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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Préhistorische Anthropologie befait sich mit der Rekonstruktion der
Lebensbedingungen von Individuen und Bevolkerungen vergangener
Zeitriume. Ein wichtiges Quellenmaterial stellen die korperlichen Uberreste
vor- und frithgeschichtlicher Menschen dar, welche mit morphologischen,
molekularen, biochemischen und biophysikalischen Methoden untersucht
werden. Die gewonnenen biologischen KenngroB3en konnen dazu herangezogen
werden, kultur- und sozialgeschichtliche Daten iiber historische Populationen
zu gewinnen. So wird eine einzigartige Moglichkeit geschaffen, einen Einblick
in die Lebensweise von Menschen vergangener Zeitrdume zu erhalten. Anhand
dieser Untersuchungen konnen z.B. paldodemographische Erkenntnisse zur
Alters- und Geschlechterverteilung in historischen Populationen sowie zur
Lebenserwartung der damals lebenden Menschen gewonnen werden. Es
konnen Einblicke in die Lebens- und Umweltbedingungen von Menschen
vergangener Zeitrdume erlangt werden, z.B. durch Rekonstruktion von
Erndhrungssituationen durch die Analyse von Nutzpflanzen- und
Nahrungsmittelresten. Auch paldoepidemiologische Beitrdge zur Abschétzung
von Krankheitsbelastungen priahistorischer Populationen konnen geleistet

werden.

Auf dem Gebiet der Analyse biologischer Quellenmaterialien sind in den
letzten Jahren in starkem MaBe durch die Entwicklung molekularbiologischer
Techniken deutliche Fortschritte erzielt worden, so dal die Bearbeitung von
Fragestellungen mdglich ist bzw. werden wird, zu denen bislang ein wissen-
schaftlicher Zugang schwierig war oder gar unmoglich schien. Besonders die
in den letzten Jahren etablierte ancient DNA-Analytik (aDNA-Analytik, vgl.
Kapitel 2.1.1) eréffnet hier neue Moglichkeiten und ist derzeit noch nicht an
thre Grenzen als Werkzeug zur Untersuchung historischer Individuen gestof3en.
Ihre Anwendung fiir die molekulargenetische Geschlechtsbestimmung sowie
die Analyse biologischer Verwandtschaftsverhéltnisse (vgl. Kapitel 1.1) ist ein
wichtiges Mittel bei der Untersuchung von Skelettfunden. Das Potential dieser
Analysen wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit erweitert (Kapitel 4).

Dartiber hinaus kann aDNA-Analytik ein wichtiges Werkzeug fiir die aktuelle



1 Einleitung 2

epidemiologische Forschung darstellen. Dementsprechend fragestellungs-
orientiert entwickelte Analysesysteme werden ebenfalls in der vorliegenden

Arbeit vorgestellt (vgl. Kapitel 1.2 und Kapitel 5).

Auch auf dem Gebiet eines weiteren Forschungsfeldes bietet die Typisierung
von aDNA einen Zugang, den andere Untersuchungsmethoden nicht bieten
konnen, denen als Substrat nur menschliche Uberreste zu Verfiigung stehen -
einen Aufschluf tiber das duBlere Erscheinungsbild der untersuchten Person
iiber die klassischen anthropologischen Kenngréflen Alter, Geschlecht und
Korperhohe hinaus zu erlangen. Mit dieser Fragestellung und der Entwicklung
eines entsprechenden Analysesystems beschiftigt sich ein weiterer Teil dieser

Arbeit (vgl. Kapitel 1.3 und Kapitel 6).

Im folgenden (Kapitel 1.1 bis 1.3) werden die Fragestellungen, auf denen die
hier durchgefiihrten Untersuchungen bestimmter Abschnitte des humanen
Genoms historischer und préhistorischer Individuen beruhen, ausfiihrlich

dargestellt.

1.1 Molekulargenetische Marker zur Rekonstruktion so-
Zialer Strukturen historischer Bevélkerungen

Geschlechterverhaltnis

Eines der grundlegenden Merkmale, die bei dem Befund menschlicher Uber-
reste beurteilt werden, ist das biologische Geschlecht. Neben der
Altersverteilung ist das Geschlechterverhiltnis in einer Bevdlkerung ein
basales Datum fiir Rekonstruktionen ihrer demographischen und sozialen
Strukturen. Ein solcher rekonstruierbarer sozialer Parameter ist z.B. eine
differentielle Verhaltensweise der Gesellschaft gegeniiber einem Geschlecht,
die unter anderem durch die Geltung bestimmter Erbregeln verursacht werden
kann. Einen biologischen Zugang zu dieser kulturellen Information bietet unter
anderem die Untersuchung der Kindersterblichkeit hinsichtlich einer mog-
lichen geschlechtsdifferentiellen Sterberate. Die biologische Kenngrofe
»Geschlecht™ ist somit ein wichtiger Parameter zur Rekonstruktion kultureller

Zusammenhédnge in einer Gesellschaft und die verldBliche Bestimmung dieses
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Merkmals entscheidend fiir die Qualitit der darauf fuBenden gedanklichen
Konstrukte. Morphologische und morphometrische Methoden der Geschlechts-
bestimmung (Herrmann et al. 1990) zeigen bei guter Skeletterhaltung eine
hohe Bestimmungssicherheit fiir erwachsene Individuen. Bei der Bestimmung
des Geschlechtes von Skelettresten von Kindern stoft die morphologische
Determinierung jedoch an ihre Grenzen (Schutkowski 1993). Gleiches gilt fiir
stark fragmentiert iiberlieferte Skelette, an denen die geschlechtsanzeigenden

Merkmale nicht beurteilt werden konnen.

