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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Forensische Zahnmedizin

Die Mithilfe von Zahnarzten bei der Untersuchung von Zahnen zur Identifizierung ist
in der Rechtsmedizin nicht unublich. So wurde im Jahre 1976 wahrend der 102.
Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der
Arbeitskreis Forensische Odonto-Stomatologie (AKFOS) gegriindet, der es sich zur
Aufgabe gemacht hat, ,die forensischen Aspekte in der Zahn-, Mund- und Kiefer-
heilkunde zu sichten und die wissenschaftlichen Interessen dieses Gebietes |[...] zu
fordern“ (§3 der Satzung des AKFOS).

Ein forensisch tatiger Zahnarzt wird immer hinzugezogen, wenn andere Methoden
zur ldentifizierung einer unbekannten Leiche nicht mehr realisiert werden kdnnen
oder erfolglos blieben. Eine solche Identifizierung ist in der Regel durch eine
Erhebung des Zahnstatus eines Toten oder durch einen Rdéntgenfilm und anschlie-
Rendem Abgleich mit den zahnarztlichen Unterlagen der in Frage kommenden
Person moglich. Nicht nur die Anzahl fehlender Zahne, gesetzter Implantate und Ver-
sorgung mit Wurzelkanalbehandlungen und Fulllungen, sondern auch deren Position
im Kiefer, deren Ausdehnung und die verwendeten Materialien machen ein
menschliches Gebiss so gut wie unverwechselbar. Die Versorgung mit festsitzenden
oder herausnehmbaren, prothetischen oder kieferorthopadischen Arbeiten (Kronen,
Brucken, Teleskop-, Modellgu3-, Klammer-, Coverdentureprothesen, totale Prothe-
sen, Multibandapparaturen, Spangen, ...), chirurgische Eingriffe (Wurzelspitzen-
resektionen, Knochenaugmentationen, Sinuslifts, ...), das Vorhandensein von uber-
zahligen oder verlagerten Zahnen und Veranderungen durch Alter oder pathologi-
sche Vorgange (Zahnkippungen, Atrophie der Kieferkdmme, Zysten, ...) erweitern
zudem die interindividuelle Variabilitat (Wittacker et al. 1993, S. 9ff; Rétzscher 2003,
S. 1590ff).

Schwieriger wird es, wenn keine Restbezahnung mehr vorhanden ist. In einigen
Landern ist es daher Ublich, dass Prothesen mit Markierungen versehen werden, die
eine Identifizierungshilfe geben (Rétzscher 2000, S. 157f).

Aber nicht nur zur Identifizierung von Personen ist der forensisch tatige Zahnarzt in

der Lage. Auch eine Lebensaltersschatzung ist mit Zdhnen mdglich. Anhand der
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Chronologie der Zahnentwicklung und des Zahnwachstums kann bei Kindern unter
14 Jahren das Alter mit einer Zuverlassigkeit von +/- 2 Jahren bestimmt werden.
Resorption der Milchzahnwurzeln, sowie Ausbildung und Verkalkung sind im
Rontgenbild gut darstellbare Merkmale.

Der Razemisierungsgrad von Asparginsaure eignet sich flr jedes Alter als eine
prazise Moglichkeit der Altersschatzung. Wegen seines extrem bradytrophen Stoff-
wechsels ist Dentin ein optimales Gewebe zur biochemischen Lebensalter-
bestimmung. Asparginsaure tritt in zwei Formen auf: In einer L- sowie in einer
D-Form. Bei der Biosynthese menschlicher Proteine werden ausschlieRlich L-Amino-
sauren gebildet. Ab dem Zeitpunkt der Synthese kommt es zu spontanen, nicht
enzymatischen Umwandlungen in die D-Form. Diese In-vivo-Razemisierung lasst
sich im Zahndentin nach entsprechender Aufbereitung und Analyse nachweisen. Seit
1995 wird diese Methode in Deutschland auch bei lebenden Personen angewendet
(Ritz-Timme et al. 2003).

Extrahierte Zahne erlauben eine Altersabschatzung auch durch Transluzenz-
bestimmung des Wurzeldentins (Bang et al. 1970).

Eine der bisher grofRten Herausforderungen fur forensische Zahnarzte war sicherlich
die Tsunami-Katastrophe im Indischen Ozean im Dezember 2004. Wie Petju,
Schuller-Gotzburg oder Tan in ihren Studien darlegen, wurden alle deutschen Opfer
in Thailand durch zahnarztliche Unterlagen identifiziert. Probleme durch mangelnde
Unterlagen gab es jedoch bei der Identifizierung einheimischer Opfer (Petju et al.
2007; Schuller-Gotzburg et al. 2006; Tan 2005).

Aber nicht nur Naturkatastrophen wie Erdbeben, Uberschwemmungen oder Vulkan-
ausbriche fordern immer wieder den Einsatz forensischer Zahnarzte. Auch
Katastrophen wie das Zugunglick in Eschede, Schiffshavarien oder Flugzeug-
abstiirze machen deren Einsatz ebenso nétig. Terrorangriffe wie im September 2001
in den USA, erweitern ebenfalls das Einsatzgebiet der forensischen Zahnmedizin
(Glass 2005).

Das ,Victorian Institute of Forensic Medicine® im australischen Melbourne entwickelt
seit 1997 eine computergestitzte Software, die automatisiert den Zahnstatus ver-
gleichen und auf Ubereinstimmungen untersuchen kann. Dieses ,Disaster And Victim
IDentification“-Programm (DAVID) wird seit 2005 in ein Web-basierendes Programm
umprogrammiert, welches dann schnell weltweit einsetzbar sein wird (Clement et al.
2006).




1 Einleitung

Besonders Zahne eignen sich oft sehr gut zur Erstellung des sogenannten geneti-
schen Fingerabdrucks, da sie sehr widerstandsfahig gegen aufiere Einflisse sind.
»oie sind bei hochgradiger Gewebszerstorung wie bei Wasserlagerung, Faulnis oder
Leichenbrand eine relativ zuverlassige Quelle ausreichend hochmolekularer DNA.
Die Zahnpulpa ist durch ihre Lokalisation gut vor Degradation und Kontamination
geschutzt* (Patzelt et al. 2003, S. 1045).

1.2 Molekularbiologische Grundlagen

1.2.1 Der genetische Fingerabdruck

Zur ldentifikation von Personen ist in Europa seit Anfang des 20. Jahrhunderts der
,normale” Fingerabdruck, das Daktylogramm, nicht mehr wegzudenken. Bei diesem
Verfahren macht man sich das individuelle Hautleistenmuster der Fingerbeere zu
Nutze (Siegmund-Schultze 2003).

1985 erkannte Jeffreys das Potential individualspezifischer repetitiver DNA als
Grundlage zur Identifizierung. Durch die Analyse dieser nicht kodierenden DNA-
Abschnitte ist es mdglich jedes Individuum mit einem einzigartigen, strichcode-
ahnlichen Muster in Verbindung zu bringen. Dieses Verfahren wird als ,genetischer
Fingerabdruck® bezeichnet, da ahnlich wie beim Daktylogramm eine eindeutige
Individualzuordnung maoglich ist. Einzige Ausnahme bilden hierbei eineiige Zwillinge.
Mit den damaligen Techniken war allerdings eine grol3e Menge an hochmolekularer
DNA noétig (Jeffreys et al. 1985).

1.2.2 ldentifikationsmoglichkeiten mittels DNA-Analyse

Durch das ,Human Genome Project® wurde herausgefunden, dass nur ca. 5 % des
menschlichen Genoms fur die Codierung der Proteine verantwortlich sind. Die nicht
codierenden Abschnitte sind fur eine Identifizierung insofern interessant, weil sie eine

interindividuelle Variabilitat aufweisen. Verschiedene Arten von polymorphen DNA-
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Strukturen sind mittlerweile bekannt, welche in der Spurensuche Anwendung finden
(Hummel 2003, S. 26f).

1.2.2.1 Variable number of tandem repeats (VNTR)

Anfangs wurden langere, so genannte VNTRs (Variable number of tandem repeats)
oder Minisatelliten flr forensische Untersuchungen herangezogen. Diese repetitiven
DNA-Sequenzen bestehen aus 5-50 Wiederholungen von 20-70 bp langen
Segmenten. Folglich bendtigt man hierfir hochmolekulare DNA. Spezielle Oligo-
nukleotide, so genannte Primer, legen den Startpunkt der Amplikation festlegen und
definieren somit, welcher Locus auf der DNA in der PCR vervielfaltigt wird (Horn et
al. 1989).

1.2.2.2 Restriktionsfragmentldngenpolymorphismen (RFLP)

Bei der RFLP-Analyse (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen) von PCR-
Produkten wird doppelstrangige DNA durch Restriktionsenzyme, so genannte Endo-
nukleasen, verdaut und anschlieBend durch Elektrophorese aufgetrennt. Mit
speziellen Sonden kénnen nun die entstandenen Banden markiert und sichtbar
gemacht werden. Dieses Bandenmuster ist bei jedem Individuum unterschiedlich und
kann ebenso zur Identifizierung herangezogen werden. Der Nachteil dieser Methode
besteht darin, dass eine grol’e Menge hochmolekularer DNA vorhanden sein muss,

was die Verwendung in der Rechtsmedizin einschrankt (Hummel 2003, S. 126f).

1.2.2.3 Short tandem repeats (STR)

Ab dem Beginn der 90er Jahre I0sten kurzere, polymorphe Strukturen die VNTRs ab.
Zur Analyse dieser Mikrosatelliten oder STRs (Short Tandem Repeats) genlgten
nunmehr kurzere DNA-Fragmente und es konnte eine starker degradierte DNA zur
Individualzuordnung genutzt werden. Die sich dabei wiederholende Kernsequenz ist
lediglich 2-6 bp grol3, sodass die zu analysierenden Genorte nur 100-300 bp lang
sind (Hammond et al. 1994; Urquhart et al. 1995).
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Mit der Entwicklung von neuen Primern konnten noch kleinere Zielfragmente erfasst
und somit noch starker degradierte DNA verwendet werden. Dies war moglich, indem
die Annealingposition der Primer naher an die repetitive Sequenz gelegt werden
konnte. So gelang es bei den vs-STRs (very short STRs), die Allelgrof3en auf unter
87 bp beim System TPOX, unter 86 bp beim System THO1 und unter 106 bp beim
System FES zu senken. Beim Vergleich des klassischen Systems mit dem vs-
System desselben Individuums ist eine Ubereinstimmung der Allelnummern zu
erwarten (Hellmann et al. 2001).

Das folgende Schema stellt die Lange der Analyseprodukte in Beziehung zur

Fragmentlange der degradierten DNA dar:

aDNA
presence 30 kb

plex  plex  plex

10 kb —|

nnnnnn

1000—

500 —

e 250

]

100 —|

Abb. 1: Ldngen der Analyseprodukte in Beziehung
zur Fragmentlédnge der degradierten DNA (aus
Hummel 2003, S. 28)

1.2.2.4 Mitochondriale DNA (mtDNA)

Im Gegensatz zu chromosomaler DNA, die zur einen Halfte von der Mutter und zur
anderen Halfte vom Vater vererbt wird, wird die mitochondriale DNA ausschlieBlich in
der maternalen Linie weitergegeben. Dies kommt daher, dass die Oozyte den
kompletten Satz Mitochondrien bereits beinhaltet und vom Spermium bei der
Befruchtung in der Regel keine weiteren hinzukommen. Alle Familienmitglieder der
matterlichen Linie besitzen folglich die gleiche mtDNA-Sequenz (Hlhne et al. 1999).

Innerhalb der ringférmigen mtDNA kommen die meisten Sequenzpolymorphismen in
der ,d-loop control region® vor, die sich vor allem aus den Regionen HVR | und Il
(hypervariable region | und Il) zusammensetzt. Mittels Sequenzanalyse von DNA

dieser Regionen eines unbekannten Menschen und Vergleich mit DNA von in Frage
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kommenden Personen oder von deren mutterlichen Verwandten kann eine ldentifika-
tion durchflhrt werden (Bar et al. 2000).

Neben der hohen Variabilitat bietet die mtDNA Vorteile wie das Analysieren von Ver-
wandtschaftsbeziehungen der matterlichen Linie und das Vorkommen einer hohen

Anzahl an Kopien von 103-10* pro Zelle (Geserick et al. 1998).

1.2.2.5 Geschlechtsdifferenzierung mittels Amelogenin

Das Amelogenin ist ein Protein, das bei der Schmelzbildung der Zahne eine Rolle
spielt. Es wird auf den beiden gonosomalen Chromosomen X und Y an den Stellen
Xp22.31-p22.1 und Yp11.2 codiert. Anfang der 90er Jahre wurde entdeckt, dass das
erste Intron dieses Gens auf dem X-Chromosom 6 bp kurzer ist und statt 112 bp nur
106 bp aufweist. Somit deutet eine Bande (106 bp) bei der Analyse auf ein
weibliches Geschlecht, zwei Banden (106 bp und 112 bp) auf ein mannliches
Geschlecht hin (Mannucci et al. 1994).

1.3 Allgemeine zahnarztliche Grundlagen

Ein Mensch hat mit Weisheitszahnen insgesamt 32 bleibende Zahne, davon pro
Kieferquadrant zwei Schneidezahne (Inzisivi), einen Eckzahn (Caninus), zwei kleine
Backenzahne (Pramolaren) und drei grole Mahlzahne (Molaren). Der grundlegende
anatomische Aufbau ist bei allen Zahnen gleich (Fischer 1935, S. 2).

Die Bezifferung der Zahne wurde bei dieser Arbeit nach dem von der Federation
Dentaire Internationale 1970 eingefuhrten, so genannten FDI-Schema durchgefuhrt.
Dieses Zahnschema mit zwei Ziffern setzt sich aus der Nummer des Quadranten und
dem von der Mitte aus fortlaufend nummerierten Zahn zusammen (Lehmann et al.
2002, S. 9).

Ein Zahn besteht aus drei Hartgeweben, dem Zahnbein (Dentinum), dem Zahn-

schmelz (Enamelum) und dem Zahnzement (Cementum).

Das Dentin besteht aus einer organischen, kollagenreichen Grundsubstanz (etwa

70 %) und zur Hartung aus anorganischen Hydroxylapatitkristallen Cas(PO.)s(OH)

(etwa 30 %). Anders als bei der Knochenbildung, bei der sich die Osteoblasten in
6
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den Knochen einmauern, bleiben die Dentin bildenden Zellen, die Odontoblasten, am
Rand des Zahnbeines liegen und entsenden lediglich 1-3 um dicke Fortsatze
(,Tomes-Fasern®) in die Zahnbeinrohrchen (Tubuli dentales).

Zum Schutz vor Abnutzung wird das Dentin vom hartesten menschlichen Gewebe,
dem Zahnschmelz, Uberzogen. Dieser besteht, ahnlich wie Knochen oder Dentin,
aus Hydroxylapatitkristallen, die in eine organische Grundsubstanz eingelagert sind.
Der organische Anteil betragt weniger als 1 %. Die Schmelz bildenden Zellen, die
Ameloblasten, liegen dem Zahnschmelz auf3en auf und werden nach dem Zahn-
durchbruch rasch abgekaut. Zahnschmelzdefekte sind daher nicht regenerations-
fahig.

Der im Knochen eingebettete Anteil ist von einem diinnen Uberzug aus knochen-
ahnlichem Zahnzement umgeben. Kraftige Bandzuge ziehen von ihm aus in den
Kieferknochen und verankern somit den Zahn in der Zahnhohle, der Alveole (Lippert
2003, S. 601).

Im Zahninneren, dem Pulpenkavum, befindet sich ein nerven- und gefaldreiches
Gewebe, welches unter anderem aus undifferenzierten Zellen, Fibroblasten und
Odontoblasten besteht (Hellwig et al. 2003, S. 248).

Schon 1928 war bekannt, dass sich der Wurzelkanal nicht nur '1. /
verjungt, um schlieBlich in der Wurzelspitze im Foramen \ : ‘
apicale auszumuinden, sondern sich in der Regel kurz vor dem \

Ausgang in mehrere Aste aufteilt und damit ein apikales Delta \

bildet (siehe Abb. 2). Eine weitere Form der Nebenéste stellen \ 2/
Markkanale dar, die eine Seitenwand der Wurzel perforieren ;\

konnen und an der Aullenseite munden (Sicher et al. 1928, Apb. 2: Apicales delta

und Markkanal (Sicher
S. 128f). et al. 1928, S. 128)

Jeder Zahn im Gebiss ist durch sein Wurzelmerkmal, Massenmerkmal, Winkel-
merkmal und andere Zahnmerkmale eindeutig seiner Position im Zahnbogen
zuortbar. Das Wurzelmerkmal ist definiert als die Abweichung der Wurzel nach distal
im Bezug zur Zahnachse. Das Massenmerkmal bedeutet, dass die Zahne mesial
massiger sind als distal. Das Winkelmerkmal sagt aus, dass von vestibular gesehen
der Winkel der Schneidekante mit der Approximalflache mesial spitzer ist als distal
(Lehmann et al. 2002, S. 13).
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In dieser Arbeit wurde Gewebe der Zahnpulpa untersucht. Das Zahnmarkgewebe ist
allerdings nicht immer gesund. In Folge von Karies entwickelt sich oftmals eine
Pulpitis. Dieses so veranderte Pulpengewebe unterliegt den fur Entzindungen
Ublichen Kardinalsymptomen Rubor, Tumor, Kalor, Dolor und Funktio laesa. Aller-
dings verursacht die besondere Topografie charakteristische Verlausformen. Durch
einen Reiz ausgeloste Hyperamie fuhrt zu einer Erhdhung des Gewebedrucks.
Daraufhin wandern Leukozyten durch chemokinetische und chemotaktische Faktoren
aus den Gefallen an den Reaktionsort; eine reversible Pulpitis entsteht. Kann der
Reiz entfernt werden, kommt es zur Ausheilung. Bei weiterem Bestehen des Reizes
wandern kurzlebige neutrophile Granulozyten ein, welche beim Absterben
zelltoxische Komponenten und proteolytische Enzyme freisetzen, die bei ent-
sprechender Konzentration unweigerlich zur Pulpanekrose fuhren.

Neben der aseptischen, entzindungsbedingten Nekrose kann auch eine
Kolliquationsnekrose durch in die Pulpa eindringende Bakterien entstehen. Dabei
kann der bakterielle Befall entweder durch eine karidse Lasion des Zahnhartgewebes
stattfinden oder die Bakterien gelangen retrograd durch eine Entzindung des Zahn-
halteapparates (Parodontitis) Uber das Foramen apicale in das Endodont (Paro-
Endo-Lasion) (Hellwig et al. 2003, S. 254ff).

Die Therapie einer Pulpitis besteht in einer Wurzelkanalbehandlung. Hierbei wird die
pulpitische oder gangrandse Kronen- und Wurzelpulpa entfernt, das Kanallumen mit
endodontischen Instrumenten aufbereitet und anschlieend der Wurzelkanal mit
Spullésungen und medizinischen Einlagen desinfiziert. Wenn die Kanale (teils erst
nach mehreren Sitzungen) beschwerdefrei sind und trocken gelegt werden konnen,
werden die Wurzelkanale mit Guttaperchastiften und einer Wurzelkanalfullpaste ver-
schlossen (Weber 2003, S. 298ff).

