
werden (Tabellen A.1 und A.2). Die Gesamtanzahl untersuchter Y-SNPs (52) wurde auf vier
Systeme aufgeteilt (System 1 — System 4). Als Grundlage dienten die publizierten Y-SNPs aus
Kohl et al. (2009). Dieses Set wurde im Verlauf der Literaturrecherche durch weitere zehn
Positionen aus der Arbeit von Wei et al. (2013) ergéinzt. Fiir die zehn Loci mussten notwendige
Primersequenzen fiir beide PCR-Schritte neu erstellt werden. Bereits vorliegende Primerse-
quenzen, Amplifikationsldngen und Bezeichnungen wurden den Literaturstellen Kohl et al.
(2009) und Wei et al. (2013) entnommen. Die Ausgangskonzentration der Primer variierte
zwischen 50 uM und 100 uM. Das Primerdesign erfolgte unter Beriicksichtigung der Vorgaben
und Hinweisen von Sanchez und Endicott (Sanchez und Endicott, 2006). Resultierende Ampli-
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fikatldngen fiir alle vier Systeme lagen zwischen 79 bp und 188 bp. Entsprechende Sequenzen
und Amplifikatlangen fiir die mtDNA Analyse wurden aus der Publikation von Paneto et al.
(2011) bezogen. Die 42 Positionen konnten im finalen Reaktionsansatz durch eine Optimierung
chemischer Reaktionsbedingungen in einem Multiplexansatz gemeinsam amplifiziert werden,
sodass keine Systemeinteilung erfolgte (Tabellen B.1 und B.2). Resultierende Amplifikatldngen
lagen unter Beriicksichtigung des u. s. Primerdesigns bei 56 — 196 bp. Die Ausgangskonzen-
tration der Primer lag nach Synthese bei 50 uM. Diese wurden unter Beriicksichtigung der
Reaktionsbedingungen im Assay modifiziert.

3.1.4 Gerite und Software

Im folgenden Abschnitt werden notwendige Geréte und Software fiir die Arbeitspakete: Aufar-
beitung und Zerkleinerung des Skelettmaterials, DNA-Extraktion und Aufreinigung aus dem
biologischen Material und SNP-Analyse, genannt (Tabellen 3.6 und 3.5).

Tabelle 3.5: Verwendete Geriite.

Gerit Bezeichnung Hersteller

Kugelmiihle MM200 Retsch, Diisseldorf

Autoklav Autoklav23 Melag, Berlin

Hartschnittmikrotom PolycutS Reichert-Jung, Nussloch

Uberkopfschiittler — neo-Lab-Rotator neo-Lab, Heidelberg

Tischzentrifuge Centrifuge 5424 eppendorf, Hamburg

Vakuumzentrifuge  Concentrator 5301 eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Universal 320 Hettich, Weiterstadt

Warmeschrank HERAEUS© Thermo Scientific

Wasserbad SW22 Julabo, Seelbach

Thermocycler T3000 biometra, Goettingen

Thermocycler GeneArnp® PCR-System 9700 Applied Biosystems, Weiterstadt

Thermoblock TRIO-Thermoblock biometra, Goettingen

Schiittler VORTEX-GENE 2 Scientific Industries, New York, USA

Sequencer (CE) ABIPRISM ' 310 Genetic Ana- Applied Biosystems, Weiterstadt
lyzer

Feinwaage CP2245 Sartorius, Gottingen

UV-Lampe TA 150 Solimed-Quarzlampen, Markkleeberg

UV-Schrank DNA/RNA UV-CLEANER Kisker, Steinfurt

UCV C/T-M-AR
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Tabelle 3.6: Verwendete Software.

Geratesoftware Hersteller
Data collection ABI PRISM ' 310 Applied Biosystems, Weiterstadt
GeneMapper® ID-X 2.0 Applied Biosystems, Weiterstadt

Foundation Data collection 3.0 ABI PRISM 3130 Applied Biosystems, Weiterstadt

GeneMapper® ID-X 1.01 Applied Biosystems, Weiterstadt

3.2 Methoden

3.2.1 Dekontaminationsmafinahmen

Um das Risiko von Kreuzkontaminationen und Kontamination mit moderner DNA zu verringern,
erfolgte eine rdumliche Trennung fiir die Arbeitsschritte im Pra- und Postamplifikationsprozess.
Des Weiteren wurden alle eingesetzten GefdRe und Materialien nach jedem Probenaufarbei-
tungsschritt fiir 24 h mit kurzwelligem UV-C-Licht bestrahlt und alle Geréte sowie Oberfldchen
mehrfach mit DNA-Exitus (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) behandelt. Um Kreuzkonta-
minationen bestmoglich zu vermeiden wurde das Zahnmaterial pro Individuum in getrennten
Raumlichkeiten bearbeitet. Jedes DNA-Profil wurde zudem mit bereits im Voraus angelegten
DNA-Profilen aller Labormitarbeiter abgeglichen.

Das folgende Schema fasst alle Etappen einer fragestellunggebunden Analyse von autoso-
malen und uniparentalen Markern zusammen (Abbildung 3.2).

3.2.2 Probenpriparation und mechanische Zerkleinerung

Eingangs wurde das Zahnmaterial zunéchst auf Eignung fiir die DNA-Analyse gepriift. Stark
z.B. durch Karies verdndertes oder beschidigtes Zahnmaterial wurde ausgeschlossen. Falls
vorhanden, wurden festsitzende Molare aus Ober- sowie Unterkiefer entnommen und folgend
von Anhaftungen mit einem Handschleifer befreit. In diesem Zusammenhang sollte durch
diesen ersten Reinigungsschritt eventuell adsorbierte moderne DNA beseitigt werden. Des Wei-
teren erfolgte die Entfernung der Zahnkrone, sodass lediglich die Zahnwurzel fiir Folgeschritte
verwendet wurde. Ein prazises Vorgehen bei der Probenreinigung war bei diesem historischen
Skelettmaterial unbedingt notwendig, da vorhergehende DekontaminationsmalSnahmen wéh-
rend der archiologischen und anthropologischen Begutachtung nicht mehr nachzuvollziehen
waren. Nach der initialen Oberflachenreinigung wurden die Zidhne mit 99 % igem Ethanol
benetzt, getrocknet und mit kurzwelligem ultraviolettem Licht (UV-C) bestrahlt, um eine
Degradation von materialfremder, moderner DNA zu induzieren. Zur Vergrofderung der Pro-
benoberflache und analog der Angriffsflache fiir notwendige Chemikalien, wurde das Praparat
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Praamplifikation

Probenpriparation und mechanische Demineralisierung und DNA-
Zerkleinerung Extraktion
= Fotodokumentation = High-volume Demineralisierung (EDTA :
= Reinigung (Handschleifer), Ethanol 99 % 0,5M,pH7,5)
= Mechanische Zerkleinerung mittels = Zelllyse: First-DNA all tissue kit (Gen-ial)
Kugelmuhle = Aufreinigung: PCI

aDNA-Quantifizierung

aDNA-Quantifizierung (QPCR)

I
I. Quantifiler® Human DNA Quantification Kit [I. PowerQuant® System
= Single-copy target System : = Multy-copy target System
|
I

= 8-Punkt-Standard = Inhibitorenkontrolle: IPC shift
= Degradationskontrolle: [Auto]/[D]

STR und SNP-Analyse

Haplogruppenspezifische STR-Analyse
SNP-Analyse 5
|. mtDNA | 1. Yehr, |. Autosomal |11 Yehr.
» 42 Hg-SNPs = 52 Hg-SNPs * Promega S5 | = PowerPlex® Y23
= Amplifikation: 1 Lo Amplifikation: 4 * 4 STR-Systeme !  System
|
|

Multiplexsystem Multiplexsysteme * AMG: Geschlecht L 23 STR-Systeme

Abbildung 3.2: Uberblick Arbeitsschritte.

Dargestellt sind die durchgefiihrten Arbeitschritte von Probenprédparation iiber aDNA-
Quantifizierung bis hin zur SNP und STR-Analyse. Fiir jede Etappe sind die genutzten Analyse-
systeme angegeben.

in eine Kugelmiihle gegeben. Mit einer Frequenz von 30 Einheiten/s wurde das Zahnmaterial
in 30 s Intervallen innerhalb dieses Arbeitsschrittes bearbeitet. Der Zerkleinerungsprozess
wurde zur Abkiihlung des Priparates wiederholt unterbrochen, um kiinstliche Degradationser-
scheinungen an der DNA zu vermeiden. Auf Grund kristalliner Strukturbesonderheiten sind
Zahne und auch Knochen schlechte Wérmeleiter, wodurch es bei der Bearbeitung des Materials
durch Reibung oder anderen Energieeintrag zu erhohten Temperaturen innerhalb des Materials
kommen kann (Adler et al., 2011).

3.2.3 Demineralisierung, aDNA-Extraktion und Aufreinigung

Das methodische Vorgehen und die Auswahl einer geeigneten Demineralisierungs- sowie DNA
Isolationstechnik erfolgte unter Beriicksichtigung eines vermutlich hohen Degradationsgrades
extrahierbarer DNA aus dem historischen Material. Nicht selten ist dazu mit einem Vorliegen
von Inhibitoren, insbesondere bei lang gelagertem Material, zu rechnen (Alaeddini et al.,
2010; Alaeddini, 2012; Boles et al., 1995; Putkonen et al., 2010). Um eine moglichst hohe
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DNA-Ausbeute und eine sensitive Methodik fiir die Entfernung moglicher PCR-Inhibitoren zu
erreichen, wurde zunéchst eine vollstindige high-volume Demineralisierung mit anschlielender
Zelllyse nach dem Protokoll aus dem First-DNA all tissue kit (Gen-ial) durchgefiihrt. Die
DNA-Isolation und Aufreinigung erfolgte nach der Methodik einer klassischen organischen
Phenol-Chloroform/ Isoamylalkohol (PCI) Isolation. Fiir die DNA-Extraktion aus historischen
Knochen bzw. Zahnen haben sich in den vergangenen zwei Dekaden drei Verfahren besonders
bewiéhrt: Phenol-Chloroform, silica-basierte Methoden und die Ultrafiltration (Loreille et al.,
2007; Hoff-Olsen et al., 1999; Hochmeister et al., 1991). Die Erfahrung mit einer organischen
Extraktionstechnik (z. B. PCI) hat gezeigt, dass bei 0. g. Material mit einem PMI > 100 Jahren
die Ausbeuten an aDNA relativ hoch sind. Weiterhin ist das resultierende Isolat {iber einen
langeren Zeitraum lagerungsfahig. Jedoch ist die Methode sehr zeitaufwendig und der Einsatz
von toxischen Substanzen erfordert entsprechende Vorsichtsmalfnahmen (Kochl et al., 2005).

Wiahrend der Dekalzifizierung wird das Hydroxylapatit der Zdhne aufgespalten und so-
mit endogene DNA freigelegt. Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) fungiert dabei als Kom-
plexbildner, das besonders stabile Chelatkomplexe mit zweifach geladenen Kationen, wie
Kalzium, eingehen kann (Scelza et al., 2003). Sowohl Kalzium-Ionen als auch der Komplex-
bildner EDTA koénnen als Inhibitoren wahrend der PCR wirken indem u. a. die Prozessivitét
der DNA-Polymerase beeintrachtigt wird. Aus diesem Grund ist die Aufeinanderfolge mehrerer
Waschschritte essentiell (Al-Soud und Radstrom, 2001). Die Zelllyse und Entfernung von Ver-
unreinigungen erfolgte mit im Kit enthaltenen Lysepuffern, der Verwendung von Proteinase K
und Dithiothreitol (DTT). Proteinase K denaturiert Proteine indem die Peptidbindungen an den
Proteinenden angegriffen werden. DTT wiederum zerstort die Proteinfaltung durch Reduktion
der strukturstabilisierenden Disulfidbriicken und dient ebenso zur Beseitigung von Proteinen.
Das Prinzip der PCI-Methodik basiert auf einer durch Phenol induzierten Phasentrennung
organischer und anorganischer Losungsbestandteile. Daneben wird eine Denaturierung von
Proteinen bewirkt. Die obere hydrophile Phase enthélt wasserlosliche Nukleinsduren (Kochl
et al., 2005; Hoff-Olsen et al., 1999). Eine zweite, organische Phase wird durch in der Losung
zuriickbleibendes Phenol und lipophile Substanzen gebildet. Denaturierte Proteine sammeln
sich durch hydrophile und hydrophobe Aminosédurereste in einer zwischen der organisch und
anorganisch befindlichen Intermedidrphase an. Chloroform bewirkt eine Stabilisierung der
Phasengrenzen, sodass einer Verunreinigung der Probe durch Phenol entgegengewirkt wird.
Zugesetztes Isoamylalkohol verhindert eine Schaumentwicklung in der organischen Phase
(Miilhardt, 2009). Nach einer Féallung der Nukleinsduren mit Ethanol und Natriumacetat wird
das erhaltene Prazipitat in TE-Puffer gelost und durch einen weiteren Schritt der Dialyse
von storenden Salzen gereinigt. Im praktischen Ablauf der Demineralisierung und Zelllyse
wurde jeweils die vollstindige Menge an resultierendem Zahnmehl (0,23 - 2,02 g) zuerst
in 50 mL Gefaf3e iiberfiihrt und anschliel3end in einem Zeitfenster von 12 h Abstdnden mit
jeweils 25 mL frischem EDTA (0,5 M; pH 7,5) iiberschichtet. Die Gefiaf3e wurden folgend im
Kiihlschrank in einem Uberkopfschiittler bei 4 °C bis zum niichsten EDTA Wechsel rotiert und
gelagert. Fiir einen EDTA-Wechsel wurde das Gemisch bei 4000 rpm 10 min zentrifugiert und
der entstandene Uberstand verworfen. Das Pellet wurde daraufhin erneut mit 25 mL EDTA
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iiberschichtet. Der Dekalzifizierungsprozess dauerte drei Tage. Beendet wurde der Prozess
durch Herauswaschen des Chelatkomplexes aus der Probe, indem das Pellet-EDTA-Gemisch
erneut zentrifugiert und der entstandene Uberstand verworfen wurde. Das erhaltene Pellet
wurde anschlielsend mit 30 mL Aqua dest. versetzt, aufgeschiittelt und erneut 10 min bei
4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde ebenfalls verworfen. Dieser Waschschritt wurde
insgesamt viermal durchgefiihrt. Das erhaltene Pellet wurde daraufhin mit dem All-tissue
DNA Kit weiter bearbeitet. Fiir die Lyse der Zellbestandteile wurde das Pellet mit 1000 uL des
Lysel-Puffers und 100 uL des Lyse2-Puffers aus dem Kit iiberschichtet. Des Weiteren wurden
25 ulL einer frisch hergestellten 1 M DTT-Losung und 50 uL Proteinase K hinzugegeben. Die-
ses Gemisch wurde daraufhin iiber Nacht bei 56 °C in einem Wasserbad mit eingeschalteter
Schiittelfunktion (90 rpm) inkubiert. Nach Zelllyse wurden zur Losung 750 uL Lyse3-Puffer pi-
pettiert. Anschlieend wurde die Probe leicht vermischt und gegebenenfalls durch entstandene
Schaumbildung kurz anzentrifugiert. Die Menge des entstandenen Lysats wurde gleichmél3ig
(jeweils 1 mL) auf 2 mL Reaktionsgefél3e pipettiert und bis zur Weiterbearbeitung bei —20°C
gelagert (GEN-IAL, 2000).

Fiir diese Arbeit wurde ein optimiertes Verfahren der organischen Phenol-Chloroformex-
traktion unter Berticksichtigung beschriebener Standardextraktionsprotokolle aus der Literatur
angewandt (Yang et al., 1998; Kolman und Tuross, 2000; Ambers et al., 2014). Die 1mL
Lysate wurden fiir die PCI mit ebenfalls 1 mL Phenol versetzt. Das Gemisch wurde per Hand
kurz durchmischt und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 15 min im Rotor inkubiert.
Anschlief8end erfolgte eine Zentrifugation fiir 15 min bei 3000 rpm. Die obere Phase des
Phasengemisches wurde in ein neues Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt und anschliefSend mit 500
uL Phenol und 500 uL Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v), versetzt. Dieses Gemisch
wurde ebenfalls erst mit der Hand kréftig und anschlielend weitere 15 min gleichmaf3ig bei
Raumtemperatur durchmischt. Nach der Durchmischung wurden die Proben 15 min lang
bei 3000 rpm zentrifugiert. Wieder wurde die oberste Phase abpipettiert und in ein neues
Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Dieser klaren Fliissigkeit wurde 1 mL Chloroform/Isoamylalkohol
hinzugegeben. Auch nach der Zugabe von 1 mL Chloroform/Isoamylalkohol wurde das Gemisch
erst per Hand und anschliefend 15 min per Rotor durchmischt. Ebenso fand auch nach diesem
Schritt eine Zentrifugation fiir 15 min bei 3000 rpm statt. Die noch geldste DNA wurde mittels
Ethanol prézipitiert. Dafiir wurde die oberste Phase in ein neues Reaktionsgefa3 tiberfiihrt und
sowohl mit 1 mL abs. Ethanol als auch 40 uL 5 M NacCl versetzt. Das entstandene homogene
Gemisch wurde 1 h bei —20°C inkubiert. Im darauf folgenden Schritt wurde die Probe 15
min bei 14000 rpm zentrifugiert. Die prézipitierte DNA sammelte sich in einem Pellet am
Boden des ReaktionsgefiRes. Der Uberstand wurde weitestgehend entfernt, so dass das Pellet
anschlie3end bei 37 °C getrocknet werden konnte. Das DNA-Pellet wurde anschliel3end in
50 uL TE-Puffer gelost und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Abschlief3end erfolgte eine Art
Dialyse zur weiteren Aufreinigung und Entsalzung. Dabei wurde das DNA-Isolat auf eine
semipermeable Membran gebracht, wodurch weitere PCR-Inhibitoren entfernt werden sollten.
Fiir diesen Schritt wurden Mini-Petrischalen zur Halfte mit TN-Puffer befiillt und dieser mit
einer semipermeablen Membran bedeckt. Die Proben wurden tropfenweise (jew. 25 uL) auf die
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Membran aufgebracht und fiir 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden die
Tropfen wieder aufgenommen und in ein neues Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt. Die Tropfenstellen
auf der Membran wurden mit 5 uL Aqua dest. gespiilt, so dass eine fast vollstindige Aufnahme
der DNA von der Membran gewihrleistet wurde. Das entstandene DNA-Isolat wurde bis zur
Weiterverwendung bei —20°C gelagert.

3.2.4 aDNA-Quantifizierung

Fiir die Bestimmung des mengenméligen Anteils extrahierter aDNA wurden zwei Systeme
beruhend auf dem Prinzip der quantitativen real-time PCR genutzt. Unterschiedliche System-
konfigurationen sollten vor diesem Hintergrund auf Eignung fiir die Quantifizierung potentiell
stark degradierter DNA gepriift werden. Umsténde wie degradationsbedingte Templatemodifi-
kationen und das Vorliegen von Inhibitoren bedingen die Anwendbarkeit von kommerziellen
Quantifizierungssystemen in der aDNA Analytik. Eingesetzt und gepriift wurde das gerade in
der forensische Routine haufig verwendete Quantiﬁler® Human DNA Quantification Kit (Life
TechnologiesTM, Carlsbad, Kalifornien, Vereinigte Staaten). Dieses beruht auf einer 5’-Nuklease
real-time Technologie (Biosystems, 2000; Green et al., 2005). Zum Einsatz kommen hier so-
wohl zwei targetspezifische PCR-Primer als auch TaqMan®-Sonden mit spezifisch markierten
Fluorochromen (Reporter und Quenchermolekiil). Zusétzlich zur 3’-Markierung ist die Sonde
an diesem Ende durch ein MGB-Molekiil chemisch modifiziert (Afonina et al., 1997). Eine
interne positive Kontrolle (IPC, engl. internal positive control) dient zur Inhibitionskontrolle.
Weiterhin wurde das PowerQuant® (Promega, Fitchburg, Madison, Vereinigte Staaten ) Kit
genutzt (Lee et al., 2014). Durch dieses multicopy-target System ist es moglich sowohl den
Anteil autosomaler als auch Y-Chromosomaler DNA zu bestimmen. Des Weiteren soll durch ein
als Degradationstarget bezeichnetes Fragment der Fragmentierungsgrad des DNA-Templates
bestimmt werden. In der folgenden Tabelle werden die Unterschiede zwischen beiden Systemen
detailliert aufgefiihrt (Tabelle 3.7).

Tabelle 3.7: Systemeigenschaften DNA-Quantifizierung nach Biosystems (2000); Prome-
ga (2015a).
Dargestellt sind systemspezifische Targets und zugehorige Grof3en.

Target Quantifiler Human® PowerQuant®
autosomal 62 bp 84 bp

Y-chr. - 81 bp und 136 bp
Degradation - 294 bp

IPC 79 bp 435 bp

Prinzip single-copy target multi-copy target

(8-Punkt-Standard) (4-Punkt-Standard)
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Tabelle 3.8: Reaktionsansatz DNA-Quantifizierung.

System Komponente Volumen/Reaktion
[uL]
Quantifiler Quantiﬁler® Primer Mix 10,5
Human® Quantiﬁler® PCR-Reaktions Mix 12,5
Probe/Standard/IPC 2
PowerQuant® PowerQuant® 2x Master Mix 10
PowerQuant® 20x Primer/Sonde/IPC 1
Mix
Probe
Amplifikationswasser

Die Reaktionsansatze erfolgten nach den Standardvorgaben (Tabelle 3.8). Zur Analyse bei-
der Systemansatze wurde das Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System verwendet.
Fiir die Auswertung der Ergebnisse stand dem Nutzer eine systemeigene SDS Oberfléche zur
Verfiigung. Des Weiteren besteht die Moglichkeit ein firmeneigenes Analysetool zur Vorberei-
tung der Prd- und Postamplifikation fiir die STR Analyse anhand der Quantifizierungsdaten zu
nutzen. Dabei handelt es sich um ein Excel-Datenblatt mit integrierten Makros. Mit diesem
konnen u. a. Quotienten zur Ermittlung von DNA-Mischungen bzw. der Degradationsgrad des
DNA-Templates berechnet werden.

3.2.5 Autosomale STR-Analyse

Zur genotypischen Geschlechtsbestimmung wurde das miniSTR-Kit Powerplex® S5 (Promega)
genutzt. Neben der Bestimmung des geschlechterspezifischen Markers Amelogenin wurde ein
Individualisierungsmuster anhand von vier STR-Systemen (D18S51, D8S1179, THO1, FGA)
bestimmt. In der Annahme, dass isolierte aDNA fragmentiert vorlag, sollte durch den Einsatz
dieses Systems u. a. die Qualitit der aDNA gepriift werden. In diesem Zusammenhang war es
ebenfalls notwendig die Reaktionsbedingungen fiir Pra- und Postamplifikation zu modifizieren
(Tabelle 3.9).
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Tabelle 3.9: Reaktionsbedingungen Pri- und Postamplifikation, PowerPlex® S5.

Praamplifikation Volumen/Reaktion uL
Amplifikationswasser -

PowerPlex® S5 Master Mix (5x) 5

PowerPlex® S5 Primer Pair Mix (10x) 2,5

Template-DNA (max. 150 pg) max.17,5

Reaktionsvolumen 25

Postamplifikation

Hi-Di " Formamid (Life TechnologiesTM) 10
Internal Lane Standard ILS 600 0,25
DNA/ Allelleiter 1

Reaktionsvolumen 11,25

Die max. einzusetzende aDNA-Menge richtete sich nach den Quantifizierungsergebnissen
und wurde standardisiert auf 150 pg festgelegt. Analog erfolgte bei sehr niedrigen Signalver-
héltnissen im Profil eine Erhohung der Zyklenzahl (max. 34 Zyklen). Nach der Amplifikation
erfolgte die Fragmentldngenanalyse auf dem Sequenzer ABI PRISM® 310 und die Analyse
der Ergebnisse mit der GeneMapper® ID Software 2.0 (PROMEGA CORPORATION 2012).
Die Amplifikation erfolgte nach dem Protokoll in Tabelle 3.10.

Tabelle 3.10: Amplifikationsprotokoll PowerPlex ® gs.

Temperatur [°C]  Zeitschritte Zyklenzahl
96 2 min

94 30s

60 120 s 32-34 Zyklen
72 90 s

60 45 min

4 o
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3.2.6 Y-chromosomale STR-Analyse

Die dargestellten Methoden fiir die Ychr. STR- und SNP Analysen wurden zur Unterstiitzung der
vorliegenden Zielstellung im Rahmen einer betreuten Masterarbeit (siehe Auflistung betreuter
Abschlussarbeiten) durchgefiihrt. Ergebnisse aus dieser Studie wurden 2015 gemeinsam
publiziert (Harthun et al., 2015).

Fiir eine Y-chromosomale Individualisierung wurde das PowerPlex® Y23 Kit (Promega)
verwendet. Auch an dieser Stelle wurden die Reaktionsbedingungen an das historische Material
angepasst (Tabelle 3.11). Die Fragmentldngenanalyse erfolgte auf dem Sequenzer ABI PRISM®
3130 unter Standardbedingungen. Eine Analyse der Ergebnisse erfolgte mit der GeneMapper®
ID Software 1.0.1. Unter Zuhilfenahme Ychr. Daten erfolgte weiterhin eine Beschreibung der
historischen Population durch Berechnung populationsspezifischer Variablen (Gendiversitit,
Haplodiversitét, Diskriminationskapazitit, Haplotypfrequenz und Allelfrequenz) (siehe Kapitel
4.4.2). Auf eine Haplogruppenbestimmung auf Basis der PPIY23 Ergebnisse wurde aufgrund
der Inkonsistenz der Marker gegeniiber Y-SNPs verzichtet. Die Amplifikation erfolgte nach dem
Protokoll in Tabelle 3.12.

Tabelle 3.11: Reaktionsbedingungen Pra- und Postamplifikation, PowerPlex® Y23.

Praamplifikation Volumen/Reaktion ul
Amplifikationswasser -

PowerPlexY23® Master Mix (5x) 5

PowerPlex® S5 Primer Pair Mix (10x) 2,5

Template-DNA (max. 150 pg) max. 17,5

Reaktionsvolumen 25

Postamplifikation

Hi-Di  Formamid (Thermo Fisher) 12
Internal Lane Standard ILS 500 0,5
DNA/ Allelleiter 1

Reaktionsvolumen 13,5
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Tabelle 3.12: Amplifikationsprotokoll PowerPlex® Y23.

Temperatur [°C] Zeitschritte Zyklenzahl
96 2 min

94 10s

61 60 s 32-34 Zyklen
72 30s

60 20 min

4 o

3.2.7 Y-SNPs: Auswahl, Primerdesign, Fokusierung, Multiplexanalyse

Die Moglichkeit simultan eine Vielzahl von SNPs in einem kurzen Zeitfenster zu detektieren
hat die mittlerweile etablierte Methodik einer SNaPshot-Minisequenzierung zu dem Mittel
der Wahl fiir eine zielgerichtete Haplogruppenklassifikation gemacht. Das Potential dieser
Herangehensweise im Feld Forensik und Populationsgenetik wurde in den letzten zwei Dekaden
durch die Publikation einer Reihe von Studien wie z. B. von ?Kohnemann et al. (2008); Grignani
et al. (2009); Nohira et al. (2010) bekannt gemacht. Verglichen mit anderen Verfahren, wie z. B.
Affymetrix, SNP-Plex und Illumina Sequenzierung werden nur geringe Mengen an DNA in der
PCR bendtigt. Die Erzeugung und folgende Auftrennung kurzer Amplifikate ist insbesondere
bei der Analyse stark degradierter DNA von Vorteil.