In diesem Kontext hat die Entwicklung molekulargenetischer Methoden,
insbesondere der PCR (polymerase chain reaction), zu entscheidenden
Verbesserungen bei der Sicherheit der Geschlechtsbestimmung an
Skelettmaterial gefiihrt. Die PCR-gestlitzte Geschlechtsbestimmung hat sich als
wichtiges Mittel zur Datengewinnung an (prd)historischen Proben etabliert. Ein
Beispiel fiir den erfolgreichen Einsatz dieser Technik ist die Studie von
(Faerman et al. 1997), in der Skelettreste von vermutlich durch Infantizid
getoteten Kindern eines romischen Bordells untersucht wurde. Es konnte
gezeigt werden, dafl sich unter den getdteten Kindern mehr Jungen als
Midchen befanden und aus diesem Ergebnis ein geschlechtsabhingiges, diffe-
rentielles Verhalten gegeniiber Knaben abgeleitet werden. Neben dieser
ansatzfreien Untersuchung kann eine molekulare Geschlechtsbestimmung als
Priifinstrument fiir Hypothesen dienen, deren Grundlage Daten sind, die mit
anderen Methoden gewonnenen wurden. Diese Moglichkeit konnte in einer
anderen Untersuchung, der Typisierung von Skeletten des frithneuzeitlichen
Friedhofs Aegerten (Schweiz), demonstriert werden. In der Studie wurden
Uberreste friih- und neugeborener Kinder untersucht, die entlang der Nord- und
Stidfassade der Kirche unter der Traufe (sog. Traufkinder) bestattet worden
waren. Die morphometrische Geschlechtsbestimmung zeigte eine hohere Sterb-
lichkeit weiblicher Individuen (Bacher et al. 1990), was Interpretationen dieser
Verteilung z.B. als Ergebnis reduzierten Elterninvestments oder Infantizids zur
selektiven Bevolkerungsregulierung zulieB. Diese Hypothese konnte jedoch
durch molekulargenetische Analysen widerlegt werden (Lassen et al. 1997,
Lassen et al. 2000). Es zeichnete sich eine differentielle Sterblichkeit ab, die

vom dem 7. Lunarmonat an eine hohere Mortalitat fiir minnliche Individuen
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zeigt, wie man sie auch von Kindersterblichkeitsuntersuchungen heutiger

Populationen kennt (Bartels et al. 1990).

Diese Studien zeigen deutlich, welch wichtige Rolle die sichere Kldrung von
Geschlechterrelationen in historischen Bevolkerungen zur Beantwortung kul-
tureller Fragestellungen spielt. Genetische Marker gewinnen daher bei der Ab-
sicherung der morphologischen Bestimmungen an Wichtigkeit und
ermOglichen dariiber hinaus Untersuchungen auch an stark fragmentiertem
Skelettmaterial, an dem keine Merkmale erhalten sind, die eine
morphologische Geschlechtsdetermination zulassen. Da degradierte DNA hohe
Anforderungen an ein molekulargenetisches Analysesystem stellt, wird in
dieser Arbeit eine Moglichkeit vorgestellt, auch fiir Proben mit vergleichsweise
schlechter DNA-Erhaltung Geschlechtsdeterminationen sicher durchfiihren zu
konnen. Im hierzu neu entwickelten System werden X- und Y-chromosomale
Marker kombiniert, um eine hdchstmogliche Sicherheit bei der Geschlechts-

bestimmung zu gewihrleisten (Kapitel 4.1).

Verwandtschaft und Residenzverhalten

Mit der Ermittlung des Geschlechterverhéltnisses sind die Mdglichkeiten noch
nicht erschopft, tiber biologische Daten Riickschliisse auf soziale Beziehungen
zwischen den Individuen einer Gesellschaft zu ziehen. Weitere wichtige Para-
meter, welche die Interaktion von Mitgliedern einer Gruppe beeinflussen, sind
der Grad ihrer Verwandtschaft untereinander sowie die Regeln, denen die
Wahl des Lebenspartners unterliegt. Verwandtschaft stellt das wichtigste
Organisationsprinzip nicht-staatlicher Gesellschaften dar (z.B. Holy 1996) und
bildet die Grundlage fiir Gruppenzuordnung und Partnerwahl, Landrechte und
Erbrecht, Siedlung und Wohnen sowie viele andere Bereiche. Die Aufdeckung
von Verwandtschaftsverhdltnissen nimmt demnach eine zentrale Stellung ein,
wenn die sozialen Beziehungen von Menschen untereinander rekonstruiert

werden sollen und ist daher eines der Desiderate anthropologischer Forschung.

Welche Personen in einer Gesellschaft als miteinander verwandt gelten, ist
kulturell und historisch auBerordentlich variabel. Die verwirklichten Konzepte

von Verwandtschaft sind teils in der Biologie, teils in der Ideologie begriindet,
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doch scheinen Mutter-Kind-Relationen eine stabile kleinste gesellschaftliche

Einheit darzustellen (z.B. Barnes 1973, Schneider 1984, Holy 1996).

Will man sich komplexen Verwandtschaftssystemen néhern, bietet sich daher
der Zugang induktiv iiber das Teilsystem ,,Familie*“ an, das Eltern-Kind-
Beziehungen erfafit (z.B. Murdock 1966). Grundsétzlich lassen sich zwei Arten
von Verwandtschaft unterscheiden, die durch Abstammung (Deszendenz,
Filiation) und solche durch Heirat (Affinalitéit) (z.B. Hill & Kopp 1995). Ein
direkter molekulargenetischer Nachweis kann nur fiir Deszendenzen gelingen,
doch konnen bei der Rekonstruktion umfassender Genealogien bzw. einer
statistischen Auswertung (groBerer) Gruppen auch Affinalititen erkannt
werden, die eine wichtige Rolle im Gefiige sozialer Interaktionen spielen
(Wagner & Schiitze 1998). Sie geben AufschluB {iber die praktizierten Muster
der Partnerwahl (Heiratsmuster) und die damit zusammenhédngenden Residenz-
regeln (Wohnfolge) in einer Bevolkerung. Diese legen fest, an welchem Ort ein
Mensch nach seiner Heirat lebt (Schmitz 1964, Vivelo 1981). Hier kann man
zweil Hauptformen unterscheiden; zum einen patrilokale Residenz, bei der ein
Paar bei der Familie des Ehemannes lebt, wéhrend bei praktizierter
Matrilokalitit in der Ndhe der Familie der Frau gewohnt wird (Levi-Strauss

1981).