Wegen der ublich verwendeten desinfizierenden Wurzelkanaleinlagen ist fraglich, ob
aus wurzelgefullten Zahnen fur die Analyse verwertbare DNA gewonnen werden
kann. Besonders durchgefuhrte Spulungen mit Natriumhypochlorit zur Reinigung der

Wurzelkanéale zerstoren vorhandene DNA.
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1.4 Aufgabenstellung

Zielsetzung dieser Doktorarbeit war zu Uberprifen, inwieweit die Fortentwicklung
molekularer Nachweisverfahren der letzten Jahre neue Maoglichkeiten zur
Typisierung von STR-Systemen an Zahnen bietet. Dabei wurde im Besonderen der
Frage nachgegangen, wie sich verschiedene Lagerungsbedingungen auf die
Degradation von pulpaler DNA auswirken. Hierzu wurden einige zum Zeitpunkt der
Zahnextraktion vitale Zéahne im Erdreich vergraben, in Wasser gelagert, der Sonnen-
einstrahlung ausgesetzt und im Warmeschrank erhitzt. Zwei Zahne aus dem
Sektionsgut des Institutes flir Rechtsmedizin der Universitat Wurzburg wurden ohne
spezielle Lagerung in dieser Arbeit verwendet. Zahne mit vorhandenen Wurzelkanal-
fullungen wurden auf verwertbare Ergebnisse hin analysiert. Zusatzlich standen vor
28 bzw. 29 Jahren extrahierte Zahne sowie 380-550 Jahre und 2.300-2.800 Jahre

alte Zahne zur Untersuchung zur Verfligung.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Instrumente und Reagenzien

2.1.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Gerate

Gefrierschrank Premium
KuUhlschrank

Pipettenspitzen

Safeguard-Filtertips 10, 30, 100, 200 und 1000 pl

Vortex-Gerat Genie 2
Warmeschrank Modell 600

2.1.2 Zahnreinigung und Probenentnahme

K-Feile Colorinox® der GréRen 20 - 55
Petrischale, steril

NaOClI

Hebel nach Bein

Pramolarenzange

Diamantbohrer

Turbine

Einschweilfolien

Pinzette

2.1.3 DNA-Extraktion

E.Z.N.A.® Tissue DNA Mini Kit
Ethanol, absolut
Wasserbad Modell B

Liebherr, Biberach
Bosch, Stuttgart
Eppendorf, Hamburg
PeglLab, Erlangen
Bender & Hobein, Zirich

Memmert, Schwabach

Dentsply, Konstanz
Hartenstein, Wirzburg
Roth, Karlsruhe
Aesculap, Tuttlingen
Aesculap, Tuttlingen
Komet, Lemgo

Kavo, Biberach

Hawo, Obringheim

Carl Martin, Solingen

PeqLab, Erlangen
Roth, Karlsruhe

Lauda, Konigshofen
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Zentrifuge Microliter Hettich, Tuttlingen
Brutschrank B 30 Memmert, Schwabach
2.1.4 PCR

Microcon YM-30 Millipore, Eschborn
PCR-Wasser LiChrosolv® Merck, Darmstadt
Mineralol Sigma, Steinheim

Thermocycler ABlI Gene Amp PCR System 2400 Applied Biosystems, Weiter-

stadt

Thermocycler ,Personal Cycler® Biometra, Gottingen

Amplifikation mit dem ,AmpFI STR® SGM Plus“-Kit:

AmpliTaq Gold® (5 U/ul) Applied Biosystems, Weiter-
stadt

AmpF1STR® PCR Reaction Mix Applied Biosystems, Weiter-
stadt

AmpF1STR® Profiler Plus Primer Set Applied Biosystems, Weiter-
stadt

Amplifikation des SE33-Systems:

10x Taq Buffer Eppendorf, Hamburg

Nucleotide-Triphosphat (5 mM) Pharmacia, Freiburg

MgCl Soluion (2 mM) Applied Biosystems, Weiter-
stadt

Taq DNA Polymerase (5 U/pl) Eppendorf, Hamburg

Primer 1 und 2 (SE33) Applied Biosystems, Weiter-
stadt

Amplifikation mit dem Mentype® Nonaplex®® PCR Amplifikation Kit:

JumpStart™ Taq DNA Polymerase Sigma-Aldrich, Steinheim
Reaction Mix A Biotype, Dresden
Primer Mix Biotype, Dresden
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Amplifikation des TPOX-vs-Systems:
wie SE33-System
Primer 1 und 2 MWG-Biotech, Ebersdorf

Quantifiler®* Human DNA Quantification Kit

Quantifiler® PCR Reaction Mix Applied Biosystems, Weiter-
stadt

Quantifiler® Human Primer Mix Applied Biosystems, Weiter-
stadt

T10Eo.1 (10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 0.1 mM Na.EDTA) Applied Biosystems, Weiter-
stadt

PRISM® 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems, Weiter-
stadt

2.1.5 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Niedrigaufldsende horizontale Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE):
Ansatz fir ein 5 % Polyacrylamidgel:

16 ml H20

2,1 ml 10 x TBE-Puffer

2,7 ml Acrylamid/Bisacrylamidldsung

(Acrylamide-Bis 19:1) Serva, Heidelberg

200 pl APS Serva, Heidelberg

1,5 ul TEMED Serva, Heidelberg
Glasplatten 124 x 258 mm Glas Keil, Wirzburg
Probenpuffer:

0,25 % Bromphenol Blau Roth, Karlsruhe

0,25 % Xylen Cyanol Roth, Karlsruhe

25 % Ficoll 400 Roth, Karlsruhe

12
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10 x TBE-Puffer:
890 mM Tris-Borat
25 mM EDTA (pH 8,0)

Probenauftragsplattchen
Gene Ruler 100 bp Ladder Plus MBI
Salpetersaure 1 %
Silbernitratldsung:
0,4 g AgNOs
200 ml Aqua dest.
Entwicklerlosung:
0,28 M NaH2CO0s3
0,019 % Formalin

Essigsaure 10 %

Glycerol

Elektrodenstreifen

Elektrophoresekammer LKB 2117 Multiphor Il
Elektrophoresekuhlgerat LKB 2219 Multitemp I
GelBond PAG-Film

Spannungsgerat LKB 2297 Macrodrive 5
Taumelschuttler Polymax 2040

Folie fur Gel

2.1.6 Hochauflosende Kapillarelektrophorese:

GeneScan 500 ROX Size Standard

Formamid
Genetic Analyzer ABI 310

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Fermentas, Litauen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlruhe

Serva, Heidelberg
LKB/Pharmacia, Freiburg
LKB/Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
LKB/Pharmacia, Freiburg
Heidolph, Schwabach
Pharmacia, Freiburg

Applied Biosystems, Weiter-
stadt

Sigma, Steinheim

Applied Biosystems, Weiter-
stadt

13



2 Materialien und Methoden

2.2 Zahnproben und Lagerung

Das Untersuchungsmaterial dieser Arbeit umfasst insgesamt 50 Zahne und zwei
Mulltupfer, die nach der Zahnextraktion zur Blutstillung verwendet wurden (Nr. 46
und 47). Zum grofdten Teil (39 Zahne) stammen diese Zahne aus den Zahnarzt-
praxen von Dr. Werner Gebhard, Schnaittach, und Dr. Lothar Gebhard, Nirnberg.
Die Zahne Nr. 21 bis 23 stammen aus der Kieferchirurgiepraxis Dr. Dr. Hemmerich,
Munchen. Die Zahne Nr. 38 bis 40 wurden von der Naturhistorischen Gesellschaft
Nurnberg (NHG) aus der Abteilung fur Vorgeschichte von Dr. Muhldorfer aus einer
Ausgrabung in Katzwang bei Nurnberg fur die Untersuchungen Uberlassen. Bei einer
Grabung in der Dietersberghodhle wurden die Zahne der Proben Nr. 48, 49 und 50
gefunden und ebenfalls von der NHG Nurnberg fur diese Arbeit bereitgestellt. Aus
dem Sektionsgut des Institutes fur Rechtsmedizin Wuarzburg wurden die Zahne
Nr. 33 und 34 entnommen.

Nach Beendigung des jeweiligen Versuches wurden die Zahne im Institut bei -20 °C
bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Die dabei stattfindende DNA-Degradation

wurde als vernachlassigbar eingestuft.

2.2.1 Zahne aus den Zahnarztpraxen Dr. Werner Gebhard und Dr. Lothar Gebhard

Von extrahierten Zahnen wurde Granulations- und Wurzelhautgewebe entfernt. Nach
Trocknung wurden diese in Einschweil¥folie versiegelt und dem Verfasser Uberge-
ben. Bis zur weiteren Verwendung wurden sie fur kurze Zeit dunkel, trocken und kuhl
gelagert.

Die Patienten wurden Uber die geplante Arbeit informiert und gaben dazu ihr Einver-
standnis. Zeitpunkt der Extraktion, Alter und Geschlecht wurden anonym erfasst und
fur die Arbeit verwendet.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht (iber das Ausgangsmaterial von diesen

beiden Praxen wieder:
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Alter des

Probennr. | Patienten | Genus Zahn Extraktionstag Bemerkung
1 19 m 18 20.05.2005
2 84 m 42 30.05.2005 Zahn vital
3 54 m 12 03.06.2005 Zahn vital
4 69 m 31 02.06.2005 Zahn vital
5 69 m 42 02.06.2005 Zahn vital
6 80 W 23 06.06.2005 Zahn avital
7 74 W 26 05.07.2005 tief zerstort
8 51 m 23 17.05.2005 tief zerstort
9 51 m 25 17.05.2005 tief zerstort
10 64 W 36 15.06.2005
11 51 m 24 17.05.2005 tief zerstort
12 21 m 28 08.06.2005
13 21 m 38 08.06.2005
14 87 w 24 19.08.2005 stark sklerosiert
15 18 w 28 28.10.2003 weit offenes Foramn apicale
16 48 m 23 04.08.2005 Tupfer Nr. 47
17 79 W 42 06.06.2005
18 18 m 28 02.06.2005
19 83 W 13 15.06.2005
20 69 m 46 04.07.2005 Zahn vital
24 35 m 26 18.08.2005 WF am 02.08.04
25 57 m 26 19.05.2005 WF seit ~6 a
26 58 W 37 07.07.2005 Tupfer Nr. 46
27 51 m 18 30.07.2005
28 59 m 12 02.08.2005
29 57 w 38 22.07.2005 Zahn vital
30 55 m 34 02.08.2005
31 69 m 38 07.07.2005
32 49 m 38 08.07.2005 Zahn vital
35 38 m 28 25.08.2005
36 19 m 38 16.06.2005 Zahn vital
37 59 m 11 13.10.2005
41 53 W 41 22.09.2005 Zahn vital
42 44 W 17 04.10.2005 Zahn vital
43 44 w 48 17.06.2005 Zahn vital
44 19 m 28 16.06.2005 Zahn vital
45 69 m 36 07.07.2005 Zahn vital
51 23 W 38 06.11.2006 Zahn vital
52 45 w 48 27.12.2006

Tab. 1: Ubersicht iber das Ausgangsmaterial der Zahnarztpraxen Dr. Werner Gebhard und Dr. Lothar

Gebhard

2.2.2 Zahne aus der Kieferchirurgiepraxis Dr. Dr. Hemmerich

Die Zahne aus der Kieferchirurgiepraxis Dr. Dr. Hemmerich, Minchen, stammen aus

einer Sammlung von Zahnen mit anormalen Wurzelverhaltnissen, die Dr. Werner

Gebhard in den Jahren 1977/78 wahrend seiner Assistenzzeit entfernt hat. Sie sind

folglich vor 28 bzw. 29 Jahren gezogen worden. Nach der Zahnextraktion wurden sie
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gereinigt und mit H,O, gebleicht. Anschlielend lagerten sie bei Raumtemperatur
trocken in einem glasernen Behaltnis (siehe Abb. 7, S. 22). Das Alter und Geschlecht
der Patienten konnte nach einer so langen Zeitspanne nicht mehr festgestellt
werden. Die Stellung im Zahnbogen wurde anhand von Kronenform, Kronenflucht,
Krimmungsmerkmal und Winkelmerkmal (siehe Kapitel 1.3, S. 7) zugeordnet. Die

Zahne waren vollstandig erhalten und ohne karidse Lasionen (siehe Tab. 2).

Probennr. JAlter des Patienten] Genus | Zahn |Extraktionsjahr|[Bemerkung
21 ? ? 23 1976/77
22 ? ? 48 1976/77
23 ? ? 23 1976/77

Tab. 2: Ubersicht (iber das Ausgangsmaterial der Kieferchirurgiepraxis Dr. Dr. Hemmerich

2.2.3 Zahne der Naturhistorischen Gesellschaft Nurnberg

Insgesamt sechs Zahne aus zwei Zeitepochen wurden von der Naturhistorischen
Gesellschaft Nurnberg (NHG) fur Untersuchungszwecke zur Verfligung gestellt.
Diese waren im Rahmen von zwei archaologischen Grabungen geborgen und von
der NHG bereits wissenschaftlich bearbeitet worden.

Zwei Zahne waren noch im Kieferknochen verankert und ihre Stellung im Zahnbogen
konnte so eindeutig identifiziert werden. Die anderen vier Zahne lagen als Einzel-
zahne vor und konnten anhand von typischen Zahnmerkmalen, wie bereits in Kapitel

1.3, S. 7 beschrieben, der Stellung im Zahnbogen zugeordnet werden.

2.2.3.1 Zahne aus einer Ausgrabung in Katzwang

Drei Zahne stammen aus einer Ausgrabung des Jahres 2004 an der Friedhofs- und
Wehrmauer der Kirche ,Unserer Lieben Frauen® in Katzwang im Suden Nurnbergs.
Die dazugehorigen Skelette wurden aullerhalb der Friedhofsmauer etwa 70 cm
unterhalb der jetzigen Grasoberflache entdeckt. Insgesamt wurden Skelettteile von
13 Individuen gefunden, wobei davon auszugehen ist, dass es sich hierbei um eine
grollere Grablege handeln muss. Die menschlichen Leichname wurden nach
christlicher Sitte in Ost-West-Richtung und mit gekreuzten Armen beigesetzt. An

diversen Knochen konnten Verletzungen durch Hieb- und Stichwaffen nachgewiesen
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werden. Derzeit wird angenommen, dass die Knochen aus einem der folgenden drei

Kriege stammen mussten:

- 1. Markgrafenkrieg (1449/50)
- 2. Markgrafenkrieg (1552-54)
- Dreifigjahriger Krieg (besonders 1631/32).

Folglich kommt ein Alter der Knochenfunde von etwa 380-550 Jahren in Betracht.
Eine Radiocarbonuntersuchung zur genaueren Datierung steht noch aus, ist aber
nach einer geplanten anthropologischen Untersuchung vorgesehen (Zeitler 2005).

In der folgenden Tabelle ist eine Ubersicht (iber dieses Ausgangsmaterial aufgelistet:

Probennr. A!ter des Genus Zahn Grabungsjahr Bemerkung
Leichnams
38 ? ? 18 2004 Einzelzahn
39 ? ? 17 oder 18 2004 Einzelzahn
40 ? ? 16 2004 Zahn im Kiefer

Tab. 3: Ubersicht iiber das Ausgangsmaterial der Ausgrabung bei Katzwang

2.2.3.2 Zahne aus der Dietersberghohle

Drei weitere untersuchte Einzelzahne, ebenfalls
aus dem Bestand der NHG Nurnberg, stammen
aus einer Grabung des Archaologen J. R. Erl in der
Dietersberghdhle bei Egloffstein. Neben zahl-
reichen Schadel- und Skelettfragmenten von
erwachsenen Personen, Kleinkindern und Féten &=~ "-
befanden sich auch 44 lose Zahne (Erl 1953, '
S. 238).

Die Hohle ist eine 11 m tiefe Schachtspalte mit

einem etwa 1,5 m x 1,0 m groRen Einstiegsloch “,,,
(siche Abb. 3). Der Schuttkegel am Boden der

Hohle bestand aus humosem Sediment, welches

Abb. 3: Der Eingang zur Dietersberg-
héhle

bei Regen stark durchnasst wurde.

Diese Hohle diente wahrscheinlich als Begrabnisstatte eines Familienverbandes

(epigenetische Merkmale weisen auf familiare Verhaltnisse hin) von Wald und
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Wildimkern aus der spaten Hallstattzeit (HaC und HaD) und der frihen La-Téne-Zeit,
beides Epochen der Eisenzeit. Dies konnte aus Grabbeigaben und Schmuckstiicken
geschlossen werden. Das Alter der Zahne betragt somit 2.300-2.800 Jahre.
Forensisch-anthropologische Untersuchungen haben ergeben, dass sich Reste von
mindestens 46 Individuen in der Hohle befunden haben. Unter der Hauptinventar-
nummer 8289 werden sie in der Sammlung der NHG aufbewahrt (Baum 1999).

Die genauen Lagerbedingungen der Ausgrabungsreste konnen nicht mehr ermittelt
werden, da wahrend der Kriegsjahre die Sammlungssticke zum Schutz vor
Plinderungen mehrmals ausgelagert wurden. Bis zum Umzug der NHG im Jahre
2000 lagerten die Praparate schlief3lich auf dem Dachboden und waren dort standig
wechselnder Temperatur und Luftfeuchtigkeit ausgesetzt. Erst danach konnten die
Kellerraume der Norishalle zum Aufbewahren herangezogen werden (Muhldorfer).
Da sehr viele der ausgegrabenen Zahne tiefe kariose Lasionen aufwiesen (der
Kariesbefall lag bei 33,5 %), wurden drei aulierlich unversehrte Zahne flir diese
Untersuchung herangezogen. Bei erfolgreichem Erstellen eines genetischen Finger-
abdruckes waren verwandtschaftliche Beziehungen und das Geschlecht der
Individuen von grolRer archaologischer Bedeutung. Die NHG ware dann an weiteren
Untersuchungen interessiert gewesen.

In der nachfolgenden Tabelle sind Informationen Uber die Zahne aus der Dieters-

berghdhle zusammengefasst:

Probennr. A!ter des Genus Zahn Grabungsjahr Bemerkung
Leichnams

48 ? ? 11 1928 Einzelzahn

49 ? ? 23 1928 Einzelzahn

50 ? ? 18 1928 Einzelzahn

Tab. 4: Ubersicht iiber das Ausgangsmaterial aus der Dietersberghéhle

2.2.4 Zahne aus Sektionsgut

In zwei Fallen konnten Zahne von Leichen mit Liegezeiten von 14 bis 17 Tagen aus
dem Sektionsgut des Instituts fir Rechtsmedizin Wirzburg zur Untersuchung heran-

gezogen werden.
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Probenzahn Nr. 33 wurde am 30.08.05, Probenzahn Nr. 34 am 31.08.05 aus den
Leichnamen extrahiert. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die Zahne in sterilen
Rohrchen bei -20 °C im institutseigenen Gefrierschrank aufbewahrt.

