Aus dem Institut fur Rechtsmedizin
der Universitat zu Lubeck
Direktor: Prof. Dr. med. M. Oehmichen

Entwicklung humanspezifischer
Oligonukleotidsonden zur forensischen
Spurenanalyse und Quantifizierung der

mitochondralen DNA in humanen Geweben.

Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck
- Aus der medizinischen Fakultat -
vorgelegt von
Thomas Frahm

aus Rostock

Libeck 2005



In tiefer Dankbarkeit:

Dem Urknall



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Mitochondrien

1.2 Aufbau der mitochondralen DNA

1.3 Die Speziesspezifitdt der mtDNA

1.4 Die Bedeutung der mtDNA fur forensische Untersuchungen
1.5 Bedeutung der mtDNA-Degeneration

1.6 MtDNA-Kopienzahl in Geweben und im Alter

2 Fragestellung

3 Material und Methoden

3.1 Auswahl der Sondensequenz

3.2 Sondensequenz

3.3 Hybridisierungsbedingungen

3.4 Auswahl des Detektionssystems

3.5 Phenol-Chloroformextraktion

3.6 DNA Extraktion

3.7 mtDNA-Standard

3.8 Agarosegelelektrophorese und Southern Blot
3.9 Restriktionsspaltung des PCR-Produktes
3.10 Photometrische Quantifizierung

3.11 Fluorometrische Quantifizierung

3.12 Der Slot Blot

3.13 Quantifizierung der Kern-DNA

3.14 Dot Blot

3.14.1 Denaturierung

3.14.2 DNA-Denaturierungen fur den Dot Blot

10
12
13

15

16
17
18
19
19
21
22
22
23
24
24
25
25
26
26
27

3.15 Optimierung der Sensitivitdtsgrenze der Sonden Hummit 1 und 2

durch Modifikation der Detektion

28



Inhaltsverzeichnis

3.16 Hybridisierungsbedingungen von Hummit 1 und 2
3.16.1 Sensitivitatserhéhung
3.16.2 Humanspezifitat der Sonden Hummit 1 und Hummit 2

3.16.3 Bedingungen, unter denen die Spezifitdtsversuche von Hummit 1 und

Hummit 2 ermittelt wurden
3.17 Steigerung der Humanspezifitdt der Sonde Hummit 2
3.18 MtDNA-Spezifitat der Sonden Hummit 1 und Hummit 2
3.19 Standardprotokoll fir den Slotblot der mtDNA
3.20 MtDNA-Quantifizierung
3.21 Berechnung der mtDNA-Kopienzahl
3.22 Statistische Methoden
3.23 Material und Geréate

3.24 Humane und Tierische Proben

4 Ergebnisse

4.1 DNA-Denaturierungen fir den Dot Blot

4.2 Optimierung der Sensitivitdtsgrenze der Sonden Hummit 1 und 2
durch Modifikation der Detektion

4.3 Hybridisierungsbedingungen von Hummit 1 und 2

4.3.1 Sensitivitdtserhohung

4.3.2 Humanspezifitat der Sonden Hummit 1 und Hummit 2

4.3.3 Steigerung der Humanspezifitdt der Sonde Hummit 2

4.4 MtDNA-Spezifitat der Sonden Hummit 1 und Hummit 2

4.5 MtDNA-Quantifizierung

5 Diskussion

5.1 mtDNA-Standard

5.2 Vorquantifizierung

5.3 Sondensensitivitat

5.4 Die Sensitivitat der Sonden im Vergleich
5.5 Spezifitat der Methode

5.6 Sondentauglichkeit

28
28
29

30
30
30
31
34
34
35
35
36

37

39
40
40
42
44
44
45

49
50
51
52
54
57



Inhaltsverzeichnis

5.7 Quantifizierung 58
5.8 MtDNA-Quantifizierungsstudie 61
5.9 Empfehlungen fur die Entwicklung hoch spezifischer Sonden 66
6 Zusammenfassung 67
Anhang

A Gerate

A.0.1 Slot Blot 69
A.0.2 DNA-Extraktion 69
A.0.3 DNA-Messung 69
A.0.4 Gel-Elektrophorese 69
A.0.5 PCR 69
A.1 Material 70
B Abkurzungsverzeichnis 72

Literaturverzeichnis 73



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mitochondrien

Mitochondrien sind Zellorganellen mit einer Doppelmembran und einer eigenen
DANN, der mitochondralen (mt) DNA. Sie sind 2-4 pm lang und haben einen
Durchmesser von ca. 1 um. In der Abbildung 1.1 ist der strukturelle Aufbau eines

Mitochondriums dargestellt.

mtDNA

Cristae

Abbildung 1.1: Vereinfachter struktureller Aufbau eines Mitochondriums (modifiziert nach [41])

Die wesentliche Funktion der Mitochondrien ist die ATP-Synthese. ATP
(Adenosintriphosphat) ist der Energielieferant fir die meisten Stoffwechselprozesse in
der Zelle. Die Synthese des ATP erfolgt durch die Atmungskettenenzyme in der
inneren Mitochondrienmembran. Waéhrend der ATP-Produktion kommt es im
Matrixraum zur Bildung von Sauerstoffradikalen, die die ebenfalls im Matrixraum

befindliche mitochondrale DNA schéadigen kdnnen.
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Mitochondrien sind in verschiedenen Zelltypen verschieden angeordnet, in
Herzmuskelzellen liegen sie z.B. zwischen den Myofibrillen und in Spermien eng um
die Geil3el herum [4]. Die unterschiedliche Anordnung der Mitochondrien ist aus
funktioneller Sicht sinnvoll, da sie sowohl in den Herzmuskelzellen als auch in den
Spermien dort liegen, wo viel ATP bendtigt wird. Mitochondrien nehmen im zellularen
Energiestoffwechsel also eine zentrale Rolle ein und ihre Funktionsfahigkeit ist
essentiell fir den gesamten Zellstoffwechsel. Es ist deshalb notwendig zu
untersuchen, ob und welche Faktoren die Funktion der Mitochondrien beeinflussen.

1.2 Aufbau der mitochondralen DNA

Die mitochondrale DNA (mtDNA) liegt als zirkularer Doppelstrang vor (Abbildung 1.2),
auf dem die Gene fir 22tRNAs, 13 proteinkodierende Gene sowie 2 rRNA-Gene
lokalisiert sind [5]. Das mitochondrale Genom hat eine Gesamtlange von 16569
Basenpaaren (bp), deren Sequenz erstmals 1981 publiziert wurde [5]; eine neuere
Sequenzierung wurde 1999 durchgefuhrt [6] und ist beim National Center of
Biotechnology Information (NCBI) abrufbar [66]. Diese beiden Sequenzen
unterscheiden sich jedoch nur in wenigen Basenpaaren. In der NCBI-Datenbank sind
aulBerdem in der Rubrik ,mitomap” Informationen zu Deletionen, Insertionen,
Punktmutationen, etc. verfugbar. Das mitochondrale Genom ist extrem kompakt
strukturiert, so dass Gene z.T. ohne jegliche nichtkodierende Bereiche aneinander
grenzen [5] oder sogar Uberlappen. Deshalb wirken sich Mutationen, Deletionen etc.
haufig auch direkt auf die Stoffwechselleistung aus.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der humanen mitochondralen DNA (modifiziert nach [47])

Die mtDNA wird in einen H-Strang (H=heavy) und einen L-Strang (L=light) unterteilt.
Diese Bezeichnungen leiten sich aus den unterschiedlichen
Auftriebsgeschwindigkeiten im Caesium-Chlorid-Gleichgewichtsgradienten ab, durch
den man auf Grund unterschiedlicher Dichte einen leichten von einem schweren
Strang unterscheiden kann [46]. Auf der mtDNA liegt die D-Loop-Region
(D=displacement), fur die keine kodierende Funktion bekannt ist [5]; dieser Bereich ist
eine Region von ca. 700 Nukleotiden, die bei den mtDNAs der meisten Vertebraten
eine Dreistrangstruktur aufweist. Das zusatzliche DNA-Stick ist komplementar zum
L-Strang [46]. Die Kontrollregion, in ihr liegt auch der D-Loop, kann man in zwei

hypervariable und einen dazwischen liegenden stark konservierten Bereich
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unterteilen. Die hypervariablen Regionen weisen extrem viele Punktmutationen auf
[66, 64], wobei einige dieser Mutationen spezifisch fur bestimmte ethnische Gruppen
sind [90]. Aber auch im Vergleich mit anderen Vertebraten gibt es Unterschiede
bezuglich dieser Region. Damit stellt dieser Bereich einen interessanten
Sequenzabschnitt fur Untersuchungen zur Artendifferenzierung und fir die

forensische Analyse dar.

1.3 Die Speziesspezifitdt der mtDNA

Die mtDNA (Abbildung 1.2) hat eine im Vergleich zur Kern-DNA hohe Mutationsrate
(s.u.). Dadurch ist sie gut geeignet, um an Hand ihrer Unterschiede verschiedene
evolutionare Prozesse nachzuvollziehen. So a3t sich z.B. durch diverse Mutationen,
Substitutionen, Deletionen etc. in der mtDNA die Abstammung der Polynesier [36]
sowie anderer Volker nachvollziehen. Dies ist moglich, obwohl die Abspaltung dieser
Volker in der naheren Vergangenheit erfolgte. Australien und Papua Neu Guinea z.B.
wurden vor vermutlich 50.000 Jahren besiedelt. Trotz dieses relativ kurzen Zeitraums
ist eine Unterscheidung zu den Vélkern, von denen sie abstammen, mdglich. Vor ca.
4,5- bis 6 Millionen Jahren [18] fand die Spaltung zwischen Mensch und
Schimpansen, dem nachsten Verwandten des Menschen im Tiereich, statt (Abbildung
1.3). Nach Brown [15] betragt die Substitutionsrate der mtDNA ca. 0,02
Substitutionen pro Basenpaar pro 1 Million Jahre. Wenn man davon ausgeht, dass 5
Millionen Jahre seit der Aufspaltung zwischen Mensch und Schimpansen vergangen
sind, so muften auf der gesamten mtDNA 1656,9 Substitutionen stattgefunden
haben. Somit miRte auch Primaten-mtDNA von humaner mtDNA gut zu
differenzieren sein.
Die Mutationsraten der mitochondralen DNA weisen Unterschiede zwischen
verschiedenen Sequenzabschnitten auf [74], dementsprechend ist auch die
Speziesspezifitat der verschiedenen Regionen der mtDNA verschieden. In den
peripheren Teilen der D-Loop-Region ist die Mutationsrate der mtDNA besonders
hoch. Im Displacement-Loop ist teilweise eine spezies-spezifische Evolution evident
[74], in dieser Region sind humanspezifische Sequenzen vorhanden. Aufgrund dieser
9



Einleitung

Tatsachen erstellen Evolutionsforscher durch die Analyse der mtDNA Stammb&ume
fur z.B. Sauger und andere Tiere. An Hand eines solchen Stammbaums lasst sich
ableiten, dass Schimpansen und Gorillas die engsten Verwandten des Menschen
sind [7].

Prosimiae Anthropoidea

—_— A —

")

PMenschen

-

=
=
=]
&=
£

Gibbons

10

Koboldmakis
Neuweltaffen
Altweltaffen

Lemuren und Loris

20 1

Millionen Jahre zuriick
)
1

[
. ] |
| Vorfahre der Primaten |

|

60 1

Abbildung 1.3: Primatenstammbaum mit zeitlicher Angabe der

Aufspaltungen (modifiziert nach [18])

Im Gegensatz dazu ist durch die geringere Substitutionsrate und die geringere
Kopienzahl der Kern-DNA davon auszugehen, dass hier wesentlich weniger
humanspezifische Sequenzen vorliegen, die aquivalente Voraussetzungen fur

forensische Fragestellungen aufweisen, als einige Fragmente der mtDNA.

10
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1.4 Die Bedeutung der mtDNA fir forensische

Untersuchungen

Kern-DNA-Analysen (DNA-Fingerprinting) sind eine haufig verwendete Methode in
der Rechtsmedizin, mit der mit hoher Wahrscheinlichkeit ermittelt werden kann, ob es
sich bei einem Verdachtigen um die Person handelt, deren Spuren z.B. am Tatort
gefunden wurden. Neben der hohen Genauigkeit reichen auf3erdem geringste DNA-
Mengen aus, um eine Analyse durchzufihren. Ein weiterer Vorteil von DNA als
Untersuchungsmaterial ist die  Widerstandsfahigkeit gegeniber diversen
Umweltbedingungen, wobei diese innerhalb der verschiedenen DNA-Formen jedoch
variiert. So ist die mtDNA zwar instabiler als die Kern-DNA, welche die Histone als die
Stabilitdt unterstutzende Proteinstruktur besitzt. Im Gegensatz zum Kern sind die
Mitochondrien aber stabiler, wodurch die mtDNA (ber einen insgesamt besseren
Schutz in Bezug auf degradierende Umwelteinflisse verfugt.

Die mtDNA bietet einen weiteren erheblichen Vorteil gegentiber der nukledren DNA,
denn sie liegt nicht nur einmal pro Zelle vor, sondern -abhangig vom Zelltyp- mehrere
hundert- bis tausendmal. Allein das wesentlich haufigere Vorkommen der mtDNA
erhoht die Chance, gro3e und noch intakte Fragmente zu finden. Somit Ubersteht die
MtDNA den Prozel3 der Autolyse post mortem besser als die Kern-DNA [81]. Die
MtDNA kann in Féllen verwendet werden, in denen nukleare DNA nicht mehr existent
oder stark degradiert ist [40].

In der rechtsmedizinischen Routine stellt sich bei Funden von Knochenfragmenten
oder von Haaren am Tatort haufig die Frage, ob es sich um humanes oder tierisches
Material handelt. Zur Artbestimmung ist die Analyse der Cytochrom b-Sequenz der
MtDNA sehr gut geeignet. Um nicht sofort fir jeden Knochenfund eine aufwendige
DNA-Sequenzierung durchfihren zu muassen, sollte eine Methode zur Verfligung
stehen, die vorab eine Unterscheidung zwischen menschlichem und tierischem
Gewebe erlaubt. Die aus Knochenmaterial extrahierte DNA weist haufig eine starke
Kontamination mit Bakterien-, Insekten- oder Pilz-DNA auf. Da sich menschliche und
nichtmenschliche DNA durch photometrische Methoden allein nicht unterscheiden

lassen, ware die Entwicklung einer humanspezifischen mtDNA-Sonde wichtig, um

11



Einleitung

den Anteil menschlicher DNA innerhalb eines DNA-Extraktes moglichst genau zu
quantifizieren und nachfolgende Analysen zuverlassig und kostengunstig durchfiihren
zu kénnen. Fur diese Untersuchung ware ein Slot Blot mit einer humanspezifischen
mitochondralen Sonde optimal geeignet, da der Nachweis des humanen Ursprunges
eines Knochenfragments oder Haares mittels der sehr stabilen mtDNA erfolgen
wirde. Im Falle eines humanen Knochenfragments erfolgt dann entweder eine
Quantifizierung der humanen nuklearen DNA mit anschlieenden DNA-Fingerprinting
oder eine Sequenzierung der mtDNA.

Wie haltbar die mtDNA in der Realitat ist, zeigen verschiedene Untersuchungen auf
eindrucksvolle Weise. So konnte aus einer 750 Jahre alten Leiche mtDNA extrahiert
und mittels PCR ein 600 bp langes Fragment amplifiziert werden [36]. Es konnte
aulBerdem ein 205 bp langes Fragment aus dem Extrakt eines 5450 Jahre alten
Knochens [36] sowie Teile der mtDNA eines Neandertalers amplifiziert werden
(Neandertaler lebten vor 300.000 bis 30.000 Jahren in Europa und im westlichen
Asien) [50]. Diese Beispiele zeigen, dass die mtDNA uber einen langen Zeitraum
nachweisbar ist und sich daher fur forensische Fragestellungen eignet. Weitere
Kriterien fur die forensische Anwendbarkeit von mtDNA-Analysen sind die individuelle
Sequenzspezifitat sowie die Anfalligkeit gegentber einer Kontamination mit Fremd-
DNA. Aufgrund der hohen Sensitivitdt der PCR sind zwar kleinste Spurenmengen
ausreichend, um humane mtDNA nachzuweisen; fraglich bleibt aber diesbeziglich,
ob es sich nicht um eine Kontamination handelt. Diese Frage wird immer dann
relevant, wenn es sich um Spuren wie z.B. einzelne Haare handelt.

Als Alternativen zur PCR stehen andere weniger sensitive aber
kontaminationsunanfélligere Methoden wie der Dot-, Slot- und Southern Blot zur
Verfiigung. Die forensische Untersuchung der mtDNA aus Spuren mittels Slot Blot
und nichtradioaktiv markierter Oligonukleotidsonden mit hoher Spezifitat ist mdglich
und wurde bereits fur Tiere entwickelt [30]. So wurde eine katzen- sowie eine
hundespezifische Sonde entwickelt, deren Nachweisgrenze bei ca. 100 pg mtDNA
liegt. FUr den Nachweis einzelner Haare ist die Sentivitdt zwar nicht ausreichend,
aber fur Untersuchungen der mtDNA aus z.B. Knochenmaterial ist die Methode gut
geeignet.