Y-SNP Auswahl

Fiir die Y-SNP-Analyse wurden insgesamt 52 Loci fiir eine Haplotypisierung und Haplogrup-
penbestimmung genutzt (Kohl et al., 2009; Wei et al., 2013). Das von Kohl et al. (2009)
eingesetzte System zur Haplogruppenklassifikation zweier afrikanischer Populationen beruhte
zum Grol3teil auf der Arbeit von Brion et al. (2004), in welcher bereits zwei der Multiplex-
systeme fiir eine Haplogruppenbestimmung hiufig frequentierter Haplogruppen in Europa,
etabliert wurden. Durch die Erweiterung dieses Systems um zehn Loci aus der Arbeit von
Wei et al. (2013) musste zunéchst eine Umstrukturierung des Ansatzes erfolgen, sodass ei-
ne Aufteilung der 52 Loci auf vier Multiplexsysteme notwendig wurde. Aus diesem Grund
mussten fiir die zehn neuen Y-SNPs sowohl PCR-Primer als auch die benétigten SBE-Primer
generiert werden. Die Typisierung mittels der vorgestellten Y-SNPs basierte auf dem Prinzip
eines allelspezifischen Primer-Extension-Assays (Sobrino et al., 2005). Hierfiir findet im ersten
Schritt des Assays eine Amplifikation spezifischer Sequenzbereiche des Y-Chromosoms mit
Hilfe von sequenzspezifischen Primern statt. Im Anschluss an die Amplifikation folgt eine
SBE-Reaktion, bei der sich unterschiedlich lange Oligonukleotidsequenzen spezifisch so an



3.2. METHODEN 53

amplifizierte DNA anlagern, dass der Strang eine Position vor dem SNP endet. Durch die
Einbau von einem einzelnen fluoreszenzmarkierten Oligonukleotid wird der SBE-Primer um
eine Position erweitert. In Form von unterschiedlich fluorenszenzmarkierten Nukleotiden ist
es moglich, positionsspezifische Unterschiede zu trennen. Die Auftrennung und Detektion
erfolgte abschliefSend mittels Kapillarelektrophorese.

Primerdesign

Das Design der Primersequenzen fiir die Multiplex-PCR und SBE-Reaktion erfolgte unter Be-
riicksichtigung empfohlener Parameter aus dem Protokoll nach Sanchez und Endicott (2006)
(Tabelle 3.13). Bendtigt wurden zunéchst alle Lokalisationsdaten bzw. Datenbankeintrége fiir
die ergénzten zehn Loci aus Wei et al. (2013), welche in der Y-Chromosome Haplotype Reference
Database (YHRD) ermittelt wurden. Mit Hilfe dieser Informationen und unter Beriicksichtigung
der positionsspezifischen Sequenzumgebung wurden PCR-Primer fiir die Multiplexreaktion
mit der Software Primer3 generiert (Untergasser et al., 2012; Koressaar und Remm, 2007).
Resultierende Sequenzen wurden zur Verifikation der Bindungsaffinitit gegen die Humanse-
quenz mit dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST ®) alignt. Das Design zugehoriger
SBE-Primer erfolgte {iber das Programm BatchPrimer3 (You et al., 2008). Entsprechende
Einstellungen wurden ebenfalls dem Protokoll von Sanchez und Endicott (2006) entnommen.
Lediglich die GC-Gehalte wichen davon ab. Weiterhin wurden alle Sequenzen auf Selbsthybri-
disierung, primer-dimer-Bindungen und auf die Ausbildungen von Sekundéarstrukturen mit
der Analysesoftware Autodimer gepriift (Vallone und Butler, 2004).

Zur Ermittlung signalspezifischer Fragmentlangen wurde vor der Multiplex-Analyse eine
Primerfokusreaktion fiir die neuen Sequenzen durchgefiihrt. Mit dieser Methodik kann die
ungefahre Primerlénge in Verbindung mit der jeweiligen fluoreszenzmarkierten Base (A, T, G
oder C) im Profil abgelesen werden. Hierzu wurde das SNaPshot® Primer Focus® Kit (Applied
Biosysterns®) verwendet. Der Reaktionsansatz erfolgte gemifd den Vorgaben im Protokoll.
Die anschlie3ende Kapillarelektrophorese wurde unter Standardbedingungen durchgefiihrt.
Eine Analyse der Ergebnisse erfolgte mit der GeneMapper® ID Software 2.0.

Tabelle 3.13: Eigenschaften der PCR- und SBE-Primer nach Sanchez und Endicott (2006).

Mutliplex-PCR Primer SBE-Primer

GC-Gehalt 35 - 60 % Linge (min.) 17 — 18 Nukleotide (Nt)

Theoretische Schmelztemperatur 55—65°C  Annealingtemperatur 50 — 60 °C
(Salzkonzentration von 180 mM)

Letzte Base (3’-Ende) G o. C
AmplifikatgréRe 60 — 120 bp
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Mutliplexanalyse

Vor dem Schritt einer Haplotypisierung mussten im Voraus diverse Vorversuche zur Etablierung
der Y-SNP Systeme unternommen werden. Da das Multiplexsystem nach Kohl et al. (2009)
als Ausgangspunkt gewihlt wurde, musste auf ein 52plex SNP-Ansatz verzichtet werden,
da Fragmentldngeniiberschneidungen mit den neuen SBE-Primern resultierten, sodass eine
Differenzierung der locispezifischen Signale nach der Kapillarelektrophorese nicht mehr mog-
lich war. Diverse Testamplifikationen fithrten zur einer finalen Aufteilung von insgesamt 52
Y-SNPs auf vier Systeme. Die Zusammensetzung der neuen Multiplexsysteme erschloss sich
aus dem vorhergegangen Primerdesign und der Beobachtung von Primer-Hybridisierungen,
die Artefakte in der anschlielenden Kapillarelektrophorese aufweisen kénnten. Des Weiteren
mussten die einzusetzenden Primerkonzentrationen fiir jedes Y-SNP System neu angepasst
werden, da die urspriinglich verwendeten Konzentrationen keine ausbalancierten Ergebnisse
innerhalb der Elektropherogramme zeigten. Die grof3ten SNP-Set’s (SNP-Set 1 und 2) enthalten
16 Loci. Das kleinste Set beinhaltet acht Loci. Die Loci M230 und M207 sind doppelt enthalten.
M207 wurde schon in den urspriinglichen Sets sowohl forward als auch reverse verwendet.
Die Aufteilung von M230, M269 in zwei Sets ist der schlechten Amplifizierbarkeit der Loci
geschuldet (Tabelle 3.14). Die finale Ausrichtung der Systeme erfolgte zu Beginn an einem
DNA-Isolat eines Skelettfundes mit einem PMI von ca. 50 — 60 Jahren. Die DNA-Isolation
erfolgte hierbei nach dem bereits beschriebenen Protokoll. Anschlieffend wurden die vier
Multiplexsysteme am historischen Skelettfund getestet.

Im Rahmen erster Vorversuche erfolgte eine Testung angewandter Reaktionsbedingungen
fiir die Mutliplex-PCR. Dafiir wurden zwei unterschiedliche Ansétze getestet. Zunéchst wurde
eine kommerziell erhdltliche Umgebungschemie fiir die erste Amplifikation gewahlt (Multiplex
PCR-Mastermix, Qiagen). Parallel dazu wurden Versuche unter empfohlenen Reaktionsbedin-
gungen nach Paneto et al. (2011) mit dem Ziel einer Verminderung unspezifischer Signale
im resultierenden SNP-Profil, vorgenommen (Tabelle 3.15). Das Vorgehen erlaubte dariiber
hinaus eine Priifung der Reproduzierbarkeit des spezifischen Profils.

Das Amplifikationsprotokoll nach Paneto et al. (2011) in Tabelle 3.16 konnte fiir die
Multiplex-PCR ohne Modifikationen eingesetzt werden.

Nach der Multiplex-PCR schloss sich eine erste enzymatische Aufreinigung des PCR-
Produktes an. Hierfiir wurde das PCR-Produkt mit 1 uL SAP und 0,4 uL Exol versetzt. Die
Reaktion erfolgte unter Standardbedingungen fiir 1 h bei 37 °C. Die Inaktivierung der Enzyme
wurde bei 75 °C fiir 15 min durchgefiihrt. Anschliefend wurden die Proben auf 4 °C herabge-
kiihlt. Fiir die darauffolgende SBE-Reaktion (SNaPshot-PCR) wurde ein neuer Reaktionsmix
erstellt (Tabelle 3.15). Fiir den SBE-Primer-Mastermix wurden die entsprechenden SBE-Primer
pro Set verwendet. Das Amplifikationsprotokoll wurde an dieser Stelle aus der Arbeit von Kohl
et al. (2009) entnommen (Tabelle 3.17).

Die zweite enzymatische Aufreinigung erfolgte mit 1 uL SAP ebenfalls unter Standardbe-
dingungen. Fiir die Postamplifikation wurden 9,0 L HiDiTM Formamid, 0,25 uL GeneScanTM-
120LIZ® Size Standard sowie 0,75 uL SNaPshot-PCR-Produkt eingesetzt. Der Reaktionsmix
wurde fiir 5 min auf 95 °C erhitzt und anschlieBend auf 4 °C gekiihlt. Die Fragmentldngen-
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Tabelle 3.14: Verwendete Primerkonzentrationen fiir Y-SNP Analyse.
Aufteilung aller 52 Loci in vier Systeme. Zusétzlich verweist die Tabelle auf eingesetzte End-
konzentrationen der PCR- und SBE-Primer.

System 1 PCR [uM] SBE [uM] System 2 PCR [uM] SBE [uM]
M174 0,05 0,2 M11 0,1 0,0125
M69 0,075 0,025 M170 0,1 0,025
P25 0,05 0,2 M201 0,2 0,0075
M38 0,05 0,5 M304 0,1 0,0375
M123 0,1 0,04 M207 0,4 0,0225
M35 0,1 0,2 M128 0,1 0,15
M216 0,05 2 P31 0,05 1

M17 0,05 0,1 M175 0,4 0,025
M173 0,8 0,012 M119 0,05 0,75
M96 0,05 0,25 P177 0,075 0,1
P224 0,075 0,0375 M122 0,1 1

M75 0,1 0,06 M343 0,075 0,025
SRY10831b 0,05 0,0075 M124 0,075 0,225
M81 0,1 0,1 M168 0,05 2

M9 0,8 0,075 P225 0,075 0,06
M33 0,05 0,125 M269 0,3 4
System 3 PCR [uM] SBE [uM] System 4 PCR [uM] SBE [uM]
M70 0,1 0,002 Tat 0,1 4

M2 0,05 0,015 M217 0,1 2
M145 0,075 0,4 M32 0,075 1
M214 0,05 0,08 P2 0,05 0,5
M231 0,2 0,4 M45 0,05 2
M242 0,2 0,01 M269 0,3 4
P125 0,075 1 M213 0,8 2
P143 0,05 0,05 M230 0,15 2

M42 0,08 0,0175

M181 0,1 1

M9I1 0,2 0,25

M207 0,1 1

M230 0,15 2

M215 0,3 4
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Tabelle 3.15: Reaktionschemie beider Ansatzvarianten nach Paneto et al. (2011).
Die angegebenen Reaktionsvolumina wurden im Testverlauf leicht modifiziert.

Mutliplex-Reaktionsmix

Volumen/Reaktion [uL]

Kommerzielle Variante:

Reaktionsvolumen: 15

Multiplex PCR-Mastermix (QIAGEN)
PCR-Primer-Mastermix
Template DNA

7,5
1,5
6

Variante nach Paneto et al. (2011):

Reaktionsvolumen: 15

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase

Bovine Serum Albumin (BSA) (20 mg/mL)
dNTP Mix (10 mM)

Amplifikationswasser

GeneAmp® 10x PCR Gold Buffer

MgCl2 Solution (25 mM)
Multiplex-PCR-Primer-Mastermix
Template-DNA

0,28
0,28
0,43
1,3

1,74
3,47
1,5

6-7

SBE-Reaktionsmix

Reaktionsvolumen: 7,5

SNaPshot Multiplex Mix (life Technologies)
SBE-Primer-Mastermix
Multiplex-PCR-Produkt

2,5
3,5
1,5

Tabelle 3.16: Amplifikationsprotokoll mod. nach Paneto et al. (2011).

Temperatur [°C] Zeitschritte Zyklenzahl
95 10 min

95 30s

55 45's 3 Zyklen
72 30s

95 30s

55 45 s (pro Zyklus 0,2 °C erhohen) 19 Zyklen
72 30s

95 30s

60 45 s 11 Zyklen
72 30s

72 7 min

-4 (%)
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Tabelle 3.17: Amplifikationsprotokoll SBE-Reaktion nach Kohl et al. (2009).

Temperatur [°C] Zeitschritte Zyklenzahl
96 10s

58 15s 25 Zyklen
60 30s

4°C 00

analyse der Amplifikate erfolgte auf dem 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) unter
Standardbedingungen (POP-4, 36 cm Kapillare). Eine Analyse der Ergebnisse erfolgte mit der
GeneMappelr® ID Software 2.0.

3.2.8 mtSNP-Analyse: Auswahl, Multiplexanalyse
mtSNP Auswahl

Das fiir die mitochondriale Haplogruppenklassifikation genutze Panel aus 42 mtSNPs wurde aus
der 2011 publizierten Arbeit von Paneto et al. (2011) entnommen. Das Alleinstellungsmerkmal
in der Anwendbarkeit des Systems besteht in der Klassifizierung gemischter Abstammungslinien.
Analysiert wurden im Rahmen dieser Studie 160 Brasilianer. Eine mehr als drei Jahrhunderte
andauernde Kolonialzeit, in der Personen verschiedenster Herkunft nach Brasilien migrierten,
fiihrte zu einer ethnischen Vielfalt des heutigen Staates. Aus diesem Grund ist das System zur
Analyse von mutmalf3lich unterschiedlichen ethnischen Linien angemessen. Weiterhin ist die
vorgesehene Amplifikation aller Loci in lediglich einem einzigen Multiplexansatz, sowohl im
Schritt der ersten PCR als auch in der SBE-Reaktion, von Vorteil (Paneto et al., 2011).

Das System erwies sich fiir die zielgebundene Haplogruppenklassifikation in dieser Arbeit
als besonders geeignet, da mit den Loci die wichtigsten mitochondrialen Hauptabstammungsli-
nien und in Verbindung stehende Subgruppen untersucht werden kénnen. Eine hochauflésende
Unterteilung hochfrequenter européischer Sublinien mit den gewéhlten SNPs machte es wei-
terhin moglich die dritte und vierte Hypothese (Kapitel 2) fiir die gegenstindige historische
Population zu untersuchen.

Primerfokusreaktion

Analog zur Lauflangeniiberpriifung der SBE-Primer fiir die Y-SNP Analyse wurde fiir die zum
Einsatz kommenden mtSNP SBE-Primer ebenfalls eine Primerfokusreaktion durchgefiihrt.
Hierzu wurde das SNaPshot® Primer Focus® Kit (Applied Biosystems®) verwendet. Der
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Reaktionsansatz erfolgte ebenfalls geméald den Vorgaben im Protokoll. Die anschliel3ende
Kapillarelektrophorese wurde unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Eine Analyse der
Ergebnisse erfolgte mit der GeneMapper® ID Software 2.0.

Mutliplexanalyse

Die Typisierung ausgewahlter mtSNPs erfolgte ebenfalls nach dem Prinzip eines SNaPshot-
Assays. Mit der vereinfachten Moglichkeit eines Multiplex Ansatzes sollte eine Zeitersparnis
in der Haplotypisierung erreicht werden. Auch hier erfolgte jedoch zunéchst die Testung auf
Anwendbarkeit beider bereits vorgestellter Ansétze. Jedes probenspezifische Profil wurde somit
ebenfalls durch duplizierte PCR-Schritte bestatigt. Zuerst erfolgten mehrere Testamplifikatio-
nen mit der kommerziellen Multiplex-Chemie. Erste Versuche mit einem einzelnen Ansatz
fithrten zu einer Reihe von unspezifischen Signalen und Fehlinterpretationen im Profil (Tabelle
3.18). Aus diesem Grund war es notwendig das gesamte Panel auf zwei Multiplexsysteme
mit jeweils 21 Loci fiir diesen Zweck aufzuteilen. Eine Einteilung in entsprechende Systeme

Tabelle 3.18: Reaktionschemie beider Ansatzvarianten.

Multiplex-PCR Volumen/Reaktion [uL]
Kommerzielle Variante: Reaktionsvolumen: 12,5
Multiplex PCR-Mastermix (QIAGEN) 6,5
PCR-Primer-Mastermix 3

Template DNA 3

Variante nach Paneto et al. (2011): Reaktionsvolumen: 12,5
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase 0,2

Bovine Serum Albumin (BSA) (20 mg/mL) 0,2

dNTPs (2,5 mM) 1,25

GeneAmp® 10x PCR Gold Buffer 1,25

MgCI2 Solution (50 mM) 1,25
Multiplex-PCR-Primer-Mastermix 4,35

Template-DNA 4

SBE-Reaktionsmix Reaktionsvolumen: 8
SNaPshot Multiplex Mix (life Technologies) 2,5
SBE-Primer-Mastermix 4

Multiplex-PCR-Produkt 1,5
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Tabelle 3.19: Amplifikationsprotokoll Multiplex-PCR nach Paneto et al. (2011).

Temperatur [°C]  Zeitschritte Zyklenzahl
95 10 min

95 30s

55 45 s 3 Zyklen
72 30s

95 30s

55 45 s (pro Zyklus 0,2 °C erhohen) 19 Zyklen
72 30s

95 30s

60 45s 11 Zyklen
72 30s

72 7 min

—4°C 00

erfolgte unter Betrachtung der Fragmentldngen, sodass eine deutliche Trennung der Signale
im Elektropherohgramm ungehindert méglich war. Beim Einsatz der Reaktionsbedingungen,
welche aus der Arbeit von Paneto et al. (2011) im néchsten Schritt {ibernommen wurden,
gelang es alle 42 Loci in einem Ansatz zu amplifizieren (Tabelle 3.18). Deshalb wurde dieser
Ansatz zur Typisierung beibehalten.

Alle in dieser Arbeit aufgefithrten Primersequenzen, Konzentrationen und Amplifikations-
bedingungen wurden mit dem Ziel einer Haplotypisierung und folgenden Haplogruppenklassi-
fikation iibertragen. Eingesetzte Mutliplex- und SBE-Primer wurden erneut vor dem Einsatz
im Assay auf primer-dimer Bindungen und Selbsthybridisierung mit dem Programm Autodimer
gepriift (Vallone und Butler, 2004). Die Ausgangskonzentration fiir jeden Primer nach der Syn-
these lag bei 50 uM. Diese wurde nachfolgend fiir die Zielkonzentration im Reaktionsansatz
entsprechend angepasst. Des Weiteren erfolgte eine Uberpriifung der Bindungsspezifitit und
des korrekten Allel callings mit der rCRS (NC_012920). Resultierende Amplifikatgrof3en lagen
nach der ersten PCR im Bereich von 55 — 196 bp. Die Amplifikationen erfolgten nach den in
der Publikation von Paneto et al. (2011) aufgefiihrten Bedingungen, wie in Tabelle 3.19 und
3.20 gezeigt.

An die Multiplex-PCR und SBE-Reaktion schloss sich jeweils eine enzymatische Aufreini-
gung des PCR-Produktes an. Nach der ersten PCR wurde dem PCR-Produkt 1 uL SAP und
0,4 uL Exol zugegeben. Die Reaktion erfolgte unter Standardbedingungen fiir 1 h bei 37°C.
Die Inaktivierung der Enzyme wurde bei 75 °C fiir 15 min durchgefiihrt. Im Anschluss an die
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Tabelle 3.20: Amplifikationsprotokoll SBE-Reaktion nach Paneto et al. (2011).

Temperatur [°C] Zeitschritte Zyklenzahl
96 10s

55 5s 25 Zyklen
60 30s

—4°C 00

SBE-Reaktion wurde dem Produkt jeweils 1,25 uL SAP zugegeben. Anschlieend wurden
die Proben auf 4°C herabgekiihlt. Die Postamplifikation und Vorbereitungen fiir die Frag-
mentlingenanalyse auf dem 310 Genetic Analyzer (Applied Biosysterns®) wurden analog
den Reaktionsbedingungen der Y-SNP Analyse durchgefiihrt. Eine Ergebnisanalyse erfolgte
ebenfalls mit der GeneMapper® ID Software 2.0.

3.2.9 Haplotypisierung und Haplogruppenklassifizierung
mtSNP Analyse

Das Klassifikationssystem - bestehend aus 42 Loci - ermoglicht eine Gruppierung von insgesamt
45 Haplogruppen (inkl. 15 Makrohaplogruppen). Mit Hilfe des vorgestellten Klassifikations-
konzeptes nach Paneto et al. (2011) war es zunédchst moglich die bestimmbaren Hauptlinien
und den Anteil detektierbarer Subgruppen zu sichten (Abbildung 3.3).

Eine Haplogruppenklassifikation anhand entsprechender Profile erfolgte automatisiert
mit dem Programm Haplogrep (v.2) (Kloss-Brandstétter et al., 2011). Entsprechende Sco-
ringfunktionen, mit denen eine Hg-Einordnung bei Haplogrep erfolgt, wurden hinterfragt
und probenspezifisch bewertet. Die web Applikation basiert auf dem Klassifikationsbaum
Phylotree (van Oven und Kayser, 2009). Durch stetige Aktualisierungen des Baumes werden
damit auch neue Klassifikatoren (mtSNPs) in die Wichtung des Ergebnisses einbezogen. Fiir die
Ableitung des Haplotypen wurde zunéchst fiir jede Probe das vollstandige Panel eingesetzt. Im
Nachgang galt es sog. Keyloci fiir den vorliegenden Datensatz zu extrahieren. Dies hatte eine
Minimierung des Ausgangssets bis zum minimalen Markerumfang zur finalen Hg-Einordnung
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Abbildung 3.3: Klassifikationsbaum nach Paneto et al. (2011).

Der Klassifikationsbaum vereint alle 42 Loci zur Detektion von 45 Haplogruppen. Der Startpunkt
wurde an dieser Stelle unabhéngig von rCRS gewdhlt und ist somit als ,nicht-Phylogenie-
erhaltend” zu betrachten. Diese Variante der Darstellung dient lediglich der Veranschaulichung
generischer Makrohaplogruppen und zugehoriger Subgruppen.
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ohne Informationsverlust zum Ziel, um sowohl Kosten als auch Zeit zu sparen. Die Ermittlung
des minimalen Haplotypen fiir das angewandte Klassifikationssystem erfolgte nach folgendem
Vorgehen:

1) Bestimmung der Haplogruppe mit Haplogrep unter Hinzunahme aller 42 Loci

2) Extraktion der von Haplogrep genutzen Keyloci aus dem Phylotree der untersuchten
Population

3) Bestimmung der Haplogruppen mit Haplogrep (v.2) unter Hinzunahme der Keyloci

4) Erweiterung der Menge an Keyloci bis die Unterschiede zwischen Schritt eins und drei
eliminiert sind

Aus dem Datenset wurden zudem Informationen iiber die Diversitit ermittelter Haplotypen
und Haplogruppen sowie Frequenzen anzestraler und Mutationsevents pro untersuchtem Lokus
mittels dem Programm Arlequin (v. 3.5.2.2) gewonnen (Excoffier und Lischer, 2010). Im An-
schluss wurde der Zusammenhang zwischen ermitteltem Haplotypen und der Eingruppierung
in eine Haplogruppe bewertet.

Y-SNP Analyse

Mit den in dieser Arbeit vorgestellten Y-SNPs ist es moglich 42 Haplogruppen unter Einbe-
ziehung des verdffentlichten Haplogruppenbaumes der The International Society of Genetic
Genealogy (ISOGG) (http://www.isogg.org/, v. 9.01, 2014) zu klassifizieren. Beriicksichtigt
wurde dabei, dass alle Hauptéste bzw. Makrohaplogruppen A bis S mit Hilfe festgelegter
Loci représentiert werden (Abbildung 3.4). Auf Grund der systematischen Ergdnzungen und
Korrekturen durch die ISOGG erfolgte auch eine Modifikation der Systematik, die in der Arbeit
von Kohl et al. (2009) vorgestellt wurde. Die Haplogruppenbestimmung fand {iber das Morley
Y-DNA Project statt, mit dem eine Zuordnung von Haplotypen zu Haplogruppen auf Basis von
Y-SNPs moglich ist (Morley, 2013).
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Abbildung 3.4: Monophyletischer Klassifikationsbaum.
Der dargestellte Klassifikationsbaum (Parsimonie) vereinigt alle Makrohaplogruppen A bis S
und zugehorige Subgruppen, die mit dem vorgestellten Y-SNP Set detektiert werden konnen.






Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 aDNA-Quantifizierung

Zur Bestimmung des mengenméRigen Anteils extrahierter DNA wurden, wie in Kapitel 3.2.4
beschrieben, zwei Quanitifzierungssysteme eingesetzt. Das Ziel dieser Vergleichsreihe bestand
in der Priifung der Anwendbarkeit beider Systeme durch unterschiedliche Systemkonfigura-
tionen im Bereich der aDNA-Quantifizierung und Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf eine
anschlieBende Downstream STR Analytik. Dariiberhinaus erfolgte eine Verlésslichkeitspriifung
fiir die Indikation moglicher PCR Inhibitoren und der DNA-Degradation. In der Folgenden
Ergebniszusammenfassung werden diese vergleichend fiir beide Systeme gegeniibergestellt.

Jedes aDNA-Isolat wurde jeweils einer einmaligen Quantifizierung mit beiden Systemen
(Quantiﬁler® und PowerQuant®) unterzogen. Mit Hilfe des Quantiﬁler® Systems wurden
Ergebnisse von 0,001 - 0,15 ng/uL erhalten. Fiir 26 % der Proben konnte kein Ergebnis ermit-
telt werden. Hingegen konnte mit dem PowerQuant® Kit fiir jede Probe ein Ergebnis erzielt
werden. Hierbei lagen die ermittelten Konzentrationen im Bereich von 0,001 — 0,35 ng/uL
(Abbildung 4.1).

Aussagen hinsichtlich einer moglichen Degradation des DNA-Templates konnen lediglich
mit dem PowerQuant® System abgeleitet werden. Mit einem zusétzlich zum autosomalen
Target enthaltenen 294 bp langem Target, soll es moglich werden Degradation in Form des Frag-
mentierungsgrades zu beurteilen. Hierzu wird ein Degradationsindex (Cpay¢01/C[p], Schwell-
wert > 2) berechnet und beurteilt. Fiir den Probenumfang wurden Degradationsindizes von
2,02 — 87,54 ermittelt. Zur Beurteilung der Aussagekraft dieser Quotienten wurden resul-
tierende probenspezifische miniSTR-Profile (S5) mit dem Auftreten degradationsbedingter
Phanomene (Lokus dropouts) ausgewertet und mit zugehorigen Degradationsindizes korreliert.
Im Falle einer miniSTR-Analyse mittels S5 Kit, konnte fiir 54 Proben mit einem Degradations-
index > 2 ein vollstdndiges Profil erstellt werden (Abbildung 4.2). In drei Proben wurde ein
Lokus dropout in drei von vier Systemen verzeichnet.

Neben der Moglichkeit den Degradationsgrad des jeweiligen DNA-Templates zu bestimmen,
ist es mit Hilfe des PowerQuant® moglich die Présenz von inhibitorischen Substanzen, die
folgende PCR-Schritte hemmen konnen, mittels dem IPC-Target zu detektieren. Hierfiir wurde

65
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Abbildung 4.1: Vergleich ermittelter Konzentrationen.

In der durch Boxplots préasentierten Zusammenfassung der jeweiligen Quantifizierungsergeb-
nisse lassen sich die Unterschiede in der Verteilung ermittelter DNA-Konzentrationen erkennen.
Die Streuung um den Median ist beim PowerQuant® Kit mit 0,0137 (Q1) und 0,0484 (Q3)
grofder als beim Quantiﬁler® Human mit 0,003 (Q1) und 0,014 (Q3). Die Minima unterschei-
den sich mit 0,001 und 0,0009 kaum voneinander. Eine deutliche Trennung hingegen ist bei
den Maximalwerten zu erkennen. Der p-Wert (einseitiger t-test) liegt bei < 0,01.