In vielen Kulturen war und ist das partnerschaftliche Zusammenleben im
System Ehe institutionalisiert. Diese hat den Charakter eines sozialen Vertrages
und reguliert personliche Bediirfnisse der Beteiligten wie z.B. Fortpflanzung,
Versorgung von Nachkommen und deren rechtliche Anerkennung sowie die
Verteilung der Aufgaben zwischen den Geschlechtern (Barnard & Good 1984).
Dariiber hinaus stellen EheschlieBungen auch ein Mittel zur Allianzbildung
innerhalb einer und zwischen verschiedenen sozialen Gruppen dar. In vielen
Kulturen ist die Partnerwahl strikten Regeln unterworfen, die sich z.B. im
Residenzverhalten  heiratsfahiger  Individuen  duBlern, das  durch
molekulargenetische Untersuchungen im Zuge der Rekonstruktion von

Familienlinien erfaf3t werden kann.

Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Individuen sowie praktiziertes

Residenzverhalten stellen daher wichtige soziale KenngrofSen einer Bevol-
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kerung dar und konnen die Rekonstruktion gesellschaftlicher Regeln der unter-
suchten Gruppe ermoglichen. Da bei Familien im Regelfall biologische
Verwandtschaften vorliegen, konnen auf erbliche Merkmale fokussierende
Untersuchungen zur Rekonstruktion der sozialen Beziehungsgefiige beitragen.
Bis vor einiger Zeit waren nur Ansétze realisierbar, die sich rdumliche Néhe
von Bestattungen oder am Skelett erfaBbare morphologische Ahnlichkeiten
zwischen Individuen zunutze machten (z.B. Rosing 1986, Alt et al. 1997).
Diese Methoden reichen in ihrer Prézision jedoch nicht an die Aussagekraft
genetischer Marker heran, die inzwischen bereits erfolgreich auf Skelett-
material aus unterschiedlichen Zeitstellungen angewendet wurden (z.B.
Schultes 2000, Scholz et al. 2001, Gerstenberger et al. 2002, Keyser-Tracqui et
al. 2003). DNA-Untersuchungen stellen somit einen Zugang einerseits zur
Rekonstruktion verwandtschaftlicher Beziehungen innerhalb eines Skelett-
kollektivs und andererseits zur Erkennung von aus der Befolgung von Heirats-
regeln resultierendem Residenzverhalten dar, wie ihn keine andere Analyse-
methode bietet. Das Potential dieser Methodik sollte daher bestmdglich aus-
geschopft werden, weshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit das Spektrum
der bislang in diesen Zusammenhingen verwendeten molekulargenetischen
Marker um ein wichtiges Element erweitert wird. Die Analyse X-chromo-
somaler STRs (short tandem repeats) ermoglicht es, die Identifizierung
familidrer Strukturen aus (prd)historischen Skelettfunden zu optimieren und
den biologischen Zugang zum praktizierten Residenzverhalten einer

Bevolkerung zu erweitern.
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1.2 Molekulargenetische Marker zur Uberpriifung epide-
miologischer Hypothesen an historischen Individuen

Als Darwin 1859 mit ,,On the Origin of Species* die natiirliche Selektion als
treibende Kraft der Evolution benannte, kannte und schéitzte er zwar die vor
allem Louis Pasteur und Robert Koch zu verdankenden Fortschritte der Erfor-
schung von Infektionskrankheiten und deren Erregern. Darwin nahm jedoch in
seinen Arbeiten nicht die Rolle von Infektionskrankheiten als eine der Haupt-
kréfte der natiirlichen Selektion wahr. Heute erscheint die Herstellung dieses
Zusammenhangs jedoch plausibel, da der stindige EinfluB von Viren,
Bakterien, Protozoen oder Pilzen auf die unterschiedlichsten Spezies inklusive

unserer eigenen zu beobachten und zu erfahren ist.

Mit der Geschichte des Menschen ist daher die Geschichte der ihn befallenden
Infektionskrankheiten, die sowohl die biologische als auch die soziale Kompo-
nente des menschlichen Lebens und Zusammenlebens beeinflussen, untrennbar
verbunden (z.B. Inhorn & Brown 1990, Fischer et al. 1998). Der Einflu3 von
Pathogenen auf (pré)historische Populationen ist schwer abschitzbar. Seine
Rekonstruktion hingt in der Regel von der Verfligbarkeit der iiber das
iberlieferte Skelett hinausgehenden Quellenlage (schriftliche Aufzeichnungen,
Gemailde) ab, da viele Infektionen am Skelettfund keine rekonstruierbaren
Spuren hinterlassen. Fiir einige dieser Krankheiten jedoch, z.B. Epidemien wie
die im Mittelalter grassierende Pest, aber auch das erst seit 1959 bekannte
AIDS (aquired immunodeficiency syndrome), sind massive Dezimierungen der
betroffenen Bevilkerungen und damit ein deutlicher regulierender Einfluf3 auf

die betroffene Population belegt.