12
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Verschiedene Autoren berichten Uber die Verwendung von mtDNA-Analysen zur
Aufklarung forensischer Falle. Die Untersuchungen der mtDNA dient sowohl zur
Differenzierung zwischen verschiedenen Tieren und dem Menschen durch PCR, als
auch zur Klarung der Familienzugehorigkeit verschiedener Personen [34, 35]. Die
Untersuchung der Familienzugehdorigkeit verschiedener Personen mittels der mtDNA
ist aufgrund der (berwiegend maternalen Vererbung wund der hohen
Sequenzvariabilitat der Kontrollregion moglich. Es wurde z.B. untersucht, ob Carl
Wilhelm Naundorff, der als Louis Charles, Duc de Normandie, Louis der XVII im
Jahre 1845 begraben wurde, wirklich der Sohn von Marie-Antoinette, der Frau Louis
des XVI, war. Hierzu verglichen Jehaes und Mitarbeiter verschiedene Sequenzen aus
der Kontrollregion Region Carl Wilhelm Naundorffs mit den Sequenzen
Blutsverwandter seiner angeblichen Mutter, Marie Antoinette. Dabei hatten sie
festgestellt, dass es sehr unwahrscheinlich ist, dass Monsieur Naundorff der Sohn
von Marie-Antoinette gewesen ist [42]. Diese Veroffentlichungen zeigen, dass die
MtDNA-Untersuchung in der Rechtsmedizin eine vielversprechende neue Mdglichkeit
darstellt, deren Weiterentwicklung sinnvoll und notwendig ist.

1.5 Bedeutung der mtDNA-Degeneration fur Alterung

und Krankheiten des Menschen

Ein weites Spektrum von degenerativen Erkrankungen, welche Nervensystem, Herz,
Muskeln, Endokrines System, Niere und Leber betreffen, konnten mit im gesamten
Organismus vorhandenen mtDNA-Mutationen assoziiert werden. Diese mtDNA-
Mutationen vermindern die Effektivitat der oxidativen Energiegewinnung [80].

Mitochondrale Erkrankungen werden im allgemeinen maternal vererbt, z.T. folgen sie
auch den Mendelschen Gesetzen, wenn die fur den Defekt verantwortlichen Proteine
nicht von der mtDNA sondern von der Kern-DNA kodiert werden. Viele der mit
MtDNA-Schaden assoziierten Krankheiten manifestieren sich erst im spéateren Verlauf
des Lebens und zeigen eine Progredienz. Dies basiert vermutlich auf der

verminderten Aktivitdit der Atmungskette in Folge des Alterungsprozesses in

13
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Kombination mit erblich bedingten Atmungskettendefekten [90]. Das heil3t, die
Addition der Atmungskettendefekte fuhrt zu einer energetischen Insuffizienz der
Gewebe [90]. So konnte mit drei sogenannten ,late onset® progressiven
Muskelerkrankungen eine Zunahme der somatischen mtDNA-Mutationen assoziiert
werden [90].

Unabhangig davon, ob es einen Zusammenhang zwischen degenerativen
Erkrankungen und mtDNA-Mutationen gibt, ist bekannt, dass es eine deutliche
Degeneration der mtDNA (in Form von Mutationen, Deletionen, etc.) mit
zunehmenden Alter des Menschen gibt [73]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
deletierte mtDNA in Zellkulturexperimenten schneller repliziert wird als eine komplette
MtDNA und somit akkumuliert [26]. Die Akkumulation deletierter mtDNA in alteren
Geweben konnte durch zahlreiche Untersuchungen bestatigt werden [37]. Um die
mutierte bzw. deletierte mtDNA besser untersuchen zu kdnnen, sind Methoden wie
z.B. die PCR notwendig, damit man quantitativ ausreichende Mengen der
mitochondralen DNA erhalt.

Fir die Deletionssuche empfiehlt es sich, z.B. eine ,Long PCR* durchzufuhren. Bei
dieser PCR wird ein mehrere 1000 bp langes DNA-Fragment amplifiziert. Fir die
Detektion mitochondraler Deletionen kann z.B. ein 16,2 kb langes Fragment
verwendet werden. Bei der anschlielenden gelelektrophoretischen Auftrennung
reprasentieren die verschiedenen Banden der PCR-Amplifikate, zumindest
theoretisch, die in der Template-DNA enthaltenen deletierten Strange. Um eine
solche PCR relativ problemlos durchfihren zu kdénnen, ist es notwendig eine
konstante Template-DNA-Menge einzusetzen. Hierfir wiederum ist eine exakte

Vorquantifizierung notwendig.

1.6 MtDNA-Kopienzahl in Geweben und im Alter

Mitochondrale Deletionen sind gewebespezifisch und ihre Menge korreliert mit der
Schwere von mitochondralen Dysfunktionen. Die mtDNA-Menge von Zellen wurde als
0,15- bis 1% der Masse der Kern-DNA ermittelt [21, 72]. Es wurden aber erst wenige
Versuche unternommen, um die mtDNA-Menge in verschieden humanen Geweben

14
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zu quantifizieren [14, 79]. Kirzlich wurde diese Fragestellung zum Gegenstand einer
Reihe von Untersuchungen [1, 12, 20, 65, 76], in denen eine Gewebespezifitat der
mMtDNA-Kopienzahl gezeigt wurde. In neueren Studien wurde dann die Veranderung
der mtDNA-Kopienzahl im Rahmen des Alterungsprozesses in unterschiedlichen
Geweben untersucht. Diese Studien fuhrten zu widerspriuchlichen Ergebnissen [11,
10, 12,19, 13, 27, 65]. Wahrend einige Studien eine Zunahme der mtDNA-Kopienzahl
pro diploider Kern-DNA im Alter fanden [11, 10, 54], konnte diese Veranderung von
anderen Autoren nicht nachgewiesen werden [12, 65]. Bai und Mitarbeiter fanden fur
humane PBMC (Periphereal Blood Mononuclear Cells) eine Abnahme der mtDNA-
Kopienzahl mit zunehmenden Alter; diese Reduktion konnten sie jedoch im
Skelettmuskel nicht detektieren [8]. Diese gegensatzlichen Ergebnisse in den
verschiedenen Studien konnten durch die unterschiedlichen untersuchten Gewebe
sowie die z.T. geringen Fallzahlen bedingt sein. Um diese widerspriuchlichen Daten
zu klaren, ist es notwendig, die verschiedenen Gewebe an einem grof3en Kollektiv zu

untersuchen.
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2 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung einer Methode zur qualitativen
und quantitativen Detektion der humanen mtDNA sein. Die Methode fur diese
Detektion sollte mdglichst unkompliziert und schnell sein, da sie als Routinemethode
im Labor weiterverwendet werden soll. Weiterhin sollten keine radioaktiven Stoffe
zum Einsatz kommen. Als Methoden wurden der Slot-Blot und der Dot Blot
eingesetzt. Als Massgabe fur die zu erreichende Sensitivitat wurden 50 pg humane
MtDNA festgesetzt. Der verwendete Standard sollte mdglichst gleiche chemische und
physikalische Eigenschaften wie die verwendeten Proben aufweisen, da ein weiteres
Ziel der Arbeit darin bestand, den prozentualen Anteil der mtDNA an der Gesamt-
DNA sowie die mtDNA-Kopienzahl in verschiedenen humanen Geweben zu ermitteln.
AulRerdem sollte die entwickelte Methode moglichst alle Variationen deletierter
humaner mtDNA detektieren kdnnen.

Neben der Quantifizierung der humanen mtDNA sollte mit der Methode eine
Differenzierung humaner mtDNA von tierischer mtDNA mdglich sein. Hierzu wurde
erwartet, dass aufgrund der Homologievergleiche, die in mehreren Gendatenbanken
durchgefuhrt werden sollten, keine unspezifischen Bindungen vorlagen. Die

Humanspezifitat sollte experimentell verifiziert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Auswahl der Sondensequenz

Fur die Wahl der Sondensequenz wurden humanspezifische mtDNA-Sequenzen
ausgewahlt, die in Regionen der mtDNA liegen, die wenige Mutationen und
Deletionen aufweisen. Diese Bedingungen lagen nur in einem sehr eingeschranktem
Bereich vor [31, 32, 63, 64].

Bezuglich der Humanspezifitat sollten die Sonden mdglichst wenig Homologien zu
Tieren aufweisen. Besondere Beachtung fanden hier die in Deutschland lebenden
Tiere, da es aus rechtsmedizinischer Sicht am sinnvollsten ist, auszuschliessen, dass
Gewebe heimischer Tiere als humanes detektiert werden. Die Vorauswahl wurde mit
den bekannten Sequenzen getroffen.

Aus den verbleibenden Bereichen wurden alle Regionen mit h&ufigen Deletionen
eliminiert. Es verblieb nur der Bereich von 16086-1835 bp (nach Anderson Sequenz).
Aus dieser Region wurden alle Bereiche gestrichen, bei denen mehr als dreimal
dieselbe Base aufeinanderfolgte, da dies die Bindungseigenschaften der Sonde
verschlechtert.

Mittels der Gendatenbank ,mitomap® [90] wurde nach Regionen gesucht, fur die
maoglichst wenig Punktmutationen beschrieben waren. Fir die ,,Kontroll-Region* stand
neben diesen Informationen noch zusétzlich die Untersuchung von Meyer und
Mitarbeitern zur Verfugung [64]. Mittels dieser Daten war es zumindest fur die
Hypervariablen Region 1 und 2 (HVR1+2) moglich, Abschnitte zu finden, in denen
wenige Mutationen vorliegen.

Diese Sequenzen wurden dann an den ,Sequence Analysing Service" des EMBL-
Instituts in Heidelberg geschickt. Dort wurde ein Homologievergleich mit der EMBL-
Datenbank durchgefuhrt. Nach all diesen Tests blieben nur zwei gut geeignete
Regionen Ubrig.

Die beiden gut geigneten Bereiche sind die Bereiche der Sonden Hummit 1 und

Hummit 2, sie sollten von der theoretischen Erwartung her ausschlie3lich an humane
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mtDNA binden, da beide Sonden mindestens eine Mutation zu allen anderen Tieren
aufweisen.
Sondenbereichangabe nach der Andersonsequenz:

Sonde Hummit 1: bp 332-354 (Hybervariable Region 2)
5-CTT AAA CAC ATC TCT GCC AAA C-3

Sonde Hummit 2: bp 1396-1417 (12SrRNA)
5-CTT ATG AAA CTT AAG GGT CGA-3'

3.2 Sondensequenz

Die fur die Sondensequenz relevanten Kriterien wurden bereits im Kapitel 3.1 erortert.
Hier sollen nun die gewahlten Sequenzen dargestellt werden.

Humanspezifitat: Die nachst homologe Sequenz zur Sonde Hummit 1 stellt die der
Schimpansenart Pan troglodytes dar. Sie besitzt vom 5-Ende aus gezahlt zwei
Mutationen an Position 2 und 3; die Mutationen sind von T nach N (die Basen des
Pan troglodytes sind im Alignment nicht angegeben), alle weiteren erfal3ten Tiere
weisen erheblich mehr Mutationen auf. Sonde Hummit 2 hat eine Mutation zum Pan
paniscus und zum Pan troglodytes, diese liegt, vom 5-Ende aus gezahlt, an Position
11 und geht von T nach C, alle anderen Tiere, die in der Datenbank gespeichert sind,
weisen zuséatzliche Mutationen auf.

Mutationen und Deletionen der Sondenzielsequenzen beim Menschen:

Fur die Sonde Hummit 1 sind zwei Mutationen bekannt [90]. Hummit 1 liegt nicht im
dreistrangigen D-Loop-Abschnitt. Die erste Mutation ist an Position 340 [5] von C
nach G und die zweite an Position 353 von C nach CC. Da sich an Position 354
ebenfalls ein C befindet, hat dies keinen Einfluss auf die Sondenbindung. Deletionen
sind bisher keine bekannt [90].

Beziglich der Zielsequenz fur Hummit 2 sind sechs Mutationen und 3 Deletionen
bekannt [90]. FiUr beide Sonden liegen keine Wiederholungen auf der humanen

mtDNA vor und beide befinden sich auf dem L-Strang.
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Beide Sonden sind beziglich ihrer Hybridisierungseigenschaften fir geeignet
befunden wurden [82]. Der G/C-Gehalt der Sonde Hummit 1 ist 40,9% und der von
Hummit 2 38,1%.

3.3 Hybridisierungsbedingungen

Zur Bestimmung des Richtwertes beziglich der Hybridisierungs- und
Waschtemperaturen wurden vorab zwei Methoden verwendet.

Bei der 2+4 - Methode [28] werden flr jedes G oder C 4°C und fur jedes A oder T 2°C
dazuaddiert und von der Summe 10°C subtrahiert. Der errechnete Wert stellt dann
die Hybridisierungstemperatur dar. Die Temperatur flir die Waschschritte kann mit
dieser Methode nicht berechnet werden.

Formel 1: Fur DNA-DNA-Hybride wird folgende Formel zu Berechnung der

Hybridisierungs- und Waschtemperaturen empfohlen [59]:

T=281,5+ 16,6 (log (C(Na))) + 0,41(G + C) — 500/N

mit

T = Hybridisierungstemperatur

N = L&nge des Oligos

C(Na) = Konzentration der Natrium-lonen in der am nierigsten konzentrierten
Waschlésung

C = Anzahl der Cytosine

G = Anzahl der Guanine

Bei Sonden langer als 100 bp fallt der Term 500/N weg.
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Die Berechnungen ergaben fir die Sonden folgende Werte:

Sonde Hummit 1
2+4 - Methode : Hybridisierungstemperatur = 52°C
Formel 1 : Hybridisierungstemperatur = 52,7°C

Sonde Hummit 2
2+4 - Methode : Hybridisierungstemperatur = 48°C
Formel 1 : Hybridisierungstemperatur = 45,3°C

3.4 Auswahl des Detektionssystems

Es gibt zwei gangige nicht-radioaktive Markierungsmethoden, zum einen mit Biotin
und zum anderen mit Digoxigenin (Dig). Es wurde sich fiur die Dig-Markierung
entschieden. Die Markierung erfolgte zwecks hoherer Sensitivitdt am 3'- und am 5'-
Ende.

Die Wahl des Substrats erfolgte nach den Kriterien der gré3t moglichen Sensitivitat
und der Benutzerfreundlichkeit. Es kamen zwei Substrate infrage, einerseits ,CDP-
Star“, das die hochste Sensitivitat versprach, aber unter Umstanden schwer zu
handhaben ist, und anderseits ,CSPD", welches zwar eine einfache Handhabung
erlaubt, daftr aber deutlich weniger sensitiv ist. Da vorab nicht zu entscheiden war,

welches Substrat geeigneter ist, wurden beide getestet.

3.5 Phenol-Chloroformextraktion

Phenol und Chloroform flihren zu einer Denaturierung von Proteinen, die sich in der
Interphase ansammeln. Isoamylalkohol verhindert das Schaumen und das Ausbilden

einer intensiven Interphase.
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Bei einem pH Uber 7,0 finden sich alle Nukleinsauren bei der Extraktion mit TE-
gepuffertem Phenol in der wassrigen Phase. Unter pH 7,0 wird jedoch auch DNA
denaturiert und in der Interphase angesammelt. Bei einem pH von 4,5 ist dieser
Effekt maximal. Dies macht man sich bei der Praperation von RNA zu Nutze.

Die Extraktion wird mit 100 mg Gewebe durchgefiihrt. Das Probenmaterial wird
zerkleinert und es werden 430 pl Nucleolysepuffer sowie 50 pl 10% SDS und 20 pl
Proteinase K hinzugegeben und der Ansatz durchmischt.

Uber Nacht wird dieser Ansatz im 55°C warmen Wasserbad inkubiert. AnschlieRend
wird visuell kontrolliert, ob die gesamte Probe verdaut ist. Ist dies nicht der Fall, wird
nochmals Proteinase K zugegeben und weitere zwei Stunden inkubiert.

Sobald die Probe vollstandig verdaut ist, werden 500 ul Phenol in die Probe gegeben
und der Ansatz 10 Minuten stark geruttelt. Danach wird das Eppendorf-Cup mit der
Probe 10 Minuten bei 4000-5000 rpm zentrifugiert. Dabei wird der Ansatz in zwei
Phasen getrennt, wovon die obere wassrige Phase (DNA-haltig) in ein neues Cup
pipettiert und die untere Phase und die Interphase verworfen werden.

In die noch verbliebene Probe werden 500 ul Chloroform-Isoamylalkohol zugegeben,
durchmischt, dann erneut bei 4000-5000 rpm zentrifugiert und die wasserige Phase
abpipettiert. Danach werden 500 ul Chloroform zugegeben und die Prozedur wird
wiederholt.

Nachdem erneut der Uberstand in ein neues Eppendorf-Cup pipettiert wurde, wird die
2- bis 2,5-fache Menge des Uberstandes Ethanol (96%, -20°C) und 40 pl 3M
Natriumacetat (pH 5,2) zugegeben. Dieser Ansatz wird Gber Nacht bei -20°C gelagert
und am nachsten Tag 20 Minuten bei 13000 rpm in der auf 4°C gekihlten Zentrifuge
zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde 500 pl Ethanol (70%)
dazugegeben. Danach wird die Probe erneut bei 13000 rpm zentrifugiert und
anschlielend dekantiert.

Im Anschluss werden die Proben bei Raumtemperatur im Eppendorf-Cup getrocknet.
Nachdem der gesamte Alkohol verdunstet ist, wird das DNA-Pellet in sterilem Aqua

dest. gelost.
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3.6 DNA Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem SQG1-Kit (Immucor, Roedermark, Deutschland)
nach Firmenprotokol fur Proben aus Herz, Skelettmuskel und Gehirn oder mit der

Phenol-Chloroformextraktion aus Fingernageln, Haaren, Sperma und Spurenmaterial.