Tabelle 5 gibt Auskunft Uber dieses Ausgangsmaterial:

Probennr. JAlter des Verstorbenen]| Genus | Zahn | Liegezeit | Obduktionstag |Bemerkung
33 36 m 33 ~17d 25.08.2005
34 59 m 33 ~14d 31.08.2005

Tab. 5: Ubersicht (iber das Ausgangsmaterial aus dem Sektionsgut des Instituts fiir Rechtsmedizin
Wiirzburg

2.3 Versuchsaufbauten

2.3.1 Frisch extrahierte Zéhne

Um mit den Geratschaften und den Reagenzien vertraut zu werden und um zu Uber-
priifen, ob das E.Z.N.A.® Tissue DNA Mini Kit fir diese Analyseaufgabe geeignet ist,
wurden einige Zahne ohne Lagerung DNA-analytisch untersucht. Weiterhin wurden
asensible Zahne, Zahne mit obliteriertem Pulpenkavum, Weisheitszdhne mit weit
offenem Foramen apicale und Zahne mit grof3en karidsen Lasionen oder Wurzel-
kanalbehandlungen analysiert.

Diese Zahne wurden keiner gesonderten Lagerung unterzogen, sondern direkt aus-
gewertet. Bis zur Auswertung wurden sie, wie auch alle anderen Zahne, bei -20 °C

im Gefrierschrank aufbewahrt.

2.3.2 Im Erdboden vergrabene Zahne

Bei dieser Versuchsanordnung wurden Einmalplastik-
becher am Boden mit Lochern versehen und mit
Folienstift beschriftet. Diese Becher wurden verwen-
det, um die Zahne wieder finden und identifizieren zu

konnen. Die Locher dienten dazu, dass sich nach

Regenfallen kein Wasser in den Becher stauen

) ] _ Abb. 4: Standort der im Erdreich
konnte. Jeder Becher wurde zu einem Drittel mit Erde vergrabenen Zahne

geflllt, dann ein Zahn platziert und darauf wiederum Erde bis zum Becherrand aufge-
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schittet. Anschlielend wurden die Becher an einer relativ feuchten und schattigen
Stelle unter Buschen bis zur Oberkante vergraben. Die Zahne lagen somit etwa 4 cm
unter der Erde und waren den Witterungsbedingungen ausgesetzt (siehe Abb. 4,
S. 19).

Fir die Untersuchungen wurden Zahne nach etwa vier Wochen (Zahn 10), etwa vier
Monaten (Zahn 26), etwa einem halben Jahr (Zahne 31 und 32) und etwa einem Jahr

(Zahne 43, 44 und 45) Liegezeit entnommen.

2.3.3 In Wasser gelagerte Zahne

Die funf in Wasser gelagerten Zahne (Nr. 35, 41, 42,
36 und 37) wurden in kleine, mit Leitungswasser |
geflllte Glasgefalle gegeben. Die Deckel wurden

nicht verschraubt, sondern nur aufgelegt, um einen

Gasaustausch zu ermdglichen (siehe Abb. 5). Regel-
malfig wurde der Wasserstand Uberpruft und bei app. _- Standn‘ der in Wasser
Bedarf Wasser nachgeflllt. Diese Versuchsreihe aelagerten Zahne
lagerte im Heizungskeller bei Temperaturen um die 20 °C.

Entnommen wurden Zahne nach etwa einem Vierteljahr (Zahn 35), einem halben

Jahr (Zahne 41 und 42) und einem Jahr (Zahne 36 und 37).

2.3.4 Der Sonnenstrahlung ausgesetzte Zahne

Um den Einfluss der Sonnenstrahlung auf die DNA in
Zahnen zu bewerten, wurden die Probenzéhne 51,
52, 27, 28, 29 und 30 der Sonnenstrahlung
ausgesetzt. Hierzu wurden wieder Einmalplastik-

becher am Boden mit Lochern versehen, um Regen-

wasser eine Abflussmadglichkeit zu bieten. Damit die

Zahne moglichst ohne Schatten der Sonne ausge- U

Abb. 6: Standort der der Sonnen-
setzt waren und um die Becher stabil zu verankern, sfrahluna ausaesetzten 7Z4hne
wurden sie etwa zu zwei Drittel mit kleinen Kieselsteinen aufgefullt und obenauf die
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Probenzahne gelegt. Anschlieliend wurden die Becher auf einem Garagendach bis
zum Becherrand in ein Kiesbett versenkt. Somit konnten die Zahne nicht vom Wind
weggeblasen werden und sie waren den Witterungsbedingungen, insbesondere der
UV-Strahlung der Sonne, ausgesetzt (Abb. 6, S. 20).

Entnommen wurden Zahne nach etwa vier Wochen (Zahne 51 und 52), vier Monaten
(27 und 28) und einem halben Jahr (Zahne 29 und 30) Liegezeit.

2.3.5 Zahne aus Sektionsgut

Wie schon in Kapitel 2.2.4, S. 18 beschrieben, stammen zwei Zahne (Nr. 33 und 34)
von Sektionen im Institut fur Rechtsmedizin Warzburg.

Dabei wurde der Zahn der Probe 33 einer stark verwesten Leiche eines 36-jahrigen
Mannes entnommen, bei der laut Obduktionsbericht eine Liegezeit von etwa 17
Tagen angenommen wird. Es waren bereits schwarzlich-griine Verfarbungen der
Haut festzustellen. Kopf- und Gesichtsweichteile fehlten vollstandig. Ausgedehnter
Madenbefall war bereits zu erkennen.

Die Probe 34 stammt vom Leichnam eines 59-jahrigen Mannes mit héchstgradiger
Faulnis und teilweise beginnender Mumifizierung. Die Haut war schwarzlich verfarbt.
Im Bereich des Mittelgesichts lag das Knochengerulst vollstandig frei und massiver
Madenbefall war feststellbar. Die Liegezeit betrug laut Obduktionsbericht etwa 14

Tage.

2.3.6 Starker Hitze ausgesetzte Zahne

Dieser Versuch diente dazu zu erforschen, wie stark DNA im Zahn unter sehr heif3en
Bedingungen, wie sie beispielsweise bei Branden entstehen konnen, degradiert.
Hierzu wurden die Zahne Nr. 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19 und 20 in einem feuer-
festen Glasbehalter in einen auf 200 °C vorgeheizten Ofen im Institut fur Rechtsme-
dizin gegeben.

Nach 30 min (Zahne 11 und 12), 60 min (Zahne 13 und 16), 90 min (Zahne 17 und
18) und 120 min (Zahne 19 und 20) wurden die Zahne wieder entnommen und auf

Raumtemperatur abgekuhilt.
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2.3.7 Vor 28 bzw. 29 Jahren extrahierte Zahne

Die Zahne, welche aus der Kieferchirurgiepraxis Dr. Dr.
Hemmerich aus Munchen stammen, waren vor 28 bzw. 29 |
Jahren entfernt worden. Die Lagerung der mit H.0O,
gereinigten Zahne erfolgte trocken in einem Glasbehaltnis
bei Raumtemperatur und ohne direkte Sonneneinstrahlung
(siehe Abb. 7).

Abb. 7: Aufbewahrungs-
gefél3 der fast 30 Jahre
alten Zéhne

2.3.8 Zahne der Ausgrabung in Katzwang

Wie bereits in Kapitel 2.2.3.1, S. 16 beschrieben,
stammen diese Zahne von einer Ausgrabung in
Katzwang. Um so viel Zahnsubstanz wie maglich zu
erhalten, wurden diese Zahne entgegen dem ublichen
Prozedere nicht zirkular geschwacht und aufgebro-

chen, sondern von okklusal trepaniert. Um auch diese

.

. . .. Abb. 8: Schédel mit Probenzahn
grof3e palatinale Wurzel (alle diese Zahne waren OK  \."40 mit Trepanationsbohruna

Bohrung mdglichst klein zu halten, wurde nur die

Molaren) zuganglich gemacht und fir die Untersuchung genutzt (siche Abb. 8).

2.3.9 Zahne aus der Dietersberghdhle

Die Einzelzahne der Ausgrabung ,Dietersberghdhle” (siehe Abb. 9) wurden nur mit
dem System TPOX-vs und dem Nonaplex-Multiplex analysiert, da auf Grund ihres Al-
ters wenig DNA zu erwarten war. Auch hier wurde kein Zahn zirkular geschwacht
und durchgebrochen, sondern wie bei den Zahnen der Ausgrabung in Katzwang
durch Bohrungen von palatinal (Probenzahne 48 und 49) bzw. okklusal (Probenzahn
50) ero6ffnet.
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2.4 Methoden

2.4.1 Kontaminationsvermeidung

Eine Kontamination der Zahne, wie auch der enthom-
menen Proben, mit Fremdmaterial muss vermieden
werden, um eine erfolgreiche DNA-Analyse zu erhal-
ten. Zum einen kann dadurch Fremd-DNA in die Ver-
suchsreihen gelangen und falsche Resultate liefern,

zum anderen kann das Verunreinigen der Proben mit

Bakterien oder DNA-abbauenden Enzymen zur ,.p o pie drei Zihne aus der
Degradation der DNA und somit zu falsch-negativen D/etersberahdhie (Proben 48-50)
Ergebnissen fuhren. Wahrend der gesamten Aufbereitung und Verarbeitung ist eine
Kontamination mit fremdem Material moglich. Besonders zu erwahnende Kontamina-
tionsquellen sind neben der Methode zur Enthahme der Probe, die Labormitarbeiter,
die Laborausstattung, die Pipetten, die Pipettenspitzen, die Reaktionsgefalle, die
Reagenzien, die Zentrifugenréhrchen, der Thermocycler und die Elekrophoresekam-
mer, um nur einige Beispiele zu nennen (Newton et al. 1994, S. 53ff).

Zur Vermeidung einer Kontamination wurden diverse Vor-
kehrungen getroffen. Damit nur Material aus dem Inneren
des Zahns in den Versuch gelangte, wurden die Zahne
sowohl vor Anlage einer zirkularen Rille mit einer Zahnarzt-
turbine (siehe Abb. 10), als auch vor dem Aufbrechen im
Labor von aufden sorgfaltig mit einem in NaOCI-getrankten

Tuch gereinigt. NaOCI bewirkt hierbei eine Oxidation der

auBen noch anhaftenden DNA-Uberreste, wodurch diese
denaturiert und somit zerstért werden. Um eine Kreuz- Abb. 10: Zahn mit zirkulérer
kontamination mit der vorherigen Probe zu unterbinden, Rille vor Offnting der Pulpa
wurden samtliche Instrumente wie der Hebel nach Bein, Zange, Pinzette und Endo-
feilen nach jedem Gebrauch in NaOCI eingelegt und anschlieRend mit einem neuen
Stlck Papierrolle getrocknet (Gilbert et al. 2005; Yang et al. 2003).

Des Weiteren wurde als Unterlage im Labor bei jeder Probe ein frisches Stlck
Papiertuch ausgebreitet. Dieses musste nicht steril sein, da das Probenmaterial da-

mit nicht direkt in Kontakt kam. Die Proben wurden ausschlieBlich Uber einer sterilen
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Petrischale aus dem Zahn entnommen. Dies fand bei jeder Probe mit neuen Latex-
handschuhen statt.

Samtliche Pipettenspitzen, welche nicht vom Hersteller steril verpackt angeliefert
werden, wurden vor Benutzung im Autoklaven sterilisiert.

Zur Uberprifung auf das Vorhandensein von kontaminierten Reagenzien lief von
Beginn an bei jeder Versuchsreihe eine Neutralprobe mit. Zusatzlich diente eine
Negativkontrolle bei der PCR zur weiteren Sicherheit.

Im Rahmen der Vorbereitung der PCR wurden weitere VorsichtsmalRnahmen
getroffen. So wurde der Platz zum Herstellen des Mastermix und zum Verteilen auf
die PCR-R&hrchen strikt von dem Platz der Zugabe der DNA getrennt, um eine
,carry over‘-Kontamination zu unterbinden.

Standiges Tragen von frischen Einmalhandschuhen beim Pipettieren der Reagenzien
war obligat.

Nachdem das Ergebnis der Proben vorlag, konnte auch durch Vergleich mit den be-
kannten genetischen Fingerabdricken des Verfassers und der Ubrigen Labor-

mitarbeiter eine weitere Kontaminationsquelle ausgeschlossen werden.

2.4.2 Probenentnahme

Die Zahne wurden vor der Bearbeitung zunachst, wie
in Kapitel 2.4.1, S. 23 beschrieben, mit einem NaOCI
getranktem Lappen abgerieben, um eventuell anhaf-
tende DNA-Reste zu entfernen. AnschlielRend wurden
die Zahne in der Zahnarztpraxis Dr. Gebhard,
Schnaittach, mit einem Diamantbohrer und einer

Zahnarztturbine auf Hohe der Schmelz-Zement-Gren-

ze durch das Anlegen einer Rille zirkular geschwacht,

. . . ) . . . Abb. 11: Probenentnahmeolatz
in Einschweil¥folie versiegelt und erst im Institut unter

Laborbedingungen aufgebrochen, sodass nun die eroffnete Pulpa und die Wurzel-
kanale zuganglich waren. So wurde eine Kontamination wahrend des Transports
ausgeschlossen.

Die Abbildung 11 zeigt den Arbeitsplatz im Institut fir Rechtsmedizin, an dem die

Probeentnahme aus den eroffneten Zahnen stattfand.
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Mit einer Zahnextraktionszange und einem Bein’schen
Hebel wurden die Zahne an den vorher angelegten
Sollbruchstellen aufgebrochen (siehe Abb. 12). Falls
noch intaktes Pulpagewebe vorhanden war, wurde

dieses mit einer feinen Pinzette entnommen und in ein

beschriftetes Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Danach .
wurden die Wurzelkanale mit Endofeilen aufsteigender .. 15. propenzahn nach dem
GroRke aufbereitet und die dabei gewonnenen Dentin- Aufbrechen

spane in einer Petrischale gesammelt.

2.4.3 DNA-Extraktion

Aus den so gewonnen Proben erfolgte die DNA-Gewinnung mittels ,E.Z.N.A.® Tissue
DNA Mini Kit“ der Firma PeglLab. Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, bei dem
die DNA selektiv und reversibel an eine Silikamembran gebunden wird.

Das Vorgehen entspricht der dem Kit beiliegenden Arbeitsanleitung. Hierzu werden
mit Hilfe von 200 pl TL-Puffer die Spane aus der Petrischale in ein steriles, 1,5 ml
fassendes Zentrifugenrohrchen gegeben, mit 25 yl OB™-Proteinase versetzt, durch
Vortexen sorgfaltig gemischt und fur drei Stunden in 55 °C warmes Wasser gegeben.
Da kein Schittelwasserbad zur Verfugung stand, wurden, wie ebenfalls laut
Anleitung maoglich, die Proben alle 30 min durch Vortexen gemischt, um eine Sedi-
mentierung zu verhindern. Bei den Proben 1, 2, 7 bis 10 und 26 bis 35 wurde die
Inkubation Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C durchgefuhrt, was im Isolierungspro-
tokoll ebenso angegeben ist. Dieser Schritt dient dem Aufschlie3en der Zelle und
dem Abbau von Proteinen.

Anschliefend wird dem Lysat 220 ul BL-Puffer hinzupipettiert, durch Vortexen
gemischt und bei 70 °C im Wasserbad zehn Minuten inkubiert.

Nach Zugabe von 220 pl absolutem Ethanol und Vortexen wird der gesamte Ansatz
auf eine HiBind®-DNA-Saule geladen und bei 8.000 g fiir eine Minute abzentrifugiert.
Dabei binden die Nukleinsauren reversibel an der Silikamembran der HiBind®- Saule.
Der Durchfluss wird verworfen.

Durch zweimaliges Waschen mit jeweils 600 yl DNA-Waschpuffer, welcher bereits

mit dem 1,5-fachen Volumen mit absoluten Ethanol erganzt worden war, und
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Abzentrifugieren fur eine Minute bei 8.000 g werden stérende PCR-Hemmstoffe ent-
fernt. Das Zentrifugat wird jeweils verworfen.

Nun wird die Membran bei maximaler Geschwindigkeit der Zentrifuge (ca. 12.000 g)
fur zwei Minuten vollstandig getrocknet.

Bei der folgenden Elution werden 200 pl auf 70 °C vorgewarmter Elutionspuffer auf
die in ein frisches Zentrifugenréhrchen gesteckte Saulenmatrix pipettiert, bei Raum-
temperatur drei Minuten inkubiert und bei 8.000 g fur eine Minute abzentrifugiert. Um
eine hohere DNA-Konzentration zu erlangen, wurde fur die zweite Elution das erste

ebenfalls auf 70 °C vorgewarmte Eluat verwendet (Arbeitsanleitung PeqglLab).

2.4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR stellt eine in vitro-Technik dar, mit der man DNA-Abschnitte vervielfaltigen
kann. Dazu muss lediglich die Anfangs- und Endsequenz dieses Abschnittes bekannt
sein. Die doppelstranige DNA wird bei 94 °C aufgeschmolzen (Denaturierung), damit
sie einzel-strangig vorliegt. Oligonucleotidprimer, die zu den Anfangs- und Endab-
schnitten komplementar sind, lagern sich an die DNA Matrize (template) an. Dieser
Vorgang wird als Annealing bezeichnet und bendtigt eine Temperatur zwischen 50
°C und 65 °C je nach Primer. Die DNA-Polymerase lagert vom Primer in 5’-Richtung
Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTPs) entsprechend der einzelstrangigen DNA-
Matrize an. Diese Synthese der neuen DNA-Strange wird Extension genannt und
findet polymeraseabhangig zwischen 68 °C und 72 °C statt. MgCl, und ein
zugesetzter Puffer sind ebenfalls fur die PCR essentiell. MgCl, fordert in einer
Konzentration zwischen 1,0 mM und 1,5 mM die Polymeraseaktivitat, kann aber bei
zu hoher Konzentration inhibierend wirken Der Puffer schafft das richtige pH-Milieu
fur die Reaktionen. Mit der nun folgenden erneuten Denaturierung beginnt der zweite
Zyklus. Dies fuhrt zu einem exponentiellen Anstieg der Zielsequenz. Die Zyklen-
anzahl ist je nach verwendetem PCR-Kit unterschiedlich. Sind alle Zyklen durch-
laufen, schlief3t sich ein abschlieRender 45-minutiger Extensionsschritt an, bei dem
unvollstandig amplifizierte DNA-Strange noch aufgefillt werden. Schliellich kihlt der
Thermocycler die Proben auf 4 °C herab (Newton et al. 1994, S. 19ff).

Von jeder Probe wurde eine PCR-Reaktion mit 1 ul, 5 pl bzw. 10 pl DNA angesetzt

und mit sterilem Aqua dest. auf ein Volumen von 25 pl erganzt. Die PCR wurde in

26



2 Materialien und Methoden

den automatischen Thermocyclern ABlI Gene Amp PCR System 2400 (Applied Bio-
systems) und Personal Cycler (Biometra) durchgeflhrt. Zur Aktivierung der DNA-
Polymerase wurden die Proben vor dem ersten PCR-Zyklus auf 94 °C erhitzt.