Beim Kontakt einer Population mit einem Krankheitserreger infizieren sich
jedoch normalerweise nicht alle dem Pathogen exponierten Menschen, und
auch unter den Infizierten sind differentielle Krankheitsverldufe und Mortali-
titsraten erkennbar (z.B. Cooke & Hill 2001). Schon friih wurde ein Zusam-
menhang zwischen individueller genetischer Ausstattung und der zu
beobachtenden Variabilitdt hinsichtlich der Reaktion verschiedener Individuen
auf den gleichen Krankheitserreger vermutet (Haldane 1949). Trager bestimm-

ter genetischer Varianten haben demnach einen vollstindigen oder partiellen
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Schutz vor dem Pathogen und damit einen Selektionsvorteil gegeniiber anderen
Mitgliedern der Population. Hochinfektiose Pathogene mit hoher Mortalitéts-
rate konnten daher innerhalb kurzer Zeit zur Anhédufung bestimmter
genetischer Varianten - auch solchen, die vorher sehr selten waren - in einer
Bevolkerungen fiihren. Im Riickschlufl kann die genetische Variabilitét einer
Bevolkerung einen Hinweis darauf geben, in welche Richtung Selektions-
faktoren auf sie eingewirkt haben und damit auch zur Rekonstruktion von
historischen Infektionsereignissen durch Priifung bestimmter Hypothesen
beitragen. Diese Information kann einerseits zur Charakterisierung der Ge-
schichte der untersuchten Bevolkerung verwendet werden, stellt andererseits
auch einen Zugang zur Geschichte - Ursprung, Verbreitungsgeschwindigkeit,
Vektoren, Anderung der Eigenschaften - des identifizierten Pathogens dar und

kann damit einen wichtigen Beitrag zur Seuchengeschichte leisten.

Vergleicht man die genetischen Eigenschaften verschiedener Bevolkerungen,
zeigen sich in der Tat Unterschiede in der Ausprigung und Reprédsentanz
bestimmter Sequenzvarianten. Fiir einige dieser Varianten, z.B. Sichelzellen-
anidmie und verschiedene Thalassdmien, konnte bereits erfolgreich ein Hetero-
zygotenvorteil in Form eines partiellen Schutzes vor Malariainfektionen
nachgewiesen und damit der zur Persistenz bzw. regionalen Verbreitung dieser
Genvarianten beitragende Selektionsfaktor aufgedeckt werden (z.B. Laser
1979, Luzzatto 1979, Friedman & Trager 1981). Fiir die differentielle
Verteilung anderer genetischer Polymorphismen existieren Hypothesen, die vor
allem auf der Grundlage der Beobachtung heutiger Allelverteilungen
aufgestellt werden. Zielen diese Theorien jedoch auf historische
Krankheitsereignisse ab, sind die postulierten Ursachen sowie die zeitlichen
Dimensionen beziiglich des Ursprungs bestimmter Allele in der Regel mit
groBen Fehlern behaftet. Dadurch wird die Ermittlung der betreffenden
historischen Ereignisse, wie z.B. den Pandemien des Mittelalters und der
frithen Neuzeit, als Ursachen der heute zu beobachtenden Verteilungsmuster

bestimmter genetischer Merkmale erschwert.
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ABO-Blutgruppen und ihre weltweite Verteilung

Bei den ABO-Blutgruppen handelt es sich um ein polymorphes genetisches
System, dessen verschiedene Varianten zwar in allen Populationen weltweit zu
finden sind, allerdings mit hochst unterschiedlichen Frequenzen (balancierter
Polymorphismus). Als Ursache fiir die sehr stark differierenden heutigen ABO-
Alleldistributionen kommen sowohl Ereignisse wie bottleneck-Situationen oder
founder-Effekte als auch Selektionsdriicke in Form von Krankheiten in Frage,
die den Reproduktionserfolg eines Individuums beeinflussen. Fiir die ABO-
Varianten und das aus ihnen resultierende ABH-Antigensystem wird seit ihrer
Entdeckung Anfang des 20. Jahrhunderts vermutet, dal3 sie einen Einflufl auf
die Empfinglichkeit ihres Trégers sowohl gegeniiber nichtinfektiosen
Erkrankungen als auch gegeniiber Infektionskrankheiten haben. Oft sind es
Tréager der Blutgruppe O, die ein erhdhtes Risiko einer schwereren Erkrankung
mit solchen Pathogenen aufweisen, weil deren Antigene den korpereigenen H-
Antigenen stark dhneln und vom Immunsystem nicht erkannt werden (z.B.
Glass et al. 1985, Swerdlow et al. 1994, Hennessy et al. 2003). Einige Studien
benennen aufgrund moderner Populationsstudien als Ausldser des Selektions-
drucks gegen Blutgruppe O den Choleraerreger Vibrio cholerae (Glass et al.
1985, Swerdlow et al. 1994, Lagos et al. 1995, Tacket et al. 1995), andere das
Bakterium Escherichia coli (Black et al. 1987), wéhrend dieser EinfluB3 von
E. coli von anderen Arbeitsgruppen nicht bestétigt wird (van Loon et al. 1991,
Blackwell et al. 2002). Bislang existieren sehr unterschiedliche und kontrovers

diskutierte Hypothesen, die nicht direkt gepriift werden kdnnen.

Dartiber hinaus werden ABO Blutgruppen als EinfluBfaktoren auf die
Immunantwort und damit auf die Disposition eines Individuums gegeniiber
dem Ausbruch nicht-infektioser Krankheiten, wie z.B. verschieden Krebsarten
oder Coronarerkrankungen, diskutiert. Diese Phdnomene sollten aber eher
altere Individuen einer Population betreffen und daher nicht in ausreichend
starkem Malle die Reproduktionsfihigkeit der Tridger verschiedener
Blutgruppen beeinflussen, um die beobachtbaren regionalen Unterschiede in

den verschiedenen ABO-Blutgruppenfrequenzen herbeizufiihren.
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In anthropologischen Zusammenhidngen eroffnet die Kenntnis der ABO-
Blutgruppen historischer Individuen z.B. die Mdglichkeit, durch entsprechende
Untersuchungen der heute beobachteten ABO-Verteilung eine zeitliche
Dimension hinzuzufiigen und Anderungen dieser Verteilung iiber die Zeit und
damit historische Selektionsdriicke zu entdecken. Dariiber hinaus koénnen
konkrete Hypothesen, wie z.B. die Benachteiligung von Trigern einer
Blutgruppe bei bestimmten Infektionskrankheiten, wie Pest oder Cholera,

direkt an historischem Skelettmaterial gepriift werden.