3.7 mtDNA-Standard

Zur Herstellung des mtDNA-Standards wurde das Kit ,Expand Long Template PCR
System“ (Roche, Mannheim, Deutschland) verwendet. Der Mastermix wurde nicht
nach dem Firmen-Protokoll angesetzt, da dieser fur die hier entwickelte PCR nicht

geeignet war. Der Mastermix wurde stattdessen wie folgt angesetzt:

Mastermix 1:

dNTPs: 2,5 pl (10mM)

L-Mito-F: 1 pl (10pmol/ pul)

L-Mito R: 1 pl (10pmol/ pl)

Template: 500 ng humane Gesamt-DNA
Wasser ad 25 pl

Mastermix 2:
10xPuffer (2): 5 ul
Enzym-Mix: 0,6 pl
Wasser ad 25 pl

Im Thermocycler (Gene Amp PCR System 2400) wurde folgendes Programm
verwendet:

1. Einmal 2 min. bei 94°C

2. 35 Mal : 10 sec. bei 94°C und dann 10 sec. bei 68°C

3. beliebig lange bei 4°C
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Als Primer wurden folgende Sequenzen aus der mtDNA verwendet:
L-Mito-F: 5-GTG AGG CCA AAT ATC ATT CTG AGG GGC-3'
L-Mito-R: 5-TTT CAT CAT GCG GAG ATG TTG GAT GG-3'

Die verwendete Template-DNA stammte aus Vollblut und wurde mit dem Kit ,QIAamp
DNA Mini Kit“ (Qiagen, Hilden Deutschland) nach Firmenprotokoll isoliert.

Nach der PCR wurden die Produkte mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt.
Anschlie3end erfolgte die Aufreinigung des 16,2 kb Fragments mittels des ,Easy Pure
DNA Purification Kits* (Biozym, Hess.-Oldendorf, Deutschland) nach Firmenprotokoll.
Der so hergestellte und aufgereinigte mtDNA-Standard wurde dann im Flurometer mit
dem ,PicoGreen dsDNA QuantificationKit* (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
quantifiziert.

Nach der fluorometrischen Messung wurde eine Verdinnungsreihe angelegt, diese
beginnt mit 2 ng. In jedem Verdinnungsschritt wurde die Menge halbiert, sodass am
Ende als minimale Standardmenge ca. 15,0 pg vorlag. Das aufgereinigte Produkt
wurde zur Uberprifung, ob es sich um ein mtDNA-Fragment handelt, mit einer
Restriktionsendonuklease (Pvull) verdaut und erneut mittels Agrosegelelektrophorese
aufgetrennt, anschlielend wurde ein Southern Blot durchgefiuhrt. Damit die
Fragmentgro3e bestimmt werden konnte, wurde ein Dig-markierter DNA-
Langenstandard mit im Agarosegel aufgetrennt. Die Hybridisierung erfolgte mit
Hummit 1 und Hummit 2 und zeigte die erwarteten Banden. Die beschriebenen

Methoden waren im Labor etabliert.

3.8 Agarosegelelektrophorese und Southern Blot

Bei der Agarosegelelektrophorese werden DNA-Fragmente ihrer Gréf3e nach
aufgetrennt. Um die GroRe abschatzen zu koénnen, lasst man DNA-Fragmente

bekannter Lange im Gel mitlaufen.
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Das Gel besteht aus 0,8% Agarose (Ultra Pure Agarose, Firma Gibco BRL,
Gaithersburg, USA) in 1XTBE-Puffer. Der 1xXTBE-Puffer wird aus 10xTBE-Puffer (216
g Tris, 110 g Borséure und 80 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) ad 2 Liter Aqua dest.)
angefertigt. Die Elektrophorese wurde konstant bei 80 Volt durchgefihrt.
Anschliessend wurde das Agarosegel auf einen Schwamm und 3 Lagen Whatman
Papier gelegt. Der Schwamm und das Papier wurden vorab in 10 x SSC getrankt und
dann in eine Wanne mit 10 x SSC gestellt. Auf das Whatman Papier wurde das
Agarosegel und darauf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche, Mannheim,
Deutschland) gelegt, die vorher in 10 x SSC getrankt wurde. Auf die Nylonmembran
wurden 6 Schichten Whatman Papier, dartber eine ca. 2 cm dicke Schicht Zellstoff
gelegt, mit einer ca. 400 g schweren Glasplatte beschwert und fir 12 Stunden
inkubiert. AnschlielRend wurde die Membran mit der jeweiligen Sonde hybridisiert.

3.9 Restriktionsspaltung des PCR-Produktes

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen kann man DNA-Strange in unterschiedlich
gro3e Fragmente spalten. Schneidet man den Ring der humanen mtDNA einmal,
erhalt man einen linearisierten DNA- Strang von ca. 16,5 kb Lange.

Fir die Linearisierung der humanen mtDNA wurden 1-3 pl PCR-Produkt (gereinigt)
verwendet, dies entspricht ca. 5-10 ng. Des Weiteren wurde 1/10 Volumenanteil 10 x
Puffer (im Pvu Il Kit enthalten) und 20 U Enzym (Pvu Il) hinzugegeben.

Néheres zum Versuchsprotokoll ist den jeweiligen Firmenproduktinformationen zu
entnehmen. Nach der qualitativen DNA-Analyse kann mittels der photometrischen

Messung eine Quantifizierung erfolgen.
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3.10 Photometrische Quantifizierung

Die Messung wird mit einem Spektralphotometer durchgefiihrt. Zur Ermittlung der
Gesamt-DNA-Konzentration wird die Extinktion der Probe bei 260 nm gemessen, die
Angabe erfolgt in pg/ml, wobei eine Extinktion von 1 ca. 50 pg DNA /ml entspricht.
Der Quotient aus den Extinktionen bei 260 nm und bei 280 nm liefert Informationen
Uber den Reinheitsgrad der DNA-L6sung. Ein Quotient kleiner 1,8 deutet auf
Verunreinigung der Losung mit Proteinen und/oder aromatischen Substanzen (z.B.
Phenol) hin. Ist der Quotient jedoch groRer 2,0 deutet dies auf eine mogliche RNA-
Kontamination hin. Proteinverunreinigungen kdnnen sich negativ auf anschlieRende
Amplifikationen auswirken. Die sichere Nachweisgrenze liegt bei 10 pg/ml .

Es wird in einer Quarzkivette gegen eine Leerprobe (Aqua bidest.) gemessen. Die
Proben werden folgendermalien angesetzt: die DNA-Probe wurde 1:10 mit Aqua
bidest verdunnt. Jetzt werden die Verdinnungen gut geschittelt und dann in die
Klvette, mit der zuvor der Leerwert ermittelt wurde, gegeben. Die Kivette wird in den
Strahlengang des Photometers gestellt und es erfolgt die Messung. Das Photometer
zeigt dann einen Wert an, der, bei entsprechender Programmierung des
Photometers, bereits der DNA-Konzentration in pg/ml entspricht. Zwischen den

einzelnen Probenmessungen muss die Kilvette gut ausgespilt werden.

3.11 Fluorometrische Quantifizierung

Die fluorometrische DNA-Quantifzierung wurde mit dem ,PicoGreen dsDNA
Quantification Kit* (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) nach Firmenprotokoll im

Versa Fluor Fluorometer (BioRad, Minchen, Deutschland) durchgefihrt.
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3.12 Der Slot Blot

Der Slot Blot ist eine Methode zum Auftragen denaturierter DNA auf eine Membran.
Die Membran wird in einen Apparat gelegt, dessen Teil unterhalb der Membran einen
Unterdruck erzeugt, wahrend der Teil Gber der Membran Probenschlitze (Slots)
enthalt. Fullt man DNA-LOsung in die Slots, wird die Flussigkeit durch den Unterdruck
auf der anderen Seite abgesaugt und die DNA auf der Membran immobilisiert, da die
Membran fur DNA-Molekile undurchlassig ist. Fir den Slot Blot ist die
Flissigkeitsmenge der Probe von geringer Bedeutung, da die gesamte Probe Uber
eine konstante Membranflache abgesaugt wird. Beim Dot Blot hingegen vergrof3ert
sich die Membranflache, auf der sich die LOsung verteilt, proportional zur
Flissigskeitsmenge.

3.13 Quantifizierung der Kern-DNA

Die Kern-DNA wurde mit der mit Dig-markierten Sonde D17Z1 (eine
primatenspezifische = Kern-DNA-Sonde) im  Slot Blot quantifiziert. Als
Quantifizierungsstandard wurde eine Verdiunnungsreihe von 10- bis 80 ng der K562
Standard DNA (GIBCO BRL, Gaithersburg, USA) verwendet. Die Proben sowie die
Standardverdinnungsreine wurden wie oben beschrieben auf der Membran
immobilisiert. Die Membran wurde dann 20 Minuten in 5 x SSC, 0,1% N-
Lauroylsarcosine, 0,02% SDS und 1% Blockierungslosung prahybridisiert, danach
erfolgte eine 20-minutige Inkubation in Hybridisierungspuffer
(Prahybridisierungspuffer + 0,67 nM der Dig-markierten Sonde D17Z1) bei 45°C.
Anschliel3end wurde die Membran 2 x 15 Minuten bei 50°C in 2 x SSC, 0,1% SDS
gewaschen. Die Detektion erfolgte mit dem Dig-Antikérper (Roche Mannheim,

Deutschland). Die Filmexpositionszeit betrug 5 Minuten.
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3.14 Dot Blot

Der Dot Blot wurde als alternative Blotmethode zum Slot Blot getestet. Im Gegensatz
zum Slot Blot wird hier die DNA nur mittels einer Pipette auf die Membran aufgetropft
und anschliel3end durch Hitze immobilisiert. Im Gegensatz zum Slot Blot kénnen nur
kleine Flussigkeitsmengen aufgetragen werden, dementsprechend missen die
Probenldsungen sehr konzentriert sein, um genigend grof3e DNA-Mengen auftragen
zu konnen. Im Folgenden werden verschiedene Denaturierungsverfahren bezuglich

ihrer Tauglichkeit fir den Dot Blot beschrieben.

3.14.1 Denaturierung

Es gibt verschiedene Madglichkeiten die Proben-DNA zu denaturieren. Im
Wesentlichen gibt es die Hitze- und Salzdenaturierung, die entweder miteinander

und/oder mit einer Ultraschallbehandlung kombiniert werden kénnen.

Hitzedenaturierung (HD)

Es werden ca. 6 ul Probe in das Eppendorf Cup pipettiert. Damit keine Flissigkeit
verdunstet, mussen die Cups mit Parafilm umwickelt werden. Zuerst werden die
Proben fir 10 Minuten auf 95- bis 100°C erhitzt. Danach missen die Proben sofort
einige Sekunden in einer Zentrifuge, die vorher auf 7°C gekuhlt wurde, anzentrifugiert
werden. Nach dem Zenrifugieren erfolgt die Kiuhlung der Proben fir 3 Minuten auf
Eis. Danach sollte ziigig mit dem Auftragen der Proben in 1,5 pl Schritten begonnen
werden, d.h. es werden 1,5 pl von jeder Probe aufgetragen und die Membran wird
anschlieBend bei Raumtemperatur oder mit dem Fo6n getrocknet. Nachdem die
Membran getrocknet wurde, kénnen erneut 1,5 pl Probe aufgetragen und die
Membran wiederum getrocknet werden. Das Probenauftragen kann beliebig oft
wiederholt werden. Ist die gewtinschteProbenmenge aufgetragen, wird die Membran
eine Stunde bei 90°C gebacken, dann wird nach dem Standardprotokoll verfahren.
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Salzdenaturierung (SD)

Bei dieser Denaturierung werden 3 ul Probe in das Eppendorf Cup pipettiert. Zu der
Probe wird (im Verhdltnis 1 pl Denaturierungslésung auf 1 pl Probe) die
Denaturierungslésung gegeben. Dieser Ansatz wird gut geschittelt und 10 Minuten
inkubiert. Die Proben werden dann wie bei der Hitzedenaturierung in 1,5 pl Schritten
pipettiert. Nachdem die komplette Probe (z.B. 6 pl) aufgebracht und die Membran
getrocknet wurde, wird diese fir 5 Minuten in Neutralisierungslésung inkubiert und

anschlielend nach dem Standardprotokoll verfahren.

Salzdenaturierung nach dem Blotten

Hier wird die DNA auf die Membran geblottet und bei 37°C getrocknet, danach wird
die Membran 10 Minuten in Denaturierungslésung inkubiert. Nach der Denaturierung
erfolgt eine funfmindtige Neutralisierung. Alle weiteren Schritte erfolgen nach

Standardprotokoll.

Ultraschallvorbehandlung

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten DNA durch Ultraschallwellen zu denaturieren,
bevor die Proben einem der anderen Denaturierungsverfahren unterzogen werden.
Im Folgenden werden die Varianten aufgelistet, die verwendet wurden:

US 1: 20 Strokes (1-2 sec. lang) mit 5 sec. Pause zwischen den Strokes

US 2: 15 Strokes (1-2 sec. lang ) mit 5 sec Pause zwischen den Strokes

US 3: 10 Strokes (1-2 sec. lang ) mit 5 sec. Pause zwischen den Strokes

Bei US 1-3 wurde ein Gerat mit 760 W verwendet.

3.14.2 DNA-Denaturierungen ftir den Dot Blot

Es wurden die verschiedenen Salzdenaturierungen getestet, z.T. wurden sie mit einer
Ultraschallvorbehandlung  (unter  3.14.1  beschriebenen)  kombiniert.  Die

Salzdenaturierungen wurden auf3erdem mit einer Hitzedenaturierung verglichen.
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3.15 Optimierung der Sensitivitatsgrenze der Sonden
Hummit 1 und 2 durch Modifikation der Detektion

Im Rahmen von Vorversuchen wurde getestet, welche Membran,
Sondenkonzentration, Digoxigenin-Antikérperkonzentration und Filmexpositionszeit
fur die Sonden Hummit 1 und Hummit 2 optimal sind. Als Membranen wurden die
Hybond N (Amersham, Arlington Heights, IL, USA) und die positiv geladene
Nylonmembran (Roche, Mannheim, Deutschland) verglichen. Die
Sondenkonzentration wurde in einem Bereich zwischen 1,4 pmol/ml und 10 pmol/ml
und die Konzentration des mit Alkalischer Phosphatase markierten Digoxigenin-
Antikorpers (Roche, Mannheim, Deutschland) zwischen Verdinnungen von 1:10.000
bis 1:50.000 untersucht. Die optimale Filmexpositionszeit wurde fur das jeweilige
Substrat zur Alkalischen Phosphatase (CDP-Star(Roche, Mannheim, Deutschland)
oder CSPD (Roche, Mannheim, Deutschland)) und den jeweiligen Film (BioMax Light
(Kodak, Stuttgart, Deutschland) sowie Min-R 2000 (Kodak, Stuttgart, Deutschland))

ermittelt.

3.16 Hybridisierungsbedingungen von Hummit 1 und 2
3.16.1 Sensitivitatserhohung

Die optimalen Bedingungen beziglich der Sensitivitdt, d.h. mdoglichst niedrige
Nachweisgrenze bei mdglichst geringem Hintergrund, wurden zwischen folgenden
Bedingungen  ermittelt: Als  obere  stringente  Grenze  wurde eine
Hybridisierungstemperatur von 55°C und ein anschlielendes zweimal 15mindtiges
Waschen in 2 x SSC+0,1% SDS bei Raumtemperatur sowie ein zweimal
funfminttiger Waschgang in 0,5 x SSC+0,1% SDS bei 55°C gewabhlt. Bei der unteren
stringenten Grenze betrug die Hybridisierungstemperatur 49°C und es wurde einmal
15 Minuten in 6 SSC + 0,1% SDS sowie einmal 5 Minuten in 2 x SSC+0,1% SDS

gewaschen. Beide Waschgange wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.
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In den restlichen Protokollpunkten wurde nach Standardprotokoll verfahren (siehe
auch Kapitel ,Standardprotokoll fir den Slot Blot der mtDNA").

Die Membranen enthielten Verdinnungsreihen humaner Gesamt-DNA und wurden
bis zu 4 x rehybridisiert. Als Film wurde der Min-R2000 (Kodak, Stuttgart,

Deutschland) verwendet.

3.16.2 Humanspezifitat der Sonden Hummit 1 und Hummit 2

Um die humanspezifischen Hybridisierungsbedingungen fur Hummit 1 zu ermitteln,
wurde zwischen folgenden Bedingungen schrittweise nach den optimalen
Bedingungen gesucht: Eine Hybridisierungstemperatur von 61°C und ein zweimal
15mindtiges Waschen in 2 x SSC + 0,1% SDS bei 61°C waren die stringentesten
Bedingungen, die verwendet wurden.

Fur die Sonde Hummit 2 wurde die Membran nach der Hybridisierung zweimal flnf
Minuten in 2 x SSC + 0,1% SDS und zweimal 15 Minuten in 0,5 x SSC + 0,1% SDS
bei Temperaturen zwischen 48°C und 52°C gewaschen. Die
Hybidisierungstemperatur variierte zwischen 40°C und 52°C. Hierbei wurde
berticksichtigt, dass die Nachweisgrenze in einem akzeptablen Bereich bleibt, da
diese Methode zur Spurenuntersuchung verwendet werden sollte.

Als Tiere, gegen die eine Abgrenzung maoglich sein musste, sind folgende zu nennen:
Pan paniscus, Pan troglodytes (zwei Schimpansenarten), Gorilla gorilla gorilla, Schaf,
Schwein, Ratte, Maus, Kaninchen, Schwarzwild, Rind, Katze, Meerschweinchen,
Reh, Ziege, Fuchs, Taube, Pferd, Frosch und Hund.