Anzahl an Lokus drop outs
(PowerPlex® S5)
N
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Abbildung 4.2: Auto/D-Index vs. Lokus dropout.

Zahlen und Farbcode reprasentieren die Anzahl der Proben in der jeweiligen Indexklasse
(x-Achse). Auf der y-Achse aufgetragen ist die absolute Anzahl detektierter Lokus dropouts. In
die Darstellung wurden 77 der 82 Zahnproben einbezogen. Zu erkennen ist, dass fiir einen
Grolsteil der Proben mit einem Index > 2 ein vollstindiges S5-Profil generiert werden konnte.
Fiir den Probenanteil, welche in der Grafik im Intervall von 90 bis 100 liegen, konnte kein Index
bestimmt werden (20 Proben). Jedoch resultierte fiir diese ein vollstindiges miniSTR-Profil.
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ein 435 bp langes Fragment integriert. Dieses Target wurde synthetisch hergestellt und hat
somit bei idealen Bedingungen immer den gleichen Ct-Wert (20). Mit der Berechnung eines
Quotienten aus theoretischem und ermitteltem Ct-Wert der Probe kann ein sog. IPC-Shift
zur Inhibitionskontrolle genutzt werden. Liegt diese Verschiebung iiber dem empfohlenen
Schwellwert (0,3), ist laut Hersteller mit Inhibition zu rechnen. Fiir die Interpretation der
resultierenden IPC-Shifts wurde auch hier das zugehorige miniSTR-Profil gegeniibergestellt,
da es durch eine Polymerasehemmung ebenfalls zu Lokus dropouts kommen kann. Anhand der
Resultate liel3 sich erkennen, dass lediglich zwo6lf Proben einen IPC-Shift > 0,3 aufwiesen. 50
% der Proben mit einem IPC-Shift > 0,3 weisen Lokus dropouts in den Profilen auf, dagegen
sind es bei den Proben mit einem kleineren IPC-Shift nur 26 %.

4.2 Molekulargenetische Geschlechtstypisierung

Die molekulargenetische Bestimmung des Geschlechts der Individuen erfolgte vorrangig iiber
den geschlechtsspezifischen Marker Amelogenin, welcher Bestandteil des PowerPlex® S5
Systems ist. Fiir 39 von 82 Zahnproben konnte ein weibliches Geschlecht iiber AMEL identi-
fiziert werden. Bei Vorliegen von intaktem Zahnmaterial aus Ober- und Unterkiefer fiir jede
Listennummer pro Skelett wurde jeweils eine Doppelbestimmung zum Geschlecht durchge-
fiihrt. 31 Proben konnten anhand der Elektropherogramme aus der Fragmentldngenanalyse
als eindeutig ménnlich klassifiziert werden. 12 Proben konnten jedoch aufgrund von einer
geringen Signalintensitit gegeniiber dem X-Peak oder durch Lokus dropout nicht direkt be-
stimmt werden. Zur Verifizierung der im S5 bestimmten méannlichen Individuen und derer,
welche tiiber dieses Vorgehen zunéchst keinem Geschlecht zugeordnet werden konnten, wurde
eine Ychr. Analyse (Powerplex® Y23) angeschlossen (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Aufschliissselung der Probenanzahl fiir molekulargenetische Gechlechts-
bestimmung nach Harthun et al. (2015).

Aufgliederung des Probenumfangs nach den Resultaten aus der molekulargenetischen Bestim-
mung des Geschlechts und der Y-chromosomalen Analyse.
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Mit Hilfe der im Anschluss an die S5-Typisierung erfolgten Ychr. Analyse (PowerPlex® Y23
Kit) konnten nach Auswertung der Profile 18 von 43 unsicheren S5-Profilen als sicher mannlich
bestimmt werden. Unter Beriicksichtigung von Signalstirken < 100 RFU und deutlichen
degradationsbedingten Erscheinungen in Systemen mit Fragmentldngen > 250 bp: DYS19,
DYS438, DYS437, DYS392, DYS643, DYS456 und YGATAH4, konnten von zu Beginn 27
von 43 méannlichen PPIY23-Profilen neun Profile von anschlief3enden Ychr. STR-Analysen
ausgeschlossen werden.

4.3 Mitochondriale Analysen

4.3.1 mtSNP Analyse und Haplogruppenklassifikation
Primerfokusreaktion

Zur Ermittlung allelspezifischer Signale im Elektropherogramm wurde die Laufldnge jedes
Lokus-abhédngigen SBE-Primers durch eine Primerfokusreaktion bestimmt. Hierfiir wurden
die SBE-Primer um eine fluoreszenzmarkierte Base (A, T, G oder C) verlangert. Dabei konnte
fiir jeden SBE-Primer allelspezifische Positionen ermittelt werden. Bei dem Vergleich der zu
erwartenden Positionen mit den praktisch im Elektropherogramm abgelesenen Signalen zeigten
sich Lingenverschiebungen von zwei bis max. 4 bp. Mit der Ausnahme der Loci R-A1736G
und C7028T erschwerten diese Verschiebungen die Auswertung iibriger Positionen nicht.

Multiplexanalyse

Die im Voraus durchgefiihrte Kontrolle der eingesetzten Primersequenzen auf Selbsthybridisie-
rung (Autodimer) oder der Ausbildung von Sekundarstrukturen verlief negativ. Es wurden
keine Sequenzanomalien, die eine spiatere mtSNP-Analyse storen konnten festgestellt. Auch
die Uberpriifung der Primerbindungsspezifitit, welche iiber einen BLAST-Lauf durchgefiihrt
wurde, zeigte keine unspezifischen Bindungen. Fiir eine mtSNP-Analyse wurden 59 Proben
analysiert. Die Testung der Reaktionsbedingungen fiir die Multiplexanalyse, einschliel3lich
der Adaption von Primerkonzentrationen, wurden analog zur Ychr. SNP Analyse an einer
Testprobe (Zahnmaterial, PMI: 50 - 60 Y) durchgefiihrt und spéter auf den Probensatz iiber-
tragen. Zur Priifung auf Eignung erwédhnter Reaktionsbedingungen (kommerzielle Variante
und Reaktionsmix nach Paneto et al. (2011)) fiir beide PCR-Schritte, wurde zunéchst versucht
42 mtSNPs in einem Ansatz zu amplifizieren. Bei diesem Vorhaben und unter Applikation der
Reaktionsbedingungen des kommerziellen Kits (siehe Tabelle 3.18) traten haufig unspezifische
Signale im Bereich von 30 — 50 bp im resultierenden Profil auf. Des Weiteren war die Mehrzahl
der Profile mit einer unruhigen Baseline mit Ausschldgen > 50 RFU gekennzeichnet, was
die Trennung von locispezifischen und schwachen Signalen behinderte. Daraufhin wurde
das gesamte Set auf zwei Multiplexreihen mit jeweils 21 mtSNPs aufgeteilt, um eine bessere
Profilqualitét bei Verwendung der kommerziellen Chemie zu erreichen. Dabei wurde darauf
geachtet, dass eine mogliche Fragmentldngeniiberschneidung bei Aufteilung der Loci durch
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Abbildung 4.4: 42-mtSNP Profil.

Das dargestellte Elektropherogramm beinhaltet die SNP-Informationen eines probenspezifi-
schen Haplotypen, bestehend aus 41 Loci. Nicht dargestellt werden konnte der Lokus 7028.
In diesem Fall war auch bei Auftrennung der Kanile kein spezifisches Signal zu erkennen.
Lediglich im Bereich von 20 — 26 bp sind schwach ausgeprigte, unspezifische Signalver-
ldufe zu erkennen, die {iber Fragmentldngeninformationen vom tatsédchlichen Profilverlauf
ausgeschlossen werden konnten.

Berticksichtigung eines Mindestabstandes von drei bp vermieden wurde. Unspezifische Si-
gnale konnten bei diesem Schritt jedoch nicht reduziert werden. Schliel3lich erfolgte eine
Zusammenlegung beider Multiplexsysteme mit dem Ziel sowohl Zeit als auch Kosten zu sparen.
Hierfiir wurden die Reaktionsbedingungen nach Paneto et al. (2011) eingesetzt. Hier zeigte
sich eine deutliche Verbesserung der Amplifikationsergebnisse gegentiber der kommerziellen
Chemie. In den tiberwiegenden Fillen gelang es 42 Loci im resultierenden Profil darzustellen
und auszuwerten. Schwierigkeiten bei der Ergebnisinterpretation ergaben sich nur fiir die
Loci R-A1736G und C7028T. Bei auftretenden Varianten T-1736 und 7028-T konnte anhand
der Lauflangen und Signalstiarke oft nur die anzestrale Form fiir den SNP T-1736 eindeutig
bestatigt werden. Der Polymorphismus 7028-T konnte im iiberwiegenden Fall aufgrund von
Signalstdrken < 200 RFU nur durch die Einzelbetrachtung des roten Farbkanales beurteilt und
erkannt werden. Auch durch Anderungen der entsprechenden Konzentration des SBE-Primers
konnten keine Verbesserungen erzielt werden. Fiir die Kombination T-1736 und C-7028 war es
wiederum moglich allelspezifische Signale durch zugehoérige Lauflangen deutlich im Profil zu
identifizieren (Abbildung 4.4). Fiir 26 Proben konnte ein vollstdndiger Haplotyp - bestehend
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aus 42 mtSNPs - ermittelt werden. Bei Betrachtung des vollstindigen Datensatzes wurden
ein bis max. fiinf Lokus dropouts in einem Profil verzeichnet. Am haufigsten wurde dieses
Phianomen an den Positionen G1719A, A1811G, A2706G und T16519C deutlich.

Haplogruppenklassifikation

Die Einordnung resultierender Haplotypen in Haplogruppen erfolgte mit der Web-basierten
Applikation Haplogrep (v.2) (Kloss-Brandstétter et al., 2011). In der untersuchten Populati-
on wurden 25 unterschiedliche Haplogruppen klassifiziert. Am héufigsten traten hierbei die
H-Subline H7a und weiterhin die Hg U2b auf. Die Makrohaplogruppe H, einschlieBlich ihrer
Sublininen, hat in der Population einen Anteil von 26 % (Abbildung 4.5). Die Hg-Klassifikation
wurde im ersten Durchlauf unter Einbeziehung der Position 16519 durchgefiihrt. Im zweiten
Klassifikationslauf wurde dieser Mutationshotspot ausgeschlossen. Der Haplogruppengruppen-
status und zugehorige Scores dnderten sich hierbei durch Beriicksichtigung der Wertung von
Mutationshotspots in der Scoringfunktion nicht.
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Abbildung 4.5: Haplogruppenverteilung.

Dargestellt ist die resultierende Hg-Verteilung fiir die historische Population basierend auf 42
mtSNPs. Deutlich wird der Anteil an der Makrohaplogruppe H und U, einschlieBlich zugehdriger
Sublinien.
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Jede Klassifikation wird dabei mit einem Score bewertet, welcher die Qualitit des resul-
tierenden Haplogruppenstatus, anhand von gefundenen haplogruppenspezifischen Varianten
im Haplotyp, angibt. Die Berechnung ist der Gleichung 4.1 zu entnehmen (Kloss-Brandstatter
et al., 2011).
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Die Gruppierung verlduft nach einem Ranking, nach dem die Haplogruppe mit dem hochs-
ten Score als tatsdchlich angenommen wird. Ermittelte Scores fiir die durchgefiihrte populati-
onsbezogene Hg-Klassifikation lagen zwischen 0,5 und 1 (Abbildung 4.6), wobei eine Probe ein
mutationsfreies Profil aufwies und in die Hg H2a2al (rCRS) Kklassifiziert wurde. Diese wurde fiir
die Score-Analyse ausgeschlossen. In der Verteilung ist zu erkennen, dass die Hg-Klassifikation
auf Grundlage der jeweiligen Haplotypen fiir 44 % des Datensatzes mit einem Score > 0,9
bewertet wurde. Das bedeutet, dass die Hg-Zuordnung beziiglich der probenzugehérigen und
annotierten Hg spezifischen Polymorphismen in der Phylogenie als verlédsslich angenommen
werden kann. 43 % der Proben erhielten einen Score > 0,8. Daran wird gezeigt, dass die
Hg-Zuordnung genau ist, allerdings Sequenzinformationen fehlen kénnen oder detektierte
Polymorphismen nicht fiir die Zuordnung genutzt wurden. Ein geringer Anteil von 13 % der
analysierten Haplotypen erhielt einen Score < 0,8, was darauf hinweist das die Hg-Zuordnung
aufgrund fehlender Sequenzinformationen oder von bisher nicht bekannten Hg unzuverlassig
ist. Zur Erklarung von Scores < 0,8 wurden die detektierten Haplotypen unter Beriicksichtigung
0. g. SNP-bezogener Einflussfaktoren auf das Ranking untersucht.

Bezogen auf das zum Einsatz kommende SNP Set konnten drei davon als ausschlaggebend
fiir einen Score < 0,8 identifiziert werden. Darunter die haplogruppenspezifischen Polymorphis-
men 2706G und 1811G (spezifisch fiir H* und Sublinien von U*), die in den entsprechenden
Haplotypen nicht detektiert wurden. Zum anderen der als lokale private Mutation gekennzeich-
nete Polymorphismus 1719A, der im Datensatz deutlich iiberreprasentiert ist (siehe Abbildung
4.7). In den meisten Fillen stand dieser Polymorphismus in keinem Zusammenhang mit der
zugeordneten Hg. Der entsprechende Hg-Status konnte jedoch durch weitere Hg-spezifische
Polymorphismen bestétigt werden.
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Abbildung 4.6: Bewertung Hg-Zuordnung.

Dargestellt ist die Bewertung der Haplogruppengruppenzuordnung fiir jede Probe anhand
resultierender Haplogrep-Scores. Aus dem urspriinglichen Probenumfang (59 Proben) wurde
eine Probe aufgrund des anzestralen Haplotypstatus nicht mit einbezogen. Die farbliche
Hinterlegung der Balken entspricht den Intervallen so wie diese in den Bewertungsrichtlinien
der Scores bei Haplogrep vordefiniert sind (griin > 0,9; orange > 0,8; rot < 0,8). Die Mehrzahl
der Klassifikationen wurde mit einem Score > 0,9 bewertet.

4.3.2 Statistische Auswertung

Aus den ermittelten Haplotypen, bestehend aus 42 mtSNPs, wurden weiteren statistische
Variablen zur Beschreibung des Datensatzes extrahiert. Im Datensatz untersucht wurden:
Haplotypdiversitit, Haplogruppendiversitit, Allelfrequenzen anzestraler Varianten und Muta-
tionen. Alle Haplotypstatistiken wurden mit Arlequin (v. 3.5.2.2) erstellt.

Haplotypdiversitat

Aus dem Datensatz wurden 31 verschiedene Haplotypen ermittelt. Die Haplotypdiversitat
(HD) betragt fiir den gesamten Datensatz 0,9404. Die Berechnung der Haplotypdiversitit
erfolgte nach folgender Berechnungsvorschrift (Gleichung 4.2).

N
HD=——[1-) x? 4.2
T Z (4.2)

x; relative Haufigkeit jedes Haplotyps in der Population
N Anzahl der Individuen in der Population
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Haplogruppendiversitét

Aus den 31 Haplotypen resultierten 25 verschiedene Haplogruppen. Die Haplogruppendi-
versitat betrdgt demnach 0,9293. Die Berechnung erfolgte analog der Vorschrift 4.2. Eine
Haufigkeitsverteilung fiir die populationsspezifischen Haplogruppen ist in Tabelle 4.1 zu er-
kennen.

Tabelle 4.1: Verteilung resultierender Hg fiir die Population.
In der Tabelle ist die absolute Anzahl N und die relative Haufigkeit fiir jede klassifizierte
Haplogruppe im Datensatz zu erkennen.

Haplogruppe Anzahl relative Haufigkeit
H1 1 0,0169
Hlaulb 4 0,0678
H2a2al 1 0,0169
H3 2 0,0339
Hé6a 1 0,0169
H7a 6 0,1017
HV 2 0,0339
I5b 1 0,0169
J 1 0,0169
Jlc 1 0,0169
J1c3c 1 0,0169
Klal7a 3 0,0508
Kla4alb2 1 0,0169
K2a 2 0,0339
N 1 0,0169
N1'5 3 0,0508
Nlalb 1 0,0169
R21 4 0,0678
T 2 0,0339
T2 4 0,0678
U 1 0,0169
U2b 13 0,2203
U6a3a2a 1 0,0169
w 1 0,0169

X2b'd 1 0,01694
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Abbildung 4.7: Allelfrequenzen.

Die Abbildung zeigt berechnete relative Frequenzwerte (Y-Achse) fiir anzestrale Allele und
Mutationen fiir jeden untersuchten mtSNP Lokus (X-Achse). Hellgraue Balken zeigen anzestrale
Varianten an. Detektierte Mutationen am jeweiligen Lokus werden mit einem griinen Balken
verdeutlicht. Dunkelgraue Balken beziehen sich auf Lokus dropouts.

Allelfrequenzen anzestraler Varianten und Mutationen

Im Rahmen der Charakterisierung des Datensatzes wurde ein Uberblick iiber die Frequenz
von Mutationsereignissen untersuchter mtSNPs in der untersuchten Stichprobe erstellt. Hohe
Mutationsraten wurden fiir die Varianten: 1719-A, 7028-T, 14766-T und 16516-C festgestellt.
Verglichen hierzu konnte fiir jede analysierte Probe an den Postionen: 769, 2416, 4580, 4883,
5004, 5442, 6365, 6392, 7055, 7256, 8281, 9066, 10400, 10873, 12858, 13263, 15904 die
jeweilige anzestrale Form detektiert werden (Abbildung 4.7).

4.3.3 minimaler Haplotyp

Die Ableitung eines minimalen Haplotypen erfolgte mit dem Ziel das Ausgangsset, bestehend
aus 42 Loci, bis zur minimal notwendigen Information fiir eine Hg-Klassifikation zu verringern.
Dies implizierte, neben einer beabsichtigten Analyse aller SNPs in einem Ansatz, eine Kosten-
und Zeitersparnis im Analyseverlauf. Bezogen auf das methodische Vorgehen kénnte dadurch
eine Verminderung der mtSNP Ausgangsanzahl zu eindeutigeren Ergebnissen fithren und
das Maf? an unspezifischen Signalverlaufen verringert werden. Dabei ist zu bemerken, dass
sich die durchgefiihrte Minimierung anhand der Ergebnisse aus der populationsbezogenen
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Hg-Klassifikation ausrichtet. Durch sukzessive Extraktion notwendiger Klassifikatoren wurden
ausgehend von der Gesamtanzahl (42 Postionen) 26 SNPs als sog. Keyloci extrahiert, die fiir
eine Gruppierung in die jeweilig resultierende Hg notwendig waren. Bei der Klassifikation mit
Hilfe extrahierter Keyloci dnderte sich der probenspezifische Score nicht. Die Klassifikatoren
2706-G und 1811-G traten im probenspezifischen Haplotyp, welcher in die Linien U2b und
Kla4alb2 gruppiert wurde, nicht auf. Jedoch werden diese im Bewertungsprozess bei Haplo-
grep als haplogruppenspezifisch angegeben. Das Ergebnis ist i. Allg. von zwei wesentlichen
Faktoren abhéngig. Zum einen vom gewéhlten Klassifikationsalgorithmus und der damit im
Zusammenhang stehenden Ergebnisbewertung und zum anderen von der urspriinglichen SNP-
Auswahl. Der publizierte Klassifikationsbaum nach Paneto et al. (2011) wurde daraufhin unter
Einbindung der 26 Keyloci neu strukturiert (Abbildung 4.8). Im Vergleich zum publizierten
Klassifikationsbaum, der als Orientierung fiir die Einordnung resultierender Haplotypen dient,
wird an wenigen Stellen der Hg-Klassifikation (z. B. 3915-A [H6a], 16362-C [H6], 15607-G +
8697-A + 709-A [T]) deutlich, dass fiir die Eingruppierung zum einen mehr Loci notwendig
gewesen sind und diese zum anderen anders gewichtet wurden als bei Paneto et al. (2011).
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Abbildung 4.8: Klassifikationsbaum minimaler Haplotyp.

Der dargestellte Phyolotree fiir die untersuchte Population wurde auf Grundlage der Informatio-
nen aus dem generierten minimalen Haploytp (26 Keyloci) erstellt. In die Darstellung wurden
die 25 Klassifizierten Hg, einschlieBlich spezifischer Sublinien fiir die Population, einbezogen.
Ausnahme bildet die L3-Linie, da diese mit zugehorigen Subgruppen nicht in der Population
vorkamen. Wichtige Makrohaplogruppen sind mit einem (*) markiert. Die Klassifikatoren
2706-G und 1811-G wurden mit einem (@) hervorgehoben. Proben, welche in die resultieren-
den Haplogruppen U2b oder Kla4alb2 klassifiziert wurden enthielten diese Varianten nicht
im Haplotyp. Allerdings werden diese, im Rahmen des Bewertungsschemas, als spezifisch fiir
die jeweilige Hg angesehen. Diese Form der Darstellung eines Klassifikationsbaumes wird an
dieser Stelle als phylogenieerhaltend beschrieben, da hier eine Klassifikation ausgehend von
der rCRS mit der anzestralen Hg H2a2al (gestrichelter Rahmen) erfolgt.
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4.4 Y-chromosomale Analysen

Die Ergebnisse fiir die Ychr. STR- und SNP Analysen wurden unterstiitzend im Rahmen einer
Masterarbeit (2014) zur Umsetzung der hier aufgefiihrten Zielstellung, gemeinsam erhoben.
Teilergebnisse aus dieser Arbeit wurden 2015 gemeinsam publiziert (Harthun et al., 2015).

4.4.1 Y-SNP-Analyse und Haplogruppenklassifikation
Primerdesign

Fiir die panelergdnzenden zehn Y-SNPs aus Wei et al. (2013) erfolgte zunichst, wie bereits in
Kapitel 3.2.7 beschrieben, ein Design notwendiger Primersequenzen fiir die Multiplex-PCR
und SBE-Reaktion unter Beriicksichtigung der Empfehlungen aus dem Protokoll nach Sanchez
und Endicott (2006) (Tabelle 3.13). Die Ergebnisse hierzu sind der folgenden tabellarischen
Auflistung zu entnehmen (Tabelle 4.2).

Primerfokusreaktion

Zur Ermittlung allelspezifischer Signale im Elektropherogramm, wurde die Lauflédnge jedes
Lokus abhéngigen SBE-Primers durch eine Primerfokus Reaktion im Singleplexverfahren be-
stimmt. Hierfiir wurden die SBE-Primer um eine fluoreszenzmarkierte Base (A, T, G oder C)
verldngert. Die Ergebnisse zeigen zum einen keine lingenspezifischen Signaliiberschneidungen.
Alle Signale waren im Abstand von zwei bis max sechs bp gut voneinander zu trennen. Zum
anderen wurden, unter Beriicksichtigung einer matrix- und systemabhéngigen Fragmentldngen-
analyse, Unterschiede zwischen theoretischer Lange und des Signals im Elektropherogramm fiir
jeden verldngerten SBE-Primer, erkannt. Hierbei wurden tolerierbare Langenverschiebungen
im Bereich von zwei bis max. 9 bp (M174) deutlich.

Multiplexanalyse

Bevor eine Multiplexanalyse am Studienmaterial durchgefiihrt werden konnte, erfolgte eine
Reihe von Vorversuchen zur Validierung der vier Systeme anhand der beschriebenen Testprobe
(Zahnmaterial, PMI: 50 - 60 Y). Zunédchst wurde gepriift, ob es moglich ist unter dem Einsatz
beschriebener Amplifikationsumgebungen alle 52 YSNPs in einem Ansatz zu amplifizieren.
Innerhalb erster Vorversuche wurde schnell deutlich, dass eine Auftrennung in die vorgesehene
4plex-Variante notwendig war. Dies zeigte sich sowohl im Auftreten einer Reihe von unspezifi-
schen Peaks im Elektropherogramm als auch durch dropout vereinzelter Loci. Daraufhin folgte
ein sukzessiver Aufbau des Vorgehens bis hin zur 4plex-Variante. In diesem Zusammenhang
erfolgte eine stetige Anpassung der finalen Primerkonzentrationen an das Systemdesign. Im
zweiten Versuchsaufbau wurden die drei Systeme aus Kohl et al. (2009) in der bereits aufge-
fiihrten Systemeinteilung getestet. An dieser Stelle zeigten sich ebenfalls sog. Artefakte, welche
durch das Auftreten von unspezifischen Signalen gekennzeichnet waren. Diese konnten jedoch
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Tabelle 4.2: Ergebnis Primerdesign fiir Loci nach Wei et al. (2013).

Die Tabelle beinhaltet das Ergebnis zum Primerdesign, welche mittels der Anwendungen Primer3 und Batchprimer3 fiir die zehn Loci aus Wei
et al. (2013) erstellt wurden. Zusétzlich sind Schmelztemperatur und GC-Gehalt angegeben. Die Orientierungen zu den jeweiligen Sequenzen
ist mit ,F“ (Forward) oder ,R“ (Reverse) angegeben. Der 5’-Uberhang in den Sequenzen zur Lingenunterscheidung der Fragmente ist kursiv
hervorgehoben. Der SBE-Primer zum Lokus M32 wurde manuell designt.

YSNP Primersequenz Fwd u. Ty, GC SBE-Primer (5’ - 3’) Ty GC
Rev (5’ - 37) [°cl  [%] [°Cl  [%]

M69 F-tcaggaggctgtttacactc 59,8 50,0 F-gaggctgtttacactcctgaaa 58,51 45,45
R-ccccttagetcetectgtttt 59,8 50,0

P224  F-tcagaaatgagtgtgacatct 57,55 38,1 R-tctctcaactgactaaactaggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaagtggtttcagtcageaggg 60,3 55
R-aggtgacgaggtgtaatgtc 59,88 50,0

M32 F-tcataggctgagacaagatc 56,89 45,0 F-tctctctctetetctctcaactgactaaactaggtgccacgtcgtgaaagtctgacaagatetgtteactttatctea 54 35
R-tccttacaatgggagtcactc 59,71 47,62

P177  F-caccatgccaggccaaaa 61,45 55,56 F-tcaactgactaaactaggtgccacgtcgtgaaagtctgacaatgaaaaaatactcagattee 58,7 30
R-gggtctacttctgaggaatca 59,15 47,62

M343 F-gccaccctagecttttaaat 58,63 45,0 R-tctctctetcaactgactaaactaggtgcecacgtegtgaaagtcetgacaaccecacatatctecaggtgt 59,65 55
R-acctttgtectettgetett 59,65 45,0

M124 F-acaccagaatctaacaaagca 58,39 38,1  F-tctctctctctctcaactgactaaactaggtgecacgtcgtgaaagtctgacaatatggggggaacagggaagt 62,71 55
R-caaagttgaggttgcacaaa 58,09 40,0

P225  F-aatgctgctgtcaatgttgg 60,17 45,0 F-tctctctctetctetctctcaactgactaaactaggtgecacgtcgtgaaagtctgacaataataagcaacatgaagetacg 55,15 36,36
R-aatagaccgtaaagagcget 59,66 45,0

M269 F-acttcttttgtgtgecttetg 59,87 50,0 F-ctctetctetctctetctetctcaactgactaaactaggtgecacgtegtgaaagtctgacaaggaatgatcagggtttggttaat 60,3 39,13
R-acttcttttgtgtgceettetg 59,86 42,86

P125 F-aagggtcaactacatgcaca 60,02 45,0 R-tctaggtgccacgtcgtgaaagtctgacaagagtggaaatgtgaatttat 58,33 30

R-ctcagtgagtggaaatgtga 57,92 45,0
M215 F-acttgctgcattaagacaaact 59,77 36,36 F-ctctctctctctetctctctetctctcaactgactaaactaggtgecacgtcgtgaaagtctgacaaacttgetgeattaagacaaactg 58,21 43,48
R-ggaacaactgcgagcaaata 59,60 45,0
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von allelspezifischen Signalen eindeutig getrennt werden. Hauptproblem bildeten nicht zu
detektierende Y-SNPs, weshalb eine erneute Aufteilung von nicht repoduzierbaren Loci (M230,
M269) in andere Systeme durchgefithrt werden musste.