Daher wird ithm Rahmen dieser Arbeit ein PCR-basiertes Analysesystem
etabliert, das eine ABO-Blutgruppengenotypisierung an historischem
Skelettmaterial ermoglicht und damit ein Werkzeug zur Durchfiihrung
systematischer Untersuchungen an (prd)historischen Populationen zur
Verfiigung stellt (Kapitel 5.3). Solche aDNA-Untersuchungen erdéffnen eine
einzigartige Moglichkeit zur Uberpriifung epidemiologischer Theorien, da hier
die zeitliche Dimension zugénglich wird: Zeitpunkte bzw. Zeitrdume der
Anderungen der Verteilung bestimmter genetischer Varianten konnen
experimentell erfalt werden und epidemiologische Hypothesen direkt gepriift

werden.
ccr5A32-Distributionen in Europa

Der Chemokinrezeptor 5 (ccrd), lokalisiert auf Chromosom 3p21, wurde 1996
als Korezeptor fiir das human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) entdeckt (z.B.
Deng et al. 1996, Dragic et al. 1996). Im selben Jahr identifizierten Forscher
den molekularen Mechanismus, der hinter der Beobachtung steht, da3 sich
einige Menschen nicht mit dem Virus infizieren lassen, auch wenn sie ithm
wiederholt exponiert waren (Liu et al. 1996, Samson et al. 1996). Eine 32 bp
umfassende Deletion im ccr5-Gen (ccr5A32) konnte bei homozygoten Triagern
dieser Mutation als Verursacher der HIV-Resistenz ausgemacht werden (z.B.
Dean et al. 1996). Weitere Studien zeigten auf, dafl die ccrSA32-Variante bei
Kaukasiern und damit urspriinglich in Europa vorkommt, dort aber ein
deutlicher Nordost-Stidwest-Gradient (16-2%) in der Verbreitung dieses
mutierten Gens zu beobachten ist (z.B. Martinson et al. 1997, Libert et al.

1998, Stephens et al. 1998). Da das durch den HI-Virus verursachte AIDS
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(aquired immunodeficiency syndrome) erst seit ca. 40 Jahren auftritt, kann es
nicht den Selektionsfaktor fiir die bereits Mitte der 1990ger Jahre beobachtete -
zum Teil recht hohe - Distribution des mutierten ccr5A32-Allels in der
europdischen Bevdlkerung darstellen. Die Ursache hierfir mu3 demnach in

mindestens einem anderen (historischen) Selektionsfaktor gesucht werden.

Darauthin wurden Hypothesen zum zeitlichen Ursprung der Mutation (Libert
et al. 1998, Stephens et al. 1998, Klitz et al. 2001) sowie potentiellen Selek-
tionsdriicken zur Begiinstigung der Verbreitung des ccr5SA32-Allels formuliert
(Lalani et al. 1999, Altschuler 2000, Blanpain et al. 2000, Galvani & Slatkin
2003). Aufgrund der heutigen Verteilung des mutierten Allels werden seit bzw.
vor langer Zeit auf die ccr5A32-Variante wirkende Selektionsfaktoren ange-
nommen. In diesem Zusammenhang werden sowohl Vorteile der Mutations-
trager gegeniiber inflammatorischen Krankheiten, bakteriellen Infektionen
(z.B. mit Yersinia pestis, Shigella, Salmonella und Mycobacterium) sowie

Virusinfektionen (besonders im Fokus: Variola major) diskutiert.

Uber den Ursprungsort in Nordosteuropa existieren recht einheitliche Hypo-
thesen, wihrend der Zeitpunkt der Entstehung und Verbreitung der mutierten
Genvariante sehr kontrovers berechnet und diskutiert wird. Das erstmalige
Auftreten der ccr5A32-Variante (als singuldres Mutationsereignis) wird in den
Studien von Libert et al. 1998, Stephens et al. 1998 und Klitz et al. 2001
untersucht: Libert postuliert ein Erstauftreten der Mutation im Neolithikum vor
mehreren Tausend Jahren (3500 Jahre mit einem Konfidenzintervall von 400-
13.000 Jahren) bei einem finno-ugrischen Stamm in Gebiet des heutigen
RuBland. Die Arbeitsgruppe von Stephens errechnet das Alter der ccr5A32-
Variante mit ca. 700 Jahren und einer Spanne von 275 bis 1,875 Jahren. Klitz
untersucht u.a. die genetisch isolierte Gruppe der Ashkenazi und kommt zum
Schluf3, da die Mutation nach dem Entstehen dieser Gruppe entstanden sein

mul} und nennt einen Zeitraum von 700-1000 Jahren.

In den genannten Arbeiten wird das Alter der Mutation liber STR-Linkage-
Analysen an rezenten Individuen berechnet. Hierbei werden heute zu
beobachtende Korrelationen zwischen dem Auftreten der ccrSA32-Variante

und bestimmten Auspriagungen (Allele) in flankierender STRs untersucht (vgl.
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Kapitel 5.2). Zwar kommen die Studien zu abweichenden Ergebnissen in der
Abschitzung des Alters der Mutation, doch finden die Autoren hohe Korre-
lationen bestimmter Allele in den untersuchten STRs und der ccr5A32-Variante
und postulieren einen ancient Haplotypen: die Allelausprigung der unter-
suchten STRs auf jenem Chromosom 3, auf dem die 32 Basenpaare im ccr5-

Gen urspriinglich deletiert wurden.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden PCR-basierte Analysesysteme ent-
wickelt, die es ermoglichen, diese aus Untersuchungen rezenter DNA heraus
aufgestellten Hypothesen nach dem Verbreitungszeitraum der Mutation und
threm einmaligen Ursprung direkt an historischem und préhistorischem

Skelettmaterial zu liberpriifen (Kapitel 5.1 und 5.2).