Diese Spezifitdtsversuche sollten auf3erdem klaren, ob die Sonde unspezifisch an
Kern-DNA bindet. Hierfur wurde auf eine Membran aus menschlichem Blut und
Sperma extrahierte DNA geblottet und die Membran dem Standardprotokoll mit den
jeweils zu testenden Waschbedingungen unterzogen. Erwartungsgemald sollten die
Signale bei der DNA aus Sperma viel geringer sein, da der mtDNA-Gehalt hier nur

ca. 0,2% betragt, im Vergleich dazu liegt er im Blut bei ca.1,9% [84].
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3.16.3 Bedingungen, unter denen die Spezifitdtsversuche von

Hummit 1 und Hummit 2 ermittelt wurden

Die Membranen, mit denen die Versuche durchgefuhrt wurden, enthielten eine
Verdiunngsreihe des mtDNA-Standards und/oder eine Verdinnungsreihe humaner
Gesamt-DNA (aus der Zelllinie K562) sowie Proben verschiedener Tiere inklusive
Primaten.

Es wurden mindestens 50 ng tierische Gesamt-DNA pro Probe aufgetragen, die
Konzentrationen wurden vorher entweder photometrisch oder fluorometrisch ermittelt.
Alle restlichen Versuchsbedingungen entsprechen dem Standardprotokoll (siehe
auch Kapitel 3.19 ,Standardprotokoll fir den Slot Blot der mtDNA®).

Die Membranen wurden mehrfach rehybridisiert, sodass die Ergebnisse besser
vergleichbar waren. Es fanden maximal 4 Rehybridisierungen statt. Bis zur 4.

Rehybridisierung konnte kein signifikanter Signalabfall festgestellt werden.

3.17 Steigerung der Humanspezifitat der Sonde

Hummit 2

Es wurden tierische und humane Proben mit BST 981 (Promega, Mannheim,
Deutschland) verdaut. Dieses Enzym schneidet die humane mtDNA im
komplementaren Bereich der Sonde Hummit 2. Die Proben wurden anschlieend auf
eine  Membran aufgetragen. Neben die verdauten Proben wurden die

entsprechenden, unverdauten Proben in gleicher Menge aufgetragen.

3.18 MtDNA-Spezifitat der Sonden Hummit 1 und

Hummit 2

Es wurden humane Proben im Slot Blot aufgetragen und anschliel3end mit einer einer
der beiden Sonden Hummit 1 oder Hummit 2 hybridisiert. Danach wurde die

Membran gestrippt und mit der jeweils anderen Sonde hybridisiert.
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Um die mtDNA-Spezifit“at von Hummit 1 und Hummit 2 experimentell zu verifizieren,
wurde die Gesamt-DNA aus humanen Vollblut und Sperma extrahiert und jeweils 3
Proben mit jeweils 100 ng auf eine Membran mittels Slot Blot aufgetragen.
Anschlieend wurde diese Membran mit Hummit 1 oder Hummit 2 nach dem
jeweiligen Standardprotokoll (Kapitel 3.19) hybridisiert.

Da die Gesamt-DNA aus humanem Sperma ca. 0,2% mtDNA und die Gesamt-DNA
aus humanen Vollblut ca. 1,9% mtDNA enthélt, ist bei einer mtDNA-Spezifitat der
Sonden ein signifikanter Signalunterschied zwischen Vollblut und Sperma zu
erwarten.

In einem weiteren Experiment wurden 1-2 Mikrogramm humane Gesamt-DNA mit
dem Restriktionsenzym Pvull verdaut. Der Verdau linearisiert die mtDNA und
schneidet sie in zwei Fragmente. An jedes der Fragmente bindet jeweils eine der
beiden Sonden. Dementsprechend sollten im Southern Blot zwei Banden sichtbar
sein. Bei mehr als zwei Banden muf3 erwogen werden, dass die Sonden unspezifisch

an die humane Kern-DNA binden.

3.19 Standardprotokoll fiir den Slotblot der mtDNA

Protokoll fir Hummit 1;

Im Folgenden wird das Standardprotokoll fur die Sonde Hummit 1 beschrieben: Die
Hybridisierung der Sonden wurde im Hybridisierungsofen (400 HY-E, Bachhofer,
Reutlingen Deutschland durchgefihrt.

Prinzipiell gilt fur das gesamte Versuchsprotokoll, dass alle Ldosungen in die
Hybriboats (rechteckige Schalen fir die Waschschritte) vorgelegt werden sollten, um
die Luftexpositionszeiten auf ein Minimum zu reduzieren. Bevor man mit dem
Versuch beginnt, muss man das Wasserbad auf 58°C und den Ofen auf 90°C
vorheizen sowie die Préhybridisierungs- und Hybridisierungslésung auftauen bzw.
ansetzen.

Danach wird die Membran mit desinfizierten Instrumentarien zugeschnitten (8x11,5

cm). Das Slotblot-Gerat wird entsprechend der Firmenanleitung aufgebaut.
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10 pl der Proben wurden grindlich gevortext. Dann wurden in jede Probe 100 ul
Denaturierungslosung pipettiert. Dieser Ansatz wird 10 Minuten inkubiert, parallel
dazu wird die Membran 5 Minuten in 2 x SSC geschwenkt. Nach dem Schwenken in
2 x SSC wird die Membran mittels einer Pinzette auf das SlotBlot-Gerat gelegt,
dieses wird jetzt komplett zusammengebaut (siehe Firmenanleitung).

Nachdem das Geréat Unterdruck aufgebaut hat, werden die Proben aufgetragen.
Dann werden diese abgesaugt. Anschliel3end wird jeder Probenschlitz (Slot) mit 400
pl Denaturierungslosung gespult. Sobald die Denaturierungslosung aus allen Slots
abgesaugt wird, wird die Membran vorsichtig vom Slot Blot-Gerat genommen, dabei
sollte die Membran nicht seitlich abgezogen werden, da die nicht fixierte DNA auf der
Membran verschmiert werden konnte. Die Membran wird nun ins Hybriboat gelegt
und 5 Minuten in ca. 25 ml Neutralisierungslésung inkubiert. Dabei sollte die DNA-
Seite oben liegen und die Membran nicht geschuttelt werden.

Nach der Neutralisation wird die Membran zwischen Whatman-Papier gelegt und 60
Minuten im Ofen bei 90°C gebacken (DNA-Seite beim Auflegen auf das Papier nach
oben). Nach dem Backen wird die Membran 3 x 5 Minuten in Aqua dest. unter
starkem Rutteln gewaschen und anschliel3end in die Hybridisierungsréhre mit der
DNA-Seite zum Lumen gelegt und eine Stunde unter Drehen bei 58°C prahybridisiert.
Dabei sollte die Membran mindestens einmal pro Umdrehung vollstandig mit
Préahybridisierungslésung bedeckt sein.

Nach einer Stunde wird die Losung verworfen und die Hybridsierungslésung
zugegeben, auch hier muss die Membran einmal pro Umdrehung vollstandig bedeckt
sein (Hybridisierungspuffermenge sollte ca. 1/3 der Prahybridisierungspuffermenge
betragen). Die Hybridisierung bei 58°C sollte mindestens zwei Stunden betragen,
kann aber auch Uber Nacht erfolgen.

Bevor der nachste Versuchsteil begonnen wird, muss das Blockierungsreagenz
aufgetaut werden, um die entsprechenden Lésungen zigig ansetzen zu kdénnen.

Die Membran wird nach der Hybridisierung 2 x 15 Minuten in jeweils 50 ml
Waschlosung 1 bei 58°C im Hybridisierungsofen unter standigem Drehen
gewaschen. Danach erfolgt eine einminttige Inkubation mit 50 ml Waschlésung 3 bei

Raumtemperatur unter Schutteln.
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Die Membran wird jetzt eine Stunde in 50 ml einmal Kkonzentrierter
Blockierungslésung unter leichtem Schutteln im Hybriboat inkubiert. AnschlieRend
wird die Blockierungslésung verworfen und es werden 25 ml Antikdrperlosung
zugegeben. In dieser Lésung wird die Membran ca. 30 Minuten unter leichtem
Schitteln inkubiert. Danach erfolgt ein 4 x 10minitiges Waschen in jeweils 50 ml
Waschldsung 3, dabei wird das Hybriboat stark geschiittelt. Zuletzt wird die Membran
5 Minuten in einmal konzentriertem Detektionspuffer (Waschlésung 4) wieder unter
starkem Schutteln gewaschen.

Wahrend des letzten Waschschrittes wird die Folie zurechtgeschnitten, die Membran
anschlieBend hineingelegt und mit CDP-Star bespriiht. AnschlieRend erfolgt eine
funfminutige Dunkelinkubation.

Nach dieser Inkubation wird die Membran in der Folie belassen und die
Uberschissige Flussigkeit vorsichtig ausgestrichen und die Membran blasenfrei
einschweil3t. Das Ausstreichen des Substrats aus der Folie sollte so gleichmafdig wie
madglich erfolgen.

Die eingeschweif3te Membran wird bei 36°C fur 10 Minuten vorinkubiert und
anschlieBend auf den Film in der Filmkassette gelegt. Die Inkubation in der
Dunkelkammer erfolgt je nach Film und Substrat Minuten bis Stunden. Nach der

Belichtung wird der Film entwickelt.

Protokoll fir Hummit 2: Die Hybridisierungstemperatur fur Hummit 2 betragt 41°C,
aul3erdem werden nach der Hybridisierung andere Waschbedingungen (siehe unten)
verwendet und dem Hybridisierungspuffer 5 pmol Hummit 2 statt Hummit 1 pro
Milliliter zugesetzt. Es wird 2 x 5 Minuten statt 2 x 15 Minuten in Waschlésung 1 bei
lediglich 50°C gewaschen. Zusatzlich erfolgt nach diesem Waschschritt ein weiterer,
bei dem die Membran 2 x 15 Minuten in Waschlésung 2 bei 50°C gewaschen wird.
Das restliche Protokoll entspricht dem von Hummit 1.
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3.20 MtDNA-Quantifizierung

Jeweils 500 mg Herzmuskel, Kleinhirn, Nucleus caudatus, Frontalhirn und
Skelettmuskel wurden von 50 Personen, die altersentsprechend gesund waren und
eine Altersspanne von ca. 93 Jahren (jungste Person: 2 Monate, dlteste Person: 93
Jahre) abdeckten, innerhalb von maximal 48 h nach Todeseintritt genommen. Der
Tod trat akut oder perakut ein, Ursachen waren z.B. Unfall oder Intoxikationen. Das
Gewebe wurde sofort in flussigem Stickstoff gefroren und bis zur DNA-Isolierung bei -
20 Grad Celsius gelagert. Die DNA wurde mittels des Qiagen DNA Extraktion Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach dem Firmenprotokoll extrahiert. Die Slot Blot-
Quantifizierung der mtDNA wurde mit dem fir die Sonde Hummit 1 entwickelten
Standardprotokoll durchgefiihrt. Die Kern-DNA-Menge wurde mit dem Slot Blot-
Protokoll fir die Sonde D17Z1 bestimmit.

3.21 Verhaltnis von mtDNA zu Kern-DNA und
Berechnung der mtDNA-Kopienzahl

Jede Membran wurde zuerst mit der Sonde Hummit 1 und Hummit 2 (nach Protokoll
von Hummit 1) hybridisiert und die mtDNA-Menge fur die einzelnen Proben bestimmt.
Danach wurde die Membran gestrippt und mit der Sonde D17Z1 rehybridisiert und die
Kern-DNA-Mengen der einzelnen Proben bestimmit.

Die Quantifizierung der Proben erfolgte mit einer Geldokumentationsanlage (Herolab,
Heidelberg, Deutschland). Die Menge der mtDNA wurde als prozentualer Anteil der
MtDNA-Masse an der Kern-DNA-Masse angegeben, d.h. bei 100 pg mtDNA und 10
ng Kern-DNA ergibt sich eine mtDNA-Menge von 1%. Die mtDNA-Kopienzahl wurde

wie folgt berechnet:
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MtDNA Kopienzahl = mnPmC/100mm

berechnet, wobei

mn = Masse pro diploider humaner Kern-DNA = 2Mbbpn = 7; 4525 pg

Pm = mtDNA-Prozentsatz der Kern-DNA-Masse

C = Korrekturfaktor = 1,0228

Mb = Molmasse der DNA = 660 g/mol = 1,096 x 10** g/Basenpaar

bpn = Zahl der Basenpaare pro humaner haploider Kern-DNA = 3,4 x 10°
1 mol DNA = 6; 0221 x 10?® Basenpaare

mm = Masse pro humaner mtDNA

Masse pro humaner mtDNA = Mb x bpm = 18,159 x 10° pg

bpm = Anzahl der Basenpaare der humanen mtDNA = 16569

3.22 Statistische Methoden

Fur die statistische Auswertung wurde der Kruskis-Wallis-Test mit dem SPSS
statistical package 12.0.1 (Munchen, Deutschland) sowie die nichtparametrischen
Pearson Korrelation verwendet. Die statistische Beratung erfolgte durch PD Dr.
Friedrich, Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik, Universitat zu Lubeck.

3.23 Material und Gerate

In diesem Kapitel werden die humanen Proben und die verwendete Slot Blot-
Apparatur noch einmal genau beschrieben. Alle Materialien und Gerate werden im

Anhang A aufgelistet.
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3.24 Humane und Tierische Proben

Die verwendete humane DNA wurde aus Skelettmuskel (M. iliopsoas), verschiedenen
Hirnarealen, Blut und Herzmuskel extrahiert. Des Weiteren wurde DNA aus der
humanen Zelllinie K562 sowie ,Human Genomic DNA®" (Roche, Mannheim)
verwendet.

Die Proben aus Hirnarealen, Skelett- und Herzmuskulatur stammten aus
Obduktionen des Instituts fir Rechtsmedizin der Universitat zu Lubeck. Das fir die
Extraktion verwendete Blut stammte ebenfalls aus der Rechtsmedizin Libeck (von
freiwilligen Spendern). Die tierischen Proben stammen aus dem Tierstall der

Universitat zu Luebeck und aus dem Liubecker Schlachthof.
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die humane mitochondrale DNA in verschiedenen humanen
Geweben und Altersgruppen quantifiziert, um die Hypothese eines Anstiegs der
MtDNA-Kopienzahl im Alter zu untersuchen [10, 11]. Die Quantifizierung wurde mit
den Sonden Hummit 1 und 2 (siehe Kapitel 3.1 und 3.2) durchgefiihrt. Diese wurden

im Folgenden bezuglich ihrer Eignung zur forensischen Spurenanalyse getestet.
4.1 DNA-Denaturierungen fir den Dot Blot

Der Dot Blot und der Slot Blot wurden zur Ermittelung der sensitiveren
Quantifizierungsmethode verglichen. Dazu wurden im Dot Blot verschiedene DNA-
Denaturierungsverfahren untersucht, fir den Slot Blot wurde die Salzdenaturierung
(siehe Kapitel 3.19) verwendet. Im Slot Blot kann aus technischen Grinden keine
andere Denaturierungsmethode effektiv angewendet werden.

Die Tabelle 4.1 zeigt eindeutig, dass im Dot Blot die Hitzedenaturierung der
Probenflissigkeit die am besten geeignete Methode ist. Die Signalintensitat von 10
ng humaner Gesamt-DNA ist fir die verschiedenen Denaturierungsverfahren in
Tabelle 4.1 dargestellt. Die Salzdenaturierung ist aufgrund positiver Negativkontrollen
(H2O) fur den Dot Blot nicht verwendbar. Demzufolge kann nur die weniger sensitive
Hitzedenaturierung verwendet werden. Im Vergleich zur Sensitivitat des Slot Blots
(siehe Kapitel 4.3.1) ist der Dot Blot signifikant unempfindlicher. Folglich wurde in
dieser Arbeit der Slot Blot zur Quantifizierung der humanen mtDNA verwendet.
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C

Abbildung 4.1: Vergleich verschiedener Denaturierungsmethoden fiir den Dot Blot. Das Schema der

aufgetragenen Proben ist der Tabelle 4.2 zu entnehmen.