2.4.4.1 STR SE33

Zur Amplifizierung des STR-Einzelsystems SE33 werden zwei Primersequenzen

bendtigt, die sich wie folgt zusammensetzten:

Primer 1: 5-AATCTGGGCGACAAGAGTGA-3’
Primer 2: 5-ACATCTCCCCTACCGCTATA-3’
(Moller et al. 1994)

Die nachfolgenden Tabellen 6 und 7 geben die Zusammensetzung des Mastermix

und die Bedingungen der PCR wieder:

Reagens Menge
Primer 1: 0,75 pl/Ansatz
Primer 2: 0,75 pl/Ansatz
dNTP: 1,00 pl/Ansatz
10 x Puffer: 2,50 ul/Ansatz
MgCl, 2,00 pl/Ansatz
Taq DNA Polymerase: | 0,20 pl/Ansatz
Gesamt: 7,20 pl/Ansatz

Tab. 6: PCR-Ansatz fiir SE33

Phase Temperatur Dauer
Aktivierung der Taqg DNA Polymerase : 94 °C 10 min
Denaturierung: 94 °C 1 min
Annealing: 60 °C 1 min 35 Zyklen
Extension: 72 °C 1 min
abschlieende Extension: 60 °C 45 min
Kuhlung: 4 °C 0

Tab. 7: PCR-Bedingungen fiir SE33

2.4.4.2 AmpFISTR® SGM Plus Kit

Der Multiplex AmpFISTR® SGM Plus beinhaltet 11 x 2 fluoreszenzmarkierte Primer,
durch welche die STR-Loci D3S1358, VWA, D19S539, D2S1338, D8S1179, D21S11,

27



2 Materialien und Methoden

D18S51, D19S433, THO1 und FGA, sowie die erste Intronsequenz des Amelogenin-
Gens amplifiziert werden. Mit Hilfe dieses Segments des Amelogenin-Gens ist eine

Geschlechtsdifferenzierung moglich (siehe Kapitel 1.2.2.5, S. 6).

In Tabelle 8 sind die Systeme des AmpFISTR® SGM Plus Kits aufgelistet:

Locus Chromosom- Repetitives Motiv Grole in FIuorgszentz
aler Ort bp markierung
D3S1358 3p TCTA [TCTG],, [TCTA], 114-142 5-FAM
VWA 12p12-pter TCTA [TCTG]5.4 [TCTA], 157-209 5-FAM
D16S539 16q24-qter [AGAT], 234-274 5-FAM
D2S1338 2q35-37.1 [TGCC], [TTCC], 289-341 5-FAM
Amelogenin | X p22.1-22.3 107 JOE
Amelogenin| Y:p11.2 113 JOE
D8S1179 8 [TATR],; R kann A oder C sein 128-172 JOE
[TCTA], [TCTG], [TCTA]5s TA [TCTA]; TCA
D21S11 21911.2-g21 187-243 JOE
[TCTA], TCCATA [TCTA],
D18S51 18g21.3 [AGAA], 26-345 JOE
D19S433 19q12-13.1 [AAGG] [AAAG] [AAGQG] [TAGG] [AAGG], 106-140 NED
THO1 11p15.5 [TCAT], 165-204 NED
FGA 4928 [TTTC]; TTTTTTICT [CTTT], CTCC [TTCC], 215-353 NED

Tab. 8: Systeme des AmpFISTR® SGM Plus® (nach Arbeitsanleitung AmpFISTR® SGM Plus®, Applied
Biosystems)

Das AmpFISTR® SGM Plus Kit beinhaltet bereits den AmpFISTR® PCR Reaction Mix,
das AmpFISTR® Profiler Plus Primer Set und die AmpliTaq Gold® DNA Polymerase
(5 U/ul). Der AmpFISTR® PCR Reaction Mix ist ein Gemisch aus einem dNTP-Mix,
Mg?* und BSA (Bovine serum albumin). Das beigesetzte BSA kann PCR-inhibierende
Einflisse minimieren, indem es die Inhibitoren bindet (Comey et al. 1994).

Die beiden folgenden Tabellen 9 und 10 geben die Zusammensetzung des Master-

mix und die bei der PCR herrschenden Bedingungen wieder:

Reagens
ABI AmpFISTR® Profiler Plus Primer Set:
ABI AmpFISTR® PCR Reaction Mix:
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase:
Gesamt:

Menge
2,50 pl/Ansatz
5,00 pl/Ansatz
0,50 pl/Ansatz
7,50 pl/Ansatz

Tab. 9: PCR-Ansatz fiir AmpFISTR® SGM Plus® (nach Arbeitsanleitung AmpFISTR® SGM Plus®, App-
lied Biosystems)
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Phase Temperatur Dauer
Aktivierung der AmpliTag Gold™ DNA Polymerase: 94 °C 1 min
Denaturierung: 94 °C 1 min
Annealing: 59 °C 1 min 28 Zyklen
Extension: 72 °C 1 min
abschlielende Extension: 60 °C 45 min
Kuahlung: 4 °C )

Tab. 10: PCR-Bedingungen fiir AmpFISTR® SGM Plus® (nach Arbeitsanleitung AmpFISTR® SGM
Plus®, Applied Biosystems)

2.4.4.3 STR TPOX-vs

Wie das STR-System SE33 (siehe Kapitel 2.4.4.1; S. 27) ist das STR-System TPOX-
vs ein einzelnes System, das durch die beiden folgenden Primersequenzen bestimmt

wird:

Primer 1: 5-CCTGTTCCTCCCTTATTTCC-3’
Primer 2: 5-GAACACAGACTCCATGGTG-3'

Durch neue Primer verkurzt sich der zu amplifizierende Abschnitt von 218-246 bp
(TPOX) auf 58-86 bp (TPOX-vs) (Hellmann et al. 2001).

Der Mastermix flr die PCR-Ansatze setzt sich wie in Tabelle 11 aufgelistet
zusammen. In Tabelle 12 ist das Programm zur Amplifizierung im Thermocycler auf-
gefuhrt:

Reagens Menge
Primer 1: 0,75 pl/Ansatz
Primer 2: 0,75 pl/Ansatz
dNTP: 1,00 pl/Ansatz
10 x Puffer: 2,50 pl/Ansatz
MgCl, 2,00 pl/Ansatz
?qDNA I-Dolymerase: 0,20 pl/Ansatz
Gesamt: 7,20 pl/Ansatz

Tab. 11: PCR-Ansatz fiir TPOX-vs (Hellmann et al. 2001)
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Phase Temperatur Dauer
Aktivierung der Taq DNA Polymerase: 94 °C 10 min
Denaturierung: 94 °C 1 min
Annealing: 55 °C 1 min 35 Zyklen
Extension: 72 °C 1 min
abschliel3ende Extension: 60 °C 45 min
Kuahlung: 4°C 0

Tab. 12: PCR-Bedingungen ftir TPOX-vs (Hellmann et al. 2001)

2.4.4.4 Mentype® Nonaplex®®> PCR Amplifikation Kit

Das Mentype® Nonaplex®® PCR Amplification Kit beinhaltet die Loci D3S1358,
D8S1179, D18S51, D21S11, FGA, SE33, THO1 und VWA. Zusatzlich wird wiederum

die erste Intronsequenz des Amelogenin amplifiziert.

Tabelle 13 gibt eine Ubersicht iber die im Mentype® Nonaplex®® verwendeten Syste-

me:
Chromosom- Referenz-| Grofie in |Fluoreszentz
Locus aler Ort Repetitives Motiv allel bp markierung
Amelogenin | Xp22.1-22.3 83 6-FAM
Amelogenin| Yp11.2 87 6-FAM
D8S1179 | 8923.1-23.2 [TATC]4, 12 95-163 6-FAM
[TCTA], [TCTG]g [TCTA]5 TA [TCTA]; TCA [TCTA],
D21S11 219211 29 177-252 6-FAM
TCCATA [TCTA]44
D18S51 18q11.1 [AGAA]45 13 281-427 6-FAM
THO1 11p15.5 [TCAT]q 9 82-131 HEX
D3S1358 3p25.3 TCTA [TCTG], [TCTA]45 18 139-195.5 HEX
SE33 6914.2 [AAAG]y AA [AAAG] 6 25.2 196-377 HEX
WVA 12p13.31 TCTA [TCTG]4 [TCTA]43 18 102-168 NED
FGA 4928.2 [TTTC]3 TTTTTTCT [CTTT]43 CTCC [TTCC], 21 174-338 NED

Tab. 13: Systeme des Mentype® Nonaplex®® (nach Arbeitsanleitung fiir Mentype® Nonaplex®®, Bioty-
pe® und Homepage Biotype AG)

Der Lieferumfang dieses Kits beinhaltet ein Reaktionsgemisch (Reactions Mix A),
welches Mg?*, dNTP-Mix und BSA bereits enthalt, und ein Primergemisch (Primer
Mix). Zusatzlich wird noch die JumpStart™ Taq DNA Polymerase (Sigma; 2,5 U/ul)
bendtigt, welche vor der PCR bei 94 °C fur eine Minute aktiviert werden muss.

Die beiden folgenden Tabellen zeigen die Zusammensetzung des Mastermix fir den
PCR-Ansatz, sowie den PCR-Ablauf:
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Menge
2,50 ul/Ansatz
5,00 pl/Ansatz
0,40 pl/Ansatz
7,40 pl/Ansatz

Reagens

Primer Mix:

Reaction Mix A:

JumpStart™ Taq DNA Polymerase:
Gesamt:

Tab. 14: PCR-Ansatz fiir Mentype® Nonaplex® (nach Arbeitsanleitung fiir Mentype® Nonaplex®®, Bio-

type®)
Phase Temperatur Dauer
Aktivierung der JumpStart™ Taq DNA Poymerase: 94 °C 1 min
Denaturierung: 94 °C 1 min
Annealing: 60 °C 1 min 35 Zyklen
Extension: 72 °C 1 min
abschlieftende Extension: 68 °C 45 min
Kuahlung: 4 °C 0

Tab. 15: PCR-Bedingungen fiir Mentype® Nonaplex®® (nach Arbeitsanleitung fiir Mentype® No-

naplex®S, Biotype®)

2.4.5 Gelelektrophorese und Silberfarbung

Bei der Gelelektrophorese lassen sich Proteine,
Nukleinsauren oder andere geladene Makromolekule
im elektrischen Feld nach ihrer Grofke, Form und
Nettoladung trennen. Zur Auftrennung von DNA-
Molekulen kleiner 500 Nukleotide eignet sich beson-
ders die PAGE (Polyacrylamidgelelektrophorese),
weil sie entgegen dem Agarosegel sehr kleine Poren
aufweist. Da die DNA negative Ladung tragt, wandert
sie in einem elektrischen Feld zur Anode. Als
Ergebnis entstehen Banden von gleich weit gewan-
derten Molekulen (siehe Abb. 13) (Kreutzig 2002, S.
117).

Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die
Elektrodenstreifen entfernt und das Gel in eine Glas-
schale gegeben. Zur Aquilibrierung wurde dem Gel
1%-ige Salpetersaure (HNOs;) zugegeben und es
wurde fur funf Minuten auf einen Taumelschattler

gestellt. Anschlielend wurde das Gel etwa zehn

7 8 v3ge

Abb. 13: Polyacrylamidgel auf der
KiihInlatte

-~
e
-

e —

Abb. 14: Angeférbtes Vorgel der
Proben 51 und 52; links: der SE33,
rehts: SGM-Multiplex; beide mit
Leiter, Neutralprobe, Positiv- und

Negativkontrolle
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Sekunden mit Aqua dest. abgespult und mit frisch angesetzter Silbernitrat-Losung fur
zwoOIf Minuten auf dem Schttler inkubiert. Nach erneutem grindlichem Spulen mit
Aqua dest. wurde die Entwicklerldsung zugegeben und bis zum Sichtbarwerden der
PCR-Banden abgewartet. Zum Stoppen des Entwicklerprozesses diente eine 10%-
ige Essiglosung, welche mindestens zwei Minuten einwirken musste. Um die Gele
lagerfahig zu machen, wurden sie mit Aqua dest. grindlich gespdlt, fur finf Minuten
in 5%-iges Glycerol eingelegt und schliellich nach einer Nacht bei 80 °C im Warme-
schrank mit Folie bedeckt (siehe Abb. 14, S. 31) (Allen et al. 1989).

2.4.6 Hochauflosende Kapillarelektrophorese

Mit Hilfe kapillarelektrophoretischer Auftrennung (GeneScan) im automatischen
Sequenzierautomaten Genetic Analyzer ABI 310 (Applied Biosystems) ist es
modglich, die STR-Systeme zu analysieren. In einer mit Polymer gefiillten Kapillare
erfolgt hierbei die Elektrophorese (Ziegle et al. 1992).

Dabei ist es mdglich, die Fragmentlange bis auf ein Basenpaar genau zu bestimmen.
Dies wird nach lasergestiutzter Fragmentlangenmessung durch einen Vergleich mit
einem internen Langenstandard (GeneScan 500 ROX Size Standard, Applied
Biosystems) ermoglicht. Die fluoreszierenden Marker dienen der Differenzierung
Uberlappender Systeme (Kimpton et al. 1993). Eine parallel aufgetrennte Allelleiter
dient der Zuordnung der Fragmentlangen zu einem definierten Allel.

In der folgenden Tabelle finden sich die entsprechenden Mengen der Reagenzien

wieder:

Reagens Menge
Formamid: 12,00 ul/Ansatz
GeneScan 500 ROX Size Standard: | 0,50 ul/Ansatz
Gesamt: 12,50 ul/Ansatz

Tab. 16: Ansatz fiir die Kapillarelektrophorese

Nachdem der Mastermix auf die Probengefale verteilt worden war, wurde das zu
analysierende PCR-Produkt in Abhangigkeit von der Intensitat der Banden dem
PAGE-Gel (zwischen 0,5 und 3,0 pl) hinzu gegeben. Zur Linearisierung der DNA
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wurden die Ansatze bei 95 °C fur 150 Sekunden im Heizblock inkubiert und

anschlielend im Sequenzierautomaten analysiert.

2.4.7 Quantifiler® Human DNA Quantification Kit

Mittels des Quantifiler® Human DNA Quantification Kit und dem PRISM® 7000
Sequence Detection System ist es moglich DNA-Konzentrationen zu bestimmen.
Dabei wird mit einer Real-Time-Quantitative-PCR (RTQ-PCR) ein 62 bp langes
Intron des Human telomerase reverse transcriptase Gens (hTERT) amplifiziert. Diese
Zielsequenz befindet sich bei 5p15.33. Der Quantifiler® Human Primer Mix besteht
aus den beiden Primern mit Fluoreszenzmarkierung (FAM). Im Quantifiler® PCR
Reaction Mix sind bereits die AmpliTag Gold® DNA Polymerase, dNTPs und ein
Puffer enthalten. Zusatzlich muss noch eine Verdinnungsreihe aus acht Standards
angefertigt werden, die zum spateren Vergleichen dient. Hierzu werden 10 pl des
Quantifiler Human DNA Standards (200 ng/pl) mit 30 pl T1Eo+ (10 mM Tris-HCI [pH
8.0], 0.1 mM Na.EDTA) verdunnt. Vom Standard 1 (50 ng/pl) werden wiederum 10 pl
mit 30l T1Eo+ vermischt bis bei Standard 8 eine Konzentration von 0,023 ng/ul
vorliegt.

Die Tabelle zeigt die Zusammensetzung des Mastermix, der zu den 2 pl DNA zuge-

geben werden muss.

Reagens Menge
Quantifiler® Human Primer Mix: 10,50 pl/Ansatz
Quantifiler® PCR Reaction Mix: 12,50 pl/Ansatz
Gesamt: 23,00 ul/Ansatz

Tab. 17: Ansatz fiir Quantifiler® Human DNA Quantification Kit (nach Arbeitsanleitung Quantifiler® Hu-
man DNA Quantification Kit, Applied Biosystems)

Bei der RTQ-PCR werden die Proben durch Fluoreszenz-Messungen im Bereich von
500-660 nm analysiert und durch einen Vergleich mit den Standards ausgewertet
(Arbeitsanleitung Quantifiler® Human DNA Quantification Kit, Applied Biosystems).

Durch die mitlaufende Neutralprobe kann Uberprift werden, ob Gerate und

Reagenzien DNA-frei waren.
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3 Ergebnisse

Das Probengut umfasste 50 Zahne. Diese wurden verschiedenen Lagerbedingungen
ausgesetzt und Uberprift, ob daraufhin noch eine DNA-Analyse durchgeflihrt werden
konnte oder ob schon zu stark degradierende Einflliisse eingewirkt haben.

Nach der DNA-Extraktion wurden die Ansatze zunachst mit Hilfe des Systems SE33
und des SGM-Multiplex-Kits amplifiziert und ausgewertet. Konnte bei der Auswertung
keine eindeutige Typisierung vorgenommen werden, wurden die Proben mit weiteren
Kits amplifiziert. In Fallen, in denen das STR-System SE33 nicht detektierbar war,
wurde versucht, mit Hilfe des STR TPOX-vs, welcher nur sehr kurze DNA-Fragmente
zur Analyse bendtigt, eine Typisierung zu erlangen. So sollte festgestellt werden, ob
Uberhaupt amplifizierbare DNA vorhanden ist. Falls die Typisierung mit dem STR-
System SE33 erfolgreich war, aber mit dem SGM das Ergebnis nicht zufrieden-
stellend ausfiel, wurde versucht, mit dem sensitiveren Nonaplex doch noch DNA-
analytische Untersuchungen zu bekommen. Ebenso wurde bei detektierbarem
TPOX-vs die DNA anschlielend mit dem Nonaplex-Kit amplifiziert.

Zum Schluss wurden samtliche DNA-Proben mit Hilfe des Quantifiler® Human DNA
Quantification Kits (Applied Biosystems) einer Quantifizierung unterzogen.

Das Ergebnis wurde als erfolgreich typisierbar angenommen, wenn sich der Peak bei
der GeneScan-Auswertung hinreichend grof3 (gréfRer als 30 rfu [relative fluorescent
units]) auf einem Allelbereich dargestellt hat. Alle anderen Peaks, welche sich nur
schwach aus dem Rauschen erhoben haben (kleiner als 30 rfu), aber dennoch
deutlich auf einem Allelbereich lagen, wurden durch ein Fragezeichen ,(?)“ kenntlich
gemacht (siehe Abb. 15, S. 35). Konnte kein Allel bestimmt werden, wurde dies

durch ,*** “ markiert.
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Sample File Sample Name

sample1.fsa Leiter SGM
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Abb. 15: Obere Grafik: Die Referenzallelleiter dieses Systems dient zum Abgleich mit den
Probenergebnissen. Mittlere Grafik: Ein nicht eindeutig detektierbares Ergebnis. Die beiden Peaks
der Probe 26 liegen zwar im Bereich der Allele 16 und 17, treten aber nur sehr schwach vom
Hintergrundrauschen hervor und werden daher mit einem ,?“ kenntlich gemacht. Untere Grafik: Bei
Probe 47 ist eine eindeutige Allelzuordnung maoglich.