1.3 Molekulargenetische Marker zur Rekonstruktion des
auBleren Erscheinungsbildes

Geschlecht, Alter, Attraktivitidt, Stimmung, Miidigkeit, Gesundheit - ein
einziger Blick auf ein Gesicht verrdt viel iiber einen anderen Menschen.
Vermutlich aus diesem Grund bilden Rekonstruktionen des dufleren Erschei-
nungsbildes unserer Vorfahren einen attraktiven Bestandteil von Ausstellungen
und Museen. Der moderne Mensch mochte sich ein mdglichst genaues Bild
von (prd)historischen Personen machen konnen - die Betrachtung der Nach-
bildung des Gesichtes ldngst verstorbener Menschen wird als Moglichkeit
begriffen, der Vergangenheit im wortlichen Sinne ins Angesicht schauen zu
konnen. Dieses Bediirfnis basiert sicher zu einem groflen Teil auf dem ir-
rationalen Gedanken, durch eine lebensecht wirkende Rekonstruktion etwas
iber Charakter, Motivation, vielleicht auch Gedanken unserer Ahnen zu
erfahren. Dennoch ist diese Neigung vorhanden, wie sowohl historische
Versuche der Herstellung von Korrelationen zwischen Physiognomie und
Charakter eines Menschen (z.B. Lavater 1772) als auch ein Blick auf die
unzihligen arbeits- und kostenintensiven Versuche bereits durchgefiihrter
Rekonstruktionen zeigt. Rekonstruiert wird dabei das Aussehen von berithmten
Personen wie Dichtern (z.B. Friedrich Schiller, Joseph Mohr), Pharaonen (z.B.

Ramses II, Amenophis III., Tutanchamun), aber auch ganz ,,gewo6hnlicher*
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Menschen (z.B. Opfer der Varusschlacht) und solcher Individuen, die eine
besondere Stellung fiir uns verkdrpern, wie es z.B. fiir friihe Hominiden gilt.
Einige diese Darstellungen werden zum Zweck der Identifizierung historischer
Personlichkeiten vorgenommen, wie die mutmalliche Identifizierung der

Pharaonengattin Nofretete zeigt (Abb. 1).

Abb. 1 Rekonstruktion des Gesichtes einer Mumie, fiir die Identitdt mit Nofretete
vermutet wird. a: die beriihmte Biste, die Nofretete abbildet. b: Mumie Nr. 61072,
rekonstruiert von britischen Wissenschaftlern (Dr. Damian Schofield, Universitdt Nottingham).
Die Rekonstruktionen wurden nach Angaben der Forschungsgruppe computergestiitzt durch-
gefiihrt, um subjektive Einfliisse gering zu halten.

Ein Problem bei der iiblicherweise vorgenommenen manuellen Rekonstruktion
liegt darin, daB3 sie viele Fehlerquellen enthélt, die durch subjektive Ein-
schitzungen und Erfahrungen der Bearbeiter bedingt sind. Im schlimmsten Fall
spielen ideologische Einfliisse eine entscheidende, wenn nicht die grofBte Rolle.
Am Beispiel der im letzten Jahrhundert vorgenommenen Nachbildungen von
Neanderthalern (die selber in dieser Arbeit nicht im Zentrum stehen) wird
besonders deutlich, wie viel Einflul der Zeitgeist und die damit verbundenen
modernen Ideen auf die Arbeit des Préparators haben und wie wichtig mit
naturwissenschaftlichen Methoden erfalbare Marker fiir die Gewéhrleistung
einer moglichst objektiven Rekonstruktionsarbeit sind. Meischner 2001
vergleicht in seinem kurzen, aber treffenden Aufsatz einige solcher
Neanderthaler-Rekonstruktionen, die im Prinzip auf den gleichen Fossilfunden
und somit gleichen Merkmalen beruhen, auch wenn sich die schiere Anzahl

geborgener Knochenfragmente inzwischen vermehrt haben mag (zwei der

besprochenen Rekonstruktionen sind in Abb. 2 dargestellt).
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Abb. 2 Zwei Darstellungen von Neanderthalern. a: Darstellung nach F. Krupka als
keulenschwingender Wilder aus (Schuchhardt 1936). b: Dermoplastische Rekonstruktion eines
Neandertalers als werkzeugherstellender Mensch im Neanderthal-Museum, Mettmann, von
Elisabeth Daynes, Paris. (Bildquelle: Auffermann & Orschiedt 2002)

Da Rekonstruktionen also offenbar ideologiebeeinflult sein konnen, ist
anzustreben, dal der Katalog objektivierbarer Daten wie bestimmter
MeBpunkte durch die Erhebung molekulargenetischer Marker erweitert wird,
um die VerldBlichkeit von Gesichtsrekonstruktionen zur Identifizierung zu
steigern. Dies gilt sowohl fiir historische Personen aus archdologischen
Zusammenhédngen als auch fiir Skelettfunde oder Tatortspuren aus forensischen
Zusammenhédngen. Hier werden ebenfalls Rekonstruktionen menschlicher
Gesichter eingesetzt, da héufig unbekannte Tote, von denen oft nur
Skelettfragmente vorliegen, identifiziert werden sollen. Fiir eine mdglichst
genaue Darstellung wéren Informationen iiber phénotypische Merkmale wie
Haar- und Augenfarbe sowie den Hauttyp hilfreich, um die Ahnlichkeit der
erstellten Rekonstruktion zum Opfer zu erhdhen und die Chancen einer
Identifizierung zu steigern. Doch auch bei der Aufklidrung von kriminellen
Handlungen, die ohne Zeugen veriibt wurden, wire jede Information beziiglich
physischer Charakteristika wie z.B. Haarfarbe oder Hauttyp niitzlich, um eine
Hilfestellung flir Ermittlungen und Fahndungen zu bieten, eine Art
»genetisches Phantombild®, das Augenzeugenberichte ersetzt oder unterstiitzt,