Beschriftung 1 2 3 4 5 6 7
Abbildung 4.1
Denaturierungsart | Proben auf der Membran (humane Gesamt-DNA)
AL SD H,O | 10ng | 10 ng
SD+US3 H>O | 50 pg 100pg |500pg |1ng |10ng |10ng
C|HD H,O |10 ng | 10 ng

Tabelle 4.2: Probenschema der Abbildung 4.1
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Denaturierungsart | Signalstéarke von
10 ng Gesamt-DNA

SD +++

SD + US1 +++

SD + US2 +++

SD + US3 +++

HD +

SDB -

Tabelle 4.1: Effektivitat verschiedener Denaturierungs-
verfahren fur den Dot Blot

Legende zu Tabelle 4.1 und 4.2:
SD = Salzdenaturierung
US1 = 20 Strokes (1-2 sec.) mit 5 sec. Pause zwischen den Strokes
US2 = 15 Strokes (1-2 sec.) mit 5 sec. Pause zwischen den Strokes
US3 = 10 Strokes (1-2 sec.) mit 5 sec. Pause zwischen den Strokes
HD = Hitzedenaturierung
SDB = Salzdenaturierung nach dem Blotten
+++ = starkes Signal

+ =schwaches Signal

- =kein Signal

4.2 Optimierung der Sensitivitatsgrenze der Sonden
Hummit 1 und 2 durch Modifikation der Detektion

Das Protokoll fur die Detektion der humanen mtDNA mit den Sonden Hummit 1 und 2
wurde in den nachfolgenden Versuchen bezlglich einer Sentivitatserhéhung
modifiziert. Die Auswertung der Vorversuche (siehe Kapitel 3.15) ergab, dass die
positiv geladene Nylonmembran von Roche, eine Sondenkonzentration von 5
pmol/ml und eine Verdiinnung des Digoxigenin-Antikorpers von 1:30000 optimal sind.
Fur die Filmexpositionszeit mul3 das jeweilige Substrat sowie der jeweils verwendete
Film bericksichtigt werden, dementsprechend unterscheiden sich auch die
Expositionszeiten. Die jeweiligen optimalen Belichtungszeiten sind der Tabelle 4.3 zu

entnehmen.
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Film Substrat Belichtungsdauer

Min-R-2000 | CSPD (1:100) mindestens 8 Stunden- bis 3 Tage

Min-R-2000 | CDP-Star (1:100) | 45-90 Minuten

Bio Max | CDP-Star (1:100) | 1-15 Minuten
Light

Min-R-2000 | CDP-Star (1:500) | mindestens 8 Stunden

Tabelle 4.3: Belichtungsdauern bei verschiedenen Filmen und Substraten
4.3 Hybridisierungsbedingungen von Hummit 1 und 2

Im Folgenden werden zuerst die geeigneten Hybridisierungsbedingungen fir die
hochste Sensitivitat und anschliel3end fir die héchste Spezifitdt der Sonden Hummit

1 und 2 vorgestellt.
4.3.1 Sensitivitatserhohung

Zur Ermittelung der héchsten Sensitivitat der Sonden Hummit 1 und 2 wurden
verschiedene Versuchbedingungen modifiziert (siehe Kapitel 3.16.1). Unter den in der
Tabelle 4.4 angegebenen Bedingungen wurden fir die jeweiligen Substrate die

hdchsten Sensitivitaten bei geringem Hintergrund erzielt.

Substrat Waschbedingungen

CSPD 1 x 15 Minuten in 4 x SSC+0,1% SDS bei Raumtemperatur
1 x 15 Minuten in 2 x SSC+0,1% SDS bei Raumtemperatur

CDP-Star |2 x 10 Minuten in 4 x SSC+0,1% SDS bei Raumtemperatur

Tabelle 4.4: Die Tabelle zeigt die Waschbedingungen fir die Sonden Hummit 1 und 2 um eine

maximale Sensitivitat bei der Quantifizierung der humanen mtDNA zu erreichen.

Die Sensitivitat der Substrate CSPD und CDP-Star ist unterschiedlich (CDP-Star ist

signifikant starker lumineszent) und hangt von der Filminkubationszeit ab. So wurde

die mit CSPD inkubierte Membran Uber Nacht auf dem Film MinR 2000 inkubiert,
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wahrend sich bei der mit CDP-Star behandelten eine Expositionszeit von ca. 45
Minuten als ausreichend erwies. Nach Ubernacht Belichtung erhalt man deutliche
Signal- und Hintergrundsverstarkung, wenn man CDP-Star als Substrat verwendet;
der Hintergrund bleibt aber homogen (siehe Abbildung 4.2).

Die Nachweisgrenzen fir humane Gesamt-DNA differierten stark zwischen
verschiedenen Individuen. Dies ist vermutlich auf einen unterschiedlichen mtDNA-
Gehalt sowie auf die Problematik der exakten Vorquantifizierung, z.B. mit dem Photo-
oder Fluorometer, zurtickzufuhren (siehe Kapitel 5.2). Im Allgemeinen liegen die
Nachweisgrenzen fir humane Gesamt-DNA abhangig vom Substrat (CSPD oder
CDP-Star) und Film zwischen 5- bis 20 pg mtDNA-Standard. Diese sehr sensitive
Methode kann leider nicht bedenkenlos verwendet werden, da es zu unspezifischen

Bindungen bei Proben von verschiedenen Tieren kam.

1 2

g

-

-
ad

Abbildung 4.2: Die getesteten Membranstreifen zeigen identische Verdinnungsreihen (von oben
nach unten: A: 5 ng, B: 1 ng, C: 0,5 ng, D: 0,25 ng humane Gesamt-DNA). Fiur die Membran in Film 1
und 2 wurde CSPD und fur die Membran in Film 3 und 4 CDP-Star als Substrat verwendet. Die Filme 1
und 3 wurden 30 Minuten und die Filme 2 und 4 fir 12 Stunden belichtet.
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4.3.2 Humanspezifitat der Sonden Hummit 1 und Hummit 2

Fur die forensische Spurenanalyse ist die Untersuchung der humanen mtDNA mit
humanspezifischen Sonden von Interesse (siehe Kapitel 1.4). Hierzu wurde die
Humanspezifitat der Sonden Hummit 1 und 2 untersucht.

Die Versuche zur Humanspezifitat (siehe Kapitel 3.16.2) von Hummit 1 ergaben, dass
eine Hybridisierungstemperatur von 58°C und ein anschlieRendes zweimaliges
Waschen fiur jeweils 15 Minuten in 2 x SSC+0,1% SDS bei 58°C die optimalen
Bedingungen sind.

Es gab bei 500 ng Lambda-DNA, 10 ng DNA aus humanem Sperma und 300 ng
Herings-DNA reproduzierbar kein Signal im Slot Blot, hingegen waren bei einigen
Saugetieren (Kaninchen, Hund, Schaf, Schwein) immer noch schwache Signale
vorhanden. Die aus humanem Blut extrahierte DNA ergab erwartungsgeman
deutliche Signale (Daten nicht gezeigt). Unter Bedingungen maximaler Stringenz
(Hybridisierungstemperatur von 61°C und zweimal 15minidtigen Waschen mit 2 x
SSC+0,1% SDS bei 61°C) konnte z.T. eine spezifische Bindung von Hummit 1 an
humane mMtDNA erreicht werden, wobei dies nicht reproduzierbar war. Da die
Sensitivitdét unter diesen Bedingungen sehr gering war, wurden stringentere
Bedingungen nicht weiter untersucht.

Bei einer Hybridisierungstemperatur von 45°C und einem zweimal finfminttigen
Waschen in 2 x SSC+0,1% SDS und zweimal 15minitigen Waschen in 0,5 x
SSC+0,1% SDS bei jeweils 50°C konnte mit der Sonde Hummit 2 humane mtDNA
eindeutig von tierischer unterschieden werden (siehe Abbildung 4.3). Eine
Humanspezifitat der Sonde Hummit 2 ist unter den gewahlten Bedingungen (siehe
oben) gegeben, wenn gleiche DNA-Mengen von tierischer und humaner DNA
eingesetzt werden. Sollte eine vorherige Quantifizierung der untersuchten Proben
nicht moglich und damit die Humanspezifitat von Hummit 2 nicht gesichert sein, wird

die Verwendung des Restriktionsenzyms BST 98I empfohlen (siehe Kapitel 4.3.3).
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Abbildung 4.3: Die Filme I und Il zeigen dieselbe Membran (Probenverteilung siehe Tabelle 4.5), fir den Film | wurde die

Membran einer Hybrisierung mit Hummit 2 unterzogen und fur den Film Il mit D17Z1.

Verdau mit Verdau mit MtDNA-
BST 98I BST 98I Standard
A B C D E F
1 | Katze Katze Pan paniscus Pan paniscus Leer 1,6 ng
2 | Schwein Schwein Mensch Mensch Leer 0,8 ng
3 | Schaf Schaf Mensch Mensch Mensch A 0,4 ng
41 Gorilla  Gorilla Mensch Mensch Schaf A 0,2 ng
5 | Ratte Ratte Mensch Mensch Mensch U 0,1 ng
6 | Gorilla Gorilla Mensch Mensch Mensch U 50 pg
7| Primat  Primat Mensch Mensch SchafU  25pg
8 | Gorilla  Gorilla Mensch Mensch Mensch U 12,5 pg

Tabelle 4.5: Die Tabelle zeigt die in Abbildung 4.3 aufgetragenen Proben.

A = Probe wurde dem BST 98I-Protokoll unterzogen, das Enzym wurde der Probe aber nicht zugegeben. U = abzentrifugierter
Uberstand aus dem BST 98I-Verdau (siehe Kapitel 3.17) (wurde zur Klarung der Effektivitat der DNA-Abzentrifugation beim BST
98I-Verdau untersucht) . Bei allen Proben wurden 50 ng auf die Membran aufgetragen. In der Spalte ,mtDNA-Standard“ wurde

der mtDNA-Standard in der jeweils angegebenen Menge aufgetragen.
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4.3.3 Steigerung der Humanspezifitdt der Sonde Hummit 2

Zur Erhéhung der Humanspezifitat der Sonde Hummit 2 wurden die Proben mit dem
Restriktionsenzym BST 98l verdaut. Dieses Einzym schneidet die zu Hummit 2
komplementdre Sequenz auf der humanen mMtDNA und ermdglicht so den
spezifischen Nachweis humaner mtDNA (siehe Kapitel 5.5). Die verdauten Proben
wurden auf eine Membran mittels Slot Blot aufgetragen. Neben die verdauten Proben
wurden die entsprechenden unverdauten Proben auf die Membran geblottet. Bei allen
mit dem Restriktionsenzym BST 98l verdauten humanen Proben war fast kein Signal
sichtbar (Abbildung 4.3), wahrend die unverdauten Proben starke Signale zeigten,
dies entspricht den Erwartungen (siehe Kapitel 5.5). Die schwachen Signale bei

einigen Tieren blieben auch bei den verdauten Proben unverandert.

4.4 MtDNA-Spezifitat der Sonden Hummit 1 und

Hummit 2

Die Daten verschiedener Gendatenbanken lassen auf eine spezifische Bindung von
Hummitl und 2 an die mtDNA innerhalb der humanen Gesamt-DNA schliessen
(siehe Kapitel 3.1 und 3.2). Die mtDNA-Spezifitdt wurde im Folgenden experimentell
bestatigt. Hierzu wurden humane DNA-Proben auf derselben Membran einmal mit
Hummit 1 und einmal mit Hummit 2 quantifiziert (siehe Kapitel 5.5). Die
Quantifizierung mit Hummit 1 und Hummit 2 im Slot Blot ergab bei fast allen Proben
die gleichen Werte (Daten nicht gezeigt). Bei den Proben, bei denen es
Abweichungen gab, unterschieden sich die ermittelten DNA-Mengen um bis zu 30%.

Die Quantifizierung der mtDNA in der Spermaprobe im Vergleich zur Blutprobe zeigte
den erwarteten starken Unterschied, d.h. in der Spermaprobe konnte nur eine geringe
Menge mtDNA detektiert werden. In der Blutprobe konnte eine signifikant gré3ere
MtDNA-Menge detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis entspricht
den Angaben aus der Literatur Uber die geringe mtDNA-Menge im humanen Sperma
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(siehe Kapitel 5.8) und bestétigt somit die mtDNA-Spezifitat der Sonden Hummit 1
und 2.

Die im Southern Blot eingesetzten Proben von 1- bis 2 pg humaner Gesamt-DNA
(siehe Kapitel 3.18), die einem Restriktionsverdau unterzogen wurden, zeigten die
erwarteten zwei Banden der verdauten humanen mtDNA. Es waren keine weiteren
Banden sichtbar (Southern Blot nicht gezeigt). Somit liegt keine detektierbare

unspezifische Bindung der Sonden Hummit 1 und 2 vor.

4.5 MtDNA-Quantifizierung

Die Quantifizierungsstudie wurde mit der in dieser Arbeit entwickelten mtDNA-
Quantifizierungsmethode durchgefiihrt, Abbildung 4.4 zeigt exemplarisch zwei Slot
Blot-Bilder aus der Studie. Die Quantifizierung der humanen mMtDNA in drei
verschiedenen Altersgruppen zeigte keine altersabhangigen Veranderungen in den
drei Altersgruppen (Abbildung 4.5). Da der Kruskis-Wallis-Test keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Altersgruppen zeigte,
wurden die Daten aller Testpersonen zusammengezogen, um Mittelwerte fir die
MtDNA-Mengen der verschiedenen Gewebe zu erhalten (Abbildung 4.6). Im
Skelettmuskel war der Prozentsatz der mtDNA 1,0%+0,4% (4198+1679 mtDNA-
Kopien) und im Herzmuskel betrug die mtDNA-Menge im Mittel 2,2%z+1,3%
(9235+5457 mtDNA-Kopien). Wahrend der Nucleus caudatus 1,1%0,5%
(4617£2099 mtDNA-Kopien) und das Frontalhirn 1,0%%0,5% (4198+2099 mtDNA-
Kopien) ahnliche mtDNA-Mengen aufwiesen, war die mtDNA-Menge im Kleinhirn mit
0,3%+0,2% (1259+840 mtDNA-Kopien) am geringsten. Mit der nichtparametrischen
Pearson Korrelation konnte eine Korrelation der mtDNA-Menge zwischen
verschiedenen Geweben innerhalb einer Person festgestellt werden, in diese Analyse
wurden 36 aus den 50 untersuchten Personen eingeschlossen. So wurde eine
Korrelation zwischen dem Nucleus caudatus und dem Frontalhirn (r = 0,369; p<0,05),
zwischen Frontal- und Kleinhirn (r = 0,333; p<0,05), zwischen dem Herzmuskel und
dem Nucleus caudatus (r = 0,424; p<0,05) und zwischen Herz- und Skelettmuskel
(r =0,424; p < 0; 05) festgestellt.
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Abbildung 4.4: Quantifizierung der mtDNA durch Slot Blot mit der Sonde Hummit 1: (a) Spalte A zeigt
die mtDNA-Standardreihe mit folgenden Verdinnungen: 2000 pg (A1), 1000 pg (A2), 500 pg (A3), 250
pg (A4), 100 pg (A5), 50 pg (A6), 20 pg (A7), 10 pg (A8). Die Spalten B- bis F zeigen Proben des
Nucleus caudatus (B2- bis B7), Frontalhirn (C2- bis C8), Kleinhirnrinde (D2- bis D8), Skelettmuskel
(E2- bis E8) und Herzmuskel (F2- bis F8). Die Slots B1- bis F1 (erste Zeile) zeigen eine K562-
Standardreihe, Slot B8 ist die Negativkontrolle. (b) Die Membran aus Abbildung 4.4 (a) wurde zur
Quantifizierung der humanen nuklaren DNA mit der Sonde D17Z1 hybridisiert. Die K562-Standardreihe
hat folgende Verdinnungen: 80 ng (B1), 60 ng (C1), 40 ng (D1), 20 ng (El), 10 ng (F1). Die
verschiedenen Gewebeproben haben ca. die gleiche Menge Kern-DNA wéahrend die mtDNA-Mengen

(a) erhebliche Unterschiede aufweisen.
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Abbildung 4.6: In dem Diagramm ist die prozentuale mtDNA-Menge pro Kern-DNA in finf humanen
Geweben dargestellt. Im Nucleus caudatus, Frontalhin und Skelettmuskel betragt die Menge ca. 1%.

Das Kleinhirn (0.3%) und der Herzmuskel (2,2%) unterscheiden sich von den drei anderen Geweben.
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5 Diskussion

Zunachst werden die hier entwickelten Methoden und anschliessend die Ergebnisse
der durchgefuhrten mtDNA-Altersstudie diskutiert.

5.1 mtDNA-Standard

Die Lange des in dieser Arbeit verwendeten mtDNA-Standards betragt 16262 bp, d.h.
er besitzt die 0,978-fache Lange des kompletten humanen mitochondralen Genoms.
Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem Standard und der mtDNA ist, dass die
MtDNA zirkular und das PCR-Produkt linear vorliegt. Dieser Unterschied in der
molekularen Struktur kann aufgrund des unterschiedlichen DNA-Bindungsverhaltens
an die Nylonmembran eventuell zu einem systematischen Messfehler fihren. Gezeigt
werden konnte dieser Unterschied im Bindungsverhalten bisher nur im
Zusammenhang mit Substanzen, welche die DNA-Bindung an die Membran
inhibieren, z.B. Magnesium [51]. Des Weiteren ist nicht geklart, ob und in welchem
Mald durch Lagerung, Extraktion und/oder Blotten die mtDNA linearisiert wird.
Aufgrund der fast gleichen Basenpaarlange sind &hnliche chemische und
physikalische Eigenschaften zu erwarten, wodurch eine Quantifizierung mittels dieses
Standards aus theoretischer Sicht unbedenklich ist.

Der mtDNA-Standard wurde via Long PCR hergestellt, mit dem erhaltenen Amplifikat
wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefihrt, in der das Amplifikat aufgetrennt
und dann die Bande des 16,2 kb-Fragments ausgeschnitten und extrahiert wurde. So
konnte sichergestellt werden, dass nur vollstandige mtDNA-Fragmente in der
anschlieBenden fluorometrischen Quantifizierung gemessen und als Standard
verwendet werden.

Zusatzlich zur Agarosegelelektrophorese wurde mittels Verdau der DNA durch eine
Restriktionsendonuklease und anschlieBenden Southern Blots geprtift, ob es sich
beim Amplifikat wirklich um ein 16,2 kb-Fragment der humanen mtDNA handelte. Die

Ergebnisse dieser Tests entsprachen den Erwartungen (daten nicht gezeigt). Somit
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ist gesichert, dass hier ein Teil der humanen mtDNA amplifiziert wurde. Um eine
exakte Quantifizierung durchzufihren, muss die Masse des mtDNA-Standards mit
dem Faktor 1,0228 multipliziert werden, um den durch die geringere Nukleotidlange

des Standards bedingten systematischen Messfehler zu eliminieren.

5.2 Vorquantifizierung

Setzt man aufgrund des Ergebnisses der fluorometrischen Vorquantifizierung
aquivalente Mengen humaner Gesamt-DNA von frischen Proben (maximal 4 Wochen
alt) und 1- bis 2 jahrealten Proben im Slot Blot ein, zeigen die frischen Proben
gleichstarke Signale, wahrend die Signalstarke bei den alten Proben signifikant
geringer ist.