Die Probennummer wurde nach der Reihenfolge der bearbeiteten Zahne vergeben.

3.1 Frisch extrahierte Zahne

Die Proben 1 bis 5 stammen von Zahnen, welche vor der Zahnextraktion noch
sensibel auf einen Kaltetest reagiert hatten. lhre Zahnpulpen waren somit zum
Zeitpunkt der Entfernung noch vital. Mit den Systemen SE33 und SGM-Multiplex
waren diese Zahne erfolgreich detektierbar. Die gewonnen DNA-Konzentrationen
lagen dabei zwischen 0,374 und 15,4 ng/ul.

Der Zahn der Probe 6 reagierte vor der Zahnextraktion nicht mehr sensibel DNA war
mit dem Quantifiler nicht mehr nachweisbar. Die Systeme SE33 und der SGM-
Multiplex ergab kein amplifizierbares Ergebnis. Das System TPOX-vs lieferte
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3 Ergebnisse

ebenso wie der Nonaplex-Multiplex ein vollstandiges, eindeutig detektierbares
Merkmalsmuster, lediglich der Locus D8S1179 wurde als fraglich eingestuft.

Bei den Proben 7 bis 9 handelt es sich um Material
von tief karidsen Zahnen (siehe Abb. 16). Die Karies
war bereits soweit fortgeschritten, dass groRe Teile

der Krone fehlten. Mit einer Sonde konnte noch keine

direkte Verbindung zur Pulpa festgestellt werden, da
sich die Zahnpulpa an dieser Stelle bereits zurtickge- Abb. 16 Tief zerstértor Zahn der
zogen und Reizdentin gebildet hatte. Damit versucht Probe Nr. 9

sich der Korper gegen die eindringenden Mikroorganismen zur Wehr zu setzten. Im
Zahn wird dabei lediglich eine reversible Pulpitis erzeugt, welche keine degradieren-
den Eigenschaften aufweist. Die Systeme SE33 und der Nonaplex-Multiplex konnten
in allen Loci typisiert werden. Die DNA-Konzentrationen lagen zwischen 0,092 und
0,335 ng/ul.

Die Probe 14 wurde aus einem Zahn entnommen, bei dem das Pulpenkavum stark
obliteriert war und die Kanale nur mit Mihe gefunden und aufbereitet werden
konnten. Mit sehr feinen Endonadeln der ISO-GréfRe 10 (0,1 mm Durchmesser an
der Spitze) war es moglich, den Kanal zu finden und schlieBlich bis ISO-Gréfke 30
aufzubereiten. Hierbei konnten nur das STR-System SE33 und der Locus THO1 des
Nonaplex-Multiplex ein Ergebnis aufzeigen. Die SGM-Multiplex-Analyse war, wie die
Konzentrationsbestimmung, erfolglos.

Bei Probe 15, die aus einem Weisheitszahn gewonnen wurde, war das Wurzel-
wachstum noch nicht vollstandig abgeschlossen. Trotz weit offener apikaler
Foramina konnte problemlos eine DNA-Analyse mittels SGM und SE33 gewonnen
werden. Die DNA-Konzentration betrug 11,42 ng/ul.

Zusatzlich konnten noch zwei Zahne mit Wurzelkanalfullungen (Proben 24 und 25)
untersucht werden (siehe Kapitel 1.3, S. 8). Die DNA-Menge lag zwar mit < § pg/ul
unter der Nachweisgrenze, aber dennoch konnten bei Probe 24 (mit einer ein Jahr
alten Wurzelkanalfullung) das System SE33 und funf Loci des Nonaplex-Multiplex
(FGA, THO1, D3S1358, VWA und AMEL) erfolgreich amplifiziert werden. Die Analyse
des Multiplex SGM war in keinem System erfolgreich. Der Zahn der Probe 25 hatte
eine sechs Jahre alte Wurzelkanalfullung. Das System SE33 zeigte keinen Erfolg,
wohingegen das System TPOX-vs und ein Locus des Nonaplex-Multiplex (THO1)
Erfolg brachten. Bei zwei Loci des SGM (D18S51 und vWA) und einem Locus des
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Nonaplex-Multiplex (D18S51) konnten Allele vermutet werden. Allerdings war der
Locus D18S51 bei den beiden Kits, AmpFl STR® SGM Plus und Nonaplex® PCR
Amplifikation, nicht Gbereinstimmend. Das Quantifiler® Human DNA Quantification Kit
konnte keine DNA nachweisen (siehe Tab. 18(a) und 18(b)).

Proben{Menge in SE33 SGM
nr. ng/ul FGA | D19S433| D18S51 THO1 | D8S1179| D21S11 | D3S1358| VWA ([D16S539|D2S1338| AMEL
1 15,4 26,2/27,2] 21/22 13/14 15/17 7/9 15/16 28/29 16 17/18 11 24/25 XY
2 0,374 |25,2/26,2] 21/23 14/15,2 14/20 5/9,3 10/16 28/30 16/18 14/17 12/13 22/24 XY
3 5,21 14/21,2 19/25 15/15,2 14 7/9,3 12/13 29/31,2 16/18 14/16 11/12 17/19 XY
4 7,26 15/17 21 13 15/17 6/7 14/15 27/33,2 17 17 11/12 20/23 XY
5 7,11 15/17 21 13 15/17 6/7 14/15 27/33,2 17 17 11/12 20/23 XY
6 < 5pg o o = ey Py = = o o o o X
7 0,126 20/20,2 20/22 14/15 14/17 9,3 13/14 30/31,2 15/16 14/17 9/11 21/24 X
8 0,335 19/29,2 | 20/27 13/14 16/19 8/9,3 14 30/31,2 14/15 17/18 9/12 23/24 XY
9 0,092 19/29,2 | 20/27 13/14 16/19 8/9,3 14 30/31,2 14/15 17/18 9/12 23/24 XY
12 < 5pg 17.2 o = ey P = = = o = o o
15 11,42 ]28,2/29,2] 19/21 13/15 12/17 6/9 13/14 28/30 14/16 16/18 12 18/24 X
24 < 5pg 16/23.2 o = e e = e o o o o o
25 < 5pg i e e 10,2 (?) e e e e 15,2 (?) e e e
Tab. 18(a): Quantifizierung, SE33 und SGM der frisch extrahierten Zdhne
Proben-| Nonaplex
nr. | TPOXVS "S53 T Foa [ pissst | THot [pss1179] Dzisii |Dast358] WA | AWEL Kommentar
1 kein Nonaplex und TPOX\s, da SGM erfolgreich war frisch
2 kein Nonaplex und TPOX-vs, da SGM erfolgreich war frisch; wital
3 kein Nonaplex und TPOX-vs, da SGM erfolgreich war frisch; wital
4 kein Nonaplex und TPOX-vs, da SGM erfolgreich war frisch; wital
5 kein Nonaplex und TPOX-vs, da SGM erfolgreich war frisch; vital
6 8/9 15/28.2 20/25 1220 | 9.3 | 12114(?) | 28/31.2 ] 16 16/17 X frisch; avital
7 kein Nonaplex und TPOXs, da SGM erfolgreich war frisch; tief zerstort
8 kein Nonaplex und TPOX\s, da SGM erfolgreich war frisch, tief zerstort
9 kein Nonaplex und TPOXvs, da SGM erfolgreich war frisch, tief zerstort
14 SE33 erfolgreich e i S | 9 |~ 1 i T e frisch; 83J; stark sklerosiert
15 kein Nonaplex und TPOXs, da SGM erfolgreich war frisch; weit offenes F.a.
24 SE33 erfolgreich e 20 e A T 17 16 XY frisch; 1 Jahre alte WF
25 8 e e 137 | 893 | ™ | ™ e e e frisch; 6 Jahre alte WF

Tab. 18(b): TPOX-vs und Nonaplex der frisch extrahierten Zéhne

3.2 Im Erdboden vergrabene Zahne

Die vier Wochen im Erdreich vergrabene Probe 10 erbrachte ein vollstandiges
Merkmalsmuster bei dem STR-System SE33 und dem SGM-Multiplex. Die Menge an
DNA von 0,019 ng/ul war hierfir ausreichend.

Nach drei Monaten (Probe 26) war schon eine leichte Degradation der DNA
eingetreten. Im Gegensatz zum System SE33 lieferte der SGM-Multiplex ein
unvollstandiges Merkmalsmuster. Die Systeme D19S433, D3S1358 und AMEL
konnten eindeutig typisiert werden, bei den Loci FGA, THO01, D8S1179, D21S11,
VWA, D16S539 und D2S1338 waren die Peaks nur sehr schwach ausgepragt. Der
Locus D18S51 ergab kein verwertbares Ergebnis. Die beim SGM-Multiplex potenziell
erkennbaren Loci konnten im Nonaplex-Multiplex komplett bestatigt werden.
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Lediglich beim Locus FGA wurde im SGM-Multiplex nur ein Allel vermutet und im
Nonaplex-Multiplex wurden zwei Allele nachgewiesen. Die vorhandene DNA-Kon-
zentration betrug 0,042 ng/ul.

Proben 31 und 32 stammen von Zahnen, welche etwa ein halbes Jahr vergraben
waren. Bei beiden war der STR SE33 erfolgreich, jedoch war der SGM-Multiplex-
Ansatz nicht mehr fir ein vollstandiges Merkmalsmuster ausreichend. Lediglich bei
der Probe 31 konnten vier Loci (D19S433, D21S11, D16S539 und AMEL) bzw. bei
der Probe 32 acht Loci (FGA, D18S51, D8S1179, D21S11, D3S1358, vWA,
D16S539 und AMEL) des SGM-Multiplex teilweise detektiert werden. Die DNA-analy-
tischen Untersuchungen ergaben bei Probe 31 beim SGM-Multiplexlocus D21S11
ein Alleimuster mit zwei Peaks, von denen im Nonaplex nur eines bestatigt werden
konnte. Ebenso ergab sich bei Probe 31 beim SGM-Multiplex ein falsches
Geschlecht; das Allel fur ,Y“ wurde nicht amplifiziert. Locus D8S1179 der Probe 31
konnte auch mittels Nonaplex-Multiplex nicht ermittelt werden.

Nach etwa einem Jahr wurden die Probenzahne 43, 44 und 45 aus dem Erdreich
entnommen. Bei diesen Proben konnten nur noch vereinzelt Allele identifiziert
werden. Lediglich der sehr kurze TPOX-vs und der Locus AMEL des Nonaplex
konnten noch bei allen dreien erfolgreich amplifiziert werden. Bei Probe 43 war
daneben noch Locus THO1 des Nonaplex-Multiplex erfolgreich, bei Probe 44 der
Locus SE33 des Nonaplex-Multiplex und bei Probe 45 die Loci THO1 und D8S1179

des Nonaplex-Multiplex. Die Menge an DNA lag bei allen unter der Nachweisgrenze

von 5 pg/ul.
Proben-|Menge in| SE33 SGM
nr. ng/ul FGA ([D19S433| D18S51 THO1 (D8S1179( D21S11 [D3S1358| VWA [D16S539(D2S1338| AMEL
10 0,019 15/30,2 23/25 13/15 12/19 7/9,3 10/13 28/30 18 14/16 11 18/23 X
26 0,042 20/30,2 | 22 (?) | 13/15,2 o 719 (?) [11/13 (7)8/32,2 (?] 17/18 [16/17 (?)] 12/13 (7)) 23 (?) X
31 < 5pg 19 o 14 (2) rr e > 0/34,2 (7 e e 9 o X
32 0,051 14/19 25(?) e 14 e 14 29 15/16 16/17 11/12(?) e XY
23 < 5pg oy = e e e o = e e e e e
24 < 5pg 17 P e Fr o P P P P P e e
25 < 10pg Fry P Fr e oy oy e P e Fry P Frr
Tab. 19(a): Quantifizierung, SE33 und SGM der vergrabenen Zéhne
Proben- Nonaplex

nr. TPOX-vs SE33 FGA | D18S51| THO01 |D8$1179| D21S11 |D3S1358| VWA AMEL Kommentar

10 kein Nonaplex und TPOX-vs, da SGM erfolgreich war Erde: 09.07.-15.08.05

26 SE33 erfolgreich| 20/30.2 | 18/22 15/17 7/9 11/13 | 28/32.2 | 17/18 16/17 X Erde: 09.07.-15.10.05

31 SE33 erfolgreich 19 19 19 6 e 34.2 15/17 o XY Erde: 09.07.05-03.03.06
32 SE33 erfolgreich| 14/19 25 14 7/10 14 29 15/16 16/17 XY Erde: 09.07.05-03.01.06; \ital
43 8/11 e e e 6 e e e e X Erde: 09.07.05-24.07.06; \ital
44 11 e e o o e e e o X Erde: 09.07.05-24.07.06; vital
45 8/11 e e o 6 13/14 e e 15 XY Erde: 09.07.05-24.07.06; \ital

Tab. 19(b): TPOX-vs und Nonaplex der vergrabenen Zéhne
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3.3 In Wasser gelagerte Zahne

Bei der Analyse konnte aus der vier Wochen im Wasser gelagerten Probe 35 nur
0,078 ng/ul DNA gewonnen werden. Zwar reichte dies aus, um mittels des Systems
SE33 und dem Nonaplex-Multiplex eine DNA-Analyse zu erreichen, allerdings konnte
der SGM-Multiplex nicht an allen Loci eindeutig typisiert werden. Die flnf erfolgreich
amplifizierten und die drei vermuteten Loci des SGM-Multiplex stimmten zwar mit
denen des Nonaplex-Multiplex Uberein, jedoch konnten die Loci D8S1179, D16S539
und D2S1338 im SGM-Multiplex nicht wiedergegeben werden.

Die ein halbes Jahr in Wasser gelegenen Proben 42 (0,511 ng/ul DNA) und 43
(0,666 ng/ul DNA) waren mit dem Einzelsystem SE33 und dem SGM-Multiplex
typisierbar, sodass die PCR weder mit dem System TPOX-vs noch mit dem
Nonaplex-Multiplex durchgefuhrt werden musste.

Nach einem Jahr waren die Ergebnisse weniger erfolgreich. Das Quantifizierungskit
konnte keine DNA mehr nachweisen. Bei Probe 36 waren die Systeme SE33 und
TPOX-vs erfolgreich, aber sowohl beim SGM-Multiplex, wie auch beim Nonaplex-
Multiplex traten nur etwa die Halfte der Systeme zum Vorschein. Erfolgreich waren
beim SGM-Multiplex die Loci FGA, THO1, D8S1179, D21S11, D3S1358, vVWA und
AMEL, beim Nonaplex-Multiplex die Loci D18S51, THO1, D21S11, D3S1358, vWA
und AMEL. Bei Probe 37 war weder mit dem System SE33 noch dem SGM-Multiplex
eine Typisierung maglich, jedoch lieferte das System TPOX-vs ein erfolgreich
typisiertes Ergebnis. Auch der Nonaplex-Multiplex ergab an den Loci THO1, D21S11,
D3S1358, VWA und AMEL einen verwertbaren Erfolg.

Proben-|Menge in SE33 SGM
nr. ng/pl FGA | D19S433| D18S51 THO1 |[D8S1179( D21S11 | D3S1358| VWA |D16S539|D2S1338| AMEL
35 0,078 23,2/26,2 20/22 15(?) 12/16 7/9 e 28/30(?) | 15/16(?) | 15/17 e e XY
41 0,511 13/32,2 24/25 13/14 12/15 7/9.3 13/14 30/31 16/17 15/18 11/12 18 X
42 0,666 18/30,2 21/26 13/15 12 6/10 13 27/30 15/17 14 13 20 X
36 < 5pg 17/29,2  17/18/19/24 e el 6/9 14 32,2/34,2 15 15 e bl XY
37 < Bpg P o o o = o o o o =

Tab. 20(a): Quantifizierung, SE33 und SGM der in Wasser gelagerten Zéhne

Proben- Nonaplex
nr. TPOX-vs SE33 FGA D18S51| THO1 DBS1F1)79 D21S11 |D3S1358 VWA AMEL Kommentar
35 SE33 erfolgreich23.2/26.2| 20/22 12/16 7/9 12/15 | 28/30 15/16 15/17 XY H,O: 23.09.05-03.01.06
41 kein Nonaplex und TPOX-vs, da SGM erfolgreich war H,O: 23.09.05-03.03.06; vital
42 kein Nonaplex und TPOX-vs, da SGM erfolgreich war H,O: 23.09.05-03.03.06; \ital
36 8 i e 15 (?) 6/9 e 31 16/18 14/15 XY H,O: 23.09.05-24.09.06; \ital
37 9 rrx 9(?) il 29 14(?) 15/16 X H,O: 23.09.05-24.09.06

Tab. 20(b): TPOX-vs und Nonaplex der in Wasser gelagerten Zéhne
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3.4 Der Sonnenstrahlung ausgesetzte Zahne

Proben Nr. 51 und 52 ergaben nach vier Wochen unter Sonneneinstrahlung bei dem
System TPOX-vs und bei dem Nonaplex-Multiplex eine eindeutige Typisierung. Die
DNA-Konzentration von 0,823 und 0,947 ng/ul war hierfur ausreichend.

Bereits nach einem Vierteljahr konnte bei den Proben 27 und 28 keine DNA mehr
quantifiziert werden. Ebenso erfolglos blieb die PCR mittels des STR-Systems SE33
und des SGM-Multiplex. Nur das System TPOX-vs konnte typisiert werden. Der
Nonaplex-Multiplex erbrachte bei Probe 27 drei typisierbare Loci (THO1, D3S1358
und AMEL) und bei Probe 28 lediglich eine typisierbaren Locus (THO1) hervor.

Nach einem halben Jahr zeigte die Probe des Zahns Nr. 29 mit keinem Kit eine
Typisierung. Auch die Quantifizierung konnte keine DNA nachweisen. Die Probe 30
war nur im System TPOX-vs typisierbar. Die zwei Loci im Nonaplex-Multiplex, welche
nur sehr schwache Peaks zeigten, konnen nicht zur eindeutigen Identifizierung

herangezogen werden.

Proben-|Menge in SE33 SGM
nr. ng/ul FGA |D19S433| D18S51| THO1 Dss1179| D21S11 |D3S1358 VWA |D16S539|D2S1338] AMEL
51 0,823 kein SE33 und SGM, da TPOX-vs und Nonaplex gemacht wurde
52 0,947 kein SE33 und SGM, da TPOX-vs und Nonaplex gemacht wurde

27 < 5pg T Fewx T T Fewx T T Fewx T T Fewk L]

28 < 5pg ey ey ek ey ey ek ey ey e e Py oy

29 < 5pg ey ey ek ey ey ek ey ey ek e Py oy

30 < 5pg Fkk Hhk I kk Fohk I kk Hhk I T Fhk Tk

Tab. 21(a): Quantifizierung, SE33 und SGM der Sonnenstrahlung ausgesetzten Zdhne

Proben-TPOX sl Nonaplex K ¢
nr. V9 sEss | FGA |D18S51] THo1 |D8S1179]D21S11]D351358) VWA | AMEL ommentar
51 g 14719 | 20024 |17 | 6/9.3 | 12/13 |28/312| 16117 |17 X UV: 27.12.06-01.02.06
52 10/11_|18/302| 21726 | 12 | 6/10 | 13 | 27/30 | 15/17 | 14 X UV: 27.12.06-01.02.06
27 9 - 93 | e 17 XY | UV: 04.08.-05.11.05, vital
28 a5 = T = v N 0408 05T 55
29 = = = " =+ | UV: 04.08.05-03.03.06; vital
30 /11 6 = | X2 | _UV- 04.08.05-03.03.06

Tab. 21(b): TPOX-vs und Nonaplex der Sonnenstrahlung ausgesetzten Zdhne

3.5 Zahne aus Sektionsgut

Bei Probe 33 (etwa 17 Tage Liegezeit) konnte 0,091 ng/ul DNA gewonnen werden.
Eine DNA-analytische Untersuchung mittels des Systems SE33 und des SGM-

Multiplex war in allen Systemen moglich.