AbschlieSend erfolgte die Einteilung auf vier Systeme mit 52 Loci. Hier fanden sich in den
Systemen eins, zwei und vier unspezifische Signale, die sich jedoch auch von allelspezifischen
sondieren liefen (Abbildung 4.9). Eine deutliche Verminderung dieser unspezifischen Signale
erfolgte bei Verwendung der adaptierten Reaktionsbedingungen nach Paneto et al. (2011).
Gerdte spezifische Artefakte im roten, blauen und schwarzen Farbkanal schwankten je nach
Durchlauf stark in ihrer Intensitdt und konnten anhand des speziellen Verlaufes ebenfalls klar
abgegrenzt werden. Nach den Vorversuchen erfolgte die gezielte YSNP-Analyse am Studienma-
terial durch Einsatz der 4plex-Variante. Analysiert wurden 43 Zahnproben (siehe Abbildung
4.3). Von dieser Anzahl konnte von 13 Individuen eine Doppelbestimmung anhand von Zahn-
material aus Ober- und Unterkiefer durchgefiihrt werden. Bei der restlichen Anzahl konnte
aufgrund des Vorliegens von entweder Ober- oder Unterkieferbesatz lediglich eine einfache
Bestimmung durchgefiihrt werden. Mit Hilfe der Y-SNP Haplotypen sollte im Anschluss der
Haplogruppenstatus festgestellt werden. Die Y-SNPs M123, M168 und M230 lieRen sich in
nahezu jeder Probe entweder gar nicht oder nur schlecht amplifizieren. Vorwiegend konnte
der Haplotyp bei gut auswertbaren Profilen aus 48 Loci erstellt werden. Fiir 23 Proben konnte
kein Y-SNP Haplotyp ermittelt werden (Abbildung 4.9). Neben der Bestimmung der Y-SNP
Haplotypen gelang es bereits erlangte Ergebnisse aus der genotypischen Geschlechtsbestim-
mung mittels AMEL (S5 Kit, Promega) zu verifizieren. An dieser Stelle konnten 19 Individuen
(18 mannl. durch S5, AMEL), im Hinblick auf die genotypische Geschlechtsbestimmung, als
eindeutig méannlich klassifiziert werden.

Haplogruppenklassifikation

Grundlage fiir eine gezielte Haplogruppenklassifikation nach Morley Y-DNA Project bildeten
auswertbare 20 Haplotypen von 16 Individuen. Die Datenanalyse der erhaltenen Informationen
belief sich ausschlief3lich auf die Haplogruppenzuordnung. Eine Individualisierung auf Basis
von SNPs wird erst ab einer Verwendung von 50-60 Loci empfohlen, was auf den geringeren
Informationsgehalt (geringe Mutationsraten, Bottleneck Effekt) dieser Marker zuriickzufithren
ist. Von einer Individualisierung auf Basis ermittelter Haplotyen wurde abgesehen, da durch
einen regelméfig zu beobachteten Lokus dropout mehrerer Positionen haufig nur 48 Loci
bestimmt werden konnten. Die iiber Morley Y-DNA Project ermittelten Ergebnisse berufen sich
dabei auf die Haplogruppe mit der hochsten Wahrscheinlichkeit. Klassifiziert wurden i. Allg.
die Haplogruppen CF und BT sowie drei Makrohaplogruppen I, R, K einschlieBlich zugehoriger
Sublinien R1 und R1b fiir die Population. Die Verteilung der Haplogruppen iiber die Population
zeigt, dass mehrheitlich die Makrohaplogruppen I und R in der Population vertreten sind
(Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.9: 4plex Y-SNP Profil.

Dargestellt ist das Ergebnis aus der Fragmentldngenanalyse einer Probe. Die Analyse der
52 Loci erfolgte in vier Multiplexsystemen. Der resultierende Haplotyp wird an dieser Stelle
durch 48 signalpositive Loci erklart. Die YSNPs M207 (System 2+3), M230 (System 3+4),
M269 (System 2+4) wurden jeweils in mehreren Systemen zur Erhéhung der Signalintensitét
reproduziert. Rote Pfeile markieren erwéhnte systemspezifische Artefakte, die jedoch unter
Zuhilfenahme von Ergebnissen aus der Fokusreaktion ausgeschlossen werden konnten.
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Haplogruppenverteilung mittels Y-SNPs
ml =R mR1 =R1b uK «CF «BT

Abbildung 4.10: Ermittelte Hg-Verteilung auf Basis ermittelter Y-SNP Haplotypen.
Dargestellt ist die resultierende Hg-Verteilung fiir die historische Population auf Basis ermittelter
Y-SNP Haplotypen. Zugrunde liegen 16 Individuen, fiir welche ein Haplotyp ermittelt werden
konnte. Dabei wurden zwei Makrohaplogruppen I und R sowie zwei Superhaplogruppen CF
und BT Kklassifiziert. Anhand der anzestralen Varianten in Form der Superhaplogruppen CF
und BT ist eine genaue Zuordnung zu Makrohaplogruppen nicht méglich.

4.4.2 Statistische Auswertung Ychr. STR-Analyse

Die biostatistische Auswertung erhaltener Ychr. Haplotypen (PP1Y23) hatte zum Ziel bedeut-
same populationsgenetische KenngroRen fiir die Population zu beschreiben. Grundlage fiir
eine Erhebung der statistischen Variablen bildete in diesem Fall die Annahme, dass keine
Verwandtschaft zwischen den untersuchten ménnlichen Individuen vorliegt. Hierfiir erfolgten
Berechnungen zu folgenden Variablen: Gendiversitat (GD), Haplotypdiversitdt (HD), Diskri-
minationskapazitdt (DC), Haplotypfrequenz (HF) und Allelfrequenz (AF). Ebenso wurden
Aussagen tiber einen Unique Haplotype (UH) im Datensatz getroffen.

Aufgrund degradationsbedingter Phdnomene in den Profilen, mussten im Voraus Rahmen-
bedingungen fiir die Berechnungen festgelegt werden, damit ein Vergleich der gewonnenen
Daten mit dem Referenzdatensatz der YHRD gewiéhrleistet werden konnte. Diese Rahmen-
bedingungen involvierten den Ausschluss hdufig von Lokus dropout betroffenen Y-STR Sys-
temen. Dadurch reduzierte sich die Anzahl von urspriinglich 23 analysierten Systemen auf
16 Systeme mit Fragmentldngen < 300 bp (DYS576, DYS3891, DYS448, DYS3891l, DYS391,
DYS481, DYS549, DYS533, DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS393, DYS458, DYS385a
und DYS385b) um die zugrundeliegende Qualitit des DNA-Templates zu beriicksichtigen sowie
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einen Informationsverlust von Beginn an aus der Berechnung auszuschlie3en (Butler, 2011).
Eine weitere Eingrenzung implizierte die Auswahl jener Profile mit max. drei Lokus dropout
Ereignissen, sodass unter Beriicksichtigung der Auswahlkriterien jede analysierte Probe einen
minimalen Haplotypen von 13 Y-STR Systemen aufwies. Das bedeutete die Minimierung von
urspriinglich 18 PPIY23-Profilen auf 12, die anhand der o. g. Kriterien in die biostatistischen
Berechnungen einbezogen werden konnten. Alle Berechnungen wurden mit Hilfe eines er-
stellten Java-Skriptes, anhand folgender Gleichungen durchgefiihrt (siehe Gleichungen 4.3 -
4.7):

Allelfrequenz

Zur Bestimmung der Allelfrequenz p,r eines untersuchten Y-STR Lokus wird die Haufigkeit
eines detektierten Allels pro STR Lokus Xi, durch die Gesamtanzahl aller in der Population
auftretenden Allelvarianten des STR Lokus Ni, dividiert (Gleichung 4.3). Die hochste Frequenz
konnte fiir das Allel 10 (rel. Frequenz = 0,75) im Lokus DYS391 bestimmt werden.

_ Xiy

= Ni, 4.3)

Par

par Allelfrequenz p
Xi, gemessene Allelhdufigkeit am STR Lokus i
Ni, Gesamtanzahl aller auftretenden Allelvarianten am STR Lokus i

Gendiversitit

Diese Variable beschreibt die genetische Vielfalt eines Y-STR Lokus und l&asst sich anhand
ermittelter Allelfrequenzen AF; fiir jeden zugehdrigen Lokus p; berechnen (Gleichung 4.4).

_ n(1- X AF?)

GD = oD 4.4)

GD Gendiversitat am Lokus p;

AF; Ermittelte Allelfrequenzen am Lokus p;

In Tabelle 4.3 sind die Diversitit ermittelter Allele (AD) mit deren absolutem Auftreten und
der daraus resultierenden Gendiversitiat (GD) fiir jeden YSTR Lokus aufgefiihrt. Die Variable
Gendiversitét beschreibt in diesem Zusammenhang die genetische Vielfalt bezogen auf den
untersuchten Lokus. Je hoher die GD, desto hoher auch die entsprechende Allelvariation am
Lokus. Die hochste Diversitat wurde fiir das System DYS750 (GD = 0,967) und die geringste
fir DYS393 (GD = 0) ermittelt.
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Haplotypfrequenz

Die Haplotypfrequenz HF beschreibt das Vorkommen eines bestimmten Haplotypen X
in der untersuchten Population bezogen auf die Gesamtheit ermittelter Haplotypen Ny
(Gleichung 4.5).

XHT

(4.5)
Ny

Pur =

puyF populationsspezifische Haplotypfrequenz
Xyr ausgewdhlter Haplotyp
Nyt Gesamtheit der Haplotypen

Fiir die untersuchte Population (n = 12) wurden 12 einzigartige (unique) Haplotypen
ermittelt. Die Frequenz betragt laut Berechnungsvorschrift 0,083. Zieht man die Méglichkeit
in Betracht, dass aufgrund erhaltener PPIY23 Profile zwei Individuen zu einer Patrillinie
gehoren und damit den gleichen Haplotyp besitzen, so ldsst sich fiir diesen Haplotypen eine
Frequenz von 0,12 errechnen. Alle weiteren populationsspezifischen Haplotypen wiirden

Tabelle 4.3: Ermittelte Alleldiversitit (AD) und Gendiversitit (GD).

Y-STR Lokus AD GD
DYS576 4 0,870
DYS3891 3 0.778
DYS448 2 0,889
DYS38911 3 0,926
DYS391 2 0,750
DYS481 4 0,833
DYS549 4 0,903
DYS533 2 0,938
DYS570 6 0,967
DYS635 3 0,917
DYS390 4 0,764
DYS439 2 0,854
DYS393 1 0
DYS458 5 0,903
DYS385a/b 4 0,928
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unter Beriicksichtigung dessen mit einer Frequenz von 0,06 auftreten. Da die hier vorgestellte
Aussage mit Unsicherheiten behaftet ist, wurden nachfolgende Berechnungen nur auf Basis
der ersten angenommenen Hypothese getétigt.

Haplotypdiversitat

Die Berechnung der Haplotypdiversitéit (Gleichung 4.6) beruht auf den Frequenzdaten hin-
sichtlich ermittelter Haplotypen (Gleichung 4.5). Da alle Haplotypen fiir diese Berechnung
als einzigartig (unique) angenommen wurden und Frequenzen sich gleichméfig iiber die
Population verteilen ergibt sich daraus eine Haplotypdiversitdt mit dem Wert 1.

_n(1-XHF?)

HD = D (4.6)

HD Haplotypdiversitit
HF Haplotypfrequenz

Diskriminationskapazitét

Die Diskriminationskapazitit errechnet sich aus der Anzahl der verschiedenen Haplotypen Cy;r
und der Probenanzahl n (Gleichung 4.7). Bezogen auf die Diversitit ermittelter Haplotypen und
unter Beriicksichtigung o. g. Einschrankungen fiir den zugrundeliegenden Datensatz entspricht
die Diskriminationskapazitdt dem Wert 1. Dadurch ist jeder Haplotyp einzigartig im Datensatz
vertreten. Bei der ergdnzend vorgenommenen Betrachtung des minimalen Haplotypen (MHT),
der sich aus einem Format bestehend aus acht Y-STR Systemen (DYS19, DYS3891, DYS389II,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385) zusammensetzt, enstprich die DC und HD
ebenfalls dem Wert 1.

C
DC = —’;T 4.7)

DC  Diskriminationskapazitét
Cyr Anzahl unterschiedlicher Haplotypen
n Probenzahl
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Haplotyprecherche mittels YHRD

Die Verwendung des MHT fiir die Haplotyprecherche lasst sich durch das Vorhandensein
einer umfangreichen Datenbasis auf der YHRD (160 693 Haplotypen, release: 18.03.2016)
begriinden. Mit der Moglichkeit weitere Metainformationen beziiglich hinterlegter popu-
lationsspezifischer Ychr. Daten fiir einen spezifischen Haplotypen zu erhalten, wurde eine
datenbankgestiitzte Recherche fiir die untersuchte Population durchgefiihrt. Hierbei wurden
Hinweise auf die Klassifizierung eines ermittelten populationsspezifischen MHT in einer moder-
nen Abstammungslinie (ancestry information) ermittelt. Uber hinterlegte Y-SNP Daten konnen
dartiiber hinaus Haplogruppeninformationen {iber den assozierten Y-STR Haplotypen gewon-
nen werden (Tabelle 4.4). Mit Hilfe dieser Ergebnisse konnen ergdnzend zu den Ergebnissen
aus der Haplogruppenklassifikation mittels den Y-SNPs weitere Abstammungsinformationen
erhalten werden. Dabei zeigt sich das die Mehrheit der Haplotypen den Haplogruppen I und
R zugeteilt werden. Diese Ergebnisse sind jedoch, anders als die mit dem Y-SNP erzeugten
Daten zur Hg-Klassifikation, unter Vorbehalt zu betrachten, da es sich hier um Vergleichsdaten
(basierend auf Ychr. STR-Daten) handelt und nicht um den aus der Probe generierten Y-SNP
Haplotypen.

Tabelle 4.4: Metainformationen (YHRD) ermittelter MHT nach Harthun et al. (2015).
Anzahl analysierter Proben und zugehorige Datenbanktreffer der Suche mit dem MHT. Die
Haplogruppenklassifikation basiert auf in der Datenbank hinterlegter ancestry information,
welche populationsspezifische Daten reprédsentieren (Haplogruppe und Metapopulation mit
dem hochsten Vorkommen).

Proben Nr. Match YHRD (MHT) Hg Metapopulation

1 128 I Uralic-Yukaghir

2 2313 R1 Eastern European
3 532 I(1) Austronesian

4 1002 I(1) Western European
5 286 R1b Western European
6 1002 I(1) Western European
7 1602 R1  Western European
8 798 I(1) Austronesian

9 798 I(1) Austronesian

10 1487 R1  Western European
11 66 I(1) Afro-American

12 798 I(1) Austronesian







Kapitel 5

Diskussion

5.1 Bewertung des aDNA Workflows

Bezugnehmend auf die erste Hypothese (siehe Kapitel 2) erfolgt eine Bewertung und Diskussion
der methodischen Herangehensweise, ausgehend von der mechanischen Aufarbeitung, iiber die
aDNA-Extraktion und folgender Etappen der Quantifizierung und STR-Analyse. Dabei sollte die
Eignung der erprobten methodischen Abldufe fiir die aDNA-Analyse sowohl fiir die forensische
Fallarbeit als auch fiir dhnliche Forschungsarbeiten hinterfragt und eingeschitzt werden (siehe
5.2). Ein enorm wichtiger Einflussfaktor ist die Wahl einer geeigneten DNA-Extraktionstechnik
(Loreille et al., 2007). Die Erfahrung hierzu hat gezeigt, dass das Gleichgewicht nicht ausschliel3-
lich auf der Seite der Extraktionstechnik liegt. Bereits vor dem Schritt der DNA-Extraktion
bedingen eine Reihe von Einflussfaktoren die Qualitét des resultierenden Extraktes, die unbe-
dingt berticksichtigt werden miissen. Dazu zihlen zunéchst der eigentliche Feingewebsbau und
die zum Zeitpunkt vorliegende Beschaffenheit des Untersuchungsmaterials. Die vorgestellte
Reihenfolge nach Alt et al. (2014) in der préferenziellen Wahl des osteologischen Materials, hat
sich in dieser Arbeit bezogen auf Zahnmaterial, bestatigt. In einer vorangegangenen Testphase
am Gorziger Skelettmaterial zeigte sich, dass DNA-Ausbeuten aus eingesetzten Knochenre-
gionen verglichen mit Zahnmaterial weitaus geringer waren. Zu 15 Skeletten wurden neben
Zéhnen auch jeweils Fragmente von Humerus und Femur aufgearbeitet und DNA extrahiert.
Dabei konnte fiir lediglich zwei Humeri-Fragmente ein Quantifizierungsergebnis im Bereich
von 0,008 — 0,009 ng/uL ermittelt werden (Quantiﬁler® Human). Auch fiir DNA-Extrakte
aus den Femora konnten nur drei Quantifizierungsergebnisse bis max. 0,021 ng/uL erhalten
werden. Mit Ausnahme eines Probenanteils von 26 % (von insgesamt 82 Zahnproben), fiir
die kein Ergebnis mit dem Human Quantiﬁler® ermittelt werden konnte, resultierten fiir die
iibrigen Proben DNA- Konzentrationen von 0,001 - 0,15 ng/uL. Von fiinf Skeletten wurde in
der Testphase eine miniSTR-Analyse (PowerPlex® S5) der Extrakte aus Femora und Hume-
ri angeschlossen. Hier zeigte sich deutlich, dass ein Quantifizierungsergebniss nicht immer
richtungsweisend fiir die Qualitat der STR-Profile ist. Fiir eine Femur-Probe, bei der keine
DNA-Konzentration bestimmt wurde, konnte z. B. ein vollstdndiges S5-Typisierungsmuster
erstellt werden. Allerdings mit einer Erhohung der Standardzyklenzahl auf 34 Zyklen in der

87



88 KAPITEL 5. DISKUSSION

PCR. Fiir die restlichen DNA-Extrakte aus den Knochen konnten nur Teilprofile im Fragment-
langenbereich < 250 bp und mit RFU < 300 erhalten werden. Fiir zwei aus zehn analysierten
DNA-Extrakten resultierte kein Profil. Bei Betrachtung von ausschlie3lich Knochenregionen,
Zahnmaterial ausgeschlossen, konnte somit eine strikte Rangordnung nach Alt et al. (2014)
oder Mundorff und Davoren (2014) nicht bestétigt werden. Dies zeigt ebenfalls, dass eine
alleinige Beurteilung des Knochenfeinbaus wie in MacHugh et al. (2000) dargestellt, nicht
ausreicht, um eine Korrelation mit moglichen DNA-Ausbeuten herzustellen. Ahnlich verhilt es
sich mit der Korrelation von PMI mit dem DNA-Erhalt in biologischen Geweben. Auch hier
besteht in den meisten Fillen kein eindeutiger Zusammenhang (Herrmann und Henke, 1999).
Nur die Einbindung und Beurteilung weiterer Eckdaten, wie z. B. der Erhaltungszustand des
Materials, die Dauer der Lagerung und entsprechende physikalische Randbedingungen (Tem-
peratur, Luftfeuchtigkeit und pH-Wert), kénnen im Zusammenhang mit dem methodischen
Erfahrungsschatz der Bearbeiter, im Bereich der aDNA Analytik, ein Ergebnis vermuten lassen.

In einer Studie von Herrmann und Henke (1999) wurde dieser Sachverhalt, unter Be-
riicksichtigung verschiedener Umweltfaktoren in historischen Proben untersucht. Beobachtet
wurde der Einfluss von Temperatur, Feuchtigkeit, pH, geochemische Besonderheiten der La-
gerungsumgebung und der mikrobielle Befall, auf den DNA-Erhaltungszustand. Untersucht
wurde prahistorisches Zahnmaterial (38 Zdahne von 18 Skeletten) von drei verschiedenen
Grabungsstitten (2000 — 1000 v. Chr.). Der Preservationsstatus wurde durch den relativen
DNA-Gehalt aus mehrfach reproduzierten Amplifikationen gepriift. Die Beurteilung des Typi-
sierungsergebnisses erfolgte in Abhingigkeit des vorherrschenden Umweltfaktors. Es konnte
zunichst gezeigt werden, dass insbesondere trockene Lagerungsbedingungen, niedrige Tempe-
raturen und eine geringe mikrobielle Aktivitdt den DNA-Erhalt begiinstigen. Dariiber hinaus
wurde erwéhnt, dass das Hydroxylapatit von Knochen und Zahnen, und ebenso DNA, unter
neutralen oder leicht alkalischen Bedingungen erhalten bleiben. Kurze Lagerungszeitrdume
bei Raumtemperatur wirkten sich nicht negativ auf die DNA-Integritét aus, jedoch auf die
Reproduzierbarkeit. Lang andauernde, ungekiihlte Lagerungen reduzierten sowohl die Menge
amplifizierbarer DNA, als auch die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Herrmann und Henke,
1999).

Des Weiteren spielen neben der Wahl geeigneter aDNA Isolationsprotokolle alle notwendi-
gen Arbeitsschritte, von der mechanischen Zerkleinerung einschliel3lich der Dekontaminati-
onsmalinahmen, {iber die DNA-Quantifizierung bis hin zur Wahl einer sensitiven Typisierungs-
technik eine grofRe Rolle (siehe Abschnitt 5.2). Die wichtigsten Faktoren, die eine Downstream
Analyse beeinflussen und in Folge des methodischen Vorgehens beriicksichtigt werden sollten,
ist das Vorliegen von inhibierenden Substanzen sowie verfahrensbezogene Einflussfaktoren
(z. B. Scherkrifte und Warmeentwicklung). Diese konnen den natiirlich vorliegenden DNA-
Degradationsgrad kiinstlich erhéhen. Eine verbreitete Technik zur mechanischen Zerkleinerung
ist die Verwendung einer sog. Kugelmiihle unter dem Einsatz von fliissigem Stickstoff (Rohland
und Hofreiter, 2007a). Dieser dient zu einer kontinuierlichen Kiihlung der Probe wahrend
des Zerkleinerungsvorgangs, um einer induzierten Hitzeentwicklung entgegen zu wirken. In
dieser Arbeit wurde auf den Stickstoffeinsatz, aufgrund des aufwendigen Préparationsprozede-
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res, verzichtet. Stattdessen wurde durch, eine in Intervallen vollzogene Unterbrechung des
Zerkleinerungsprozesses, eine Kithlung der Probe erzeugt, um einer kiinstlichen Degradation
entgegen zu wirken. In einer Studie von Caputo et al. (2013) wird der alternative Einsatz von
feinsten Knochenschnitten fiir die DNA-Extraktion beschrieben. Dies wire grundsétzlich bei
der Analyse von Knochenmaterial moglich. Allerdings sind sehr porése Knochen, wie bei histo-
rischem Skelettmaterial der Fall, durch den Elastizitatsverlust hierfiir weniger geeignet. Beide
Vorgehensweisen der mechanischen Materialpréparation wurden in der Studie von Caputo
et al. (2013) einbezogen und die jeweiligen Typisierungsresultate gegeniibergestellt. Fiir 50 %
des Stichprobenumfanges, konnte beim Einsatz von Knochenschnitten in die DNA-Extraktion
im Vergleich zu den Knochenmehl-verarbeiteten Proben, vollstindige Profile erhalten werden.
Dem gegeniibergestellt, konnte fiir 10 % den mit einer Kugelmiihle zerkleinerten Probenanteil,
ein vollstindiges STR-Profil erhalten werden.

Anders als in der vorliegenden Arbeit, wurden 34 junge Knochenproben mit einem PMI
von 0,2 — 64 Jahren und mit einem hoheren Kollagenanteil, untersucht. Gegen o. g. Aussage
spricht eine verbreitete Hypothese, dass eine vergrof3erte Probenmatrix, wie diese bei sehr
feinem Zahn- oder Knochenmehl entsteht, eine vergréf3erte Kontaktflidche fiir Losungsmittel
im Demineralisierungsprozess (z. B. EDTA) darstellt. Auf der anderen Seite stellt dies in Kombi-
nation mit den spezifischen Demineralisierungszeiten ein erhéhtes Risiko fiir die Anreicherung
von Inhibitoren im Substrat dar (Alaeddini et al., 2010), was die Ergebnisse in der Arbeit von
Caputo et al. (2013) erkldren konnte. Dazu kommt die max. Menge an prépariertem Ausgangs-
material, die in den Demineralisierungsprozess eingesetzt werden sollte. In dieser Arbeit lag
diese Menge bei 0,23 — 2,02 g. Die Differenz in resultierenden Zahnmehlmengen lésst sich
durch unterschiedliche Zahnvolumina von Molaren oder prdmolarem Zahnmaterial (je nach
Vorhandensein bei den Skelettindividuen) begriinden. Des Weiteren wurde auf die Abnahme
einer standardisierten Menge verzichtet. Dies hatte zum Ziel, bestmégliche Ausbeuten, ohne
ein zusitzliches Kontaminationsrisiko durch ein direktes Uberfiihren in die Lésungsmittelum-
gebung im Demineralisierungsprozess, zu erzielen. Unterschiede in der STR-Qualitit zwischen
dem Einsatz von 0,2 — 1,0 g und 1,0 — 2,0 g konnten nicht festgestellt werden. Bei Verfiigbarkeit
von Knochenmaterial weisen verschiedene Arbeiten auf einen beschriankten Mengeneinsatz
hin. Amory et al. (2012) zeigten in ihrer Arbeit, dass mit 0,5 g Knochenmehl vergleichba-
re, z. T. auch héhere DNA-Ausbeuten als beim Einsatz von 2 g resultierten. Wird durch die
Kenntnis {iber Bodenlagerungsbedingungen und durch Beurteilung des Erscheinungsbildes
von Knochen- oder Zahnmaterial von einem Vorhandensein von Storsubstanzen (Inhibitoren)
ausgegangen, wiirde dies das Resultat beim Einsatz von einer Menge > 0,5 g pulverisiertem
Material, negativ beeinflussen. Auch in dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass die Beriicksichti-
gung entsprechender Faktoren (Knochen- bzw. Zahnbeschaffenheit, Lagerungsbedingungen
und etablierte Prozessabldufe) im Aufarbeitungsprozess, negativen Typisierungsresultaten
entgegenwirken kann.

Fiir den Schritt einer Demineralisierung der Knochenmatrix wurde in der vorliegenden
Arbeit ein destruktiver Prozess mit EDTA, in Kombination mit dem Enzym Proteinase K und
einem mehrmaligen EDTA-Wechsel, iiber einen Zeitraum von 72 h, gewahlt. Die Verwendung
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von EDTA in Kombination mit der Serinprotease erhoht die Effizienz im Extraktionsprozess.
Zwei wesentliche Aspekte werden beim Einsatz dieser beriicksichtigt. Zum einen die Degra-
dation storender Proteine und die Ziel-gebundene Solubilisierung in der aquatischen Phase
exogen komplexgebundener DNA. Zum anderen kann im Zusammenspiel mit dem Komplex-
bildner EDTA die DNase-Aktivitit herab gesetzt werden (Fisher et al., 1993). Ein destruktiver
Prozess in dieser Form wird bei Hydroxylapatit-reichem osteologischen Material, durch die
Affinitdt exogener DNA zum Apatit, empfohlen. Hohe EDTA-Volumina sollen, wie in einem
Standardprotokoll nach Hochmeister et al. (1991) beschrieben, eine gute Verteilung und einen
schonenden Inkubationsprozess von Losungsmittel und Pellet, unter alkalischen Bedingungen
und niedrigen Temperaturen, herbei fithren. Die Bedeutung des Demineralisierungs- oder
Entkalkungsschrittes der Matrix basiert auf der Pramisse, dass DNA durch kristalline Struktu-
ren komplex gebunden vorliegt, und ohne den Einsatz entsprechender Chelatbildner, wie z.B.
EDTA, nicht in Losung gehen wiirde (Huel et al., 2012). Ausgewahlte Arbeiten, wie Wilcox
et al. (1993) und Pfeiffer et al. (1999), berichten iiber eine Reduzierung der DNA-Menge in
einem andauernden Prozess der Matrixentkalkung. Im Gegensatz dazu verweist Loreille et al.
(2007) auf eine Erhohung dieses Zeitintervalles. Der hier gewéhlte Zeitraum von 72 h fiir die
Demineralisierung sollte eine sukzessive Freisetzung eingeschlossener Zellen und endogener
DNA beriicksichtigen. Auf das Riickbehalten von eventuell exogener DNA wurde verzichtet, in
dem der Uberstand verworfen wurde, da durch ein hiufig beobachtetes Phinomen einer briaun-
lichen Verfirbung des Uberstandes, von dem Vorliegen méglicher Inhibitoren ausgegangen
wurde, und diese nicht weiter mitgefiihrt werden sollten.