Als mogliche Grinde fir diese Beobachtung kommen Messfehler in  der
fluorometrischen Vorquantifizierung oder verandertes Bindungsverhalten stark
fragmentierter DNA an die Nylonmembran sowie ein verandertes Verhalten der
degradierten DNA im Slot Blot in Frage. Letzteres konnte jedoch als Ursache
ausgeschlossen werden (siehe Diskussion, Kapitel 5.7).

Die fluorometrische Vorquantifizierung mit PicoGreen ist nach Herstellerangaben
prinzipiell unanfallig fur Kontaminationen verschiedener Art und soll ausschlief3lich
doppelstrangige DNA messen, wobei dies stark konzentrationsabhangig ist. Alle
gemessenen Proben lagen jedoch innerhalb des von Molecular Probes angegebenen
linearen Messbereichs (25 pg/ml- bis 1000 ng/ml), damit scheidet eine zu hohe oder
zu niedrige DNA-Konzentration als Ursache fur Messfehler aus.

Die Fragmentlange sowie das Vorliegen von einzelstrangiger DNA beeinflusst die
Quantifizierung mit dem PicoGreen-Kit nicht [2].

Der Slot Blot als Methode ist fur die Untersuchung forensischer Proben stark von der
Vorquantifizierung abhangig, da die Hybridisierungsbedingungen immer nur innerhalb
eines bestimmten Konzentrationsbereichs eine Unterscheidung von z.B. Schimpanse
und Mensch erlauben. Setzt man hingegen die 1000-fache Menge Schimpansen-

DNA ein, wird es zwangslaufig zu Signalen bei der Hybridisierung mit Hummit 2
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kommen, obwohl diese Sonde in bestimmten Konzentrationsbereichen Mensch und
Schimpansen unterscheiden kann. Da altere humane Proben deutlich schwéchere
Signale als frische hervorrufen, haufig aber nicht bekannt ist, wie alt oder degradiert
das Spurenmaterial ist, muss eine DNA-Menge eingesetzt werden, bei der auch alte
humane Proben noch ein Signal geben. Handelt es sich bei der Spur aber um
frisches tierisches Material, welches nur beim Einsatz groRerer Mengen frischer DNA
ein schwaches Signal produziert, ist durch den Slot Blot nicht zu entscheiden, ob es
sich um altes humanes oder frisches tierisches Material handelt. Da weder die hier
verwendete fluorometrische noch die photometrische Quantifizierung sich als
geeignet erwiesen haben, Proben verschiedenen Alters einheitlich zu quantifizieren,
missen andere Methoden zur Differenzierung von humaner und tierischer DNA
verwendet werden, bis es verlasslichere Vorquantifizierungsmethoden gibt. Als
tauglich erwies sich z.B. die zusatzliche Verwendung von BST 98I (siehe Kapitel

4.3.3, ,Humanspezifitdt der Sonde Hummit 2).

5.3 Sondensensitivitat

Die Sondensensitivitat liegt unter Bedingungen, fur die eine mtDNA-Spezifitat der
Sonde angenommen werden kann, fir Hummit 1 bei ca. 15 pg des humanen mtDNA-
Standards (Fragmentlange 16,2 kb) und fur Hummit 2 bei ca. 30 pg des Standards.
Fuhrt man die Detektion mit einer digitalen Kamera statt des BioMax-Light-Filmes
durch, kann die Detektionsgrenze auf ca. 1/10 - 1/20 der oben angegebenen Menge
reduziert werden [17].
Aufgrund der hoheren Sensitivitdtt von Hummit 1 sollte diese Sonde unter den
Bedingungen, die im Kapitel 4.3.2 (,Humanspezifitat der Sonden Hummit 1 und
Hummit 2“) fir Hummit 1 angegeben sind, fur die Quantifizierung eingesetzt werden.
Bedingungen, die eine Sensitivitat von ca. 5 pg Standard erlauben, sind im
Ergebnisteil unter Sensitivitat von Hummit 1 angegeben. Aufgrund der unspezifischen
Bindungen der Sonde unter diesen Bedingungen an Lambda-, Herings- und Sauger-
DNA kann nicht ausgeschlossen werden, dass es auch unspezifische Bindungen an
die humane Kern-DNA gibt. Somit sollten diese Bedingungen erst verwendet werden,
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wenn reine Kern-DNA zur Verfigung steht, die als Negativkontrolle eingesetzt
werden kann.

Die Chance, dass die Sondensequenz zufallig in der Kern-DNA vorkommt, ist extrem
gering. Allerdings ist in der Literatur das Vorkommen von Pseudogenen, d.h. von
mitochondralen Sequenzen, deren Lange ca. 50 bp [57] oder mehr [43] betragt, in der
humanen Kern-DNA beschrieben. Aufgrund der zur Zeit in den Gendatenbanken
(,National Center of Biotechnology Information“ und ,European Molecular Biology
Laboratory”) verfugbaren Daten und verschiedener Hybridisierungstemperatur-
berechnungen fur die grol3ten homologen Sequenzen aus der humanen Kern-DNA ist
eine unspezifische Bindung der Sonden Hummit 1 oder Hummit 2 an Kern-DNA
allerdings nicht zu erwarten. Wenn es trotzdem zu einer Bindung an humane
nukleare DNA kame, ware dies nur von Bedeutung, wenn die entsprechende
Sequenz deutlich haufiger als einmal innerhalb der Kern-DNA vorkdme, da in
humanen Zellen bis zu 600.000 Kopien (Eizelle) mitochondraler DNA vorliegen.
Selbst Spermien, die den geringsten Mitochondriengehalt haben, enthalten im
Durchschnitt 700 mtDNA-Kopien [27].

5.4 Die Sensitivitat der Sonden im Vergleich

Fridez und Mitarbeiter [30] haben mehere mitochondrale Oligonukleotidsonden mit
der Zielsetzung entwickelt, dass diese spezifisch an die mtDNA von Hund oder Katze
binden. Die Sequenzen liegen im Cytochrom B-Gen der Tiere. Es gelang ihm nicht,
die mtDNA eines einzelnen Haares mit Wurzel nachzuweisen. Ein einzelnes frisch
entnommenes Haar enthalt maximal 200 ng und ein Schamhaar weniger als 10 ng
DNA [39].
Der Nachweis von 100 pg reiner mtDNA war zumindest mit einer Sonde mdglich,
wobei keine genauen Angaben zur Spezifitdt unter diesen Bedingungen gemacht
werden. Als Substrat verwendete Fridez ebenfalls CDP-Star. Im Unterschied zu der in
dieser Arbeit verwendeten Detektion nahm Fridez direkt markierte Sonden. Bei der
Verwendung der direkt markierten Sonde D17Z1 kann nach langerer Lagerungszeit
ein Sensitivtatsabfall festgestellt werden. Dies ist bei den mit Digoxigenin markierten
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Sonden nicht der Fall, wenn der Antikdrper innerhalb seines Haltbarkeitsintervalls
verwendet wird.

Im Vergleich der Sonden von Fridez mit Hummit 1/Hummit 2 kann beziglich der
Sensitivitat festgestellt werden, dass Hummit 1 und 2 sensitiver sind, wobei aufgrund
mangelnder Angaben von Fridez die Daten nicht genau und auch nicht unter dem
Aspekt einer gleichen Spezifitat verglichen werden konnten.

In einer Arbeit, die einer ahnlichen Fragestellung wie die hier vorgelegte
nachgegangen ist, wurden zwei verschiedene Sonden getestet: Sol (55 bp) und So2
(368 bp) [84]. Die Sensitivitat der Sonde Sol, die direkt mit Alkalischer Phosphatase
markiert ist, betragt ca. 15 ng und die von So2, welche mit Digoxigenin markiert ist,
ca. 1 pg des dort zugrunde gelegten mtDNAStandards. Dieser Standard ist ein 368
bp langes Fragment der mtDNA, d.h. es ist der Gegenstrang zu So2. Der verwendete
MtDNA-Standard entspricht, unter dem Aspekt der Basenpaarlange betrachtet, ca.
dem 45sten Teil der mtDNA, d.h. in 1 pg dieses Standards befinden sich erheblich
mehr Kopien als in 1 pg des hier verwendeten Standards, womit die Sensitivitdten der
Sonden Hummit 1 und 2 nicht vergleichbar mit der Sensitivitat der Sonde So2 sind.
Bei beiden Methoden wurde die Dig-Markierung, Alkalische Phosphatase und CDP-
Star verwendet.

Vergleicht man diese beiden Methoden beziglich der Tauglichkeit mitochondrale
DNA zu gquantifizieren, so zeigt sich, dass die Sonde So2 in einem Bereich liegt, fur
den zahlreiche Deletionen beschrieben wurden. Hingegen st flr den
Sequenzabschnitt der Sonde Hummit 1 bisher keine Deletion beschrieben worden
[90]. Ob dies ein fir die Quantifizierung relevanter Faktor ist, ist nach derzeitigem
Wissensstand fraglich, da der Anteil der deletierten DNA, der mit einer
konventionellen PCR mit einem Primerpaar ermittelt wurde, ca. 0,01% - 0,3% der
gesamten mMtDNA betragt [22, 73, 77]. Die Anzahl und Gro6Re der hiermit
dargestellten Deletionen ist vom Primerpaar abhangig. Vermutlich stellt die auf diese
Weise ermittelte Deletionsmenge aber nur die Spitze des Eisberges dar [85].
Hayakawa und Mitarbeiter untersuchten die mtDNA humaner Gewebe
unterschiedlichen Alters [37]. Hierbei konnten in Kardiomyozyten von 97 Jahre alten
Personen 358 Typen deletierter mtDNA detektiert werden, wovon 280 einen oder

beide Replikationsurspriinge nicht mehr enthielten. In dieser Untersuchung konnte
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festgestellt werden, dass die Wildtyp-DNA auf bis zu 11% reduziert wurde, auch
andere Autoren konnten eine starke Zunahme von Deletionen im Alter feststellen
[48]. Zumindest bei Geweben von alteren Patienten ist es offensichtlich wichtig, eine
Sondenzielsequenz zu haben, die auf mdglichst wenigen Deletionen liegt. Fur exakte
guantitative Untersuchungen der mtDNA ist es daher empfehlenswert, ab einem
bestimmten Patientenalter, z.B. Uber 60 Jahre, eine Quantifizierung mittels zweier
verschiedener mtDNA-Sonden zu verwenden, die moglichst wenige bzw. wenig
gemeinsame Deletionen in ihrer Zielsequenz haben. Hierfur sind Hummit 1 und

Hummit 2 sehr gut geeignet.

5.5 Spezifitat der Methode

Fur die Diskussion der Spezifitat der beiden Sonden missen im Rahmen der
Fragestellung dieser Arbeit zwei verschiedene Aspekte betrachtet werden. Zum einen
die selektive Bindung von Hummit 1 und Hummit 2 an die mtDNA innerhalb der
humanen Gesamt-DNA und zum anderen die Humanspezifitat der beiden Sonden.
Dass Hummit 1 und Hummit 2 nur an die mtDNA binden, ist aufgrund mehrerer
Versuche sehr wahrscheinlich, kann aber nicht bewiesen werden.
Im Folgenden werden die verschiedenen Versuche beschrieben, aufgrund derer
angenommen werden kann, dass die Sonden spezifisch an humane mitochondrale
DNA binden.
Im Southern Blot mit humaner Gesamt-DNA konnten bei Templatemengen von 1-2
pg nur Banden auf Hohe von 16,5 kb festgestellt werden. Ein Restriktionsverdau, der
die mtDNA linearisiert und in zwei Fragmente teilte, wobei Hummit 1 an das eine und
Hummit 2 an das andere Fragment binden sollte, ergab mit anschlieBendem
Southern Blot ebenfalls nur die erwarteten Banden. Da im Southern Blot die DNA
aufgetrennt wird, ist es moglich, dass eventuell zu den Sonden homologe
Sequenzen, die auf verschiedenen Fragmenten der Kern-DNA liegen, so weit
voneinander getrennt werden, dass ihr jeweils schwaches Signal, obwohl es in der
Summe sichtbar gewesen ware, nicht sichtbar war. So ist dieser Versuch zwar kein
Beweis, aber doch ein Indiz fir die mtDNA-Spezifitat der Methode. Bewiesen werden
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kann mit dem Southern Blot experimentell jedoch, dass eine einzige homologe
Sequenz auf der Kern-DNA nicht ausreichend ist, um in dem angegebenen DNA-
Mengenbereich ein Signal hervorzurufen. Die eingesetzte Gesamt-DNA-Menge
entsprach dem 20-40-fachen der im Slot Blot eingesetzten Menge.

In einem weiteren Versuch wurde Gesamt-DNA aus humanem Sperma eingesetzt.
Hier wurde erwartet, dass das Signal fir z.B. 100 ng Gesamt-DNA aus Sperma
deutlich schwécher ist als das fur 100 ng Gesamt-DNA aus Blut. Der Versuch wurde
unter den Bedingungen des Standardprotokolls fir die jeweilige Sonde mit Hummit 1
und Hummit 2 durchgefuhrt. Die aus Sperma extrahierte mtDNA ergab ein
schwaches Signal, wahrend die anderen Proben die erwarteten Signale ergaben.
Deshalb ist es sehr unwahrscheinlich, dass es quantitativ relevante Bindungen an die
Kern-DNA gibt. AbschlieRend wurden mehrere Membranen zuerst mit Hummit 1 und
dann mit Hummit 2 hybridisiert oder umgekehrt und es wurde verglichen, ob die
gleichen mtDNA-Mengen detektiert werden konnten. Dies war bei fast allen Proben
der Fall. Mogliche Grunde fur vereinzelt abweichende Werte sind Mutationen in den
Sondenzielsequenzen, die zur verminderten Bindung der Sonden an die Zielsequenz
gefuhrt haben, oder Deletionen, die die Zielsequenz einer der beiden Sonden
einschlieRen, nicht aber die Zielsequenz der anderen. Dass mittels beider Sonden
fast alle Proben gleich quantifziert wurden, spricht deutlich fur die mtDNA-Spezifitat
der Sonden. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass die Zielsequenzen beider Sonden,
die Uber 1 kb auf der mtDNA auseinander liegen, mehrmals und in &hnlicher
Haufigkeit auf der Kern-DNA vorkommen, z.B. in Form von Pseudogenen. Die
Ergebnisse dieser Versuche legen nahe, dass die in dieser Arbeit entwickelten
Methoden geeignet sind, mitochondrale DNA innerhalb humaner Gesamt-DNA zu
quantifizieren.

Der zweite Aspekt der Spezifitdit der Methode bezieht sich auf die Selektivitat der
Bindung der Sonden an humane DNA. Hierzu wurde die DNA verschiedener Tiere
getestet. Von den beiden Sonden ist Hummit 2 die spezifischere. So gelang es z.B.
mit Hummit 2, den Pan paniscus, den Pan troglodytes (zwei Schimpansenarten)
sowie den Gorilla gorilla gorilla, dies sind laut EMBLDatenbank die drei nachst
homologen Tiere, vom Menschen zu differenzieren. Dies gelang mit Hummit 1 nur

zum Teil. Die Ursache fir die hohere Spezifitat der Sonde Hummit 2 konnte durch die
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Positionen der Punktmutation zu den Affen bedingt sein. So liegt diese bei Hummit 2
an Position 11, wahrend die beiden Mutationen von Hummit 1 an den Position 2 und
3 (vom 5'-Ende ausgehend) liegen. Diese Ergebnisse decken sich mit Angaben in der
Literatur, in denen darauf hingewiesen wird, dass Punktmutationen, die mittels
Sonden differenziert werden sollen, am besten diskriminiert werden kénnen, wenn die
Mutation in der Sondenmitte liegt [59]. Ebenfalls wird darauf verwiesen, dass fur eine
PCR die Mutation moglichst nahe am 3'-Ende liegen sollte. Somit ist der Gegenstrang
von Hummit 1 optimal fir die Entwicklung einer humanspezifischen PCR eines
Fragments der mtDNA geeignet.

Die eindeutige Abgrenzung von humaner DNA gegenuber Affen-DNA ist nur moglich,
wenn ahnliche Probenmengen eingesetzt werden. Hierzu ist eine genaue
Vorquantifizierung notig. Sollte dies nicht mdglich sein, bietet das Verdauen eines
Probenteils mit BST 981 wéhrend der andere Teil nicht mit BST 98I verdaut wird und
einer anschlieBenden Hybridisierung mit Hummit 2 eine sichere Methode zur
Differenzierung humaner und tierischer DNA, da es ausschlief3lich bei der verdauten
menschlichen Probe zum Signalausfall kommt. Mit Hummit 1 konnte von den drei
Affen zwar nur der Gorilla gegen den Menschen abgegrenzt werden. Trotzdem wirde
man aufgrund dieses Ergebnisses erwarten, dass keine quantitativ relevanten
Bindungen an die DNA heimischer Sauger erfolgen sollte. Hier kam es unter den
maximal stringenten getesteten Bedingungen zu Bindungen an Schaf-, Schwein-,
Hund- und Kaninchen-DNA. Die Schafs-DNA bedingte bei den Versuchen mit
Hummit 1 die starksten Signale. Prinzipiell gibt es zwei Mdglichkeiten fir diese
Ergebnisse. Zum einen homologe mitochondrale Sequenzen bei den Tieren (1) und
zum anderen homologe Sequenzen auf der nuklearen DNA der Tiere (2).