40



3 Ergebnisse

Probe 34 (etwa 14 Tage Liegezeit) lieferte keine quantifizierbare DNA mehr. Das
Untersuchungsergebnis mit dem STR-System SE33 war erfolgreich, mit dem SGM-
Multiplex konnten drei Loci nicht (D18S51, THO1 und D2S1338) und funf weitere nur
unsicher (FGA, D19S433, D21S11, vWA und D16S539) identifiziert werden.
Lediglich bei den Loci D8S1179, D3S1358 und AMEL konnten die Allele eindeutig

ermittelt werden.

Proben- | Menge in SE33 SGM
nr ng/ul FGA D19S433 | D18S51 THO1 D8S1179 | D21S11 | D3S1358 vWA D16S539 | D2S1338 AMEL
33 0,091 27,2/33,2 20/23 15,2 13/14 778 11/13 29/30 14 17 11/12 18/25 XY
34 < 5pg 18 2122 () |16 (2) o 11714 28 (7) 17 19 (?) 12 (?) = XY

Tab. 22(a): Quantifizierung, SE33 und SGM der Zédhne aus dem Sektionsgut

Proben- Nonaplex
TPOX-vs Kommentar
nr SE33 FGA D18S51 THO1 D8S1179| D21S11 | D3S1358 vWA AMEL
33 SE33 erfolgreich| 27.2/26.2| 20/23 13/14 7/8 11/13 29/30 14 17 XY verweste Leiche ~17d
34 SE33 erfolgreich e i e 7/9 e e e e e verweste Leiche ~14d

Tab. 22(b): TPOX-vs und Nonaplex der Zdhne aus dem Sektionsqut

3.6 Starker Hitze ausgesetzte Zahne

Die DNA-Konzentration nahm bei zunehmender Hitzeexposition kontinuierlich ab.
Waren nach 30 min noch Konzentrationen von 0,154 ng/ul (Probe 11) und 1,79 ng/ul
(Probe 12) festzustellen, konnten nach 60 min nur noch Werte von <10 pg/ul (Probe
13) und 0,034 ng/ul (Probe 16) ermittelt werden. Alle Werte spaterer Proben (Nr. 17 -
20) lagen unter der Nachweisgrenze.

Korrespondierend dazu verhalt sich auch der Nachweis der verschiedenen Allele. Bei
den ersten Proben (Nr. 11 und 12) konnte das System SE33 verlasslich nach-
gewiesen werden und auch beim SGM-Multiplex zeigten sich noch vier (Probe 11:
die Loci FGA, D19S433, D21S11 und AMEL) bzw. flnf (Probe 12: die Loci D19S433,
D8S1179, D21S11, vWA und AMEL) amplifizierbare Loci. Der Nonaplex-Multiplex
ergab nur bei Probe 11 im System D21S11 kein Ergebnis.

Proben 13 und 16, die nach 60 min entnommen wurden, brachten ebenfalls beim
STR-System SE33 ein Ergebnis. Mit dem SGM-Multiplex konnte jedoch nur noch bei
Probe 16 der Locus AMEL wiedergegeben werden, der allerdings nicht mit dem
Genus des Patienten Ubereinstimmte. Mit dem Nonaplex-Multiplex konnten zwar
mehr Loci typisiert werden (Probe 13: SE33, THO1, und AMEL; Probe 16: FGA,
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3 Ergebnisse

THO1, D21S11, VWA und AMEL), dies reicht aber fur eine zufriedenstellende
Identifizierung nicht aus.

90 min nach Versuchsbeginn wurden Proben Nr. 17 und 18 dem Warmeschrank
entnommen. Probe 17 konnte noch beim System SE33 typisiert werden. Dies gelang
bei Probe 18 nicht mehr. Das SGM-Multiplex-Kit ermdglichte bei beiden Proben
keine Typisierung. Eine weitere Untersuchung der Probe 18 mit dem System
TPOX-vs konnte Allele darstellen. Die Untersuchung mit dem Nonaplex-Kit gestattete
bei beiden Proben eine Typisierung des AMEL-Locus und zusatzlich bei Probe 18
die Loci THO1 und D3S1358.

Die Zahne Nr. 19 und 20 wurden 120 min der Hitze ausgesetzt. Probe 19 konnte
beim System SE33 noch typisiert werden, Probe 20 ergab hierbei kein Ergebnis. Erst
unter Zuhilfenahme des Systems TPOX-vs gelang eine Typisierung. Der SGM-
Multiplex konnte bei beiden keine Allele liefern. Der Nonaplex-Multiplex lieferte bei
beiden am Locus D21S11 verwertbare Allele, zusatzlich stellte sich am Locus THO1
bei Probe 20 ein Allel dar.

Proben-|Menge in SE33 SGM
nr. ng/ul FGA |D19S433| D18S51| THO01 |D8S1179| D21S11 |D3S1358| VWA |D16S539|D2S1338| AMEL
11 0,154 19/27,2] 18,3 13/14 e e ok 32,2 o e e wx Y
12 1,79 18/20 *x 14 e wx 11/12 | 29/30 17/18 16/18 o e XY
13 < 10pg 18 e e m e e F P m pre Fry e
16 0,034 7.2 e - v = e Fr e = P Fr X
17 < 5pg A = e = = P Fey P = = Fey o
18 < Bpg r— e e e = P e e e = e e
19 <Bpg | 20/28.2 e e e = P e e e = e e
20 <Bpg = P pee = P P pey P = P ey P

Tab. 23(a): Quantifizierung, SE33 und SGM der starker Hitze ausgesetzten Zdhne

Proben-| TPOX Nonaplex K "

nr. Vs SE33 FGA | D18S51 | THO1 | D8S1179] D21S11 | D351358] VWA | AMEL ommentar

11 SE33 erfolgreich | 27.2/29.2 16/21 17 8/9.3 14 Hx 14/17 16/17 XY Ofen: 30min/200°C; tief zerstort
12 | SE33 erfolgreich | 18/20 | 20/25 6 893 | 1712 | 20530 | 17718 | 16/18 XY Ofen: 30min/200°C

13 | SE33 erfolgreioh ]| 28.2 /8 XY Ofon: 60MI/200°C

16 | SE33 erfolgreich ]~ T8 7 = 37136.2 2 XY Ofen: 60MIn/200°C

17 | SE33 erfolgreich | =~ XY () Ofon: 90min/200°C

18 /11 9 = = 17718 XY Ofen: 90min/200°C

19 | SE33 erfolgreich | = = 7 Ofen: 120min/200°C

20 879 5 271322 Ofen. 120min/200°C

Tab. 23(b): TPOX-vs und Nonaplex der starker Hitze ausgesetzten Zéhne

3.7 Vor 28 bzw. 29 Jahren extrahierte Zahne

Die Quantifizierung mit den Quantifiler Kit lieferte eine Menge von 4,25 bis 28,44

ng/ul. Eine Typisierung konnte in allen Systemen des SGM-Multiplex und im Einzel-
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3 Ergebnisse

system SE33 erfolgen. Weitere Untersuchungen mit dem Nonaplex-Multiplex und

dem TPOX-vs brauchten daher nicht durchgeflhrt werden.

Proben-|Menge in SE33 SGM
nr. ng/ul FGA |D19S433| D18S51 | THO1 |D8S1179| D21S11 |D3S1358| VWA [D16S539(D2S1338| AMEL
21 4,25 17/33,2 | 21/25 15/15,2 12 8 13/14 28/30 14/17 17 10/12 25/26 XY
22 27,98 16/28,2 | 18/21 15/16 14 7/9,2 12/14 [30,2/31,2] 15/16 16/19 11/13 | 16/17 XY
23 28,44 19 21/23 12/14 14/18 6/7 12/14 28/31 14/17 17 11/13 17/25 XY

Tab. 24: Quantifizierung, SE33 und SGM der vor 28 bzw. 29 Jahren extrahierten Zéhne

3.8 Zdhne der Ausgrabung in Katzwang

Die gewonnenen Dentinspane erbrachten keinen Nachweis von DNA mittels
Quantifizierung.

Keine der Proben konnte beim System SE33 oder dem SGM-Multiplex eine
Typisierung liefern. Bei Probe 38 konnte als einziges ein Allel beim System TPOX-vs
vermutet werden. Eine weitere Untersuchung mit dem Nonaplex-Multiplex ergab

ebenso keine Typisierung.

Proben- | Menge in SE33 SGM
nr. ng/ul FGA |D19S433| D18S51 | THO01 |D8S1179| D21S11 [D3S1358| VWA |D16S539|D2S1338| AMEL

38 < 5pg

39 < 5pg

40 < 5pg

Tab. 25(a): Quantifizierung, SE33 und SGM der Zéhne der Ausgrabung in Katzwang

Proben-| 00y vd Nonaplex Kommentar
nr. SE33 FGA ([ D18S51| THO1 (D8S1179| D21S11 [D3S1358( VWA AMEL
38 9(?) = = = = P = pe= = Py Katzwang
39 e kein Nonaplex, da bereits TPOX-vs nicht erfolgreich war Katzwang
40 e kein Nonaplex, da bereits TPOX-vs nicht erfolgreich war Katzwang

Tab. 25(b): TPOX-vs und Nonaplex der Zdhne der Ausgrabung in Katzwang

3.9 Zahne aus der Dietersberghohle

Das Quantifiler® Human DNA Quantification Kit ergab auch hierbei keinen DNA-
Nachweis. Beim System TPOX-vs gelang bei Probe 48 als einzige eine Typisierung,

welche jedoch mit dem Nonaplex-Multiplex nicht weiter typisiert werden konnte.
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3 Ergebnisse

Proben-|Menge in

Nonaplex

nr. nglul | TP OXVS"SEss | FGA |D18s51| THOT |DS1179] D21511]D351358] vWA | AMEL | ommentar

48 < 5pg 100211 o o ey r or ey r o ey Dictersbergerhohle
49 < 5pg b kein Nonaplex, da TPOXvs nicht erfolgreich warf Dietersbergerhéhle
50 < 5pg i kein Nonaplex, da TPOX-vs nicht erfolgreich war| Dietersbergerhohle

Tab. 26: Quantifizierung, TPOX-vs und Nonaplex der Zéhne aus der Dietersbergh6hle
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4 Diskussion

4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich aus Zahnen genlgend
brauchbare DNA zur Gewinnung eines ,genetischen Fingerabdrucks® gewinnen
lasst.

Die Analyse der in der Zahnpulpa gegen aulere Einflisse gut geschitzten DNA
nach unterschiedlich langen Liegezeiten, Hitzeeinwirkung, Sonnenbestrahlung mit
Einwirkung durch UV-Licht, Lagerung in Wasser oder Erde lieRen unterschiedliche

Ergebnisse erwarten.

4.1 Methoden

4.1.1 Probenentnahme

Um eine Inhibition der PCR durch Hemmstoffe zu verhindern, missen diese nach
Maglichkeit entfernt werden. Stoffe, die in diesem Fall in Erwdgung gezogen werden
mussen, sind Huminsaure und Fulvinsaure, welche durch Abbauprozesse
organischen Materials entstehen. Der Einsatz moderner hoch entwickelter DNA-Kits,
wie das hier verwendete E.Z.N.A.® Tissue DNA Mini Kit, dienen der Abtrennung
dieser Stoffe (Burger et al. 1999).

Weiter ist darauf zu achten, dass an dem Zahn haftende Stoffe zu entfernen sind
bzw. mit NaOCI eventuell vorhandene DNA zerstért werden muss. Um auch an den
Geratschaften befindliche DNA unbrauchbar zu machen, wurden samtliche zur DNA-
Extraktion verwendeten Gerate vor Gebrauch mit NaOCI abgewischt (Gilbert et al.
2005; Yang et al. 2003).

Auf eine Dekalzifizierung des Dentinpulvers wurde verzichtet, da sich im Dentin keine
Zellkerne befinden und somit keine DNA vorhanden ist. Studien bei der Aufarbeitung
von Kochenpulver belegen, dass dabei eine Dekalzifizierung nicht noétig ist, dass
sogar der Ertrag von DNA bei nicht dekalzifiziertem Knochenpulver doppelt so hoch
ist wie bei dekalzifiziertem Pulver, da jede zusatzliche Reinigung zu DNA-Verlust
fuhrt. (Fisher et al. 1993).
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Das Trepanieren von Zahnen nach entsprechender Reinigung und die Gewinnung
von Pulparesten mit einer feinen Pinzette oder mit Endonadeln war daher die

Methode mit den grofdten Erfolgsaussichten.

4.1.2 DNA-Extraktion

Das E.Z.N.A.® Tissue DNA Mini Kit basiert auf der Grundlage einer Silikamembran.
Das reversible Binden der DNA an Silikapartikel ist ein Standardverfahren, um die
DNA von nieder- und hochmolekularen Substanzen wie zelluléarer Debris und
Proteinen zu trennen, welche die PCR inhibitieren kénnen. Nach mehrmaligem
Waschen kann dann die DNA mittels Puffer wieder in Losung Uberfuhrt werden.
Allerdings sind die Silikapartikel selbst PCR-Inhibitoren, sodass diese vor der PCR
entfernt werden mussen (Hdss et al. 1993; Glnther et al. 1995). Durch Auftragen der
Silikapartikel auf eine Membran wie im E.Z.N.A.® Tissue DNA Mini Kit kann auf
diesen letzten Reinigungsschritt verzichtet werden.

Eine weitere Methode zur DNA-Gewinnung stellt das Phenol-Chloroform-Protokoll
dar. Dabei wird nach der Proteinase K-Verdauung eine Phenol-Chloroform-Fallung
durchgeflihrt. Der Nachteil dieser Methode ist, dass durch die Verwendung eines
organischen Losungsmittels zwar storende Komponenten entfernt, aber bei alten und
bodengelagerten Proben auch Huminstoffe mit extrahiert werden. Diese Huminstoffe
konnen oftmals nicht komplett eliminiert werden, was bei der PCR zu Problemen
fuhren kann. Diese Methode ist sehr fehleranfallig und stellt eine hohe fachliche
Anforderung an den Labormitarbeiter da, wodurch es fur den routinemalligen
schnellen Einsatz ungeeignet ist. Daneben ist zu bemerken, dass ein Teil der DNA
bei der Fallung verloren geht (Baron et al. 1996). Durch diese Umstande ist dieses
Protokoll fUr diese Arbeit unzweckmalig.

Andere DNA-Extraktionsprotokolle wie ,,Chelex” oder ,Boil* scheiden ebenfalls fur die
Verwendung in dieser Arbeit aus, da diesen ein stark denaturierendes Reagens fehlt,
welches Histone zerstéren kann, die die DNA vor Verfall schitzen (Hummel 2003,
S.61ff).
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4.1.3 PCR

Das AmpFISTR® SGM Plus Kit bietet die Mdglichkeit zur Amplifizierung von zehn
tetranukleotiden STRs und Amlelogenin. Dabei sind die STRs so gewahlt, dass sich
Uberlappende Systeme durch drei Farbmarkierungen unterscheiden lassen.
Neben den sieben europaischen Datenbanksystemen (European Standard Set =
ESS: THO1, vWA, D21S11, FGA, D3S1358, D8S1179 und D18S51) und vier weite-
ren Systemen (D16S539, D2S1358, AMEL und D19S433) fehlt in diesem Set das in
der deutschen DAD (DNA-Analyse-Datei) vorhandene System SE33 (Patzelt et al.
2007, S. 513ff).
Dieses SE33 wurde als Einzelsystem ebenfalls in einer weiteren PCR eingesetzt. Da
bei einem Einzelsystem sowohl die Reagenzien, wie auch die Temperaturen
wahrend der PCR besser an das System angepasst werden kdnnen, bietet dieses
eine sensiblere Typisierungsmaoglichkeit als ein Multiplex-Ansatz.
Um zumindest einen Nachweis von vorhandener DNA zu erbringen, wurde versucht,
mit dem TPOX-vs eine Typisierung durchzufihren. Dieses verkurzte System (siehe
Kapitel 1.2.2.3, S. 4) gestattet auf DNA-Fragmente zurickzugreifen, die im Bereich
von 100 bp liegen. Hellmann et al. zeigten in ihrer Studie von 2001, bei der sie bei
telogenen Haaren eine Typisierung versuchten, wie viel sensibler die vs-STR-Syste-
me im Gegensatz zu den konventionellen Systemen sind. Den Einsatz einer neuen
short pentaplex (ShoP) PCR bei der Analyse stark degradierter DNA bezeichneten
Meillner et al. 2007 als sehr wirkungsvoll. Die Anwendung solcher Multiplex-Kits
kann bei stark zerstorter DNA eine Typisierung ermoglichen.
Mit dem Mentype® Nonaplex®® PCR Amplifikation Kit ist es moglich die acht fir die
DAD geforderten STR-Systeme (ESS: THO1, vWA, D21S11, FGA, D3S1358,
D8S1179 und D18S51 + SE33) und Amelogenin zu amplifizieren. Dieses Kit bietet
hohere Sensibilitat als das AmpFISTR® SGM Plus Kit, da &hnlich wie bei den
vs-STRs die Primerbindungsstellen naher an die repetitive Sequenz gelegt werden
konnten und daher kurzere DNA-Fragmente zur Amplifizierung ausreichen. Des
Weiteren lassen sich laut Herstellerangaben Nullallele (siehe Kapitel 4.2.1, S. 50)
vermeiden, da bekannte Mutationen in der Primerbindungsstelle des SE33
kompensiert werden. Durch eine hohere Zyklenanzahl (35 Zyklen gegenuber 28
Zyklen beim SGM Multiplex) kdnnen auch noch schwache Allele erkennbar werden.
Wie beim AmpFISTR® SGM Plus Kit werden auch hier Fluoreszenzfarbstoffe zur
Markierung sich Uberlappender Systeme verwendet.
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Abb. 17 zeigt ein Beispiel, wie ein Elektropherogramm des Mentype® Nonaplex®® mit

den vier Farbmarkierungen aussieht:
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Abb. 17: Beispiel fiir ein Elektropherogramm des Mentype® Nonaplex®® analysiert am ABI PRISM®
310 Analyser mit rot markiertem DNA-Léngenstandard 550 (ROX) (Biotype AG, Produktinformation
Mentype® Nonaplex®S)

Um das Optimum von 1,0-2,5 ng DNA im PCR-Ansatz zu erzielen, wurden je Probe
drei Ansatze mit unterschiedlicher Menge DNA angesetzt. Es wurde jeweils eine
Probe mit 1 pl, eine mit 5 yl und eine mit 10 pl DNA angesetzt. Bei zu geringer Men-
ge DNA kann eventuell keine Amplifikation stattfinden. Wenn zu viel DNA in den
PCR-Ansatz gegeben wird, kann es dazu kommen, dass die Reaktion aus Mangel an
Primern die exponentielle Phase der PCR nicht erreicht, in der die Zielfragmente
sehr effizient amplifiziert werden (Hummel 2003, S. 105f). Da viele DNA-
Polymerasen beim abschlieBenden Extensionsschritt ein A-Nukleotid an das 3’-Ende
der Einzelstrange anfligen, wodurch —A zu +A Fragmenten werden, entstehen durch
einen Mangel an A-Nukleotiden zwei Peaks bei der Analyse mit der hochauflésenden
Kapillarelektrophorese. Daneben kann es bei der Analyse im GeneScan zu so
genannten ,off-scale data“ fuhren (Wallin et al. 1998). Sutlovic et al. legten in einer
Studie 2005 dar, dass ab einer Menge von 100 ng Huminsaure pro 25 ul PCR-
Ansatz die Polymerase komplett inhibiert wird, die PCR scheitert und zu falsch-
negativen Ergebnissen fihrt Die in die PCR eingesetzte Menge DNA muss daher so
gering wie moglich gehalten werden, um auch die Menge an Huminsaure so gering
wie mdglich zu halten. Humin- und Fulvinsauren werden im Boden aus organischem

Material gebildet und bezeichnen hochmolekulare chemische Verbindungen (Yeates
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et al. 1997). Um eine Kontamination durch anhaftende Erde und damit Humin- und
Fulvinsdure zu vermeiden, wurden vorsorglich alle auReren Zahnoberflachen

grundlich gereinigt.