Haufig wird die organische aDNA-Isolation (Phenol/Choloroform) als Goldstandard de-
finiert. Neben dieser, werden ebenso Silica-Verfahren bei aDNA, bevorzugt (Rohland und
Hofreiter, 2007b). Vorteil einer organischen Extraktionsmethodik ist die Trennung von DNA
und Proteinen oder anderen Zelltriimmern, die nachfolgende Amplifikationsschritte inhibie-
ren konnten. Im Vergleich zu silica-basierten Verfahren ist dies eine kostengiinstige Methode
und meist unabhingig von der Menge an Ausgangsmaterial, welches spater nach der De-
minineralisierung in die Isolation iiberfiihrt wird. Der Vorteil dieser Verfahren liegt in einer
Automatisierung des Prozesses, womit eine Kontaminationsgefahr vermindert wird. Des Wei-
teren bleibt die Konfrontation mit toxischen Substanzen wie Phenol oder Chloroform aus
(Pagan et al., 2012). Jedoch ist dieses Prinzip, durch eine begrenzte Bindungskapazitit der
Tragermatrix, oft nicht sensitiv genug fiir stark fragmentierte DNA. Silica-Verfahren beruhen
auf der Verwendung von chaotropen Salzen (z. B. Guanidiniumthiocyanat) zur Zerstorung von
Proteinen. Durch die Ausbildung ionischer Salzbriicken kommt es zur Bindung an die Silica
Oberflache (Davoren et al., 2007). Guanidiniumthiocyanat (GuSCN) verhindert zudem eine
Co-Extraktion von Inhibitoren. Allerdings ist das Verfahren stark pH-Wert abhéngig, wodurch
beim Umgang mit Substanzen wie EDTA mit einem pH > 7,5 eine geringere Ausbeute resultie-
ren kann (Dukes et al., 2012). Die Effizienz des in der Arbeit vorgestellten Protokolls konnte
durch den Einsatz von einer Silica-Membran, in Form eines zusétzlichen Aufreinigungsschrittes,
verbessert werden. Dadurch konnte die Extraktion ldngerer DNA-Fragmente (> 200 bp), bei
DNA mit qualitativ hohem Konservierungsstatus, ermoglicht werden.
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Oft ergeben sich gerade im Interpretationsschritt der STR-Profile mit kommerziellen Syste-
men Schwierigkeiten, nicht nur durch das Fehlen von Vergleichsmaterial sondern auch durch
deutlich erniedrigte Signalstdrken und haufig auftretende Phinomene wie allelic- oder sogar
Lokus dropout. Anhand gewonnener Ergebnisse aus den Profilen konnte festgestellt werden,
dass ab einem Fragmentlangenbereich > 200 bp nur noch selten Allelinformationen abzulesen
und alle Profile mit dem chatakteristischen Merkmal einer ,Decay curve“ gekennzeichnet
waren, einschlieBlich deutlich erniedrigter Signalstarken. Diese erreicht unter Umstdnden
nicht mehr den Schwellwert von 50 RFU, weshalb diese Peaks im Profil zwar noch sichtbar,
jedoch nicht mehr detektierbar sind. Das Herabsetzen des Schwellwertes fiir die Peakdetekti-
on wiirde zwar zur Erkennung relevanter Signale fiihren, allerdings wiirden auch h&ufiger
Stutter-Peaks detektiert werden. Dies fiihrt folglich zu einer Vielzahl von Signalen, die eine
Interpretation von STR-Profilen erheblich erschwert. Niedrige RFU, bei Fragmentldngen < 200
bp, erschweren héufig die Unterscheidung von Stutter-Peaks und Peaks mit Allelinformation.
Findet lediglich eine Einfachbestimmung mit nur einem STR-Kit statt, wéire zu empfehlen,
alle Systeme mit Fragmentlangen > 200 bp bei der Auswertung zu vernachlissigen, da eine
eindeutige Allelzuordnung bei manchen Proben kaum mdglich ist. Zudem wurden gewonnene
Amplifikationsergebnisse nicht reproduziert, was bei aDNA Analysen, wenn moglich, erfolgen
sollte. Mit der Verwendung weiterer STR-Kits zum hier eingesetzten miniSTR Kit, kdnnen die
Ergebnisse zum einen reproduziert, verglichen und mit zusétzlichen Systeminformationen

erweitert werden.

5.2 aDNA-Quantifizierung

Mit dem Einsatz beider DNA-Quantifizierungssysteme (Quantiﬁler® Human und PowerQuant®)
wurde das Ziel, die Anwendbarkeit bei aDNA-Analysen und die Ubertragbarkeit der Ergeb-
nisse auf Downstream STR Anwendungen zu priifen und die Aussagekraft systemspezifischer
Komponenten zu beurteilen, verfolgt. Vielzihlige Faktoren wie das Vorliegen geloster inhibito-
rischer Substanzen oder auch low quantity- und quality-DNA, konnen neben dem Einfluss von
stochastischen Effekten das Ergebnis gerade bei aDNA Studien bedingen. Lang gelagertes oder
historisches Zahnmaterial kann durch z. B. Kontaminationen aus der Umgebung, belastet sein.
Auch die, in Folge des methodischen Vorgehens zum Einsatz kommenden Losungen, konnen
bei der Typisierung eine PCR-hemmende Wirkung hervor rufen. Dazu zdhlt zum einen die
umgebungsbedingte bakterielle Aktivitét, Pilze, Huminsduren und organische Substanzen wie
Phenol, Sodiumdodecylsulfat (SDS) und Gallensalze. Zum anderen kénnen die natiirlichen Be-
standteile des Zahnes, wie Kollagen und Kalziumionen, ebenfalls inhibierend wirken (Vertucci
und Anthony, 1986).

Diese Substanzen konnen die PCR oder die DNA-Polymerase selbst in deren Aktivitdt hem-
men, wodurch ein Analyseerfolg verhindert wird. Inhibitoren kénnen dabei direkt an einzel-
oder doppelstrdngige DNA binden und so die erwartete Hybridisierung von Primersequenzen
oder der Polymerase verhindern. Infolgedessen kann ein spezifischer DNA-Abschnitt nicht
amplifiziert werden. Des Weiteren kann durch die Interaktion mit der DNA-Polymerase und
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die Bindung von Co-Faktoren im Uberschuss, z. B. Magnesiumionen, die Aktivitit im Amplifi-
kationsprozess vermindert werden. Infolge einer Sondeninhibierung kann bei gPCR Verfahren
dariiber hinaus DNA amplifiziert werden. Allerdings wird kein Signal gerechnet, wodurch ein
falsch-negatives Ergebnis gegeniiber dem tatsdchlichen DNA-Gehalt erzeugt wird (Bessetti,
2007).

Durch das Phanomen einer DNA-Fragmentierung kann, neben dem Einfluss von inhibitori-
schen Substanzen, die Bindung systemspezifischer Sonden an die Targetregion z. T. ebenfalls
nicht mehr erfolgen. Auch wenn der DNA-Strang durch oxidative Prozesse geschadigt ist,
kann die Sonde unter Umstédnden nicht richtig binden und emittiert bei der Detektion kein
Licht. Durch oxidative Prozesse hervorgerufene Nukleotid-Modifikationen konnen die Bindung
der Sonde in diesem Bereich ebenfalls hindern. Bei sehr hoher Stringenz bindet die Sonde
nicht, weil die DNA-Sequenz nicht zu 100 % mit der komplementiren Sequenz der Sonde
libereinstimmt. Dies fithrt dazu, dass weniger DNA-Molekiile detektiert werden, als vorhanden
sind. Bei niedriger Stringenz bindet die Sonde unspezifisch. Das bedeutet, dass Kontaminatio-
nen in Form von z. B. bakterieller DNA, detektiert wird und mehr DNA angezeigt wird. Folge
dieser zu hohen oder zu niedrigen Stringenz sind mogliche Interpretationsfehler bzgl. des
DNA-Erhaltungszustandes. Im Folgeschritt einer aDNA-Typisierung mittels herkémmlicher
STR-Analyse, konnen verschiedene Effekte im Elektropherogramm auftreten, welche auf eine
Degradation oder auch Inhibierung zuriick zufiihren sind (lokusspezifische dropout Effekte)
und die Authentizitat der Profile beeinflussen. Ist die Quantifizierung durch das Vorliegen von
Inhibitoren beeinflusst, so kann durch die Beriicksichtigung der falsch-positiven oder negativen
Ergebnisse die Profilqualitédt auch bei hoher Sensititvitit der Systeme vermindert werden. Wird
das Assay, entgegen der Aussage des Quantifizierungsergebnisses, mit DNA ,jiiberladen® treten
eine Reihe von Artefakten auf, die durch wiederholte Amplifikationen beseitigt werden miissen.
Dies strapaziert Kosten- und Zeit. Ist die Amplifikation durch ein hohes MaR an Inhibitoren
gestort, wird der eigentliche DNA-Input unterdriickt und die Folge konnen mehrzahlige Lokus
dropouts oder sogar ein Profilverlust sein.

Unter besonderer Beriicksichtigung o. g. Einflussfaktoren, im Schritt der Quantifizierung
und STR-Analyse, galt es als Bestandteil der genannten Fragestellungen ein neuartiges Quantifi-
zierungssystem (PowerQuant®), welches 2015 prasentiert wurde, am bestehenden Probensatz
zu testen und mit den bereits im Voraus gewonnenen Ergebnissen mit dem Quantiﬁler®
Human, gegeniiberzustellen. Insbesondere sollten die Besonderheiten in der PowerQuant®
Systemkonfiguration evaluiert werden. Mit Hilfe eines spezifischen IPC-Targets und der Berech-
nung eines IPC-Shifts, soll zum einen das Maf} an Inhibition abgebildet werden kénnen. Zum
anderen kann durch ein weiteres Fragment, das Degradationstarget, der Fragmentierungsgrad
bestimmt werden. Beide Faktoren, sowohl Inhibition als auch Degradation kénnen die Ergeb-
nissinterpretation des Typisierungsresultates, z. B. eines STR Profils, deutlich erschweren und
sollten daher schon im Schritt der Quantifizierung erkannt bzw. voneinander unterschieden
werden. Die Moglichkeit einer Bestimmung des ménnlichen Anteils in der Probe durch ein
integriertes Y-chromosmomales Target war nicht Bestandteil der hier durchgefiihrten Analysen,
ist jedoch grundsatzlich moglich.
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Experimentell betrachtet hdngt das Ergebnis einer autosomalen aDNA-Quantifizierung
maldgeblich von der Linge des spezifischen Targets ab. Bei den hier im Fokus stehenden
Systemen, unterscheiden sich die Targetldngen nur unwesentlich. Beim Quantiﬁler® Human
betrédgt die Lange des autosomalen Targets 62 bp. Hingegen beim PowerQuant® ist dieses 84 bp
lang. Somit wiirden zunéchst, bezogen auf die Hypothese des Einflusses der Targetldngen, keine
signifikanten Unterschiede in den Ergebnissen zu erwarten sein. Der mit dem Quantiﬁler®
Human nicht bestimmte Anteil von 26 % des untersuchten Probenumfanges kann, stochastische
Effekte an dieser Stelle nicht betrachtet, auf die niedrigere Sensitivitdtsgrenze, verglichen
mit dem PowerQuant®, zurilick gefiihrt werden. Mit diesem komplexen System konnen,
entsprechend des internen Standardwertes, Konzentrationen < 1 pg/uL genomische DNA
(gDNA) bestimmt werden. Hingegen liegt die Sensitivititsgrenze beim Quantiﬁler® Human
Kits bei 23 pg/uL gDNA.

Eine weitere Hypothese, neben dem Einfluss der Targetléngen, ist eine gesteigerte Sensi-
tivitdt bedingt durch den Einsatz von multi-copy target Systemen im Vergleich zu single-copy
Systemen, zu denen auch der Quantiﬁler® Human zahlt. LaSalle et al. (2011) verweisen in
ihrer Arbeit auf eine gesteigerte Sensitivitit bei Verwendung vonmulti-copy targets zur DNA-
Quantifizierung. Eine erhohte Kopienzahl am Ziellokus erhoht die Chance, dass eine Sonde an
noch intakte DNA bindet und low template DNA quantifiziert werden kann (Luo et al., 2010).
Dies konnte die hoheren Ergebnisse mit dem PowerQuant® erkldren. Zur Darstellung und
Priifung einer Mittelwertdifferenz der jeweiligen Ergebnisse, wurde ein einseitiger t-Test durch-
gefiihrt. Der p-Wert lag hier bei 0,00177. Unter Einbeziehung einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von p < 0,001 kann die Hypothese iiber eine Gleichheit jeweiliger Mittelwerte falsifiziert
werden. Die hoheren Quantifizierungswerte, die mit dem PowerQuant® System ermittelt
wurden, konnen somit als signifikant und als nicht zufillig bezeichnet werden.

Weiterhin wurde die Aussagekraft des im PQ integrierten Degradationstargets (295 bp),
fiir die Berechnung eines Degradationsindexes [C,,;,/Cp] und die Ableitung von Informa-
tionen iiber den Fragmentierungsgrad, gepriift. Daran folgte die Aufstellung der Hypothese,
dass die Einbeziehung des Degradationsindex, als zusétzliches Quantifizierungsfeauture und
Entscheidungshilfe fiir nachfolgende Amplifikationschritte sowie zur Korrelation mit der STR
Profilqualitit bei aDNA sinnvoll sein kann. Der empfohlene Schwellwert fiir die Bewertung des
Fragmentierungsstatus liegt bei dem Wert zwei. Dieser Schwellwert wurde, durch Initiierung
einer kiinstlichen Degradation in den Testreihen, festgelegt. Zum einen wurde eine entspre-
chende Degradation, durch den Einfluss von UV-Strahlung (0 mJ, 50 mJ, 100 mJ und 300 m.J),
induziert. Zum anderen wurde ein zeitlich abhéngiger (0 min, 30 min, 60 min, 90 min und 120
min) Temperatureinfluss bei 95 °C auf die DNA-Degradation untersucht. Auch hier erfolgte die
Gegeniiberstellung des Quantifizierungsergebnisses mit dem entsprechenden STR-Profil fiir
jede Probe aus der Testreihe (Promega, 2015b). Die gewonnenen Ergebnisse zum Degradation-
index fiir den historischen Probensatz zeigten, dass die Schwellwertgrenze ungiinstig gewéhlt
ist. Wie in Abbildung 4.2 deutlich zu erkennen, konnten fiir Proben mit einem Index grof3er
2 vollstandige Profile mit dem gewidhlten miniSTR-Kit generiert werden. Besonders aufféllig
war dies flir einen Anteil von 20 Proben mit einem Degradationsindex > 80, bei denen kein
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Lokus dropout auftrat. Somit ist an dieser Stelle von einer starken Degradation auszugehen.
Die Beurteilung des Zusammenhangs von berechnetem Index und der Profilqualitét erfolgte
ausschlieBlich anhand ganzheitlicher Systemausfille, da lediglich ein Amplifikationslauf (S5)
durchgefiihrt werden konnte und die Authentizitdt homozygoter Signale daher grundsétzlich
in Frage gestellt werden muss. Fiir die Reproduktion entsprechender Merkmalsauspragungen
in den STR-Systemen sollten, wie bereits erwidhnt, allerdings weitere Kontroll-Amplifikationen
durchgefiihrt werden. Eine Korrelation von Degradationsindex und Profilqualitdt kann hier nur
anhand max. Amplikonlidngen des S5 Kits erreicht werden. Mit einer Lénge von 294 bp weicht
das Degradationstarget nicht wesentlich von max. Fragmentldngen in der Systemkonfiguration
des PowerPlex® S5 Kits ab. Dadurch kénnen Fragmentldngeninformationen > 400 bp, wie bei
standardisierten forensischen STR-Kits, nicht beurteilt werden. Wodurch die Vollstdndigkeit,
zumindest der miniSTR-Profile fiir diesen Probensatz, erklart werden kann. Dieser Aspekt
sollte deshalb durch den Einsatz eines standardisierten STR-Kits mit systemspezifischen Frag-
mentldngen > 400 bp weiter untersucht werden (z.B PowerPlex® ESI 17 Pro System). Hinzu
kommt, dass bei Standard STR-Kits die Fragmentlédngen erzeugter Amplikone zwischen 100 bp
und 400 bp liegen, sodass Quantifizierungssysteme mit Fragmentldngen < 100 bp den Anteil
enthaltener DNA iiberbestimmen (LaSalle et al., 2011).

Eine Inhibitionskontrolle mittels integriertem IPC-Target im PowerQuant® bietet eine
weitere Bewertungsmoglichkeit einer Korrelation von Quantifizierungsergebnis und STR-
Profilqualitat bei Vorliegen von inhibitorischen Substanzen. Bezogen auf den zugrundeliegen-
den Datensatz kann der vorgegebene Schwellwert fiir den IPC-Shift als richtungsweisend fiir
die Qualitat der miniSTR Profile, im Gegensatz zum Degradationsindex, bezeichnet werden. Bei
Shifts > 0,3 sind deutliche Systemausfille zu erkennen. Dennoch sei an dieser Stelle erwihnt,
dass beobachtete Systemausfalle nicht ausschlieBlich auf das Vorliegen von Inhibitoren in
der Probe zuriick zufiihren sind. Alle Proben, die einen IPC-Shift > 0,3 und Lokus dropouts
aufweisen, besitzen einen Degradationsindex > 80. Die entsprechenden Phdnomene kénnen
daher auch durch die Degradation verursacht worden sein. Ergénzend hierzu sollte deshalb,
im Rahmen einer Inhibitionskontrolle, auffillige Peak-Imbalancen bei heterozygoten Signalen,
in die Beurteilung einbezogen werden. Dies konnte jedoch nicht am vorliegenden Datensatz
erfolgen.

Aus diesem Grund erfolgte aufbauend auf den dargestellten, ersten Ergebnissen eine
weitere Testung mit kiinstlich inhibierten Proben, mit dem Ziel ergénzende Informationen
iiber die Verwertbarkeit des IPC-Shifts als Kriterium zu erlangen. Zusétzlich zum IPC-Shift als
Indikator wurde dabei ein ebenfalls neues STR-Kit getestet. Ziel war es, beide unabhéngige
Indikatoren auf deren Potential fiir die Inhibitionskontrolle zu priifen. Insbesondere sollte
untersucht werden, ob die Kombination beider Indikatoren (IPC-Shift, QS-Ratio) eine zielge-
richtete Ergebnisinterpretation fiir aDNA Analysen und auch fiir forensisch relevante Spuren,
ermoglicht. Das Investigator® ESSplex SE QS Kit ist ein neuartiges System zur STR-Analyse.
Amplifiziert werden 17 Loci, davon 16 autosomale STR-Loci und Amelogenin. Verglichen mit
anderen STR-Kits zeichnet sich dieses, neben einer kurzen PCR-Laufzeit (ca. 60 min.), durch
eine Resistenz gegeniiber Inhibitoren und besonders durch den Einsatz interner Qualititssen-
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Abbildung 5.1: Ableitung spezifischer Szenarien bei Beurteilung der Qualitéitssensoren.
Als blaue Peaks dargestellt sind QS1 und QS2 bei erfolgreicher PCR. Beide Peaks haben in
etwa ein gleiches Flachen- und Hohenverhaltnis. In Grau dargestellt sind QS1 und QS2 bei
der Amplifikation degradierter DNA. Die Qualititssensoren haben ca. die gleiche Fldche. Die
Signalstdrken in den STR-Systemen (graue Balken) nehmen jedoch in Form einer charakteristi-
schen Decay curve ab. In schwarz zu erkennen sind die Qualitdtssensoren bei einer inhibierten
DNA-Probe. Die Fliche des QS2 ist im Gegensatz zum QS1 um mindestens 20 % kleiner
(QS2 < 80 % des QS1).

soren aus. Diese wurden in Form von zwei kiinstlichen Plasmid Templates (74 bp und 435 bp)
in den Mastermix, einschliel3lich zugehoriger Primersequenzen, integriert. Beide gelten als
Amplifikationskontrollen und werden simultan mit den {ibrigen Markern amplifiziert. Mithilfe
dieser Qualitidtssensoren sollen Erkenntnisse iiber die Qualitdt der DNA Probe direkt im STR
Profil gewonnen werden. Genauer, konnen so Aussagen {iber den DNA-Degradationsgrad, PCR
Inhibition und die Quantidt des DNA-Templates, getroffen werden. Der beschriebene Vorteil
gegeniiber anderen systeminbegriffenen Indikatoren liegt in der Moglichkeit die Phdnomene
Degradation und Inhibition direkt im STR-Profil voneinander zu unterscheiden. In Abbildung
5.1 sind die zu beurteilenden Szenarien zusammenfassend dargestellt. Entsprechende Riick-
schliisse dariiber konnen iiber die Berechnung eines Quotienten aus den Peakflaichen beider
Sensoren [QS2/QS1] gezogen werden.
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Die kiinstlich inhibierten Proben wurden durch die Abteilung fiir Forensische Genetik des
rechtsmedizinischen Institutes der Charité Berlin zur Verfiigung gestellt. Diese wurden zur
Inhibitionssimulation mit unterschiedlichen Mengen an Huminsaure (0 ug, 50 ug, 250 ug,
500 ug, 2500 ug, 5000 ug) versetzt. Die DNA Extraktion erfolgte mit zwei unabhingigen
Silica-Verfahren. Neben den zwolf mit Huminséure versetzten Proben, wurden weiterhin 23 aus
dem aDNA Datensatze einbezogen, um ergénzend zu den bereits erlangten Aussagen im Schritt
der Quantifizierung, Informationen iiber das Degradationslevel und Inhibition zu erlangen.
Bezugnehmend auf die préparierten Huminsdure-Proben, konnte festgestellt werden, dass bei
steigender Konzentration auch der Wert fiir den IPC-Shift in der Quantifizierung anstieg, und
Peak-Areale der QS-Peaks in den STR-Profilen abnahmen. Im Rahmen der Auswertung beider
Sensoren zeigte sich, dass inhibitorische Effekte bei Huminsduremengen von 500 — 5000 ug
zuverlassig angezeigt wurden. Des Weiteren konnten in diesem Zusammenhang Phdnomene
einer Degradation und Inhibition durch die Quotienten beider peak areas der Sensoren vonein-
ander unterschieden werden. Hierbei konnte festgestellt werden, dass STR Profile mit einem
[QS2/QS1] < 0,8 inhibitorische Effekte im Profil aufwiesen. Bei diesen zeigten sich dariiber
hinaus leichte Peak-Imbalancen heterozygoter Signale. Profile mit einem [QS2/QS1] > 0,8
wiesen hingegen lediglich Degradationserscheinungen auf (Abbildung 5.2).

Unter Beriicksichtigung der zentralen Fragestellung kann zusammenfassend geschlussfol-
gert werden, dass bezogen auf den untersuchten Probenumfang, eine Korrelation von IPC-Shift
und [QS2/QS1] beobachtet werden konnte und die Anwendung beider Variablen fiir die
DNA-Analyse an low quality und low template Proben empfohlen werden kann (Abbildung 5.3).
Insbesondere {iberzeugte die direkte Amplifikationskontrolle iiber die Qualitdtssensoren. Eine
alleinige Beurteilung des Degradationgrades durch einen Degradationsindex [Auto/D] bei
aDNA-Analysen sollte lediglich bei grofferen STR-Kits mit Fragmentldngen > 400 bp Anwen-
dung finden. Dieser reflektiert nicht in jedem Falle die Profilqualitdt. Der Schwellwert sollte
gerade bei aDNA-Analysen erhoht werden (> 10). Im Allgemeinen ist zu erwdhnen, dass die
Schwellwertsignifikanz bei Quantifizierungsresultaten < 10 pg/uL vorsichtig zu evaluieren ist.
Gerade bei der Ubertragbarkeit von Quantifizierungsergebnissen auf das STR-Resultat sollte
bei Konzentrationen < 3 pg/ulL mit einem Qualitdtsverlust und einhergehenden Phdnomenen
(Lokus oder Allel dropout), wie in den Arbeiten von Wallin et al. (2002) und Wang et al.
(2012) beschrieben, gerechnet werden. Diese Feldstudie wurde 2015 gemeinsam mit der
Arbeitsgruppe fiir Forensische Genetik des rechtsmedizinischen Institutes der Charité Berlin,
publiziert (Pflugbeil et al., 2015).
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Abbildung 5.2: Investigator ® ESSplex SE QS Ergebnisse Degradation und Inhibition.

In der Abbildung sind beispielhaft drei Szenarios dargestellt, welche mit dem QS-System,
anhand der hier vorgestellten Bewertungskriterien, voneinander differenziert werden konnen.
Des Weiteren wurde der IPC-Shift des PowerQuant® Systems als ergénzende Variable fiir die
Beurteilung der QS Profile in die Darstellung aufgenommen. In a) ist die das Profil einer deutlich
degradierten Probe (historischer Datensatz) dargestellt. Zu erkennen ist eine typische Decay
curve mit der RFU-Abnahme in Richtung langer Amplikone. Der Quotient aus den Peakfladchen
beider Sensoren betrégt in diesem Beispiel > 0,8. In b) ist ein Profil ohne Inhibition dargestellt.
Der IPC-Shift liegt hier unter dem empfohlenen Schwellwert von 0,3. In Verbindung dazu
weist der [QS2/QS1] Wert auf keine Inhibition hin. Deutlich zu erkennen sind hier, durch
einen erh6hten DNA-Input verursachte, Artefakte. Im Gegensatz hierzu wird im Profil ¢) eine
Inhibition durch einen IPC-Shift < 0,3 und einem [QS2/QS1] Wert < 0,8 angenommen.
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Abbildung 5.3: QS2/QS1-Ratio vs. IPC-Shift.

Die Abbildung verdeutlicht eine Interaktion der systemunabhéngigen Features, IPC-Shift und
den Qualitdtssensoren (QS1 und QS2). Auf der Y-Achse aufgetragen sind die ermittelten Werte
fiir den Quotienten aus QS2 und QS1 bezogen auf den Satz inhibierter Proben (n = 12).
Unterbrochene Linien reprisentieren die entsprechenden Schwellwerte fiir beide Indikatoren.
Griin und orange Symbole zeigen einen duplizierten Ansatz an. Die Gréf3e der Symbole
korreliert mit der steigenden Menge an eingesetzter Huminsédure pro Probe.

5.3 Molekulargenetische Geschlechtsbestimmung

In Anlehnung an die prasentierte zweite Hypothese (Kapitel 2) {iber die Bestimmbarkeit des
Geschlechts der Skelette auf molekulargenetischer Ebene, sollte zunichst die Frage zur Signi-
fikanz der erlangten Ergebnisse beantwortet werden. Darauf aufbauend sollte ein Vergleich
mit voraus erlangten Ergebnissen aus der morphognostischen und osteometrischen Gechlech-
terbestimmung anhand des Craniums nach Jeraufke (2013) erfolgen. Im Folgenden soll die
von Kleinecke angesprochene Aussage bzw. Hypothese einer Geschlechtergleicherverteilung
im Grabungsfeld aufgegriffen und mit den Ergebnissen aus der erwdhnten Morphologischen
Studie sowie den vorliegenden DNA Resultaten diskutiert werden.