Die in den Gendatenbanken verfligbaren Daten schlieRen Punkt 1 faktisch aus, da
alle Sauger, die in den Blots Signale ergaben, wesentlich mehr Mutationen bezlglich
der humanen Sequenz aufweisen als die Affen, die in den Blots keine Signale
hervorriefen. Die einzig denkbare, obwohl unwahrscheinliche Moglichkeit ware, dass
es infolge von Mutationen der hier untersuchten Tiere zu ihren Artgenossen, deren
Sequenzen in die Datenbanken eingespeist wurden, zu einer homologen Sequenz

kam.
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Pseudogene (siehe Kapitel 5.3, ,Sondensensitivitat) koénnten fir homologe
Sequenzen im Kern verantwortlich sein. Pseudogene stellen mitochondrale
Sequenzen dar, die in die Kern-DNA eingebaut wurden und dort ohne bisher
bekannte Funktion zuféllig verstreut vorkommen. Diese Sequenzen konnten kurz
nach der Aufzweigung der Herkunftslinien von Mensch und z.B. Schaf, bei diesem in
die nukleare DNA ausgelagert worden sein. Im Kern waren diese Sequenzen dann
erheblich starker, aufgrund der DNA-Reparaturenzyme und der Aufwicklung der DNA
auf Histone konserviert worden, wobei dann noch nicht geklart ware, warum die
humane mtDNA sich nicht verdndert haben sollte. Auch diese Mdglichkeit ist also
eher unwahrscheinlich.

Eine weitere Mdglichkeit fir homologe Sequenzen in der tierischen nuklearen DNA
ware, dass es zufallig eine homologe Sequenz gibt. Doch dann musste diese
vermutlich auch noch mehr als einmal vorkommen, um ein Signal hervorrufen zu

kdnnen.

5.6 Sondentauglichkeit

Die Mutationen, die man mit einem Oligonukleotid differenzieren will, sollten
idealerweise in der Mitte der Sonde liegen und von den Basen A/T nach G/C [59]
erfolgen. Fir Sonde Hummit 1 treffen beide Kriterien nicht zu. Trotzdem wurde
Hummit 1 als Sonde gewahlt, da sie zwei Mutationen zum nachst homologen Tier
(dem Schimpansen) hat und aul3erdem nur eine relevante Mutation fir den
Menschen bekannt ist [90].
Die Mutation von Hummit 2 zum Schimpansen liegt in der Sondenmitte von T nach C
und ist somit optimal. Innerhalb der humanen Population sind sechs Mutationen
bekannt [90].
Obwohl nur eine Sonde die Optimalanforderungen beziglich der Differenzierung
zwischen Mensch und Tier erflillt, wurden beide verwendet, da es nicht mdglich war,
eine weitere geeignete Sequenz zu finden [90]. Da fir beide Sonden innerhalb der
humanen Population Punktmutationen beschrieben sind, sollten sowohl flr
forensische als auch fur quantitative Untersuchungen mehrere Sonden verwendet
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werden. Experimentell konnte in allen bisher untersuchten humanen Proben (ca. 220)
ein Signal detektiert werden. Es war z.T. ebenfalls mdglich, Affen vom Menschen zu
differenzieren, wobei dies mit der Sonde Hummit 2 besser gelang als mit Hummit 1.
Da beide Sonden in einem Bereich des mitochondralen Genoms liegen, der wenig
Deletionen (fir Hummit 1 keine) aufweist [90] und fir beide Sonden eine relevante
Bindung an Kern-DNA ausgeschlossen werden kann, sind sie flr eine Quantifizierung
mitochondraler DNA von Patienten mit verschiedenen Krankheiten und aller
Altersgruppen geeignet.

Die forensische Anwendung ist aufgrund der positiven Signale bei einigen heimischen
Saugern fiur Hummit 1 nicht moglich. Hummit 2 stellt aber eine sensitive
humanspezifische Sonde dar. Es ist aber anzumerken, dass es aufgrund der
unvollstandigen Datenlage beziglich der tierischen Sequenzen unbedingt notwendig
ist, fur ahnliche Fragestellungen mehere Sonden zu testen. In Ermangelung weiterer
geeigneter Sequenzen konnten in dieser Arbeit nur die zwei beschriebenen Sonden

getestet werden.

5.7 Quantifizierung

Der Slot Blot ermdglicht bei Verwendung eines geeigneten Standards, eine
Quantifizierung, durch die nicht nur die Masse der mtDNA ermittelt werden kann,
sondern auch ihre Kopienzahl/Gesamt-DNA-Menge. Der hier verwendete mtDNA-
Standard erflllt diese Anforderungen. Deshalb ist man in der Lage, verlassliche
Angaben uber die Kopienzahl der mtDNA in einer definierten Menge Gesamt-DNA zu
machen.
Dass eine genaue Quantifizierung der humanen mtDNA mittels des Slot Blots
maoglich und anderen Methoden Uberlegen ist, konnte auch von anderen Autoren
gezeigt werden [27]. Es konnte auf3erdem gezeigt werden, dass mit dem Slot Blot
reproduzierbare Ergebnisse bei der Quantifizierung der DNA ermittelt werden kdnnen
[91].
Die orientierende DNA-Mengenbestimmung kann mittels Photo- oder Fluorometer
erfolgen. Somit missen fur eine genaue Bestimmung der Gesamt-DNA-Menge
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weitere Verfahren zur Anwendung kommen. Um den experimentellen Aufwand in
einem akkzeptablen Rahmen  zu halten, wird far die MtDNA-
Kopienzahlbestimmung/Gesamt-DNA-Menge oder fur die Bestimmung des
prozentualen Anteils der mtDNA an der Gesamt-DNA folgendes Vorgehen
vorgeschlagen: Zuerst erfolgt eine Bestimmung der DNA-Konzentration mittels
Fluorometer, dann wird ein Slot Blot und eine Hybridisierung mit Hummit 1
durchgefuhrt. Zuletzt wird die Membran gestrippt und eine Rehybridisierung mit der
Sonde D17Z1 durchgefuhrt.

Dieses Vorgehen ist insofern sinnvoll, als dass man zumindest eine &hnliche Gesamt-
DNA-Mengen einsetzt und dann mittels zweier verschiedener Sonden, eine fiur die
Kern-DNA (D17Z1) sowie eine fur die mtDNA (Hummit 1), die genauen Mengen von
nukledrer und mitochondraler DNA ermittelt. Aus diesen Werten kann dann der
prozentuale Anteil oder die Kopienzahl der mtDNA/Gesamt-DNA berechnet werden.
Errechnet man anhand des Standards die Kopienzahl der Sensitivitdtsgrenze (15- bis
30 pg mtDNA), o ergibt sich ein Wert von ca. 1,7 Millionen Kopien. Da andere
Autoren (siehe auch 5.4) &hnliche Sensitivitatsgrenzen ermittelt haben [30, 84],
scheint dies eine durch die Methode bedingte Detektionsgrenze zu sein. Damit ist der
Slot Blot zwar als Methode zur Quantifizierung geeignet, stellt aber keine hoch
sensitive Methode dar. Eine Moglichkeit, die Sensitivitat zu erhéhen und den
Messbereich zu erweitern, stellt die dynamische Detektion mit einer digitalen Kamera
dar [17]. Mit dieser Detektionsmethode waren wahrscheinlich 85000- bis 170000
Kopien die Sensitivitatsgrenze.

Die Grunde fur die im Hinblick auf die Kopienzahl relativ geringe Sensitivitat liegen in
den sehr stringenten Bedingungen der Hybridisierung. So liegt die
Schmelztemperatur zwischen 52°C und 52,7°C (fur Hummit 1), je nach verwendeter
Formel fiur die Schmelztemperaturberechnung, die Hybridisierungstemperatur von
Hummit 1 betragt aber 58°C. Da die Schmelztemperatur als diejenige Temperatur
definiert ist, bei der 50% der Hybride dissoziiert sind und Bindungskurven fur
derartige Prozesse immer einen sigmoidalen Verlauf aufweisen, liegen bei 58°C
deutlich weniger als 50% der Sonde an die Ziel-DNA gebunden vor. Allein dadurch
wird die nachweisbare Kopienzahl erheblich erniedrigt. Aber auch bei weniger
stringenten Bedingungen wére die nachweisbare Kopienzahl relativ hoch.
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Da die Detektion mittels der Digoxigenin-Markierung wie auch die radioaktive
Markierung hoch sensitiv ist und andere Autoren &hnliche Sensitivitdtsgrenzen
angegeben haben, stellt sich die Frage nach dem Grund fir die gefunden
Sensitivitatsgrenzen. Als mdgliche Ursachen missen die Inaktivierung der
Alkalischen Phosphatase bei einem relevanten Prozentsatz der Antikorper (1), die
unvollstandige Bindung der DNA an die Membran (2) sowie die rdumlich bedingte
Hemmung der Sondenbindung (3) genannt werden.

Zu (1): Langere Lagerungszeiten konnten zur partiellen Inaktivierung der Alkalischen
Phosphatase fiihren, wobei im Rahmen dieser Arbeit kein Sensitivitatsabfall infolge
langerer Lagerungszeiten festgestellt werden konnte. Nach Angaben von Roche
liegen ca. 90% der Alkalischen Phosphatase im Haltbarkeitsintervall aktiv vor.

Zu (2): Es ist ungeklart, wie viel Prozent der aufgetragenen Proben-DNA von der
Membran gebunden werden konnen und inwiefern bei einer Erhéhung der
Probenmenge dieser Prozentsatz durch die rdumliche Hemmung der Molekile
untereinander reduziert wird. Es ist auRerdem denkbar, dass unvollstandig oder nicht
gebundene DNA-Molekile bei den folgenden Waschschritten wieder abgewaschen
werden. Eine weitere Moglichkeit des DNA-Verlustes ist, bei stark degradierter DNA
und damit verbundener Fragmentierung, ein Durchsaugen der DNA durch die
Membran wahrend des Transfers. Da beim Slot Blot Fragmente, die kleiner sind als
300 bp, durch die Membran gesaugt werden [78]. Die mtDNA ist nicht so komplex wie
die Kern-DNA verpackt und somit instabiler, eine Fragmentierung der mitochondralen
DNA st infolge langerer Lagerungszeiten somit nicht unwahrscheinlich. Es konnte
aber gezeigt werden, dass das Durchsaugen von DNA quantitativ kein wesentlicher
Aspekt der Sensitivitditsminderung ist [16]. Tragt man langer gelagerte Proben im
Slot- oder Dot Blot auf und vergleicht sie mit frisch extrahierten Proben, die ebenfalls
in beiden Blots eingesetzt wurden, so ist im Slot- und Dot Blot der gleiche
Signalunterschied zwischen frischen und alten Proben festzustellen (Daten nicht
gezeigt). Die frischen Proben haben immer das starkere Signal. Dies legt die
Schlussfolgerung nahe, dass die Methode des Slot Blots im Vergleich zum Dot Blot
keinen relevanten DNA-Verlust hervorruft. Unterstitzt wird diese Beobachtung durch
eine Arbeit [84], in der ein Standard verwendet wurde, der 368 bp lang ist. Es konnte

bis zu 1 pg Standard nachgewiesen werden.
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Zu 3. Die diploide Kern-DNA des Menschen wiegt ca. 7,4525 pg (berechnet nach
DNA-Molmasse 660 g/mol [71] und der Basenzahlangabe (3.400.000.000 bp)). In
einer Arbeit von Sodmann, dessen mMtDNA-Mengen [84]) vermutlich nur als
Richtwerte zu betrachten sind, wurde flir aus Leukozyten isolierte humane DNA ein
Anteil von ca. 1,84% mtDNA an der Gesamt-DNA ermittelt. Die durchschnittliche
Masse der mtDNA pro humanem Leukozyt ist somit ca. 0,137126 pg. Da eine
einzelne mtDNA ca. 18,159 ag wiegt, ergibt sich daraus eine mtDNA-Kopienzahl pro
Leukozyt von ca. 7551. Eine komplett intakte diploide nukledre DNA enthalt 46
Chromosomen (Molekile). Da 1 ng Gesamt-DNA die DNA aus ca. 140 Leukozyten
enthalt, entsprache dies zuzuglich der mtDNA-Molekile ca. 1.000.000 DNA-
Molektlen. Unter der Bedingung, dass in der fluorometrischen Vorquantifizierung
keine durch RNA oder andere Kontaminationen bedingten erh6hten Werte gemessen
wurden, ist also davon auszugehen, dass ca. 1.000.000 DNA-Molekile mit 1 ng
reiner Gesamt-DNA aus humanem Leukozyten auf die Membran geblottet werden.
Bei dieser Molekilzahl wird es zwangslaufig zu diversen Uberlagerungen der
einzelnen Molekile kommen. Wenn die DNA stark degradiert ist, kann die
Sondenanlagerung durch die degradierte niedermolekulare DNA physikalisch
verhindert werden [3]. Ob dies prozentual relevant ist, ist derzeit nicht beurteilbar,
aber es scheint plausibel, dass auch dieser Faktor zu einer nicht unerheblichen
Sensitvitdtsminderung fuhrt.

Der Slot Blot ist eine robuste Quantifizierungsmethode, die innerhalb des

Messbereichs genau und gut reproduzierbar misst [17].

5.8 MtDNA-Quantifizierung

Um die Hypothese der Zunahme der mtDNA-Menge pro diploider Kern-DNA im Alter
zu prufen, wurde die mtDNA-Menge pro diploider Kern-DNA in finf verschiedenen
Geweben von 50 altersentsprechend gesunden Personen untersucht. Aufgrund der
altersbedingten strukturellen Veranderungen (z.B. Deletionen) der humanen mtDNA
ist es notwendig, eine robuste und sensitive Quantifizierungsmethode zu verwenden.
Die in dieser Arbeit entwickelte Quantifizierungsmethode erflllt diese Anforderungen.
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Die mtDNA-Kopienzahl héangt stark vom Energiebedarf des jeweiligen Gewebes ab,
die Anzahl von mtDNA-Kopien in verschiedenen Geweben ist Gegenstand aktueller
Studien. Die mtDNA-Kopienzahl pro diploider Kern-DNA in humanen Spermien
betragt ca. 700 [27], in PBMC (Peripherial Blood Mononuclear Cells) 223- bis 854 und
in Muskelfasern 1075- bis 2794 [12], in Neuronen 1200- bis 10800 mit einer grof3en
interindividuellen Schwankung [19] und in Leberzellen bis zu 25000 [13]. In der hier
durchgefurten Untersuchung wurden fir die verschiedenen Gewebe folgende
durchschnittiche mtDNA-Mengen pro diploider Kern-DNA und Kopienzahlen
bestimmt: Im Skelettmuskel entsprach der Prozentsatz der mtDNA 1,0%+0,4%
(4198+1679 mtDNA-Kopien) und im Herzmuskel betrug die mtDNA-Menge im Mittel
2,2%+1,3% (9235+5457 mtDNA-Kopien). Wahrend der Nucleus caudatus 1,1%+0,5%
(46172099 mtDNAKopien) und das Frontalhirn 1,0%+0,5% (4198+2099 mtDNA-
Kopien) ahnliche mtDNA-Mengen aufwiesen, war die mtDNA-Menge im Kleinhirn mit
0,3%+0,2% (1259+840 mtDNAKopien) am geringsten.

In einer Studie von Miller und Mitarbeitern wurden mittels Real-Time-PCR fur
Skelettmuskel (3650+620 mtDNA-Kopien/KernDNA) und Herzmuskel (6970+920
MtDNA-Kopien/Kern-DNA) dhnliche mtDNA-Kopienzahlen/Kern-DNA gefunden wie in
der hier vorgelegten Arbeit [65]. In einer anderen Studie wurden fur den
Skelettmuskel niedrigere mtDNA-Kopienzahlen/Kern-DNA (1811+546) ermittelt [12].
Die z.T. niedrigeren mtDNA-Kopienzahlen/Kern-DNA konnen beim Skelettmuskel
durch die Analyse unterschiedlicher Muskeln bedingt sein. Beim Herzmuskel sind die
Unterschiede vermutlich darauf zurlickzufiuihren, dass die Arbeitsgruppe um Miller die
untersuchten Proben aus dem rechten Vorhof entnahm, wéahrend in der hier
durchgefiihrten Studie die Proben aus dem linken Ventrikel stammen. Die Frage, wie
die mtDNA-Kopienzahl reguliert wird, ist seit Jahren Gegenstand der Diskussion und
wurde ausfuhrlichst diskutiert (z.B. [68]). Die Daten der hier vorgelegten Studie
zeigen, dass es einen systemischen Einfluss (z.B. Sport, oxidativer Stress,
Lebensstil, genetische Disposition) auf die mtDNA-Kopienzahlen gibt. Da
verschiedene Gewebe eines Individuums eine statistisch signifikante Korrelation der
MtDNA-Mengen haben. In Zellkultur-Experimenten konnte eine inverse Korrelation
zwischen der mtDNA-Lange und der Kopienzahl festgestellt werden, wobei die
absolute Zahl der mitochondrialen Nukleotide konstant blieb. Es wurde postuliert,
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dass die mtDNA-Kopienzahl durch mitochondrale dNTP-Pools oder modulierende
Faktoren der mitochondralen Replikation reguliert wird [69, 87, 88]. Zellkultur-
Experimente haben gezeigt, dass eine Reduktion der Atmungskettenaktivitat auf 50-
bis 70% der urspringlichen Aktivitdt nach 24h zu einer Hochregulation der mRNA-
Mengen der Atmungskettengene fuhrten [86]. Somit kbnnte die Kompensation der
Degradation der mtDNA durch eine Hochregulation der mitochondralen mRNA-
Mengen erfolgen.