4.1.4 Real-Time-Quantitative-PCR (RTQ-PCR)

Die Real-Time-Quantitative-PCR (RTQ-PCR) mittels Quantifiler® Human DNA
Quantification Kit ist eine Vervielfaltigungsmethode fur Nukleinsauren, die auf dem
Prinzip der herkdmmlichen PCR beruht und zusatzlich die Moglichkeit einer
Quantifizierung bietet. Dabei wird wahrend der PCR-Zyklen die Zunahme der
Fluoreszenz und damit korrespondierend die Zunahme der DNA-Menge gemessen.
Eine Auftrennung mittels Gelelektrophorese ist dabei nicht nétig. Allerdings ist diese
Methode den gleichen Problemen wie die herkdbmmliche PCR unterworfen. PCR-
inhibierende Stoffe kdnnen auch bei der RTQ-PCR zum Scheitern fihren, weswegen
dem Kit BSA zugegeben ist. Des Weiteren ist eine gewisse Grundlange der DNA-
Fragmente nétig, da eine 62 bp lange Struktur zu analysieren ist. Das Quantifiler®
Human DNA Quantification Kit gibt somit die Menge an amplifizierbarer DNA wieder.
Die Menge an starker degradierter DNA ist damit nicht nachweisbar. Aus
stochastischen Grunden ist es dennoch moglich, dass vereinzelt STR-Systeme
typisiert werden kdnnen, wie beispielsweise die Proben 25 und 26 zeigen (Applied

Biosystems, Quantifiler™ Kits - User's Manual).

4.2 Komplikationen und PCR-Artefakte

Die meisten Artefakte ergeben sich bei einer Erhdhung der Zyklenzahl bei der PCR.
Zwar steigt dadurch auch die Detektionswahrscheinlichkeit von sonst nicht erkannten
Allelen, aber auch die Anzahl von falsch-positiven Ergebnissen erhoht sich (Bower et
al. 2005). Das Hauptaugenmerk bei dieser Arbeit war nicht eine Erhéhung der
Zyklenzahl sondern eine Verminderung der Artefaktbildung.

Hierbei stellt wohl der ,allelic dropout das grof3te Problem dar. Dass ein Geschlecht

falsch wiedergegeben wurde, konnte im Fall der Probe 31 belegt werden. Stotter-
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banden konnten dank ihrer einfachen Identifizierung zwar beobachtet werden,

spielten aber bei der Analyse nur eine untergeordnete Rolle.

4.2.1 .allelic dropout®

Der Ausfall eines der beiden Allele eines heterozygoten Systems fihrt zur falschen
Annahme eines homozygoten Systems. Man spricht von einem ,allelic dropout®. Dies
kann beispielsweise passieren, wenn sich durch Mutationen die Hybridisations-
sequenz fur die Primer so verandert hat, dass diese sich nicht mehr anlagern
kénnen. Ein so verandertes Allel wird Nullallel genannt und wird in der PCR nicht
amplifiziert (Butler 2001).

Bei sehr wenig degradierter Ausgangs-DNA kann es ebenso durch Strangbriche
zum Ausfall eines Allels kommen. Dabei ist die Wahrscheinlichkeit grofier, dass
zuerst Allele der grolien Systeme wie D18S51, D2S1338, D16S539 oder FGA
ausfallen, bevor kleinere Systeme wie D19S433, AMEL, D3S1358 oder D8S1179
betroffen sind (Schmerer et al. 1999).

4.2.2 Falsche Geschlechtsangabe

Bei der Feststellung des Geschlechts einer Person, von der eine Probe stammt, kann
es passieren, dass eines der beiden Allele durch Degradation bereits zerstort worden
ist. Bei diesem ,allelic dropout® kann unter Umstdnden dennoch eine Genus-
bestimmung moglich sein. Wenn das X-chromosomale Allel ausfallt und nur das Y-
chromosomale Allel amplifiziert wird, ist die Probe korrekt als mannlich zu
identifizieren (siehe Probe 11, Kapitel 3.6, S. 42). Fallt hingegen das Y-
chromosomale Allel aus, wird die Probe als falsch-weiblich erkannt. Ein Indiz auf den
Ausfall des Y-chomosomalen Allels gibt bei Multiplexsystemen der Ausfall anderer
Systeme (Hummel 2003, S. 29f).

Da das Geschlecht der Personen, von denen die Proben stammten, bekannt war,
konnten durch einen Abgleich nur eine falsche Geschlechtszuordnung ermittelt

werden. Probe 31 brachte bei der Analyse ein falsch-weibliches Ergebnis.
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4.2.3 Stotterbanden

Stotterbanden oder Schattenbanden entstehen durch das Verrutschen der
Polymerase (,slippage®) um eine repetitive Einheit wahrend der Neusynthetisierung.
Dabei kann das Verrutschen als ,forward-slippage“ geschehen, wobei eine repetitive
Einheit Gbersprungen wird und der neue Strang klrzer wird, oder es kann als ,back-
ward-slippage“ passieren, bei dem eine repetitive Einheit doppelt amplifiziert wird
und somit ein zu langer Strang entsteht. Je kleiner die repetitive Einheit ist, desto
ausgepragter sind die Stotterbanden (siehe Abb. 18). Ebenso sind Systeme, bei
denen die repetitive Einheit die gleiche Kernsequenz vorweist, haufiger betroffen als
Systeme wie D21S11 oder FGA, die unterschiedliche Kernsequenzen enthalten. Die
Auspragung der Stotterbanden ist bei grofderen Allelen durch die hohere
Wahrscheinlichkeit von ,slippages® intensiver als bei kleinen Allelen (Walsh et al.
1996).

Durch den bei tetranukleotiden STR-Amplifikationsprodukten wesentlich geringer
ausgepragten Peak vor bzw. nach einem Allel (siehe Abb. 18) sind die Stotterbanden
leicht identifizierbar. Regelmafig konnten diese bei der Auswertung beobachtet und

bertcksichtigt werden.

dinculectide repeat tetranculeotide repeat

product yield
product yield

14 18

22 24

A A nﬂ ﬂ A
fragment length fragment length

Abb. 18: Stotterbanden bei di- und tetranukleotiden STR-
Amplifikationsprodukten (aus Hummel 2003, S. 36)

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Frisch extrahierte Zdhne

Die vor kurzer Zeit extrahierten Zahne dienten bei den ersten Untersuchungen dazu,

die Methode zu testen und zu Uberprufen, ob sie flr diese Zwecke geeignet ist. Bei
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den Proben 1 bis 5 (alle Zahne waren vor der Zahnextraktion sensibel, was ein
Hinweis auf die Vitalitat der Zahne ist; Weber 2003, S. 296) konnte eine DNA-
analytische Untersuchung mit dem System SE33 und dem SGM-Multiplex erfolgreich
verifiziert werden. Somit zeigte sich, dass die angewandten Kits, insbesondere das
E.Z.N.A.® Tissue DNA Mini Kit zur Isolierung der DNA, fiir diese Arbeit gut geeignet
waren.

Probe 6 stammte von einem asensiblen Zahn. Die Asensibilitat von Zahnen kann
verschiedene Ursachen haben. Beispielsweise kann eine aggressive Karies bis zum
Pulpenkavum durchgebrochen sein und eine Pulpitis, also eine bakterielle
Entzindung des Zahnmarks, erzeugt haben, welche dabei das Gewebe irreversibel
degradiert. Weitere Ursachen fur asensible Zahne konnen Traumata, Kronen oder
ein obliteriertes Pulpenkavum sein. Nach dem Ergebnis der Probe 6 hatte der Zahn
vermutlich eine irreversible Pulpitis, da eine tiefreichende kariose Stelle vorhanden
war. Bei der Typisierung lieferte das System TPOX-vs ein eindeutiges Ergebnis, der
Nonaplex-Multiplex konnte nicht bei allen Loci ein vollstandig detektierbares
Merkmalsmuster liefern. Dies lasst den Rickschluss zu, dass bereits degradierende
Vorgange im Zahninneren eingesetzt hatten.

Das Ausgangsmaterial der Proben 7 bis 9 bestand aus drei tief zerstorten Zahnen.
Dennoch konnte noch keine direkte Verbindung zur Pulpa festgestellt werden, da der
Zahn bereits Tertiardentin gebildet hatte. Da die dabei entstehende reversible
Pulpitis keine DNA-abbauenden Eigenschaften aufweist, konnten die Loci mittels
SGM-Multiplex eindeutig identifiziert werden.

Beim Probenzahn Nr. 14 konnte der Wurzelkanal kaum aufbereitet werden, weil das
Pulpenkavum nahezu vollstandig obliteriert war. Obwohl die DNA-Konzentration
unter der Nachweisgrenze von 5 pg/ul lag, konnte hierbei noch das System TPOX-vs
und das kleine System THO1 des Nonaplex-Multiplex eine Typisierung liefern. Zur
Identifizierung sind diese beiden Systeme nicht mehr ausreichend, aber dennoch
belegt dies, dass sehr stark degradierte DNA noch vorhanden ist.

Beim Probenzahn Nr. 15 konnte trotz weit offener apikaler Foramina problemlos eine
DNA-Analyse mittels SGM-Multiplex und des Systems SE33 durchgeflhrt werden.
Bei der Aufbereitung konnte das eingetrocknete Nervengewebe im Ganzen
entnommen werden, was die hohe DNA-Ausbeute von 11,42 ng/ul erklart. Dies |asst
den Schluss zu, dass weit offene Foramina bei frisch extrahierten Zaéhnen mit noch

nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum die DNA-Typisierung nicht einschranken.
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Die Zahne der Proben 24 und 25 waren mit Wurzelkanalfullungen versorgt worden.
Dabei wurde entzindetes oder gangrandses Pulpengewebe herausgenommen und
der Wurzelkanal mit Endofeilen aufbereitet. Da es im Dentin kleine Ausbuchtungen
gibt und das apikale Delta nicht vollstandig entfernt werden kann (siehe Kapitel 1.3,
S. 7), sind potentiell verwertbare, Ubrig gebliebene Zellen denkbar. Obwohl die DNA-
Menge unter der Nachweisgrenze lag, konnte dennoch bei Probe 24, welche mit
einer ein Jahr alten Wurzelkanalfullung versehen war, das System SE33 und die
meisten kleinen Systeme des Nonaplex-Multiplex erfolgreich typisiert werden.
Folglich war die gewonnene DNA zwar stark degradiert, aber dennoch nicht komplett
zerstort. Bei Probe 25, der Zahn hatte eine sechs Jahre alte Wurzelflllung, war das
STR-System SE33 nicht erfolgreich. Allerdings zeigten das System TPOX-vs und
vereinzelte Loci der Multiplexe SGM und Nonaplex eine erfolgreiche Typisierung. Der
Locus D18S51 lieferte bei den beiden Kits SGM- und Nonaplex-Multiplex
unterschiedliche Allele, was den Schluss zulasst, dass entweder das Hintergrund-
rauschen einen Peak vorgetauscht hat oder bei den beiden Kits jeweils nur eines der
beiden Allele amplifiziert wurde. Die degradierenden Eigenschaften des oftmals bei
der Wurzelkanalaufbereitung eingesetzten NaOCI wirken nicht in voller Konzentration
in allen Seitenkanalen, sodass einige Systeme mit kurzen Amplifikationsprodukten
noch detektierbar bleiben. Eine Untersuchung von Zahnen mit Wurzelkanal-

behandlung bringt nicht immer gute Ergebnisse, kann aber auch Erfolge erzielen.

4.3.2 Im Erdboden vergrabene Zahne

Vergrabene Zahne wurden nach etwa vier Wochen (Zahn 10), vier Monaten (Zahn
26), einem halben Jahr (Zahne 31 und 32) und einem Jahr (Zahne 43, 44 und 45)
entnommen und analysiert.

Probe 10 konnte eine komplette Typisierung hervorbringen, kein Locus ist im SGM-
Multiplex ausgefallen.

Nach drei Monaten (Probe 26) konnte schon eine leichte Degradation der DNA nach-
gewiesen werden. Auch wenn das Einzelsystem SE33 noch typisiert werden konnte,
kann man sich bei fast allen Systemen des SGM-Multiplex nur auf Vermutungen Utber

die Allelzusammensetzung stutzen. Das im SGM-Multiplex vermutete Allel des Locus
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FGA wurde im Nonaplex-Multiplex um ein zweites Allel erweitert. Der Nonaplex
konnte komplett typisiert werden.

Ein halbes Jahr vergraben waren die Zahne der Proben 31 und 32. Bei beiden war
das System SE33 erfolgreich, jedoch sind beim SGM-Multiplex weitere Systeme
komplett ausgefallen und nur etwa die Halfte der Loci wurde fraglich typisiert. Probe
31 ergab beim SGM-Multiplexlocus D21S11 ein Allelmuster von zwei Peaks, von
denen im Nonaplex nur eines typisiert werden konnte. Ebenso wurde bei Probe 31
mit dem SGM-Multiplex das Allel fur ,Y* nicht amplifiziert. Der Nonaplex-Multiplex
brachte fast keinen Allelausfall.

Die Probenzahne 43, 44 und 45 wurden nach etwa einem Jahr aus dem Erdreich
entnommen. Bei diesen Proben konnten nur noch sehr vereinzelt Allele typisiert
werden. Der sehr kurze TPOX-vs und der Locus AMEL des Nonaplex konnten noch
bei allen drei Spuren erfolgreich amplifiziert werden.

Probe 26 und 31 zeigen, dass vermutete Allele des SGM-Multiplex nicht unbedingt
dem tatsachlichen Allelbestand entsprechen mussen, sondern nur Hinweise auf
mogliche Allele geben. Die meisten der im SGM-Multiplex vermuteten Allele konnten
allerdings mit Hilfe des Nonaplex-Multiplex verifiziert werden.

In den ersten vier Wochen war die gewonnene DNA soweit intakt, dass eine
Typisierung erfolgreich verlief. Erste Degradationserscheinungen lassen sich nach
vier Monaten feststellen und nehmen kontinuierlich zu, bis nach einem Jahr fast kei-
ne verwertbare DNA mehr vorhanden ist.

In der Studie von Pfeiffer et al. aus dem Jahr 1999 konnte gezeigt werden, dass bei
bodengelagerten Zahnen bereits nach sechs Wochen Systeme, die Fragmente
langer als 500 bp bendtigen (in diesem Fall das System D1S80), nicht mehr erfolg-
reich amplifizierbar waren. Selbst nach 18 Wochen konnte das System vWA in nur
vier von zwolf Fallen und das System THO1 in lediglich zwei von zwolf Fallen
detektiert werden. Auch ein rapider Abfall der DNA-Konzentration konnte zwischen
der 6. und 18. Woche beobachtet werden.

Murakami et al. konnten im Jahr 2000 bei ihren Untersuchungen zur Geschlechtsbe-
stimmung von Zahnproben mittels PCR zeigen, dass diese bei bis zu acht Wochen
im Erdreich gelagerten Zahnen kein Problem darstellte.

Die Ergebnisse der aufgefuhrten Studien werden durch diese Arbeit bestatigt.
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4.3.3 In Wasser gelagerte Zahne

Nach etwa drei Monaten (Zahn 35), sechs Monaten (Zahne 41 und 42) und zwolf
Monaten (Zahne 36 und 37) wurden die in Wasser gelagerten Zahne entnommen
und bis zur Verarbeitung eingefroren.

Bei Probe 35 gelang bei dem Systems SE33 und dem Nonaplex-Multiplex in allen
Systemen eine Typisierung, allerdings konnte der SGM-Multiplex nicht an allen Loci
eindeutig bestimmt werden. Drei Systeme dieses Multiplex fielen aus. Die vermutlich
typisierten Systeme des SGM-Multiplex stimmten mit denen des Nonaplex-Multiplex
Uberein.

Die ein halbes Jahr in Wasser gelegenen Proben 42 und 43 konnten bei dem System
SE33 und dem SGM-Multiplex typisiert werden, sodass weder der TPOX-vs, noch
der Nonaplex herangezogen werden musste.

Nach einem Jahr konnte mit dem Quantifizierungskit keine DNA mehr nachgewiesen
werden. Die Systeme SE33 und TPOX-vs waren bei Probe 36 erfolgreich, aber
sowohl beim SGM-Multiplex, als auch beim Nonaplex-Multiplex konnte nur etwa die
Halfte der Loci amplifiziert werden. Bei Probe 37 konnte weder mit dem System
SE33 noch mit dem SGM-Multiplex eine Typisierung erbracht werden. Das System
TPOX-vs konnte ein erfolgreich typisiertes Ergebnis liefern und auch der Nonaplex-
Multiplex konnte in der Halfte der Systeme typisiert werden.
Degradationserscheinungen traten bei den in Wasser gelagerten Zahnen erst
zwischen einem halben bis einem Jahr in Erscheinung. Diese spate Degradation
lasst sich besonders auf das Fehlen von UV-Strahlung und die moderate Temperatur
im Heizungskeller (~20 °C) zurlckfihren.