Im Allgemeinen kann bei der Geschlechtsbestimmung iiber das Amelogenin-Gen AMG ein
maéannliches Individuum ausschlief8lich durch ein zum X-Peak sicher zugehoriges Y-Signal im
Elektropherogramm bestétigt werden. Gerade bei aDNA ist diese grundlegende Bedingung oft
an Einflussfaktoren wie den Degradationsgrad und an mogliche Sequenzanomalien gekniipft.
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Zahlreiche Autoren haben das haufige Auftreten von Deletionen in der SYR-Genregion, die
zu einem Allel dropout oder Verschiebungen des zugehérigen Signals im Elektropherogramm
fiihren kénnen beschrieben (Roffey et al., 2000; Thangaraj et al., 2002; Ma et al., 2012)
(Abbildung 5.4). Dieses Phdnomen wurde weniger in kaukasischen Populationen beschrieben,
kann jedoch in anderen Bevolkerungsgruppen ein betrachtliches Level erreichen (Steinlechner
et al., 2002).

Weiterhin konnen Mutationen in den AMEL Primer-Bindungsstellen Ursache fiir einen ent-
sprechenden Ausfall des Amplifikationsprodukts sein (Roffey et al., 2000; Shadrach et al., 2004).
Durch das Vorliegen von Mutationen kénnen ebenfalls Verdnderungen in der Fragmentldnge
des Amplifikationsproduktes entstehen, sodass wie auch hier, beobachtete Verschiebungen
zu Fehlinterpretationen der Ergebnisse fithren konnen. Als Bestandteil herkommlicher STR-
Kits, erfolgt die PCR-basierte Amplifikation der X/Y homologen Regionen des AMG in der
Regel nach dem Prinzip von Sullivan et al. (1993). Nach diesem wird eine 6 bp Deletion
der X-homologen Region flankiert und es resultieren Amplifikate mit einer Lange von 106 bp
(X-Chromosom) und 112 bp (Y-Chromosom). Bei DNA guter Qualitit sollten diese Amplikon-
ldngen problemlos reproduzierbar sein. Hingegen kann es bei aDNA aufgrund von massiven
Degradationserscheinungen zu Ausféllen spezifischer Peaks kommen.

| AMEL | | AMEL
a) 90 b) 75 | 105
6300+ 5
4200 ‘ 380
2100 J\ 1901 1
| JU
0 X Y v X Y

Abbildung 5.4: Interpretationskonflikt AMEL-Lokus aDNA.

Die dargestellten Profilausschnitte von zwei aDNA Proben aus dem untersuchten Datensatz
zeigen die Schwierigkeit in der Interpretation des AMEL-Lokus durch Verschiebungen und
starke Imbalancen der X/Y Peaks zueinander. Fiir jede hier dargestellte Probe erfolgte eine
dreifache Wiederholung der Amplifikationen. In a) ist deutlich eine starke Imbalance zwischen
AMELX und AMELY zu erkennen (roter Pfeil). Hinzu kommt eine Einbasenpaarverschiebung im
AMELY Peak, die sich in jeder Ergebnisreproduktion bestitigte. Hier wére eine Basendeletion
in der SRY Region denkbar. Im Ausschnitt b) ist, verglichen zum AMELX Peak, ein deutlich
hoherer AMELY Peak (roter Pfeil) zu sehen. Verschiebungen bzw. Artefakte im gesamten Profil
der Probe konnten auch nach wiederholter Amplifikation nicht beseitigt werden (ausgegrauter
Bereich). Aus diesem Grund wurde auf eine Festlegung des Geschlechts verzichtet (indiffe-
rent). Kreuzkontaminationen oder Verunreinigungen der Probe mit moderner DNA konnten
ausgeschlossen werden.
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Aus den oben genannten Griinden sollten in besonderen Fillen, wie bei der Charakterisie-
rung des molekularen Geschlechts bei historischen Funden, AMG-ergédnzende Marker genutzt
werden. Neue kommerzielle STR-Kits zur DNA-Analyse von biologischem Spurenmaterial bein-
halten neben dem Amelogeninsystem ein Ychr. STR-System zur Geschlechtsbestimmung. Im
besonderen Fall einer aDNA Typisierung wire die Anwendung des System Genderplex, welches
etwaige Faktoren wie das Vorliegen von low quality und low quantity DNA beriicksichtigt,
denkbar. Im Jahr 2013 stellten Bauer et al. (2013) eine Studie vor, in der eine alternative
Methode zur konventionellen AMG-Typisierung vorgestellt wurde. Fiir diesen Zweck wurde
das Multiplexsystem Genderplex angewandt, mit dem zwei unabhingige Systeme fiir den
AMG-Lokus (AMELshort: 55/58 bp und AMELlong: 106/112 bp), ein SRY spezifisches PCR
Produkt (93 bp) und zudem vier X-STR Loci amplifiziert werden kénnen. Vom Ausgangsset
konnten 88 Proben geschlechtsspezifisch bestimmt werden. Aufgrund des guten Erhaltungszu-
standes des Materials, sollte ein Vergleich der molekular erhobenen Daten mit denen aus einer
parallel dazu durchgefiihrten morphologischen Geschlechterdifferenzierung erfolgen. Das
Studienmaterial umfasste 141 Skelette eines friihmittelalterlichen Fundes. Die DNA-Extraktion
wurde mit verschiedenen Silica-basierten Verfahren und PCI durchgefiihrt. Daraufhin erfolgte
eine DNA-Quantifizierung. Fiir 141 Extrakte resultierten DNA Konzentrationen von 0,24 —
1695 pg/ulL. Bei den iibrigen Proben beeinflussten die enorm niedrigen DNA-Quantititen die
Amplifikation der Marker. Im Vergleich zu der bereits erwdhnten standardisierten Bestimmung
iiber AMG, ermoglicht dieses System eine Absicherung der Ergebnisse durch die Amplifikation
multipler Marker. Mit dieser Methodik kann ein negativer Effekt durch mogliche Mutatio-
nen in Primerbindungsstellen minimiert werden. Durch das SRY Amplifikationsprodukt kann
dazu ein minnliches Geschlecht bestéitigt werden. Durch die kurzen Amplikonldngen wird
zusétzlich die Natur von aDNA beriicksichtigt und die Sensitivitit ist vergleichbar mit anderen
Multiplexsystemen.

Ein vergleichbares Vorgehen ergab sich durch Einbeziehung der Y-SNP Ergebnisse im
vorliegenden Datensatz und fithrte zur Aufstellung einer weiteren Hypothese fiir diesen Fall.
Die Geschlechtsbestimmung der Individuen {iber AMG im S5 System gestaltete sich in Aus-
nahmefillen als duBerst schwierig. Bei einer Anzahl von sieben Einzelproben (von gesamt
89 DNA Isolaten, Doppelbestimmung durch Vorliegen von Ober- und Unterkiefer) konnte,
anhand des zugehorigen Amplifikationsresultates, keine sichere Aussage getroffen werden
(siehe Abbildung 4.3). Auch nach Einbindung der Ychr. Resultate aus der Amplifikation mittels
Powerplex® Y23, welche zur Absicherung der autosomalen Profile angeschlossen wurde,
konnte die Anzahl uneindeutiger Profile nicht minimiert werden. Griinde hierfiir waren z. B.
aulderhalb des Ladders gelegene Y-Peaks, die durch wiederholte Amplifikationen und durch
Uberpriifung der Laufmatrix nicht beseitigt werden konnten. Dazu traten z.T. Farbdurch-
schldge in Form von allelspezifischen Signalen STR-zugehoériger Amplikone im AMELY auf,
die aufgrund der niedrigen RFU des gesamten Profils nicht eindeutig auszugrenzen waren.
Natiirlich beeinflusste die z.T. starke aDNA-Degradation die Bewertung grundlegend. Auf-
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grund dieser unsicher bewerteten AMELY Signale und unter Beriicksichtigung der vorliegenden
aDNA-Qualitit, erfolgte die Uberpriifung der AMEL Ergebnisse fiir die betroffenen sieben
Proben durch Anwendung des etablierten Y-SNP Systems.

Zuvor wurde das System an einer eindeutig weiblichen Probe getestet, um Kreuzhybridi-
sierungen eingesetzter Primer an X-chromosmalen Regionen, auszuschlieen. Im zugehorigen
Y-SNP Profil tauchte, entgegen der Erwartung, ein allelspezifisches Signal fiir den Y-SNP M174
auf. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde ein zweiter BLAST Lauf mit den spezifischen Primerse-
quenzen fiir M174 durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass der entsprechende SBE-Primer
nicht nur Sequenzidentitit mit dem Y-Chromosom sondern auch mit dem X-Chromosom auf-
weist. Ebenso weist der PCR-Primer (forward) eine Sequenzidentitat mit beiden Gonosomen
auf. Der reverse-Primer besitzt eine Sequenzidentitit von 95 % mit dem X-chromosomalen
Strang. Bei ndherer Betrachtung der kritischen Sequenzregionen (HuRef) wurde ersichtlich,
dass PCR-Primer an den Sequenzpositionen 38808291 — 38808314 (forward) und 38808384 —
38808365 (reverse) binden und damit ein Amplikon der Lange 74 bp resultiert. Fiir die folgende
SBE-Reaktion bedeutet dies eine 100 % Hybridisierung des entsprechenden SBE-Primers ab
Position elf an das so amplifizierte DNA Template des X-Chromosoms und die gleichzeitige
Représentation an entsprechender Position 38808319 des X-Chromosoms. Anhand dieser
Ergebnisse liel3 sich eine weitere Hypothese innerhalb der hier vorgenommenen Geschlechts-
differenzierung aufstellen. Diese beabsichtigte eine geeignete Verwendung des Y-SNPs M174
als Indikator fiir eine, zur AMG ergénzenden, molekularen Geschlechtsbestimmung. Die physi-
kalische Gliederung des Y-Chromosoms bestétigt diese Hypothese. Im Bereich von etwa 2,75 —
5,75 Mb des Y-Chromosoms findet sich ein homologer Abschnitt zum X-Chromosom. Allerdings
konnte auch bei zusatzlicher Verwendung des Y-SNP Systems nicht alle, von Beginn an unsiche-
ren Ergebnisse zum Geschlecht, eindeutig bestimmt werden. Aufgrund der geringen Robustheit
gegeniiber PCR-Inhibitoren, kénnen negativ Befunde mit dem Y-SNP System nicht automa-
tisch als weibliche Proben angesehen werden. Fiir eine genaue Bestimmung des Geschlechts
sowie Individualisierung der Proben, sollten zum einen mehrere Amplifikationen erfolgen
und alternative bzw. unabhéngiger Marker fiir eine Geschlechtsbestimmung, herangezogen
werden.

5.4 Geschlechterverteilung im Grabungsfeld

Gegeniiberstellung molekularer mit morphognostischen Ergebnissen am Schédel

Fiir den Vergleich zwischen der mophognostischen und der genotypischen Geschlechtsbestim-
mung wurden sichere AMG Ergebnisse fiir jede untersuchte Probe aus dem aDNA Datensatz
sowie erlangte Ergebnisse aus der Studie von Jeraufke (2013) herangezogen. Auf weitere
Studien zur Geschlechtsbestimmung und Altersschiatzung am Femur und Humerus von Becker
(2013) und Seidel (2013) wurde an dieser Stelle verzichtet, um den Aspekt einer eventuellen
Fehlzuordnung von craniellen und post-craniellen Regionen zu beriicksichtigen. Zusétzlich
erfolgte eine Bestdtigung der AMG Resultate mit der zuvor beschriebenen Ychr. Analyse ménn-
licher Individuen. Voraussetzung fiir eine Gegeniiberstellung bildete i. Allg. die gute Qualitit
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des historischen Skelettmaterials. Fiir die vorangegangene morphologische Studie von Jer-
aufke (2013) am Skelettmaterial, mit dem verfolgten Ziel einer Geschlechterbestimmung
anhand morphognostischer Merkmale und osteometrischer Mal3e, standen 67 Schidel mit
unterschiedlichem Erhaltungszustand zur Verfiigung. Die Geschlechtsbestimmung erfolgte
nach den Empfehlungen aus Ferembach et al. (1979); Sjgvold (1988) sowie Bruchhaus und
Neubert (2000). In Jeraufke (2013) wurden 23 geschlechtsdifferenzierende Merkmale am
Schéidel betrachtet. Anhand dieser Auswahl konnte fiir 52 gelistete Individuen ein Geschlecht
bestimmt werden. Davon konnten die Ergebnisse fiir 50 Individuen mit den Ergebnissen aus
der genotypischen AMEL Bestimmung verglichen werden. Darunter sieben Individuen fiir
die iiber morphologische Merkmale kein Geschlecht bestimmt werden konnte aufgrund des
schlechten Erhaltungszustandes. Fiir 16 dieser Individuen erfolgte anhand der Merkmale keine
exakte Zuordnung zu einem Geschlecht. Im Rahmen metrischer Untersuchungen wurden
23 Hohen-, Breiten- und Langenmalse am Calvarium Unterkiefermae nach Martin (1928)
genutzt. Mit Hilfe dieser Gesamtanzahl an Merkmalsstrecken, konnte fiir fiinf der in Morpho-
gnositk indifferenten Individuen, ein Geschlecht genauer bestimmt werden. Somit konnten
diese ausschlief3lich durch Kombination beider Prinzipien ermittelt werden.

Die Morphognostik ist stark von der Erfahrung des Untersuchers geprigt und einer damit
im Zusammenhang stehenden Subjektivitét bei der Beurteilung ausgewahlter Merkmale. So ist
eine gewisse Fehlertoleranz bei unerfahrenen Wissenschaftlerinnen gegeben. Die Osteometrie
lésst sich im Bezug auf die gewéhlten Malle hiufig nur iiber Vergleichsreihen und deskriptiv,
mittels Standardabweichung und Mittelwert, beschreiben. Das Auffinden von spezifischen
Strukturen in den Daten ist nicht méglich. Desweiteren existiert eine Auswahl an Diskrimi-
nanzfunktionen in der Morphognostik, abgleitet an modernen Populationen unterschiedlicher
Herkunft. Bei historischen Funden mit unbekannter Herkunft, sollten daher mehrere solcher
Funktionen bei der Hypothesenformulierung einbezogen werden. In solchen Fillen ist es nur
durch Heranziehen deskriptiver Kenngréen moglich, sich einer Population in Bezug auf das
Geschlecht, anzundhern. Zusétzlich dazu sollten Informationen tiber die ethnische Herkunft,
z.B. iiber eine Haplogruppenbestimmung, eruiert werden. Mit Ausnahme eines Skelettes,
konnte fiir alle in der Morphognostik und Metrik unbestimmten bzw. indifferenten Fille, ein
Geschlecht iiber den AMEL-Marker festgestellt werden.

Zur Absicherung der Geschlechter miissen die Resultate, mit Ausnahme der bereits repro-
duzierten Ergebnisse, durch wiederholte Amplifikationen bestétigt werden. Insbesondere bei
Vorliegen von stark fragmentierter DNA bleibt die Bestimmung {iber entsprechende Marker das
Mittel der Wahl. Unter Einbeziehung aller ermittelter Ergebnisse aus den drei Verfahren ergab
sich eine Gesamtiibereinstimmung von 43 %. Bei 12 % der Ergebnisse traten Unterschiede
zwischen Morphologie und DNA-Analyse auf. Fiir 27 % des Datensatzes konnte ausschlieBlich
molekulargenetisch ein Geschlecht bestimmt werden.

Bezugnehmend auf die Verteilung der Geschlechter kann gesagt werden, dass unter Ein-
beziehung einer anhand der Ergebnisse aus Morphognostik, Osteometrie und DNA-Analyse,
formulierten Gesamtaussage ein Anteil von 50 % als weiblich und 29 % als méannlich bestimmt
wurden. Bei 21 % der Proben blieb bei Einbeziehung aller drei Verfahren ein unsicheres
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Abbildung 5.5: Gegeniiberstellung Geschlechterbestimmung aus Morphognostik, Osteo-
metrie und DNA-Analyse.

In der Abbildung sind die Ergebnisse aus der Geschlechterbestimmung, zusammenfassend fiir
50 Individuen, dargestellt. Mit Hilfe der Bestimmung des AMEL Markers konnte der grote Teil
bestimmt werden. Der Anteil indifferenter Geschlechter ist sowohl bei denen durch das morpho-
gnostische und osteometrische Verfahren erhobene Ergebnissen am hochsten. Eine anndhernde
Gleichverteilung der Geschlechter im Grabungsfeld kann besonders bei der DNA-basierten
Herangehensweise erkannt werden (schwarze Balken).

Ergebnis. Der relativ grof3e Anteil an unsicher bestimmten Individuen ldsst sich durch die
Beriicksichtigung einer gestellten Bedingung erkldren. Diese involvierte den Ausschluss fiir ein
Individuum, wenn ein verfahrenbezogenes Ergebnis von den anderen beiden abwich bzw. nicht
bestimmt werden konnte. Danach konnte die Hypothese einer anndhernden Geschlechter-
gleichverteilung nach Kleinecke (2011) nicht bestéitigt werden. Bei getrennter Bewertung der
Ergebnisse aus den einzelnen Verfahren, kann sich dieser Hypothese jedoch weiter angenédhert
werden, da der methodische Fehler bei Einzelbetrachtung selektiv gewertet wird. So lasst
sich beispielhaft anhand der DNA-Ergebnisse wiederum eine annidhernde Gleichverteilung
erkennen (Abbildung 5.5). Weitere Einflussfaktoren konnen sowohl der unterschiedliche Stich-
probenumfang in den Arbeiten von Kleinecke (2011) und der hier vorliegenden, als auch die
Bewertung von unterschiedlichen Knochenregionen, sein.
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5.5 Haplogruppenklassifikation und Haplotypstatistik

Im Weiteren sollte die dritte und vierte Hypothese (siehe Kapitel 2) {iber die Abstammungslinien
der untersuchten historischen Population diskutiert werden. Mit den Ergebnissen sollte das
biologische Profil des Fundes hinsichtlich der geografischen Herkunft mit Hilfe Hg-spezifischer
SNPs erweitert werden. Zu Beginn galt es, die Robustheit beider am Stichprobenumfang
etablierter uniparentaler SNP-Systeme, zu hinterfragen und Moglichkeiten sowie Grenzen
der Systeme aufzugreifen. Zur ndheren Charakterisierung beider Datensitze auf Seite der
mitochondrialen und Ychr. Analyse, wurden zudem biostatistische Variablen berechnet, welche
populationsspezifisch diskutiert werden. Unter der gesamtheitlichen Betrachtung erhobener
Ergebnisse mit Hilfe der uniparentalen Systeme (mtDNA und Y-Chromosom) kann anhand
der eingesetzten SNP-Multiplexsysteme von Paneto et al. (2011) und den vorgenommenen
Erweiterungen der Systeme nach Wei et al. (2013); Kohl et al. (2009) eine Klassifzierung
probenzugehoriger Haplogruppen sowie eine grobe Vorhersage der geografischen Herkunft mit
Hilfe resultierender Verteilungsmuster erfolgen. Jedes Mutationsereignis kann sowohl auf Ychr.
als auch auf mitochondrialer Ebene mit dem Ursprung ihres Entstehens und der kontinentalen
Verbreitung in Einklang gebracht werden.

Das Eingrenzungspotential, dass mit entsprechenden Analysesystemen erreicht werden
kann, hangt vorrangig von dem Untersuchungsziel, vom untersuchten Material, dem Alter der
Population und der Locispezifitit ab. Je mehr Marker in eine entsprechende Analyse einbezogen
werden, umso hochauflésender ist das Ergebnis, ausgehend von einer Makrohaplogruppenbe-
stimmung bis hin zur tieferen Subhaplogruppenaufgliederung. Weiterhin hangt die Zuordnung
ebenfalls von regionalen Hg-Frequenzen ab. Selten vorkommende Abstammungslinien lassen
sich demnach in Verbindung mit einem ausreichend grolsen populationsgenetischen Daten-
grundlage genauer zuordnen. Mit der Voraussetzung von moglichst gut erhaltener aDNA und
einem etablierten Arbeitsablauf im Labor, der den Zustand des zugrundeliegenden biologischen
Materials beriicksichtigt, kann die kontinentale Herkunft einer aDNA Probe in den meisten
Fillen zweifelsfrei bestimmt werden.

Herausforderung stellt jedoch immer noch die geringe Datenbasis auf diesem Sektor, die
einen Vergleich von z. B. Frequenzwerten mit Funden aus dhnlichen Zeitstellungen ermoéglicht,
dar. Gilt es bei forensisch relevanten Fillen den Herkunftsort einer Spur mit der Bestimmung
des Haplotypen und der einhergehenden Haplogruppe einzugrenzen, so besteht das Ziel beim
Auffinden von historischen Skeletten in der Erweiterung des biologischen Profils durch DNA
basierte Herkunftsdaten. Im Gegensatz zu dhnlichen Studien aus dem Feld einer uniparentalen
SNP-Haplotypiserung, verfolgt die hier vorliegende eine Rekonstruktion der geografischen
Herkunft, basierend auf der Kombination ermittelter SNP-Daten beider unabhéngiger Systeme
- mtDNA und Y-Chromosom. Zwei Studien von van Oven et al. (2011a,b) zeigen das Potential
dieser Uberlegung und verweisen auf eine Steigerung des Informationsgewinnes durch eine
Verkniipfung von autosmalen AISNPs, mtSNPs und Y-SNPs fiir phylogeografische Studien.
Auch die vorliegende Arbeit zeigt, dass unter Beriicksichtigung einer divergenten genetischen
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Variablidt der Marker, einschlief3lich geografischer Distanzen wie in (Jobling, 2012) beschrieben,
der gewonnene Informationsgehalt mit beiden Systemen kompakte phylogeografische Aspekte
fiir hisotrische Populationen liefern kann.

Aktuelle Studien wie von Rogalla et al. (2015); Phillips (2015) und Onofri et al. (2006)
zeigen, dass die Analyse ausgewahlter AIMSNPs mittels SNaPshot Assays in der Routinearbeit
immer noch Bestand hat. Modernste Techniken wie NGS miissen sich hingegen insbesondere
fiir aDNA-Analysen in der Routine weiter beweisen. Die Aufbereitung von aDNA Templates
ist aufgrund der low quality und low quantity Charakteristik bei NGS Verfahren gegenwértig
noch sehr zeitaufwendig. Dem gegeniiber steht ein im Vergleich kostengiinstiges und schnelles
Verfahren mit einer zwei-Schritt PCR und der fragmentbasierten, kapillarelektrophoretrischen
Auftrennung der Amplifikate.

Da es nach eigenem Stand keine vergleichbaren Populationsdaten aus der romischen
Kaiserzeit und beginnenden Volkerwanderungszeit existieren, muss auf eine fundierte Daten-
grundlage von Skelettfunden aus dem Neolithikum, {iber das Mesolithikum und Palédolithikum
bis hin in die heutige Zeit zuriickgegriffen werden. Diese konnen hilfreich sein, um den zentra-
len Fund bzw. erlangte Hg-Frequenzwerte mit entsprechend publizierten Daten zu vergleichen.

5.5.1 Mitochondriale Analyse
Anwendung des mtSNP Multiplexsystems zur Haplogruppenklassifikation

Die hier angewandte Methodik fiir die Analyse der mtSNPs, in Form eines einzelnen Multiplex-
ansatzes und der anschlielfenden Minisequenzierung, hat sich auch in diesem Fall genauso
wie in o. g. aktuellen Arbeiten auf dem Gebiet bewéhrt. Nur wenige Forschungslabore im
anthropologischen Bereich haben die Moglichkeit neuartige Technologien wie NGS fiir ahnli-
che Fragestellungen anzuwenden, wodurch die SNaPshot-Multiplexanalyse immer noch eine
weitverbreitete Alternative fiir die Labore darstellt. Im Vergleich zur durchgefiihrten Y-SNP
Analyse konnten alle 42 mtSNPs innerhalb eines Ansatzes amplifiziert werden. Dabei konnten
fiir das aDNA Template im Schnitt 40 von urspriinglich 42 Loci ausgewertet werden. Das
Verfahren der Multiplex-Analyse ermoéglicht die Kombination einer gewahlten Anzahl von
SNPs. Es ist schnell, effizient und durch einen geringen gerétetechnischen Aufwand gut in die
Routinearbeit entsprechender Labore zu integrieren. Allgemein lésst sich sagen, dass durch
die Variation eines einzelnen Nukleotids die Amplifikatldnge in der Analyse, verglichen zu
anderen Polymorphismen, sehr kurz gehalten werden kann.

Bei der hier vorgestellten Methodik wurden zwei verschiedene Ansétze, sowohl fiir die
Amplifikation der mtSNPs als auch fiir die Y-SNPs, in der ersten PCR verfolgt. Dabei hat
sich gezeigt, dass durch Anpassung einzelner Mastermixbestandteile und dem Absehen von
kommerziellen Amplifikationschemien, eine Verbesserung der Profilqualitét erreicht werden
kann und das Phianomen des Konkurrierens involvierter Primersequenzen minimiert wird.
Mit Ausnahme der mt-Varianten T-1736 und C-7028 konnten alle weiteren allelspezifischen
Signale im Elektropherogramm, dropout Ereignisse nicht eingeschlossen, bewertet werden.
Eine Erhohung von Primerkonzentrationen in der Mutliplexamplifikation und SBE-Reaktion
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fiihrte zu keiner Ergebnisverbesserung. Sequenzunspezifische Hybridisierungen konnten zudem
ausgeschlossen werden. Schlussfolgernd sollten ein Neudesign zugehoriger Sequenzen fiir
diese Positionen (1736 und 7028) erfolgen. Der in der Arbeit von Paneto et al. (2011) angebene
Polymorphismus A8251G konnte im Hinblick auf dessen Spezifitit fiir die Hg-Klassifkation
nicht nachvollzogen werden. Aufgrund dieser Unstimmigkeiten und einer anschlief3enden
Recherche, wurde die nach Phylotree inverse Form G/A verwendet, die zur Einordnung in
die Makrohaplogruppe I* notwendig und zudem nachvollziehbar ist. Die Variante A/G im
Haplotypen fiihrte zu einer Einordnung in die Hg N1’5, anstelle in die Sublinie N1alb (Variante
G/A). Ein dhnliches Bild trat bei der Einordnung von Haplotypen in die Haplogruppe I5b auf.
Die Haplotypen konnten bei der Variante A/G nur in die iibergeordnete Linie N10b gruppiert
werden.

Haufig zu beobachtende Lokus dropouts der SNPs G1719A, A1811G und A2706G kon-
nen auf die (verglichen zu den anderen Positionen) gro3en Amplifikatldngen von 157 — 196
bp zuriickgefiihrt werden. Mit Hilfe des angewandten Multiplexsystems ist es moglich die
Hauptlininen entlang der mitochondrialen Phylogenie abzubilden und komplexe Abstam-
mungsmischungen aufzulosen. Die Mehrheit von 40 Loci ermdglicht die Aufgliederung der
Hauptéste europaischer, afrikanischer und asiatischer Linien sowie zugehoriger Sublinien. Fiir
das Ziel einer initialen Hg-Klassifikation fiir die Population stellt das komplexe System eine
ausreichende Basis dar, sodass eine fiir die forensische Praxis oftmals praktizierte Variante der
hierarchischen SNP-Analyse, wie in der Arbeit von Brion et al. (2005) beschrieben, an dieser
Stelle nicht zwingend nachgegangen werden musste.