Dass die Menge der Deletionen der mtDNA altersabhéngig ansteigt, konnte bereits
gezeigt werden [23, 24, 53, 56, 61, 62, 85]. Die Hypothese, dass die im Alter
steigende Menge der mitochondralen Deletionen durch einen Feedback-
Mechanismus die mtDNA-Kopienzahl kompensatorisch hochreguliert, konnte durch
die Daten in der hier vorgelegten Arbeit nicht bestatigt werden. In finf verschiedenen
Geweben von 50 Individuen konnte keine signifikante Veranderung der absoluten
mtDNA-Mengen in drei verschiedenen Altersgruppen festgestellt werden. Diese
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Befunden anderer Studien, in denen ein
signifikanter Anstieg der mtDNA-Kopienzahlen/Kern-DNA in &lteren Personen
gefunden wurde [10, 11, 54, 55]. In der Studie von Barrientos wurden 13 Individuen
untersucht, von denen drei unter 45 Jahren waren [11]. Es ist méglich, dass die hier
gefunden Unterschiede durch die geringe Fallzahl bedingt sind. In der Studie von Lee
und Mitarbeitern wurde ebenfalls ein Anstieg der mtDNA-Menge mit zunehmendem
Alter festgestellt [54]. In dieser Studie wurde Lungengewebe untersucht. Die Lunge
stellt aber ein Organ dar, das wie kein anderes toxischen Stoffen wie z.B. Ozon,
Benzolen und Zigarettenrauch ausgesetzt ist. Es ist also nicht unwahrscheinlich, dass
die Lunge einen anderen Alterungsprozess als die meisten Organe durchlauft. Lee
und Mitarbeiter entnahmen die untersuchten Proben aufRerdem von pulmonal
erkrankten Patienten, die sich einer Lungenoperation unterziehen mussten [54]. Im
Gegensatz dazu wurden in der hier vorgelegten Studie nur altersentsprechend
gesunde Individuen untersucht, deren Tod akut oder perakut eintrat, chronische
Erkrankungen, die zu morhpologischen Gewebsveranderung fithren, wurden durch
die Befunde der mikroskopischen und makroskopischen Begutachtung wéahrend der

Obduktion ausgeschlossen. Andere Daten von Lee und Mitarbeitern wurden in vitro
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durchgefuhrt, so dass die Zunahme der mtDNA in dieser Studie vielleicht auf den
Unterschied zwischen der in vitro- und in vivo-Situation zuriickzufthren ist [55].
Studien, die die in vivo-Situation an grofReren Kollektiven untersuchten, konnten
allerdings auch keinen Unterschied der mtDNA-Menge in verschiedenen
Altersgruppen im Skelett- und Herzmuskel feststellen [12, 65]. Bai und Mitarbeiter
untersuchten die mtDNA-Menge im humanen Blut und Skelettmuskel [8]. W&hrend
sie im Blut einen signifikanten Abfall der mtDNA-Menge fanden, war dieser Effekt im
Skelettmuskel nicht nachweisbar. Bai und Mitarbeiter konnten aber zeigen, dass die
MtDNA-Menge im Skelettmuskel bis zu einem Lebensalter von 5 Jahren ansteigt [8].
In der hier vorgelegten Arbeit konnte in der Altersgruppe 0-30 Jahre keine niedrigere
MtDNA-Menge festgestellt werden. In dieser Altersgruppe befanden sich aber nur
drei Individuen unter funf Jahren. Innerhalb der Gruppe der unter funfjahrigen ist die
MtDNA-Menge mit ca. 0,3% (1200 mtDNA-Kopien) der Kern-DNA-Menge deutlich
geringer als in der Gruppe Uber funf Jahre (Daten nicht gezeigt). Unsere Ergebnisse
unterstitzen also die Daten von Bai und Mitarbeitern.

Daten aus Tierstudien zeigen, dass die mtDNA-Kopienzahl bei alteren Ratten im
Skelettmuskel und der Leber reduziert war, wahrend sie im Herzmuskel konstant
blieb [9]. Im Gehirn hingegen fand eine Zunahme statt [29]. Alle diese Daten deuten
darauf hin, dass die Regulation der mtDNA-Kopienzahl spezies- und
gewebespezifisch ist.

In der hier durchgefuhrten Studie fand sich kein Abfall der mtDNA-Menge in
Skelettmuskel und Gehirn. Dies ist Uberraschend, da das Skelettmuskelfaservolumen
in alteren Menschen (Durchschnittsalter 68 Jahre) auf das 0,66-fache von jungen
Menschen (Durchschnittsalter 28 Jahre) pro Kern-DNA schrumpft [45]. Die Zellen des
ZNS schrumpfen im Alter ebenfalls, dementsprechend muisste sich der
Energieumsatz pro Kern-DNA gleichzeitig reduzieren. Dies wiederum sollte die
Mitochondrien und demzufolge die mtDNA-Menge herunterregulieren. Das
Konstantbleiben der mtDNA-Menge im Alter stellt also zumindest fur das ZNS und
den Skelettmuskel einen relativen Anstieg der mtDNA-Menge pro umgesetzter
Energie dar.

Studien, die mittels Positronen Emissions Tomogarphie (PET) oder mit Single Photon
Emissions Computer Tomographie (SPECT) den Glukosestoffwechsel im ZNS

65



Diskussion

untersucht haben, zeigten einen Abfall des Glukosestoffwechsels mit zunehmendem
Alter im Frontalhirn und im Nucleus caudatus [38, 58, 67, 70, 75, 89]. Fur das
Cerebellum wurde keine Reduktion des Glukosemetabolismus nachgewiesen [58, 67,
75].

In der hier vorgelegten Studie haben wir erstmals verschiedene Hirnareale in einem
groBen Kollektiv von getesteten Individuen untersucht und kénnen deshalb die
MtDNA-Kopienzahl im Zusammenhang der vorliegenden Funktionsstudien des ZNS
mittels PET und SPECT diskutieren. Vergleicht man den Glukosemetabolismus pro
Volumeneinheit Gewebe im Cerrebellum, Nucleus caudatus und Frontalhirn mit der
MtDNA-Kopienzahl pro Volumeneinheit Gewebe in den entsprechenden ZNS-
Arealen, zeigen sich eklatante Unterschiede (Die dazu notwendigen Berechnungen
der Zellzahl pro Volumeneinheit Gewebe wurden mit den Daten aus folgenden
Studien berechnet [44, 52, 83]). Wahrend der Nucleus caudatus und das Frontalhirn
einen fast gleichgrof3en Glukoseumsatz pro mtDNA haben, setzt das Kleinhirn nur ca.
30% der Glukosemenge pro mtDNA-Kopie um. Diese Daten implizieren, dass es
einen wesentlichen Unterschied zwischen dem Cerebellum und den anderen beiden
Hirnarealen gibt. De Grey [25] postulierte in seiner Hypothese ,Survival of the
Slowest", dass ein geringerer Metabolismus einer Zelle auch zu einer geringeren
Schadigung der mtDNA fuhrt. Dieser Hypothese folgend wirde man fur das
Cerebellum eine signifikant geringere Degradation der mtDNA, z.B. weniger
Deletionen, erwarten. Frihere Studien zeigten, dass das Kleinhirn ca. 1% der 4977
bp Deletion (,Common Deletion“) im Vergleich zu anderen Hirnarealen hat [23, 60,
85]. Die mtDNA des Cerrebellums scheint also durch einen geringeren
Glukosemetabolismus oder andere gewebsspezifische Faktoren, z.B. anti-oxidative
Enzyme [33], vor der Degradation im Alter geschitzt zu sein. Die in der hier
durchgefuhrten Studie erhaltenen Daten unterstiitzen also zumindest teilweise die

Hypothese ,Survival of the Slowest* [25, 49].

66



Diskussion

5.9 Empfehlungen fur die Entwicklung hoch

spezifischer Sonden

Im Rahmen dieser Arbeit sind diverse Probleme bezuglich der Entwicklung
spezifischer Hybridisierungsbedingungen fur die beiden Sonden aufgetreten. Um
zumindest die Ermittlung spezifischer Bedingungen zu ermdglichen, ist es hilfreich
Folgendes zu beachten:

Wie vorab beschrieben gab es Probleme mit der fluorometrischen Vorquantifizierung
sowie mit einer eventuellen humanen Kontamination. Da diese die Ermittlung der
spezifischen Hybridisierungsbedingungen erschwerten, ist es empfehlenswert, priméar
Proben zu nehmen, deren Konzentration sowie Sequenz genau bekannt sind, z.B.
synthetisch hergestellte DNA-Fragmente.

Bei Verwendung einer Oligonukleotidsonde kodnnten beispielsweise das
komplementare Oligonukleotid sowie entsprechende Oligonukleotide der néchst
homologen tierischen Sequenzen (fir Hummit 2 z.B. Pan paniscus, Pan troglodytes
und Gorilla gorilla gorilla) verwendet werden.

Ist die experimentelle Entwicklung der Bedingungen mit den Oligonukleotiden
abgeschlossen, kann dann eine Bewaltigung der anderen Probleme effizienter und
gezielter erfolgen. Fiur die Experimente mit den Oligonukleotiden ist zu beachten,
dass als Blot-Methode der Dot Blot verwendet wird, da Oligos beim Slot Blot
durchgesaugt werden. Des Weiteren sollte vorab berechnet werden, welche
Molmenge an Oligonukleotiden eingesetzt werden muss, um in sinnvollen

Mengenbereichen zu arbeiten.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Sonden zur qualitativen und quantitativen Untersuchung der
humanen mtDNA entwickelt. Der Schwerpunkt lag dabei auf der forensischen
Anwendbarkeit. Als Methode wurde der Slot Blot verwendet.

Die Sondensequenzen stammen aus Sequenzbereichen, die innerhalb der humanen
Population gut konserviert sind, aber diverse Sequenzunterschiede zu den Tieren
aufweisen. In Zusammenarbeit mit dem EMBL-Institut in Heidelberg wurden die
Sonden mit allen bekannten tierischen Sequenzen verglichen. Dabei wurden keine
vollstandig homologen Sequenzen gefunden. Aul3erdem lagen die Sondensequenzen
in Bereichen der mtDNA, die nur in geringem Mal3e von Deletionen betroffen sind,
wodurch die Quantifizierung unabhangig vom Grad der mtDNADegeneration war.

Im Versuchsteil der Arbeit wurden zuerst verschiedene Membranen, Filme und
Substrate ausprobiert, um die Sensitivitat zu erhdhen. Dabei erwiesen sich die positiv
geladene Membran und das Substrat CDP-Star von Roche sowie der Bio Max Light-
Film von Kodak als die besten Materialien.

Da aus der hohen Sensitivitat auch ein starker Hintergrund resultierte, wurde
anschlieRend das Detektionsprotokoll fir das Digoxigenin-System verandert. Dadurch
konnte eine Hintergrundreduktion ohne wesentliche Signalreduktion erreicht werden.
Nachdem die Rahmenbedingungen fir eine sensitive mMtDNA-Untersuchung
geschaffen waren, wurden die Hybridisierungsbedingungen fir die Human- sowie
MtDNA-Spezifitat experimentell ermittelt. Es wurde festgestellt, dass die Sonde
Hummit 1 fir die quantitative Untersuchung der mtDNA aufgrund ihrer hohen
Sensitivitat und mtDNASpezifitat sehr gut geeignet ist. Fur die Humanspezifitat ist die
Sonde Hummit 2 optimal geeignet, da mit dieser Sonde alle getesteten Sdugetiere
signifikant vom Menschen unterschieden werden konnten. Gleiches kann auch fur
alle getesteten Primaten konstatiert werden.

Die Untersuchung der mtDNA-Menge in verschiedenen Geweben zeigte einen
relativen, aber keinen absoluten Anstieg der mtDNA-Menge in allen Geweben im
Alter. Die durchschnittiche mtDNA-Kopienzahl unterschied sich in den einzelnen

Geweben, so war die Kopienzahl im Herzmuskel mit 9235+5457 mtDNA-
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Kopien/KernDNA am héchsten und im Kleinhirn mit 1259+840 mtDNA-Kopien/Kern-
DNA am niedrigsten. Der Nucleus caudatus hatte 4617+2099 mtDNA-Kopien/Kern-
DNA, das Frontalhirn 4198+2099 mtDNA-Kopien/Kern-DNA und der Skelettmuskel
4198+1679 mtDNA-Kopien/Kern-DNA.

Des Weiteren zeigte sich, dass die Slot Blot-Hybridisierung fur das Erreichen der
Ziele dieser Arbeit die besten Ergebnisse erzielt und die arbeits- sowie
kosteneffizienteste Methode darstellt.
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Anhang A

Gerate

A.0.1 Slot Blot

Bio-Dot SF Microfiltration Apparatus, BioRad, Minchen, Deutschland
Geldokumentationsapparat E.A.S.Y. Win32, Herolab, Heidelberg, Deutschland
Hybriboat, GIBCO BRL, Gaithersburg, USA

Hybridisierungsofen: 400 HY-E, Bachofer, Reutlingen, Deutschland

A.0.2 DNA-Extraktion

Biofuge 17S/RS, Heraeus Sepatech, Osterrode, Deutschland

A.0.3 DNA-Messung

Versa Fluor Fluorometer, BioRad, Miinchen, Deutschland

Photometer, Dr. Lange GmbH, Berlin, Deutschland

A.0.4 Gel-Elektrophorese

Gelkammer: Horizon 58, Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
Power Supply fir Gelkammer: ST 304,GIBCO BRL, Gaithersburg, USA

A.0.5 PCR

Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland
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A.1 Material

Aces 2.0 Human DNA Quantitation System, GIBCO BRL, Gaithersburg, USA
Anti-Digoxigenin-AP (Fab-Fragmente), Roche, Mannheim, Deutschland

BioMax Light, Kodak, Stuttgart, Deutschland

BST 98 I, Promega, Mannheim, Deutschland

CDP-Star, Roche, Mannheim, Deutschland

CSPD, Roche, Mannheim, Deutschland

Detection Buffer, ,Dig Wash and Block Buffer Set“, Roche, Mannheim, Deutschland
Digoxigenin-markierte Sonden, MWG, Ebersberg, Deutschland

DIG Wash and Block Puffer Set, Roche, Mannheim, Deutschland
DNA-Extraktionskit: Super Quick Gene 1, Immucor, Roedermark, Deutschland
DNA, MB grade, Roche, Mannheim, Deutschland

DNA-Typing Grade K562 DNA, GIBCO BRL, Gaithersburg, USA

Easy Pure DNA Purification Kit, Biozym, Hess.-Oldendorf, Deutschland

Entwickler: Rontgen Rapid, Tetenal, Norderstedt, Deutschland

Expand Long Template PCR System, Roche, Mannheim, Deutschland

Fixierer Hypam, llford, Dreiach, Deutschland

Lambda-DNA, Roche, Mannheim, Deutschland

LumiPhos Plus, GIBCO BRL, Gaithersburg, USA

Min-R 2000, Kodak, Stuttgart, Deutschland

Maleinic Acid Buffer, ,Dig Wash and Block Buffer Set‘, Roche, Mannheim,
Deutschland

Nylon Membran (positiv geladen), Roche, Mannheim, Deutschland

QiaAmp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland

PicoGreen dsDNA Quantification Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA

PVU II, GIBCO BRL, Gaithersburg, USA

Washing Buffer, ,Dig Wash and Block Buffer Set“, Roche, Mannheim, Deutschland

20 x SSC: 3 M NacCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7
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Anhang

Nukleolysepuffer: 0,01 M Tris, HCI pH 8,2; 0,1 M NaCl, 0,01 M EDTA
Praybridisierungspuffer:

12,5 ml 20 x SSC

10 ml 10 x conc. Blockierungslsg.

0,5 ml 2% SDS

0,5 ml 10% N-Laurylsarcosin

auf 50 ml mit Aqua steril

Hybridisierungspuffer:

Prahybridisierungspuffer plus 5 pmol Hummit 1 pro Milliliter Puffer
Waschlosung 1 (2 x SSC+0,1% SDS):

5ml 20 x SSC

2,5 ml 2% SDS

auf 50 ml mit Aqua steril

Waschldsung 2 (0,5 x SSC+0,1% SDS):

1,25 ml 20 x SSC

2,5 ml 2% SDS

auf 50 ml mit Aqua steril

Blockierungslésung:
4,5 ml 10 x conc. Maleinsaurepuffer
auf 45 ml mit Aqua steril

jetzt 5 ml 10 x conc. Blockierungsreagenzldsung.

Waschlésung 3:
5ml 10 x conc. Waschpuffer

auf 50 ml mit Aqua steril

Waschlésung 4:
5ml 10 x conc. Detektionspuffer

auf 50 ml mit Aqua steril
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Anhang

Denaturierungslosung:
0,5 M NaCl
0,5 M NaOH

Neutralisierungslosung:
0,2 M Tris, pH 7,5
100 ml 20 x SSC

auf 1 L mit Aqua steril

Anhang B

Abkurzungsverzeichnis

DNA = Desoxyribonukleinsaure

MtDNA = mitochondriale Desoxyribonukleinsaure
PCR = Polymerasekettenreaktion

PBMC = Periphereal Blood Mononuclear Cells

ATP = Adenosintriphosphat

NCBI = National Center of Biotechnology Information
D-Loop = Displacement-Loop

HVR 1+2 = Hypervariable Region 1 und 2 der Kontrollregion
EMBL = European Molecular Biology Laboratory

Dig = Digoxigenin

NcDNA = Kern-DNA

bp = Basenpaar(e)

dNTPs = Nukleotide

SSC = Natriumchlorid-Natriumcitrat

SDS = Dodecylsulfat Natriumsalz
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