Dass bei Probe 35 bereits nach wenigen Monaten der SGM-Multiplex erfolglos blieb,
konnte daran liegen, dass bereits DNA-degradierende Vorgange zum Zeitpunkt der
Zahnextraktion vorhanden waren, wie sie auch bei aulerlich unversehrten Zahnen
durch eine Paro-Endo-Lasion (siehe Kapitel 1.3, S. 8) vorkommen kdnnen. Nicht nur
die DNA-Qualitat, sondern auch deren Quantitat konnte in diesem Fall eine
erfolgreiche DNA-Analyse mittels SGM verhindert haben.

Alvarez Garcia et al. konnten in ihrer Studie 1996 nach drei Monaten das System
THO1 bei vier von sechs Proben und nach sechs Monaten bei zwei von sechs

Proben typisieren. Das Amelogeninsystem konnte nach beiden Zeitspannen bei allen
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Proben typisiert werden. In diesem Bereich decken sich die Ergebnisse von Alvarez

Garcia et al. groftenteils mit dieser Arbeit.

4.3.4 Der Sonnenstrahlung ausgesetzte Zahne

Nach etwa einmonatigem (Zahne 51 und 52), dreimonatigem (Zahne 27 und 28) und
sechsmonatigem (Zahne 29 und 30) Aussetzen der Sonnenstrahlung wurden diese
Zahne der Analyse zugefuhrt.

Vier Wochen unter Sonneneinstrahlung ergab bei den Proben Nr. 51 und 52 im
System TPOX-vs und im Nonaplex-Multiplex bei einer DNA-Konzentration von 0,823
und 0,947 ng/ul eine eindeutige Typisierung.

Nach einem Vierteljahr konnte bei den Proben 27 und 28 keine DNA mehr
quantifiziert werden. Ebenso erfolglos blieb die PCR mit dem Einzelsystem SE33 und
dem SGM-Multiplex. Das System TPOX-vs konnte typisiert werden. Mittels
Nonaplex-Multiplex konnten Systeme mit sehr kurzen Amplifikationsprodukten
vereinzelt dargestellt werden.

Die Probe des Zahns Nr. 29 zeigte nach einem halben Jahr mit keinem Kit eine
Typisierung. Auch die Quantifizierung konnte keine DNA nachweisen. Die Probe 30
lieferte nur im System TPOX-vs eine Typisierung. Die zwei Loci im Nonaplex-
Multiplex, welche man vermuten kann, kdnnen nicht zu einer eindeutigen
Identifizierung heran gezogen werden.

Schon seit langem werden UV-Strahlen zur Sterilisation von Luft, Wasser und
Oberflachen eingesetzt. Speziell die Lichtwellenlange der UV-C-Strahlung von 200
bis 300 nm wird von der DNA absorbiert und zerstort somit deren Struktur. Daher ist
es nicht verwunderlich, dass ein Zahn, der in gewissem Malde transluzent ist, das
Pulpengewebe im Inneren nur eingeschrankt vor der Strahlung schitzen kann und
es nach wenigen Monaten zu Degradationerscheinungen der DNA kommen konnte.
Weitere Umweltfaktoren wie Hitze und Feuchtigkeit, denen die Zahne im Versuchs-
zeitraum ausgesetzt waren, haben ebenfalls zum weiteren Zerfall der DNA
beigetragen.

Bei den erfolgreich typisierten Proben 51 und 52 muss darauf hingewiesen werden,

dass diese zu einer kuhleren Jahreszeit der Sonnenstrahlung ausgesetzt waren.
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Sowohl der flachere Einfallswinkel der Sonnenstrahlung, als auch die winterlichen

Temperaturen mussen bei der Betrachtung berucksichtigt werden.

4.3.5 Zahne aus Sektionsqut

Die zwei Zahne aus der alltaglichen Sektionsarbeit (Zahne Nr. 33 und 34) ergaben
zwei sehr unterschiedliche Ergebnisse. Wahrend bei Probe 33 (etwa 14 Tage Liege-
zeit bis zum Auffinden) mit 0,091 ng/ul zwar relativ wenig DNA gewonnen werden
konnte, aber dennoch eine Analyse mittels SE33 und SGM mdglich war, war bei
Probe 34 (etwa 17 Tage Liegezeit bis zum Auffinden) keine DNA mehr
quantifizierbar. Das Einzelsystem SE33 war erfolgreich. Mit dem SGM-Multiplex
konnten drei Systeme nicht und funf nur vermutlich detektiert werden. Lediglich bei
den drei kleinsten Systemen waren die Allele eindeutig ermittelbar.

Probe 34 war die einzige Probe, bei der im Nonaplex-Multiplex weniger Loci erkannt
wurden als im SGM-Multiplex.

Vielfaltige Grinde konnen hierzu beigetragen haben. Dazu tragen unter anderem
Mikroorganismen bei, die fur die Verwesung gestorbener Lebewesen verantwortlich
sind. DNA-Untersuchungen an Zahnen aus Massengrabern in Kroatien, Bosnien und
Herzegowina von Alonso et al. aus dem Jahre 2001 haben hierbei 32 Bakterienarten
identifizieren konnen, die teilweise auch Bestandteil der physiologischen Keimflora
der Mundhohle sind. Beispiele hierflr sind verschiedene Arten von Laktobazillen,

Pseudomonas, Staphylokokken und Streptokokken.

4.3.6 Starker Hitze ausgesetzte Zahne

Vier Mal wurden je zwei Zahne aus dem auf 200 °C vorgeheizten Warmeschrank
entnommen, nach 30 min (Zahne Nr. 11 und 12), nach 60 min (Zahne Nr. 13 und
16), nach 90 min (Zéhne Nr. 17 und 18) und nach 120 min (Zahne Nr. 19 und 20).
Die DNA-Konzentration nahm dabei kontinuierlich ab. Nach 90 min lagen alle Werte
unter der Nachweisgrenze.

Korrespondierend dazu verhalt sich auch der Nachweis der verschiedenen Allele. Bei
den ersten Proben (Nr. 11 und 12) konnte das System SE33 verlasslich nach-
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gewiesen werden und auch beim SGM-Multiplex zeigten sich noch vier (Probe Nr.
11) bzw. flinf (Probe Nr. 12) amplifizierbare Systeme. Der Nonaplex-Multiplex lieferte
bei beiden Proben eine eindeutige Identifizierung.

Proben 13 und 16, die nach 60 min enthommen wurden, ergaben ebenfalls beim
Einzelsystem SE33 eine Typisierung. Mit dem SGM-Multiplex konnte jedoch nur
noch bei Probe 16 der Locus AMEL wiedergegeben werden, der allerdings nicht mit
dem Genus des Patienten Ubereinstimmte. Mit dem Nonaplex-Multiplex konnten
zwar bei beiden Proben mehr Loci typisiert werden, dies reicht aber fur eine
vollstandige Identifizierung nicht aus.

90 min nach Versuchsbeginn wurden Proben Nr. 17 und 18 dem Warmeschrank
entnommen. Probe 17 konnte noch beim System SE33 typisiert werden. Dies gelang
bei Probe 18 nicht mehr. Der SGM-Multiplex lieferte bei beiden Proben keine
Typisierung mehr. Eine weitere Untersuchung der Probe 18 mit dem System TPOX-
vs konnte Allele darstellen. Die Untersuchung mit dem Nonaplex-Multiplex ergab bei
beiden Proben eine Typisierung des AMEL-Locus und zusatzlich bei Probe 18 die
Loci THO1 und D3S1358.

Die Zahne Nr. 19 und 20 wurden 120 min der Hitze ausgesetzt. Probe 19 konnte
beim STR-System SE33 noch typisiert werden, Probe 20 brachte hierbei kein Ergeb-
nis. Erst unter Zuhilfenahme des Systems TPOX-vs gelang eine Typisierung. Der
SGM-Multiplex konnte bei beiden keine Allele hervorbringen. Der Nonaplex-Multiplex
lieferte bei beiden am Locus D21S11 verwertbare Allele, zusatzlich zeigte sich bei
Probe 20 am Locus THO1 ein Allel.

Bei einigen Studien wurden Zahne zwei Minuten bei verschiedenen Temperaturen
gelagert und anschlieend versucht, eine Geschlechtsbestimmung durchzuflhren.
Dies stellte bis 200 °C kein Problem dar. Erst bei 250 °C gelang es vereinzelt nicht
mehr und bei 300 °C war dies nur noch in wenigen Fallen mdglich (Tsuchimochi et
al. 2002; Murakami et al. 2000).

Williams et al. verlangerten bei ihrer Studie die Zeit auf 15 min und untersuchten die
Lagerung der Zahne zwischen 100 bis 500 °C mit anschlieRender Amplifizierung des
Amelogeninsystems. Als Ergebnis stellen sie ebenfalls fest, dass bis 200 °C eine
Typisierung des Geschlechts moglich ist. Daruber hinaus konnten auch sie bis
héchstens 400 °C vereinzelte Erfolge darlegen (Williams et al. 2004).
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Bei Hitzeeinwirkung ergaben sich auch dieser Arbeit je nach Temperatur und
Einwirkzeit nicht immer brauchbare Ergebnisse. Eine Auswertung sollte trotzdem

regelmafdig versucht werden.

4.3.7 Vor 28 bzw. 29 Jahren extrahierte Zahne

Die Typisierung der Proben 21, 22 und 23 konnte in allen Systemen des SGM-
Multiplex, wie auch im STR-System SE33 erfolgreich durchgefuhrt werden.

Da bei trockenen Bedingungen hydrolytische und oxidative Beschadigungen der
DNA vermindert werden, wurden diese trocken aufbewahrten Zahne erfolgreich
typisiert. Die Aufbewahrung in einem Schrank hat die Zahne vor der Einwirkung von
UV-Strahlen geschutzt, sodass die DNA in keinem nennenswerten Malle zerstort
wurde.

Eine Studie von Alvarez Garcia et al. aus dem Jahre 1996 zeigte ebenfalls, dass bei
DNA-Material von 10 bis 30 Jahre alten Zahnen die Typisierung des Systems

Amelogenin problemlos madglich war.

4.3.8 Zahne der Ausgrabung in Katzwang

Bei allen drei Zahnen aus Katzwang (Nr. 38, 39 und 40), die archaologisch auf ein
Alter von 380 — 550 Jahre datiert worden waren, konnte mit keinem Kit ein Ergebnis
amplifiziert werden. Der TPOX-vs der Probe 38 ergab einen sehr schwachen Peak
im GeneScan, der sich kaum vom Hintergrundrauschen abhob und deshalb nicht als
Typisierung in Erwagung gezogen werden kann.

Der genaue Grund fir den Ausfall lasst sich schwer nachvollziehen. Vermutlich
haben Mikroorganismen in der Zeit vor der Ausgrabung bereits zu massiver
Degradation der DNA beigetragen. Die genauen geologischen Verhaltnisse am
Fundort in 70 cm Tiefe sind nicht bekannt. Die zweijahrige Lagerung im Keller der
NHG fand unter trockenen und kihlen Bedingungen statt, sodass diese Zeitspanne

keinen grofRen Einfluss mehr ausgeubt haben durfte.
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4.3.9 Zahne aus der Dietersberghohle

Die Proben 48, 49 und 50 (drei Zahne aus der Dietersberghdhle) wurden
ausschlieBlich dem TPOX-vs unterzogen, da es hier auf Grund der langen Liege-
dauer von etwa 2300-2800 Jahren in erster Linie darum ging, uberhaupt DNA
nachzuweisen. So war es auch nicht verwunderlich, dass die Quantifizierung keinen
DNA-Nachweis ergab. Umso erstaunlicher ist, dass bei der Probe 48 beim System
TPOX-vs Allele vermutet werden konnten. Der anschlief3end durchgeflhrte Nonaplex
blieb jedoch erfolglos.

Wie bereits bei den von der Ausgrabung in Katzwang stammenden Zahnen (Kapitel
4.3.8, S. 59) ist die lange Lagerung in der Erde sicherlich ein Teilaspekt fur die
schlecht ausgefallene Typisierung. Ebenso sind die wechselnden Lagerbedingungen
in der NHG fur die DNA-Konservierung nicht gunstig gewesen. Dabei fallen die sechs
Jahre Lagerung im relativ konstant kihlen und trockenen Keller der NHG (2000 bis
2006) gegentuber den 72 Jahren (1928 bis 2000), in denen die Zadhne am Dachboden
standigen Temperaturschwankungen ausgesetzt waren und in denen kriegsbedingt
verschiedene Umzlge stattgefunden haben, nicht sehr ins Gewicht. Burger et al.
legten in ihrer Studie von 1999 bereits dar, dass eine lange Lagerung aul3erhalb

eines Gefrierschrankes die DNA-Ausbeute erheblich mindert.

4.4 DNA-Analyse bei archdologischen Skelettfunden

Es gelang Wissenschaftlern, erfolgreiche DNA-Extraktionen bei einem 2.000 Jahre
alten, mumifizierten Leichnam aus China durchzufuhren (Hummel 2003, S. 2).

2008 haben Forscher aus einer Darmprobe die mt-DNA der etwa 5.300 Jahre alten
Gletschermumie ,0tzi“ erstmals komplett entziffert (Madersbacher 2008).

Bei noch vorhandenen Weichgewebe, zum Beispiel Mumien mit eingetrocknetem
Gewebe und dem seltenen Fall einer Gletscherleiche, kann wegen der im Vergleich
zum Hartgewebe schnelleren und einfacheren Extraktion im Regelfall dies zunachst
zur Untersuchung herangezogen werden.

Bei alteren Skelettfunden ohne mumifizierte Weichgewebsreste sind mit Knochen-
pulver bessere Ergebnisse zu erwarten als aus Zahnen, da Zellen mit Zellkernen im

Knochen eingeschlossen sind.
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DNA lasst sich auch aus prahistorischem Knochenmaterial extrahieren (Patzelt et al.
2003, S. 1045).

Wegen seiner physikalischen Harte und der engen Verflechtung organischer und
anorganischer Bestandteile resultiert eine gute Konservierung der DNA in der dichten
aulleren Knochenschicht (Substantia compacta). Die im Zellkern der Osteoblasten
befindliche DNA ist dort gut vor postmortalem enzymatischem Abbau geschitzt
(Goehtz 2006).

Hoss und Paabo konnten 1993 noch DNA-Sequenzen aus Skelettfunden einer vor

25.000 Jahren ausgestorbenen Wildpferdart amplifizieren.

Zur Untersuchung von DNA aus Zahnen eignen sich besonders frische oder bis zu
wenigen Jahrzehnten alte Zahne. In dieser Arbeit war bei trocken gelagerten 28 Jah-
re alten Zahnen DNA noch gut typisierbar.

Besonders der Einwirkung konzentrierter mineralischer Sauren widerstehen Zahne
fur langere Zeit und diese kdnnen noch untersucht werden, wenn die Knochen-
substanz bereits zerstort ist (Rotzscher 2003, S. 1650).

Bei GroRRkatastrophen oder in unzuganglichen Gebieten erhalt man nach Entfernung
eines Zahnes ein leicht zu handhabendes Korperteil mit geschitzter und fir eine

Analyse gut brauchbarer DNA.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde Uberprift, inwieweit sich verschiedene Lagerungsbedingungen
von Zahnen auf die Verwertbarkeit von DNA im Zahninneren zur Gewinnung eines
genetischen Fingerabdrucks auswirken.

Die Untersuchungen an frisch extrahierten Zahnen lieRen erkennen, dass die in
dieser Arbeit verwendeten Methoden und DNA-Kits flr die weitere Analyse der den
unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzten Zahne geeignet sind.

Asensible Zahne weisen bereits bei der Zahnextraktion Zeichen von Degradation auf.
Dagegen ist der karidse Zerstdrungsgrad an sich noch kein Ausschlusskriterium.

Bei wurzelkanalbehandelten Zahnen konnten nur Systeme mit sehr kurzen
Amplifikationsprodukten typisiert werden. Sie waren flr eine genetische
Identifizierung kaum geeignet.

Bei der Analyse im Erdreich vergrabener Zahne nahm die Anzahl der typisierbaren
Systeme nach einem Vierteljahr Liegezeit kontinuierlich ab, bis schlieldlich nach
einem Jahr nur noch vereinzelt kleine Systeme detektiert werden konnten.

Ein anderes Bild zeigte sich bei den in Wasser gelagerten Zahnen. Bis zu einem
halben Jahr nach Versuchsbeginn konnte eine Typisierung aller Systeme durch-
gefuhrt werden. Erst nach einem Jahr war die Degradation so weit vorangeschritten,
dass grolde Systeme keine Typisierung mehr erlaubten.

Bei Zahnen, die der Sonnenstrahlung einen Monat ausgesetzt waren, war es
dagegen problemlos moglich, einen vollstandigen genetischen Fingerabdruck zu
erfassen. Nach drei Monaten konnten allerdings nur noch vereinzelt sehr kleine
Systeme gewonnen werden. Nach einem halben Jahr ergab lediglich der TPOX-vs
eine erfolgreiche Typisierung. UV-Strahlung kann Zahnschmelz und -—dentin
durchdringen und DNA in recht kurzer Zeit degradieren.

Die Zahne aus dem Sektionsgut des Instituts fir Rechtsmedizin Wirzburg lieferten
unterschiedliche Ergebnisse, sodass hierzu keine generelle Aussage gemacht
werden kann.

Bei der Behandlung der Zahne mit Hitze von 200 °C konnte die DNA nur begrenzte
Zeit vor Degradation geschutzt werden. Bereits nach einer halben Stunde waren
grol3e Teile der Multiplex-Kits nicht mehr flr eine Typisierung verwertbar. Das STR-

System SE33 konnte allerdings noch ermittelt werden. Die Entnahmen zu spateren
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5 Zusammenfassung

Zeitpunkten (60 min, 90 min und 120 min) lieferten fast nur noch einzelne STR-
Systeme.

Eine knapp 30-jahrige trockene Lagerung von Zahnen in einem Schrank mit Schutz
vor Sonneneinstrahlung schadete der DNA-Analysierbarkeit kaum.

Ein vollstandiger Ausfall aller Systeme musste bei den Zahnproben von der
Ausgrabung in Katzwang verzeichnet werden. Die Zahne dieser 380 bis 550 Jahre
alten Schadel lieferten kein auswertbares DNA-Material mehr.

Ebenso konnte mit diesen Untersuchungsmethoden aus den 2300 bis 2800 Jahre
alten Zahnen aus der Dietersberghdhle kein analysierbares DNA-Material gewonnen

werden.

Es zeigte sich, dass Lagerbedingungen einen entscheidenden Einfluss auf die DNA-
Qualitat ausuben. Als DNA-schadigende Einflisse kdnnen neben Mikroorganismen
und Feuchtigkeit insbesondere UV-Strahlung und Hitze gelten. Der Faktor Zeit spielt
bei gunstigen Lagerbedingungen eine untergeordnete Rolle.

Weitere Untersuchungen konnten noch versuchen, mitochondriale DNA zu
amplifizieren, da von dieser 100-1000 Kopien pro Zelle vorliegen. So gelang es
beispielsweise Paabo et al. aus 7.000 Jahren alter mtDNA das Gen cyt b, zu
vervielfaltigen. Lawlor et al. gelang dies bei einem Segment des HLA-Gens aus
7.500 Jahren alter mtDNA (Newton et al. 1994, S. 113).
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