Neben einem dhnlich komplexen System von de la Puente et al. (2016) ist das hier etablierte
eines der wenigen Systeme mit hoher SNP-Dichte, welches eine Koamplifikation von 42 Positio-
nen in einem Ansatz ermoglicht. Die Verwendung von zwei SNPs aus dem nicht-kodierenden
Bereich (16519 und 16362) sollte, laut dem Verfasser der Publikation, die Diskriminationskraft
zwischen Individuen erh6hen (Paneto et al., 2011). Bei ndherer Betrachtung der Haplotypen
zeigte sich, dass insbesondere der Lokus 16519 zu 59 % in mutierter Variante im Datensatz
vorlag. Da in diesem Fall jedoch nicht das Maf} der Unterscheidbarkeit von mind. zwei Se-
quenzen verfolgt wurde, musste dieser SNP im Fall einer Hg-Zuordnung relativiert betrachtet
werden. In der aktuellen Version des phylogenetischen Baumes (PhyloTree.org - mtDNA tree
Build 17, release 18 Feb 2016) wird der SNP 16519 nicht eingebunden. Anhand der hohen
Mutationsfrequenz wiirde dieser Position ohne weitere Wichtung eine iibergeordnete Rolle in
der Hg-Klassifikation zugeteilt werden, die jedoch nicht gewiinscht ist. Mit Haplogrep wird
diese Wahrscheinlichkeit im Algorithmus minimiert indem Mutationshotspots, welche haufig
mit krankheitsassoziierenden Informationen gekoppelt sind, mit dem Wert 0 gewichtet werden.

Auch fiir die Ableitung eines minimal Hg-tree wurde dieser Lokus ausgeschlossen. Die in
Folge der Minimierung des Ausgangssets - bestehend aus 42 Positionen - auf ca. die Hélfte an
notwendigen Loci zeigte, dass durch die verringerte Anzahl der gleiche Informationsgehalt
fiir die Hg-Klassifikation resultierte. Dadurch kann eine zusitzliche Minimierung der Kosten
mit gleichzeitiger Zeiteinsparung erreicht werden. Allerdings muss diese Aussage an weiteren
Datensétzen auf Plausibilitit gepriift werden. Weiterhin ist an dieses Ergebnis die vorangestellte
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Bewertung der Keyloci im Klassifikationsprozess gekniipft. Bei Anwendung eines abweichenden
Algorithmus, kann dieser minimal abweichende Ergebnisse liefern und der essentielle minimale
Umfang anders charakterisiert sein. Zusammenfassend kann bezugnehmend auf die Robustheit
gesagt werden, dass sich das Mutliplexsystem fiir aDNA-Analysen insbesondere durch die
iiberwiegend kurzen Fragmentldngen, sehr gut eignet.

Bei weiterer Betrachtung der Resultate zur Einordnung eines Haplotypen in die zugeho-
rige Haplogruppe und deren Wichtung in der genutzten Applikation Haplogrep, wurde der
Zusammenhang von Haplotyp und Haplogruppe untersucht. An dieser Stelle werden zwei
grundlegende Fragestellungen zur zielgerichteten Hg-Zuordnung von Haplotypen betrachtet.
Interessant war zum einen die Beantwortung der Frage iiber eine Zuordnung unterschiedlicher
Haplotypen in dieselbe Haplogruppe und nach Faktoren (Loci), die dies bedingen (Fragestel-
lung im Folgenden als F1 bezeichnet). Dazu wurde im Analogon untersucht wie viele dhnliche
Haplotypen verschiedenen Haplogruppen zugeordnet wurden (Fragestellung im Folgenden
als F2 bezeichnet). Die Verwendung des Begriffes Ahnlichkeit wird an dieser Stelle mit einem
Fehlen von Sequenzinformationen durch die max. detektierte Anzahl an Lokus dropouts impli-
ziert, sodass eine vollstindige Ubereinstimmung von zwei Haplotypen nicht mehr gegeben ist.
Alle weiteren Loci stimmen bei diesem Sachverhalt jedoch iiberein.

In Anlehnung an die Bewertung der Hg-Zuordnung wurden im Ergebnis nur unterschied-
liche Haplotypen in dieselbe Hg Kklassifiziert, wenn der betroffene Polymorphismus nicht
entscheidend war (F1). Zeigten die Daten Ungenauigkeiten bzw. Lokus dropouts auf, wurden
diese Stellen als unbekannt gekennzeichnet und fiir die Hg-Klassifikation ausgeschlossen. Bei
der Ht-Klassifikation werden unbekannte Stellen als gleich gewertet. Kann bei einer Probe
ein fiir die Hg-Klassifikation wichtiger Lokus (z. B. 1719) nicht erkannt werden, kommt es zu
einer unterschiedlichen Haplogruppenzuordnung (F2). Der Zusammenhang von Haplotyp und
Haplogruppe wird in Abbildung 5.6 dargestellt.

Unterschiedliche Haplotypen werden in dieselbe Haplogruppe Klassifiziert (F1)

Betroffene Loci: 1811 und 14766

Ht GGAAATACGGGCTTTTCCACGCTGGACTAAGCCAGTCTACTC  H3
Ht GGAA?TACGGGCTTTTCCACGCTGGACTAAGCCAGTTTACTC H3
Anzahl in Population: 9

Haplotyp wird unterschiedlichen Haplogruppen zugeordnet (F2)

Betroffene Loci: 1719, 2772, 8404 und 12372

Ht GGAA?TACGGGCTTTTTTACGCTGGACTAAGCCAGTTTACTT R21
Ht GG?A?TA?GGGCTTTTTTACGC?GGACTAA?CCAGTTTACTT U2b
Anzahl in Population: 6
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Abbildung 5.6: Zusammenhang von Haplotyp und Haplogruppe.

In der Abbildung ist die Zusammenfassung o. g. Fragestellungen (F1 + F2) iiber die Zuordnung
von Haplotypen (Kanten: Probenbezeichnung) zu einer Haplogruppe (Knoten) zu erkennen.
Eine mehrfache Bezeichnung der Kanten weist auf eine bestehende sequenzielle Ahnlichkeit
entsprechender Haplotypen untereinander hin, welche in dieselbe Hg klassifiziert wurden.
Gehen von einem Hg-Knoten mehrere Kanten ab deutet dies auf die Zuordnung von unter-
schiedlichen Haplotypen in eine Hg hin.
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5.5.2 Y-chromosomale Analysen

Anwendung des YSNP Mulitplexsystems zur Haplogruppenklassifikation

Bei der Anwendung des Y-SNP Muliplexsystems, welches in der Amplifikation auf vier Systeme
aufgeteilt wurde, konnten nur fiir ca. die Hélfte der Proben ein Y-SNP Haplotyp erstellt
werden. An den bereits beschriebenen Vorteil einer parallelen Amplifikation mehrerer SNPs ist
allerdings auch die Qualitét des zugrundeliegenden DNA Templates gekniipft. Bei Vorliegen
von aDNA ist die Qualitét als auch die Quantitit stark erniedrigt. Ein negatives Ergebnis in
der Amplifikation kann mitunter auf eine Art Konkurrieren eingesetzter Primerpaare um die
DNA, zuriickzufiihren sein. Deswegen wird auch bei kommerziellen Produkten wie bei dem
hier verwendeten Kit von QIAGEN drauf hingewiesen, dass die Anzahl von 12 Loci in der
Amplifikation nicht {iberschritten werden sollte. Zudem kann das abgestimmte Verhéltnis
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von Kitbausteinen im Mastermix (DNA-Polymerase, dNTPs usw.) durch ein Uberbeladen von
z.B. DNA gestort werden. So sind Multiplex-Anséatze zwar mit einem geringeren Zeitaufwand
verbunden, bendétigen aber auch eine hohere Ausgangskonzentration an DNA.

Neben den Amplifikationsbedingungen wurde nach weiteren Einflussfaktoren auf die zum
Teil z. T. unerwarteten Ergebnisse gesucht. Dabei fiel insbesondere auf, dass die eingesetzten
SBE-Primer nach Kohl et al. (2009) fiir die Positionen M128 und M91 Unstimmigkeiten auf-
wiesen. Der Y-SNP M128 beschreibt eine 2 bp Deletion. In der anzestralen Form sind die Basen
TG an Position 21767930-21767931 (GRCh37) zu finden. In der Variante (Mutation) fehlen
diese beiden Basen. Der Y-SNP M128 charakterisiert gemafs ISOGG die Haplogruppe N1c2a.
Eine Sequenziibereinstimmung in forward- und reverse-Orientierung lieferte jedoch keine
entsprechende Sequenziibereinstimmung mit der Referenzsequenz. Mit dem durchgefiihrten
BLAST-Lauf konnte jedoch eine 100 %ige Sequenzidentitit zwischen der Primersequenz und
dem Y-Chromosom in den sequenziellen Abschnitten: 15477863 — 15477889 (Y-Chromosom
HuRef) und 19606202 — 19606228 (Y-Chromosom GRCh38) festgestellt werden. Eine Suche
nach dem mit diesem SBE-Primer detektierten Y-SNP war somit nicht moglich.

Der Y-SNP M91 beschreibt eine Insertion eines Thymins an Position 21907538 (GRCh37).
Mit Hilfe dieser Information ist eine Klassifikation in die Superhaplogruppe BT des monophy-
letischen Stammbaumes moglich. Zur Detektion dieses Lokus wurde ein SBE-Primer in reverse
Orientierung verwendet. Bei Betrachtung der sequenziellen Umgebung fallt auf, dass die Posi-
tion von einem Thymin-8mer (5- 3’) gefolgt ist. Wird nun der entsprechende reverse-Primer
verwendet so wird immer, egal ob anzestrales oder erworbenes Allel, ein Adenin detektiert. Aus
den bezeichneten Griinden war somit auf diese Y-SNPs bei der Zuordnung der Probe zu einer
Hg zu verzichten. Diese Konsequenz hatte jedoch keine Auswirkung auf die Klassifizierung in
eine Hg, da sie Superhaplogruppe BT durch die Y-SNPs M42 und SRY10831 klassifiziert werden
konnte. Die tiefere Einordnung in N1c2a konnte nicht erfolgen. In einem entsprechenden
Fall wire nur eine Bestimmung der Makrohaplogruppe N durch M231 theoretisch méglich
gewesen. Bei Betrachtung der Fragmentlidngen zugehoriger Amplifikate wird deutlich, dass ein
Ausfall hdufig betroffener Positionen M123, M168 und M230 infolge der Degradation moglich
ist. Die Langen der PCR-Produkte dieser drei Y-SNPs betrugen 145 — 175 bp. Daher besteht
die Moglichkeit, dass eine Amplifikation dieser Bereiche in ausgewéhlten Proben mit einem
hohen Degradationsindex nicht mehr moglich war. Des Weiteren ist bekannt, dass DNA mit
Histonen und Nicht-Histon-Proteinen Chromatinstrukturen ausbildet, welche zum Teil eine
Schutzwirkung wahrend des Abbaus der DNA haben. Nach Nagata (2000) geht hervor dass
DNA, die keine Interaktionen mit Proteinen eingeht, leichter abgebaut werden kann.

Durch eine Konzentrationserh6hung der PCR- und SBE-Primer und der duplizierten Ampli-
fikation von M230 in zwei Systemen (System 3 und 4) war es in dem Fall méglich, diesen zu
detektieren. Damit konnte eine verbesserte Amplifikation im Vergleich zu Kohl et al. (2009)
erreicht werden. Trotz der beschriebenen unspezifischen Signale in System eins, zwei und
vier konnte eine allelspezifische Zuordnung der Signale im Elektropherogramm erfolgen,
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womit der Einsatz dieser Systeme fiir die Analyse von historischem Probematerial befiirwor-
tet wird. Ebenso lief3 sich mit den durch Minisequenzierung erhaltenen Ergebnissen eine
Haplogruppenklassifikation durchfithren.

Bewertung populationsgenetischer Variablen der Ychr. STR-Analyse

Die Einbeziehung der PPIY23 Ergebnisse sollten in Verbindung mit der dargestellten Haplo-
typrecherche auf der YHRD ergédnzende Hinweise zum Vorkommen der ermittelten Abstam-
mungslinien in heutigen Metapopulationen liefern. Dieses Vorgehen konnte aufgrund der
mangelnden historischen Datenbasis nur basierend auf aktuell hinterlegten Haplotypen erfol-
gen. Im Allgemeinen konnen Ychr. Haplotypdaten in Verbindung mit der Aussagekraft binérer
Polymorphismen auf genealogischer Ebene hilfreich sein, um lokale Populationsstrukturen und
demografische Prozesse nachzuvollziehen. Eine Festlegung auf die generische Haplogruppe ba-
siert in diesem Fall jedoch vorwiegend auf den konsistenten bindren SNPs. Desweiteren wurden
populationsgenetische Variablen als Grundlage fiir den Vergleich mit heutigen Frequenzwerten
einiger Y-STR Systeme aus dem Y-STR Datensatz erhoben.

Vorab erfolgte in Anlehnung an den DNA-Degradationsgrad eine Bewertung der resultie-
renden Qualitédt der Y-STR Profile. Bei der Gegentiberstellung von Y-STR- und Y-SNP Profilen
fiel auf, dass in iiberwiegenden Fillen bezogen auf die Signale in Fragmentldngenbereichen
bis 300 bp, die der PPIY23 besser als in den Y-SNPs war. Vermutungen hinsichtlich der Ursache
liegen hauptséchlich in der unterschiedlichen Zusammensetzung verwendeter Pufferlosungen
der Reaktionsmixe und dem Maf} an max. einzusetzendem DNA-Volumen in die PCR. Fiir
die Y-STR Analyse wurden meist 17,5 uL DNA-Isolat eingesetzt. In Abhéngigkeit vom Y-SNP
Reaktionsansatz kénnen jedoch nur max. 6 uL DNA-Isolat eingesetzt werden. Aufgrund von
stochastischen Effekten wére es bei einer sehr geringen DNA-Konzentration moglich, dass kein
DNA-Template in den Reaktionsansatz iibertragen wurde.

Die biostatistischen Berechnungen beruhen auf der in Kapitel 4.4.2 zum Unique Haplotype
formulierten Annahme, dass alle Peaks, bei denen die Moglichkeit besteht, dass diese auch
als Duplikationen interpretiert werden kénnen, als ,,echt angesehen wurden. Die Ergebnisse
lassen auch den Schluss zu, dass im Falle einer angenommenen Dopplung in den erhaltenen
Y-chromosomalen Profilen zweier unterschiedlicher Individuen diese dann zu einer Patrillinie
zu zéhlen sind. Damit wiirden sich die Haplotypfrequenzen und einhergehende biostatistische
Parameter wie Unique Haplotype, Haplotypdiversitdt und Diskriminationskapazitit verdndern.
Von einer weiterfithrenden Analyse moglicher verwandtschaftlicher Beziehungen zwischen
den untersuchten Funden wurde aufgrund des fiir die Zielstellung vorgesehenen zeitlichen
Rahmens, einer zum Schluss nicht mehr ausreichenden Menge an DNA-Isolat und dem hohen
Degradationgrad, abgesehen. Die resultierende Einzigartigkeit in den Variablen: Haplotypdiver-
sitat, Diskriminationskapazitat und Haplotypfrequenz des Datensatzes (n = 12, Y-STR Profile)
sollte unter Vorbehalt infolge der schlechten Qualitdt der PPIY23 Profile und des geringen
Datensatzes, bewertet werden. Infwiefern sich die Resultate mit einer steigenden Probenanzahl
verdndern, kann zu diesem Zeitpunkt nicht abgeschitzt werden. Da es sich bei der Population
eher um eine Art ,Randgruppe“ handelt konnen die erhobenen Daten als Ergdnzung zum



5.5. HAPLOGRUPPENKLASSIFIKATION UND HAPLOTYPSTATISTIK 111

0,3

0,25 N
= 02 —
Q
=
2
50,15 B . _
£ DYS570_ancient
2 o1 ] N N DYS570_YHRD
0,05 — a8

0 T T T T T T T T T T T T T T T T |

0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Allel

Abbildung 5.7: Moderne und historische Allelverteilung fiir den Lokus DYS570.
Dargestellt ist die Allelverteilung fiir das System DYS570 anhand der lokusspezifischen In-
formation auf der YHRD (hellgriin) und der ermittelten relativen Frequenzen fiir den aDNA
Datensatz (dunkelgriin). Die Frequenzen héufig auftretender Allele unterscheiden sich z. T. be-
dingt durch die schlechte Qualitédt der Y-STR Profile. Besonderheiten in Form von unbekannten
Varianten konnten nicht festgestellt werden.

biologischen Profil herangezogen werden. Es wire jedoch wiinschenswert, wenn die Aussagen
durch weitere Populationen aus dieser Zeit und Region ergédnzt bzw. erweitert werden. Durch
ein hohes MaR an Systemausfillen erniedrigt sich der Informationsgehalt aus den Systemen,
sodass auch die Diskriminationskraft im Fall eines 1:n Vergleiches, unabhéngig vom aDNA
Datensatze, herab gesetzt ist. Fiir die Berechnung der Variable Gendiversitat fiir den Datensatz
ergab sich die hochste genetische Vielfalt und damit das hochste Maf3 an beobachteter Allelva-
riation fiir den Lokus DYS750 (GD = 0,967). Die Ergebnisse aus der GD-Berechnung kénnen
u. a. mit den theoretischen Mutationsraten einzelner Y-STR Systeme in der heutigen Zeit in
Zusammenhang gebracht werden. So werden die Y-STR Systeme DYS448 und DYS393 als lang-
sam mutierende Marker bezeichnet. Als schnell mutierende Marker werden die STR-Systeme
DYS576, DYS481, DYS549, DYS533, DYS570, DYS439 und DYS458 klassifiziert. Mit einer
Mutationsrate von 1, 79e™2 ist DYS750 das am schnellsten mutierende System im PowerPlex®
Y23 Kit (Roewer et al., 2001, 2013). Anhand der zum System DYS570 zugehorigen Allelver-
teilung ist zu erkennen, dass bei Gegeniiberstellung von aktuellen Allelfrequenzen mit den
ermittelten aus dem aDNA Datensatz keine Besonderheiten hinsichtlich des Auftretens zu
vermerken sind (Abbildung 5.7). Faktoren wie der zugrundeliegende kleine Datensatz und
der Einfluss von degradationsbedingten Allel dropouts beeinflussen die Allelhdufigkeiten im
einzelnen. Besonderheiten in Form von bisher unbekannten Allelvarienten fiir dieses System
traten nicht auf.

Die erhaltenen Informationen iiber das Vorkommen des Haplotypen, einschlief8lich der iiber
die YSNP-Infomationen abgeleitete Hg, deutete auf regionalen Ursprung in West-Europa hin.
Diese Information kann als Basis fiir eine vertiefte Analyse mit einem spezifischen Y-SNPs Assay
weiter verwendet werden. Allerdings ist die Aussagekraft relativ gering, da an dieser Stelle nur
Metapopulationsabfragen eruiert werden konnten. Das Ergebnis zeigt, dass der iberwiegende
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Anteil der Haplotypen einem westeuropdischen Ursprung zugewiesen werden. Dieses Ergebnis
stellt ein richtungsweisenden Anhaltspunkt unter Einbeziehung der Zeitstellung und Fundstelle
mit der Verteilungsentwicklung hochfrequenter Hg fiir die Population, dar.

5.6 Phylogeografische Einordnung und Haplogruppenentwicklung

Ychr. Haplogruppenverteilung

Bei Beurteilung der dargestellten Hg-Verteilung zeigt sich fiir den aDNA Datensatz, dass
sowohl die Makrohaplogruppen I als auch R, einschlief3lich entsprechender Sublinien, mit
einer Frequenz von jeweils 31 % am héufigsten klassifiziert wurden (siehe Abbildung 4.10). Fiir
einen Teil der Hg R zugehorigen Haplotypen erfolgte lediglich eine Gruppierung in die Sublinie
R1b, nicht in R1a bzw I1. Haufig konnte eine tiefere Gruppierung, die grundsatzlich mit
der SNP-Auswahl moglich gewesen wiére, iiber die Superhaplogrupppe heraus nicht erfolgen.
Griinde hierfiir liegen in einer hohen dropout-Frequenz spezifischer Loci und in einem hohen
Auftreten der anzestralen Form im Datensatz.

Ein Vergleich mit Verteilungsmustern von rezenten Populationen erlaubt die Annahme,
dass es sich bei der untersuchten Population um eine européaische Bevolkerungsgruppe handeln
muss, da die Haplogruppen I und R als charakteristisch fiir Europa gelten. Eine detailliertere
Aussage, im Hinblick auf den geografischen Herkunftsort, kann dariiber hinaus aufgrund
fehlender Haplotypinformationen nicht getroffen werden. Die Manifestierung und folgende
Expansion der Haplogruppe R, einschlieBlich der Linien R1a und R1b, wird in Verbindung mit
der paldolithischen Besiedelung Europas vor 40.000 Jahren beschrieben (Roewer, 2008). Es
ist davon auszugehen, dass zentraleuropdische Volker und auch die untersuchte historische
Population aufgrund ihrer Zeitstellung vorrangig durch die Haplogruppe I sowie die Subhaplo-
gruppe Rla und R1b dominiert wurden. Als Einflussfaktor auf diese Entwicklung ist ein stark
wirkender genetischer Drift auf das Y-Chromosom einzubeziehen (Jobling und Tyler-Smith,
2003). Der Grabungsort und Daten aus archédologischen- und anthropologischen Vorarbeiten
unterstreichen diese Vermutung. Vor allem im deutschsprachigen Raum sind heutzutage hohe
Frequenzcluster der Hg R und I zu erkennen. Besonders Nord- und Ostdeutschland dhneln in
der Gesamtverteilung der ermittelten Haplogruppenverteilungen der historischen Population
(Abbildung 5.8).

Diese Aussage fungiert zuséatzlich, in Anlehnung an die dritte Hypothese iiber die regionale
Herkunft der untersuchten Population, als Hinweis auf den Westeuropéischen Ursprung. Mit
Hilfe dieser Ychr. Marker kann ergdnzend zur Ychr. STR-Analyse eine ndhere Eingrenzung auf
einen moglichen Ursprung im heutigen Deutschland vermutet werden.

mtDNA Haplogruppenverteilung

Unter Zuhilfenahme heutiger Verteilungsmuster ergab sich bei der Ergebnisanalyse eine eindeu-
tige Einordnung detektierter mitochondrialer Haplotypen in charakteristische Haplogruppen
des europiischen Raumes. Die Haplotypdiversitédt betrug 0,9404. Besonders dominant im
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Abbildung 5.8: Verteilung Ychr. Hg in Europa und Deutschland.

Gegenwartige Verteilungsmuster der Haplogruppen in europaischen Populationen und Deutsch-
land (Ausschnitt). Die Verteilung unterscheidet sich regional zwischen West- und Osteuropa
sowie Nord- und Siideuropa.

Datensatz vertreten sind die Haplogruppe H und U mit jeweils 26 %, einschliel8lich zugehori-
ger Subgruppen. Darauf folgt prozentual die Haplogruppe K (10 %) sowie die Hg T (10 %).
Verglichen mit der Diskriminationskraft des Y-SNP Sets, konnte eine tiefere Klassifikation der
Haplotypen in Sublinien durch das robuste 42-SNP Set erfolgen. Am geringsten vertreten in
der Population sind die Hg X, W, und HV mit 2 — 3 %. Verglichen mit den Arbeiten von Paneto
et al. (2011); Turchi et al. (2008); Roostalu et al. (2007); Poetsch et al. (2003) zeigt sich
eine Anndherung an die Hg-Gesamtverteilung von modernen zentraleuropéischen Populations-
gruppen. Eine detaillierte geografische Eingruppierung des Fundes anhand der ermittelten
Frequenzwerte, so wie es mit dem Ychr. Pendant vorgenommen wurde, kann an dieser Stelle
nicht erfolgen. Hier bleibt unterstiitzend zur bereits diskutierten Ychr. Hg-Verteilung lediglich
die Aussage bestehen, dass sich die Hg-Gesamtverteilung des Gorziger Fundes der heutiger
westeuropaischer Populationen annéhert. Anders als bei Ychr. Analysen kann eine hochauflo-
sende regionale Unterscheidung bei mtDNA-Analysen ausschlief3lich anhand umfangreicher
Sequenzdaten und der Abbildung tiefer Aste in der mt-Phylogenie erfolgen. Zeitlich auseinander
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entwickelte Hg-Cluster besitzen in Abhingigkeit ihrer Lage auf der basalen phyologenetischen
Entwicklungsstufe auch regional dhnliche Frequenzwerte. Maternal sind diese Grenzen im
Vergleich zum paternalen Gegenstiick, begriindet durch differentielle Evolvierungszeiten und
Substitutionsraten von Mutationen und unterschiedlich starkem Genfluss auf beiden Seiten,
grolSer gefasst. So besitzen z. B. die Haplogruppen H2a und H3 vergleichbare Frequenzen in
Ost- und Westeuropa (Achilli et al., 2004; Loogvali et al., 2004). Dies hat zur Annahme gefiihrt,
dass mtDNA entweder selektionssensitiv- oder der maternale Genfluss in Europa besonders
hoch ist (Simoni et al., 2000a).

Auffallig ist jedoch der ausgeglichene Anteil der Hg U sowie Hg H (Sublinien inbegriffen)
im vorliegenden Datensatz. Verglichen mit heutigen Frequenzen ist dieser U-Anteil relativ hoch.
Eine Erklarung fiir das starke Auftreten kann eine untersuchte Hypothese nach Briggs et al.
(2009) sein, in der argumentiert wird, dass die Hg U5 die dleste Sublinie der Makrohaplogruppe
U ist, welche sich in der modernen Menschheitsgeschichte vor ca. 26,6 Kya entwickelte.
Hierbei konnten alle untersuchten mesolithischen und pra-neolithischen Proben der HG U
zugeordnet werden, was die Annahme bestitigt, dass diese Hg vorherrschend war. Damit
kann gleichermaen angenommen werden, dass zum Zeitpunkt der romischen Kaiserzeit
und beginnenden Volkerwanderungszeit der Anteil an der Hg U auch entsprechend hoch war.
Entgegengesetzt verhilt sich dieser Aspekt bei der Haufigkeit des Auftretens fiir die Hg H in der
Population. In heutigen Populationen betragt der Anteil der Linie H, besonders in Westeurasien,
meist iber 40 % mit geringen Frequenzdnderungen von ~ 10 — 30 % in Richtung des nahen
Ostens und dem Kaukasus (Richards et al., 2000). Nicht wirklich klar ist jedoch zu welchem
Zeitpunk sich die Hg H in Europa manifestiert hat. Erkenntnisse aus thematisch nahen Studien,
die sich mit der phylogeografischen Verteilung der generischen Linie H und zugehoriger Sublinie
beschiftigt haben, beruhen hauptsichlich auf Sequenzierungsdaten der mitochondrialen
Kontrollregion (Richards et al., 2000; Torroni et al., 2006). Einige wenige Arbeiten wie Pereira
et al. (2005); Roostalu et al. (2007); Alvarez-Iglesias et al. (2009) enthiillten auf Basis des
vollstindigen mt-Genoms die evolutiondre Komplexitdt der Hg H. Dabei zeigte sich eine ~
70 % Diversitit aullerhalb der Kontrollregion. Diese Aussage bildete die Grundlage fiir eine
detaillierte Betrachtung der Heterogenitét auf dem populationsgenetischem Level, z.B. in
einer Arbeit von Brotherton et al. (2013). In dieser wurde die Entwicklung der Hg H {iber die
Zeit hinweg zwischen heute vorzufindenden Richtwerten und denen von historischen Funden
der Mittel-Elbe-Saale Region (Sachsen-Anhalt) aus den Zeitstellungen des Neolithikums iiber
das Paldolithikum bis hin in die Bronzezeit (Zeitfenster: > 3500 Jahre) betrachtet. Insgesamt
wurden 39 ancient mt-Genome vollstdndig sequenziert. Das starke Interesse fiir diese Hg liegt in
einem fast linearen Frequenzanstieg und dem breiten Spektrum an diversen Sublinien (> 100)
in der maternalen Phylogenie begriindet. Mit den Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass der
zentraleuropaische mtDNA Pool wihrend des Neolithikums geformt wurde. Genauer lielsen
die Erkenntnisse den Schluss zu, dass sich die Verteilung der Hg H im Ubergang zwischen
dem mittleren Neolithikum (~ 4000 v. Chr.) und dem spéten Neolithikum etabliert hat ( 2800
v. Chr.). Bei Gegeniiberstellung mit den heutigen Frequenzwerten (> 40%) lag diese zu Zeiten
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des frithen Neolithikums (~ 5450 v. Chr.) mit ca. 19 %. Desweiteren konnten Hinweise auf
einer 45 % gesteigerten Mutationsrate (2,4x 107®) im Zeitraum des Neolithikums und der
Bronzezeit gegeniiber der heutiger mt-Genome (1,66x10~%) gefunden werden.