zu generieren (Grimes et al. 2001).
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Sowohl in anthropologischen als auch forensischen Zusammenhéngen besteht
demnach ein Bedarf an Markern, die mit dem &uBBeren Erscheinungsbild einer
Person korrelieren und auch aus fragmentierten menschlichen Uberresten
bestimmt werden konnen. Aus diesem Grund werden in dieser Arbeit mole-
kulargenetische Marker beziiglich ihrer Eignung zur Phinotypenrekonstruktion
an mitteleuropdischen Individuen evaluiert. Ziel der Untersuchung ist es,
Aussagen iiber Aspekte des Erscheinungsbildes (pré)historischer Individuen

auf Basis einer DNA-Analyse treffen zu konnen (Kapitel 6.1).

2 Analyse von aDNA - Strategien und Methoden

2.1 DNA-Degradierung und Strategien bei der Analyse
von aDNA

DNA, die in archiologischem oder forensischem Skelettmaterial iiberdauert, ist
durch Einfliisse des Liegemilieus degradiert (z.B. Hoss et al. 1996, Burger et
al. 1999), was neben einer Verringerung der Zahl intakter Zielsequenzen fiir
die PCR (Hummel et al. 1995, Krings et al. 1997) auch zu liegezeitbedingten
Anderungen der Basenabfolge fiihren kann (Hoss et al. 1996, Hofreiter et al.
2001a, Gilbert et al. 2003a). Zusétzlich werden bei der Isolierung von DNA
aus archdologischen Knochenfunden oft Stoffe koextrahiert, welche die PCR
hemmen. Diese PCR-Inhibitoren (z.B. Pddbo 1990, Cooper 1992, Hummel
2003a) konnen nicht immer restlos aus den DNA-Extrakten beseitigt werden
und erschweren die molekulargenetische Analyse besonders von
bodengelagertem Skelettmaterial, in das wihrend der Liegezeit oft sehr potente

PCR-Inhibitoren, wie z.B. Huminsduren, einwandern.

Aufgrund all dieser fiir aDNA charakteristischen Probleme ist die Sicherung
der Authentizitit der molekulargenetischen Ergebnisse essentiell. Hierzu
miissen kontaminationsvermeidende Maflnahmen in der Probenbearbeitung
eingehalten werden und eine Reproduktion der molekulargenetischen Daten
gewihrleistet werden. FEine umfassende Zusammenfassung solcher
Degradationsphédnomene, ihrer Ursachen sowie Strategien zu ihrer Begrenzung

findet sich in Hummel 2003a und Hummel 2003b.
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Kontaminationsvermeidung: Um eine Verfilschung der Typisierungs-
ergebnisse aus archdologischem Skelettmaterial durch moderne DNA zu
vermeiden, wurden fiir die aDNA-Analytik etablierte Laborstandards beim
Handhaben der Proben eingehaltenen (z.B. strikte Trennung von pré- und post-
PCR-Bereichen, Tragen von Handschuhen, Gesichtsmasken etc.). Diese sind
detailliert in Publikationen der Arbeitsgruppe beschrieben (z.B. Gerstenberger
2002 Kapitel 3.2.1, Hummel 2003a Kap. 6). Stichprobenartig wurden
Leerkontrollen mitgefiihrt, um die Beeinflussung der Ergebnisse durch
Kontaminationen z.B. iiber PCR-Reaktionsgefdle (Schmidt et al. 1995)

abschétzen zu konnen.

Sicherung der Authentizitit der Ergebnisse: Die Analyse von aDNA kann in
unterschiedlichem Ausmalf} durch Artefakte erschwert werden, die sich aus der
Degradierung der Nukleinsduren ergeben. Bei gehduftem Auftreten von
Artefakten kann die korrekte Alleldetermination fiir eine Probe erschwert sein
(z.B. Schmerer et al. 2000, Bramanti et al. 2000) und erfordert daher ein
stringentes Auswerteverfahren der Einzeltypisierungsergebnisse, um Artefakte
gegen authentische Allele abzugrenzen und den tatsdchlichen Genotyp eines
Individuums festzustellen (Schultes et al. 1997, Schultes 2000). Das hier
angewendete Verfahren entspricht im wesentlichen dem von Schultes und ist in

Anhangskapitel 12.1.1 aufgefiihrt.

2.1.1 Multiplex-Analysen

Erleichtert wird die Sicherung der Authentizitit von genetischen Daten einer
Probe, wenn Marker analysiert werden, die hochpolymorph sind und von denen
nach Mdglichkeit mehrere simultan amplifiziert werden konnen (Multiplex-
PCR). Diese Anforderung wird beispielsweise von autosomalen STRs (geneti-
scher Fingerabdruck) erfiillt. Der Etablierung von Multiplex-PCR Systemen
kommt daher in der Analyse degradierter DNA und der Authentizitétsabsiche-
rung grofite Bedeutung zu. Diese Strategie kann im Prinzip auf die
unterschiedlichsten Loci angewendet werden. Der entscheidende Vorteil von
Multiplex-Amplifikationen liegt in einer Steigerung der Diskriminie-

rungsstirke eines Amplifikationsergebnisses und damit der Authentizititssiche-
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rung, da bei der Untersuchung hochpolymorpher Loci das Typisierungs-
ergebnis auf eine einzelne Probe zuriickgefiihrt werden kann. Ein Abgleich der
aus den Skelettproben gewonnenen genetischen Daten mit denen der
Bearbeiter 146t einen Eintrag rezenter DNA erkennen (Hummel et al. 2000,
Schultes 2000, Gerstenberger 2002). Durch Vergleich mit den Allelprofilen
anderer Proben konnen Kreuzkontaminationen erkannt werden, weil dann
mehrere Proben den selben genetischen Fingerabdruck aufweisen wiirden. In
gleicher Weise lassen sich systematische Kontaminationen, z.B. der
Reaktionschemikalien erkennen. Multiplex-STR-Analysen stellen also ein
Werkzeug zur Selbstkontrolle der Experimente hinsichtlich etwaig auftretender

Kontaminationen und zur Authentizitéitssicherung der Ergebnisse dar.