Die populationsspezifische Freqeunzverteilung lieR die Uberlegung zu, ermittelte Frequen-
zwerte fiir die Hg H mit denen aus vorangegangenen Zeitstellungen gegeniiberzustellen und
so eine Einordnung der Funde in die Entwicklungsgeschichte der Hg H, vorzunehmen (siehe
Fragestellung 4.2). Mit einer Haufigkeit von 26 % ist ein Anstieg, ausgehend vom Neolithikum
und der Bronzezeit in Richtung der gegenwartig vorzufindenden mittleren Frequenz von > 40
%, fiir die Population aus der romischen Kaiserzeit und beginnenden Vélkerwanderungszeit (~
700 n. Chr.) zu verzeichnen. Diese Tatsache unterstiitzt somit die Hypothese von Brotherton
et al. (2013). Zu beriicksichtigen ist jedoch das geringe Maf an Sequenzinformation, die mit
dem SNP-System generiert werden konnte.

Durch Zusammenfiihrung der genannten Aussagen und Annahmen (siehe Hypothese
drei und vier) kann gesagt werden, dass es sich bei dem Grabungsfund aus der rémischen
Kaiserzeit und beginnenden Volkerwanderungszeit wahrscheinlich um eine anséssige Bevolke-
rungsgruppe handelt. Die ermittelte Hg-Verteilung auf mtDNA Ebene dhnelt der des heutigen
Westeuropas. Mit Hilfe der durchgefiihrten Ychr. Analysen kann diese Aussage in Richtung
einer spezifischen Bevolkerungsgruppe aus dem Ost- oder Norddeutschen Raum erweitert
werden. Ein Vorliegen von nicht-europdischen Abstammungslinien kann mit den angewandten
Systemen nicht bestétigt werden.

Rekonstruktion evolutionérer Prozesse durch die gemeinsame Betrachtung von mtDNA
und Y-Chromosom

An dieser Stelle soll ergdnzend zur Hypothesen-basierten Diskussion erlangter Ergebnisse die
Kontinuitat, beider in dieser Arbeit untersuchten uniparentalen Systeme, dargestellt werden.
Immerhin werden z. B. bei der Extraktion von Informationen tiber die ethnische Herkunft zwei
unterschiedlich vererbte Genfliisse betrachtet. Demnach sollte das Potential einer beidseitigen
Betrachtung und Verkniipfung der Ergebnisse in Demografiestudien oder Populationsgeneti-
schen Studien hinterfragt werden. Im Folgenden werden grundlegende Merkmale beziiglich
der Konsistenz zwischen der Phylogenie von mtDNA und Y-Chromosom dargestellt:

1. Die urspriinglichen Abstammunglinien und damit erste Verzweigungen ausgehend von
der Wurzel der mitochondrialen (die ersten fiinf Abzweigungen) und Ychr. Phylogenie
(die ersten beiden Verzweigungen) sind nur in afrikanischen Bevolkerung widerzufinden.

2. Nur eine kleine Teilmenge beider phylogenetischer Bdume dispergiert auf3erhalb Afrikas.
Darunter die drei Ychr. Makrohaplogruppen: C, D und F sowie die mitochondrialen
Markohaplogruppen M, N und R.

3. Geografisch dezentrale Regionen wie Europa oder Australien zeigen ein limitiertes
Vorkommen der Makrohaplogruppen im Vergleich zum asiatischen Raum, bei dem diese
aullerafrikanischen Ursprungsgruppen heutzutage nahezu noch konserviert vorliegen.
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4. Ausgewdhlte Beispiele der Historie, wie z. B. die Bantu Expansion in Afrika, haben auffél-
lige genetische Fingerprints beider uniparentaler Systeme in afrikanischen Bevélkerungen
hinterlassen (Cruciani et al., 2002; Luis et al., 2004).

5. Verdnderungen in der Vermischung vereinzelter Linien iiber ethnische Grenzen hinaus
konnen in Regionen wie Nordafrika oder Zentral- und Westasien, welche innerhalb
von zwei oder mehr unterschiedlichen pools an mtDNA und Ychr. Varianten liegen,
vorkommen (Arredi et al., 2004; Comas et al., 2004; Salas et al., 2002).

Zusétzlich zu den generelle Aussagen iiber beide Marker, konnen erganzend regionale Unter-
schiede festgehalten werden:

1. Verglichen zur begrenzten Aussagekraft von mtDNA Varianten in benachbarten Regionen
kann hingegen eine spezifische regionaler Unterscheidung zwischen den Ychr. Haplo-
gruppenfrequenzen in West- und Osteuropa, z. B. bei den Haplogruppen R1b, I1a, und
I1b festgestellt werden (Rootsi et al., 2004; Rosser et al., 2000).

2. Bevdlkerungsgruppen aus dem osteuropdischen- sowie zentral- oder ostasiatischen Raum
teilen einen hohen Anteil genetischer Ychr. Komponenten wie die Linien N und Rla,
welche allerdings in der mitochondrialen Phylogenie nicht vorzufinden sind (Rootsi
et al., 2007).

3. Populationen aus der Zeit der Jiger und Sammler, ebenso wie agrikulturelle Gruppen in
Afrika, weisen einen asymmetrischen Genfluss auf (Destro-Bisol et al., 2004).

4. Ychr. Daten weisen auf eine separate Migration, ausgehend vom spéten Pleistozén, von
Afrika nach Europa iiber die Sinai-Halbinsel. Dieser Aspekt wird durch die Frequenz
der Linie E3b, die wiederum nicht in der mitochondrialen Haplogruppenverteilung zu
finden ist, begriindet (Cruciani et al., 2004; Luis et al., 2004).

Unter Einbeziehung o. g. Aussagen kann zusammenfassend festgestellt werden, dass die
mitochondriale und Ychr. Phylogenie an dieser Stelle mit Informationen aus der Analyse
autosomaler Marker, in Einklang zu bringen sind. Beide phylogenetischen Baume verschmel-
zen relativ zeitig. Jedoch spiegeln diese Strukturen keine genauen Zeitpunkte von globalen
Spezifikationsereignissen des modernen Menschen wider. Stattdessen konnen mtDNA und
Y-Chromosom, als nahezu rekombinationsfreie Systeme, detailierte Informationen sowohl
tiber die Out-of-Afrika Hypothese als auch iiber Differenzierungsabldufe von Populationen
aufzeigen.



Zusammenfassung

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades:

Dr. rer. med.

Molekulargenetische Untersuchungen zur Ergidnzung des biologischen Profils eines histo-
rischen Grabungsfundes auf der Grundlage autosomaler und uniparentaler aDNA-Marker

eingereicht von:
M.Sc. Anne-Marie Pflugbeil

angefertigt am :
Institut fiir Rechtsmedizin der Universitét Leipzig

betreut von:
Prof. Dr. med. J. Dref3ler
Prof. Dr. rer. nat. D. Labudde

August 2016

Die vorliegende Arbeit lé4sst sich thematisch an der Schnittstelle zwischen klassischer Anthro-
pologie und moderner aDNA-Analytik einordnen. Erstmalig durchgefiihrte aDNA-Analysen am
historischen Skelettfund aus der romischen Kaiserzeit und beginnenden Vélkerwanderungszeit
sollten sowohl zur Ergdnzung als auch zur Beantwortung bisher unbeantworteter Fragestellun-
gen zum biologischen Profil des Kollektivs beitragen. Aufgrund der eingeschriankten Qualitit
und Quantitit extrahierbarer aDNA wurde zunéchst versucht einen geeigneten Laborworkflow
fiir die forensische Laborpraxis und Forschung zu etablieren. Dies erforderte mitunter die
Testung neuartiger Analysesysteme. Fiir den Schritt der aDNA-Quantifizierung erfolgte die
Anwendung eines neuartigen DNA-Quantifizierungskits und die Gegeniiberstellung mit einem
in der Praxis bereits etablierten System. Es konnte festgestellt werden, dass es i. Allg. gerade
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bei Material mit einem PMI > 100 Jahre sowohl Zeit als auch Fachkenntnis bedarf, um eine
gesicherte Aussage zur jeweiligen Fragestellung zu erhalten. Unterschiedliche Lagerungsbedin-
gungen, der Einfluss von physiko-chemischen Faktoren und letztlich die Wahl der Skelettregion,
bedingen den Erfolg der Analysen. Um solche Einflussfaktoren fiir Labore besser zuganglich
zu machen, wire die Umsetzung einer datenbankorganisierten Sammlung von sowohl DNA-
basierten sowie nicht-DNA-basierten Informationen, Methoden und fallbezogenen Ergebnissen,
wiinschenswert. Damit kann in diesem Zusammenhang auch der Austausch zwischen den
Laboren in Form einer frei zugédnglichen Web-Applikation ermoglicht werden. Dies konnte
zu einer Verringerung des sog. ,,Blackbox“ Charakter’s im Rahmen von molekulargenetischen
Analysen an Skelettmaterial in der forensischen- oder anthropologischen Praxis, fiihren. Eine
optimierte Prozesskaskade ermoglicht dariiber hinaus eine beschleunigte Analyse und eine
Reduktion der Kosten.

Des Weiteren wurde zugunsten einer Erweiterung des biologischen Profils der Individuen
eine erstmalige Bestimmung des Geschlechts, auf molekularere Ebene, durchgefiihrt. Eine
Typisierung des Geschlechts erfolgte mit dem genetischen Marker Amelogenin. Die erlang-
ten Ergebnisse und Aussagen zur Gesamtgeschlechterverteilung wurden mit zum Zeitpunkt
vorliegenden Resultaten aus Morphognostik und Osteometrie am Schéddel gegeniibergestellt.
Dadurch sollten Informationsliicken geschlossen und Ergédnzungen zur Gesamtaussage iiber
die Geschlechterverteilung im Grabungsfeld erlangt werden.

Uber das Ziel einer genotypischen Geschlechtercharakterisierung hinaus, konnte mit
einer erstmalig durchgefiihrten Haplogruppenspezifikation mittels mitochondrialer und Y-
chromosomaler SNPs das biologische Profil, hinsichtlich der phylogeografischen Einordnung
der Skelettfunde, weiter ergdnzt werden. Hierfiir wurde zum einen das publizierte mtSNP
System von Paneto et al. (2011), mit dem eine Klassifizierung generischer Abstammungslinien,
einschlieBlich ausgewdhlter Sublinien, méglich ist, verwendet. Das Multiplexsystem zeichnete
sich besonders durch eine hohe SNP-Dichte aus. Resultierend gelang es die enthaltenen 42 mtS-
NPs in einem Multiplexansatz zu amplifizieren. Fiir die Ychr. SNP-Analyse wurden zum anderen
bereits publizierte Positionen aus Kohl et al. (2009) verwendet. Diese wurden zielgerichtet
durch weitere zehn Positionen aus Wei et al. (2013) ergénzt und notwendige Primersequenzen
fiir die Amplifikationsschritte designt. Eine Analyse der 52 Y-SNPs erfolgte in vier spezifisch zu-
sammengestellten Multiplexsystemen. Verglichen zum mtDNA SNP-System konnte lediglich fiir
ca. die Halfte des Datensatzes ein aussagekriftiger Y-SNP Haplotyp erstellt werden. Grundsétz-
lich ist es mit diesem System moglich alle im aktuellen Y-tree vertretenen Makrohaplogruppen
und eine Vielzahl von Sublinien zu detektieren, was dem System im Hinblick auf die phylogeo-
grafische Analyse eine hohe Aussagekraft verleiht. Parallel dazu erfolgte eine Ychr. STR-Analyse
und eine Haplotyprecherche auf der YHRD-Datenbank. Dies beabsichtigte einen Zugewinn an
Informationen zum Vorkommen ermittelter Abstammungslinien in heutigen Metapopulationen
und die Extraktion populationsgenetischer Variablen. Im Allgemeinen kann fiir den Zweck der
hier angewandten SNP-Analyse gesagt werden, dass das angewandte Analyseverfahren der
Multiplexanalyse und anschlie3enden Minisequenzierung schnell, effizient und durch einen
geringen geratetechnischen Aufwand gut in die Routinearbeit zu integrieren ist. Basierend auf
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den neuen Ergebnissen aus der uniparentalen SNP-Analyse kann geschlussfolgert werden, dass
es sich bei dem Grabungsfund wahrscheinlich um eine ansissige Bevolkerungsgruppe handelt,
deren Hg-Verteilung auf mtDNA Ebene des heutigen Westeuropas dhnelt. Zusammen mit den
Y-Chr. Analysen kann diese Aussage in Richtung einer spezifischen Bevolkerungsgruppe des
heutigen Ost- oder Norddeutschen Raumes erweitert werden. Mit den Ergebnissen konnte
ein Beitrag in Richtung einer synchronen Betrachtung von mtDNA und Y-Chromosom, mit
Beriicksichtigung der Besonderheiten im Vererbungsmechanismus, fiir evolutionsgenetische

Studien geleistet werden.
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Anhang A

Primersequenzen Y-SNPs

Auf den folgenden Seiten befinden sich die eingesetzten Primersequenzen sowohl fiir die
mitochondriale als auch fiir die Y-Chromosomale SNP-Analyse. Die Tabelle A.1 umfasst die
forward (Fwd) und reverse (Rev) Primersequenzen nach Wei et al. (2013); Kohl et al. (2009).
Mit einem * markierten zehn Loci stammen aus Wei et al. (2013). Die Y-SNPs M269 und
M230 wurden, aufgrund unzureichender Amplifikationsresultate in den beiden urspriinglichen
Systemen, weiterhin in System 4 reproduziert.

Die in Tabelle A.2 gezeigten Sequenzen fiir die SBE-Reaktion reprasentieren ausschlieflich
den spezifischen Bereich, ohne den unspezifischen 5’ Uberhang. Die Y-SNPs M269 und M230
wurden auch hier innerhalb von System 4 reproduziert.
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ANHANG A. PRIMERSEQUENZEN Y-SNPS

Tabelle A.1: Verwendete Primersequenzen fiir die Multiplex-PCR der Y-SNPs.

System Y-SNP Sequenz Fwd (5’ - 3’) Linge Sequenz Rev (5’-3’) Liange
1 M174 gcttctetgaataccttetggagt 24 tcttgcaaggaaaagtgtge 20
M69* tcaggaggctgtttacactc 20 ccccttagetetectgtttt 20
P25 tggaccatcacctgggtaaagt 22 ggcagtataaggttgtcacatcacat 26
M38 agatctgttggctactgttacccta 25 gagctggcacatctgtcataata 23
M123 gttgecttttggaaatgaataaatc 25 gaatttgcatttctaggtattcagg 25
M35 agggcatggtecctttetat 20 tccatgcagactttcggagt 20
M216 ccaatggaaattttatacccaca 23 tgacactgctagttatgtatacctgttg 28
M17 cctggtcataacactggaaatc 22 agctgaccacaaactgatgtaga 23
M173 ttttcttacaattcaagggcatttag 26 ctgaaaacaaaacactggcttatca 25
M96 tgcectectcacagageactt 20 ccacccactttgttgetttg 20
P224* tcagaaatgagtgtgacatct 21 aggtgacgaggtgtaatgtc 20
M75 cttgtcaaaagccaaaacagattte 25 ttgaacagaggcatttgtgaat 22
SRY10831b tcatccagtccttagcaaccatta 24 ccacataggtgaaccttgaaaatg 24
M81 catctcttaacaaaagaggtaaattttgtcc 31 cattgtgttacatggectataatattcagt 30
M9 aggaccctgaaatacagaactg 22 aaatatttcaacatttcacaaaggaa 26
M33 tgaccgtcataggctgagaca 21 ttgaagcccccaagagagac 20
2 M11 tceeteteteettgtattceta 21 ctgaatcceccagtaagtte 20
M170 cagctcttattaagttatgttttcatattetgtg 34 gtcctcattttacagtgagacacaac 26
M201 tcagatctaataatccagtatcaactgag 29 gttcaaatcccatatccagea 21
M304 caaagaaaagcaggagagtttgtaa 25 aaacgtcttataccaaaatatcaccag 27
M207 ggggcaaatgtaagtcaagce 20 tcacttcaacctcttgttggaa 22
M128 ttttcaagacttctgtagagtttgtgt 27 tacacagaggctactatattaaccattatatct 33
P31 aacaggtaggtggtatttggttaca 25 gacccgatatcgtgecatt 19
M175 gatttaaactctctgaatcaggcacat 27 ttctactgatacctttgtttetgttcatte 30
M119 gatgtagaaaaatgttatgggttattce 28 gaaatgccaaggtaaatgactcac 24
P177* caccatgccaggecaaaa 18 gggtctacttctgaggaatca 21
M122 gttgccttttggaaatgaataaatc 25 gaatttgcatttctaggtattcagg 25
M343* gccaccctagecttttaaat 20 acctttgtectettgetett 20
M124* acaccagaatctaacaaagca 21 caaagttgaggttgcacaaa 20
M168 gtggagtatgtgttggaggtga 22 cctctatcagaccatggtaatctca 25
pP225* aatgctgctgtcaatgttgg 20 aatagaccgtaaagagcgct 20
M269* gaaggggaatgatcagggtt 20 acttcttttgtgtgecttctg 21
3 M70 catgtaaaaggttatcatagcc 22 ggactatagggattctgttgtg 22
M2 acggaaggagttctaaaattcagg 24 aaaatacagctccccctttatect 24
M145 atagcggcatacttgectec 20 cctttttggatcatggttettg 22
M214 actactggttactttcgttcg 21 gtggtgagccatggaaatge 20
M231 atacctaaaaaacaacatttactg 24 acagaaattacaggtatgaattc 23
M242 tagaaagtttgtgcaaaaaggtg 23 ggctttcagcataataccttac 22
P125* aagggtcaactacatgcaca 20 ctcagtgagtggaaatgtga 20
P143 gatcccaacttcggtttttgg 21 gcaaattttcgtgtagtecatg 22
M42 gataacttgtgtcagtgcaac 21 ttagcaagttaagtcaccagc 21
M181 tgtacatgatctgctagcaaag 22 actttactattcaagctactacc 23
M91 tacaatattttacacccgttaagc 24 tgcecttccaaataaaatctac 22
M207 tcagaagtatccctgaagaag 21 ttaggtcacttcaacctcttgtt 23
M230 catggccatacttaacttataag 23 attattagtatgtaaatcttcattge 26
M215* acttgctgcattaagacaaact 22 ggaacaactgcgagcaaata 20
4 Tat tatatggactctgagtgtagacttgtga 28 ggtgecgtaaaagtgtgaaataate 25
M217 tctgtttcgagatcattctaattactg 27 ctgetgtggcetttcatcaaaata 23
P2 agccatcttttccttaagagaggt 24 gcettgagttetettaggttttgga 24
M32* tcataggctgagacaagatc 20 tccttacaatgggagtcacte 21
M45 gagagaggatatcaaaaattggcagt 26 tgacagtggcaccaaaggtc 20
M213 gcattgtagtagaagtagacc 21 gtaatatatggtaaaatattcagaac 26




Tabelle A.2: Verwendete Primersequenzen fiir die SBE-Reaktion der Y-SNPs.
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System Y-SNP Primersequenz (5’ - 3°) Orientierung Linge
1 M174 taccttctggagtgeec Fwd 17
M69 gaggctgtttacactcctgaaa Fwd 22
P25 tgcetgaaacctgectg Fwd 34
M38 cagtacttattatggaaaaccaact Fwd 38
M123 atttctaggtattcaggegatg Fwd 42
M35 cccaattttcetttgggacactg Fwd 46
M216 gctagttatgtatacctgttgaat Rev 50
M17 ccaaaattcacttaaaaaaaccc Rev 54
M173 tacaattcaagggcatttagaac Fwd 58
M96 ggaaaacaggtctctcataata Rev 62
pP224 agtggtttcagtcagcaggg Rev 66
M75 aaagacaattatcaaaccacatcc Fwd 70
SRY10831b ttgtatctgactttttcacacagt Rev 74
MS81 cttggtttgtgtgagtatactctatgac Rev 82
M9 catgtctaaattaaagaaaaataaagag Rev 86
M33 cagttacaaaagtataatatgtctgagat Rev 94
2 M11 attatgcaagttctaaacctttc Rev 25
M170 ctattttatttacttaaaaatcattgttc Fwd 30
M201 taataatccagtatcaactgagg Fwd 34
M304 tgttcaatttgaaagtaacttgtga Fwd 38
M207 caaatgtaagtcaagcaagaaattta Fwd 42
M128 ttacctaatgtgaatcttattttatct - 46
P31 tacataaataaggtttttttttggttg Fwd 50
M175 cacatgccttetcacttcte Fwd 54
M119 tattccaattcagcatacaggce Fwd 58
P177 tgaaaaaatactcagattcc Fwd 62
M122 tcagattttcccctgagage Fwd 66
M343 ccccacatatctccaggtgt Rev 70
M124 tatggggggaacagggaagt Rev 74
M168 ctattgttttaattcttcagctage Rev 78
P225 taataagcaacatgaagctacg Fwd 82
M269 ggaatgatcagggtttggttaat Fwd 86
3 M70 ggactcatgtctccatgaga Fwd 20
M2 ctttatcctccacagatctca Rev 26
M145 tagacaccagaaagaaaggc Rev 30
M214 gagacactgtctgaaaacaac Rev 35
M231 ttgacgatctttcceccaatt Rev 40
M242 acacgttaagaccaatgccaa Rev 45
P125 gagtggaaatgtgaatttat Rev 50
P143 aacacagtgttcagctcttca Rev 55
M42 gctetetttttcattatgtagt Rev 60
M181 gacaacttgatcatctttttga Fwd 65
M91 atactacagtagtgaactgatt Rev 75
M207 caaaaggtattgttattctcttt Rev 80
M230 aatacgtaatgatgaatattaaaaa Fwd 85
M215 acttgctgcattaagacaaactg Fwd 90
4 Tat gctctgaaatattaaattaaaacaac Rev 26
M217 ttatgtatttttecttctgaagagtt Rev 30
P2 gtgceectaggaggagaa Fwd 90
M32 gatctgttcactttatctca Fwd 78
M45 ctcagaaggagctttttgc Rev 22
M213 agaacttaaaacatctcgttac Rev 70







Anhang B

Primersequenzen mtSNPs

In Tabelle B.1 sind forward (Fwd) und reverse (Rev) Primersequenzen fiir die Amplifikation
relevanter mtSNPs entsprechend der Literaturstelle Paneto et al. (2011), dargestellt. Primer
(Fwd, Rev), die Sequenzbereiche, in denen mehrere Loci lokalisiert sind, simultan amplifizieren,
sind mit einer (+)-Listung aufgefiihrt. Die angegebene Notation entspricht den Empfehlungen
der ISFG und impliziert die sequenzspezifische Position des mtSNPs. Vor dieser Angabe folgt
vorangestellt die anzestrale Variante und nachgestellt die Mutation (Parson et al., 2014).

Genutzte Primersequenzen fiir die SNaPshot-PCR (Paneto et al., 2011) befinden sich in
Tabelle B.2. Die Notation beriicksichtigt den Polymorphismus analog rCRS. Multiallelische
Varianten innerhalb der Sequenzen sind mit dem Buchstaben ,,R“ (A und G ) und ,,Y* (C und
T) gekennzeichnet (Parson et al., 2014).
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154 ANHANG B. PRIMERSEQUENZEN MTSNPS

Tabelle B.1: Verwendete Primersequenzen fiir die Multiplex-PCR der mtSNPs.

mtSNP Primersequenz Fwd (5’ - 3°) Linge Primersequenz Rev (5’ - 3%) Liange
G709A + AAGATTACACATGCAAGCATCC 22 CTAGGCTAAGCGTTTTGAGCTG 22
G769A

G1719A + CTTGACCGCTCTGAGCTAAA 20 GCAGAAGGTATAGGGGTTAGTCC 23
A1811G +

A1736G

T2416C CAGCCCAATATCTACAATCAACC 23 GTAAGATTTGCCGAGTTCCT 20
A2706G + ACTTTTAACCAGTGAAATTGACCT 24 GCCCCAACCGAAATTTTTA 19
C2772T

G3010A ACCTCGATGTTGGATCAGGACA 22 CGAACCTTTAATAGCGGCTGCACCAT 26
G3915A TAGCAGAGACCAACCGAACC 20 GGCGTATTCGATGTTGAAGC 20
G4580A CGCTAAGCTCGCACTGATTT 20 TTTTGGTTAGAACTGGAATAAAAGC 25
C4883T CCTTTCACTTCTGAGTCCCA 20 GCTTACGTYTAGTGAGGGAG 20
T5004C TCCATCATAGCAGGCAGTTG 20 TGGTTATGTTAGGGTTGTACGG 22
T5442C AATCTACTCCACCTCAATCAC 21 GTAGGAGTAGCGTGGTRAGG 20
T6365C + TGGAGCCTCCGTAGACCTAA 20 TGGCAGGGGGTTTTATATTG 20
T6392C

T6776C TGGCTTCCTAGGGTTTATCG 20 CGGAGGTGAAATATGCTCGT 20
C7028T + AGCAAACTCATCACTAGACATCG 23 GATGGCAAATACAGCTCCTATTGA 24
A7055G

C7256T TCTTCCCACAACACTTTCTC 20 GAGAAATGAATGAGCCTACAG 21
G8251A + CATGCCCATCGTCCTAGAAT 20 TGCTAAGTTAGCTTTACAGTGG 22
8281del9bp

T8404C CAGTGAAATGCCCCAACTAAA 21 TTTGGTGAGGGAGGTAGGTG 20
G8697A CCAACAATGACTAATCAAACTAACC 25 GTATAAGAGATCAGGTTCGTCCTTT 25
G9055A + CGCCTAACCGCTAACATTACT 21 TGATAAGTGTAGAGGGAAGGTTAATG 26
A9066G

C10400T GCCCTAAGTCTGGCCTATGA 20 TGAGTCGAAATCATTCGTTTTG 22
T10873C AATCAACACAACCACCCACA 20 GGGGAACAGCTAAATAGGTTG 21

Al11251G CGCAGGCACATACTTCCTATTC 22 AGTGAGCCTAGGGTGTTGTGAG 22
A11812G TCCTCTCTCAAGGACTTCAAACT 23 GGCTTGCTAGAAGTCATCAAAAA 23

G12372A AAAAATTTTGGTGCAACTCCA 21 AACGAGGGTGGTAAGGATGG 20
C12705T CCCAAACATTAATCAGTTCTTCAA 24 GAACAGTTGGAATAGGTTGTTAGC 24
C12858T ATGATACGCCCGAGCAGA 18 TGTGGGTCTCATGAGTTGGA 20
A13263G CCCACTAATCCAAACTCTAACAC 23 GCCGATTGTAACTATTATGAGTCC 24
G13708A CGCTTCCCCACCCTTACTA 19 GCGGGGGAAATGTTGTTAG 19
T14470A CCCCATGCCTCAGGATACTC 20 TTTAGGGGGAATGATGGTTG 20
C14766T + CAACTACAAGAACACCAATG 20 ATCATGCGGAGATGTTGGAT 20
T14798C

A15607G TCTCCGATCCGTCCCTAAC 19 GATAGTAATAGGGCAAGGAC 20
C15904T TACTCAAATGGGCCTGTCCT 20 TGATTTGTCCTTGGAAAAAGGT 22
T16362C TAGCACATTACAGTCAAATCCC 22 GGATATTGATTTCACGGAGGA 21

T16519C CCATAACACTTGGGGGTAGC 20 TTATTTAAGGGGAACGTGTGG 21
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