Auch bei der Analyse weniger polymorpher Sequenzen, die in ihrer
Merkmalskombination nicht auf ein Individuum beschrinkt sind, wie Y-
chromosomale oder mitochondriale Haplotypen (Schultes 2000, Gerstenberger
2002) oder mutationstragende Gene, sind Multiplex-Reaktionen sinnvoll. Je
mehr genetische Informationen simultan aus einer Probe gewonnen werden
konnen, desto hoher ist die Diskriminierungsstirke des Ergebnisses und um so
sicherer kann ausgeschlossen werden, dal ein gewonnenes Ergebnis einer
Kontamination entspringt. Dariiber hinaus konnen die einzelnen, gleichzeitig
gewonnenen PCR-Produkte wie eine Einheit behandelt werden und erhalten im

Algorithmus der Ergebnisreproduktion eine hohere Aussagekraft.

Werden nicht-individualisierbare Merkmale untersucht, kann durch zwei
Verfahrensweisen die Authentizitdt der gewonnenen Ergebnisse gesichert
werden. Es kann parallel zur Amplifikation der wenig polymorphen Marker
aus dem selben DNA-Extrakt der genetische Fingerabdruck bestimmt werden
(vgl. Kapitel 5.3). Eine andere Strategie liegt darin, in die Amplifikation eines
genetischen Fingerabdrucks den Nachweis eines wenig polymorphen und daher
a priori nicht einem bestimmten Individuum zuzuschreibenden Markers zu
integrieren. Konnen beide simultan amplifiziert werden (vgl. Kapitel 5.1), kann
die Authentizitit der Typisierungsergebnisse dieses ,,eingeschleusten* Markers
optimal gesichert werden (Bramanti et al. 2003, Hummel 2003a, Hummel

2003b).
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Weitere Vorteile der Multiplex-Analysestrategie liegen auf der Hand: es wird
weniger Probenmaterial bendtigt, wenn es gelingt, mit einer Untersuchung
mehrere  genetische Merkmale erfassen. Das Verhiltnis zwischen
Informationsausbeute zu Probeneinsatz kann erhoht werden. Dariiber hinaus
werden Reaktionschemikalien und Analyseaufwand reduziert. Aus diesen
Griinden werden in dieser Arbeit nach Mdglichkeit Multiplex-PCR-Systeme

entwickelt und angewendet.

2.1.2 SNP-Analyse

Bei SNPs (single nucleotide polymorphisms) handelt es sich um oft biallelische
Merkmale, d.h. es werden nur zwei (der potentiell vier) Basen am betreffenden
Locus realisiert. SNPs sind die hdufigsten Mutationen im humanen Genom und
treten mit einem durchschnittlichen Abstand von 1000-2000 Nukleotiden auf
(Stoneking 2001, Marth et al. 2003). Fiir die Kldrung anthropologischer Frage-
stellungen wie z.B. die Ermittlung der Spezieszugehorigkeit unbekannter
historischer Uberreste wie Skelettfragmente, Pergamente,
Nahrungsbestandteile, pflanzlichen Reste (z.B. Amici & Rollo 1992, Burger et
al. 2000, Rollo 2000) bietet die Analyse von SNPs einen einzigartigen Zugang.
Dariiber hinaus kann im Prinzip die Untersuchung von einer ausreichend
groBen Anzahl von SNPs die Identifizierung eines Individuums ermoglichen
(Gill 2001) sowie die Mdoglichkeiten der Analyse Y-chromosomaler (Gusmao
et al. 2002) und mitochondrialer Haplotypen (Brandstatter et al. 2003)
erweitern. Auch zur Beantwortung populationsgenetischer Fragestellungen wie
z.B. nach dem Auftreten und der Datierung von bottleneck-Situationen in der
Geschichte des Menschen kénnen SNP-Untersuchungen herangezogen werden
(Marth et al. 2003). In der DNA eines Menschen ist aulerdem ein Teil seines
duBeren  Erscheinungsbildes festgelegt. Auch hier erweisen sich
Sequenzpolymorphismen  als  Ursache  bestimmter  phénotypischer

Auspriagungen (z.B. Valverde et al. 1995, Marklund et al. 1996, Kapitel 6).

Bei der Untersuchung von SNPs wird auf Sequenzen fokussiert, die a priori
nicht individualisierbar sind. Dies gilt besonders, wenn sich die untersuchten

Sequenzpolymorphismen auf funktionstragenden Abschnitten der DNA
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befinden, auf diec hohe Selektionsdriicke wirken. Das bedeutet fiir die
Authentifizierung eines aus degradierter DNA gewonnenen SNP-Resultates,
daBl es in unabhidngigen Reaktionsansidtzen reproduziert werden muf}, da
postmortale Schidden und Verdnderungen an den untersuchten Sequenzen fiir
moglich gehalten werden miissen. Die origindre Sequenz kann wihrend der
Liegezeit durch Basenpaarverluste und —austausche veréndert werden (Lindahl
1993, Hoss et al. 1996, Krings et al. 1997, Hofreiter et al. 2001a, Gilbert et al.
2003a, Gilbert et al. 2003b). Arbeiten, die auf die Untersuchung (pré)histo-
rischer DNA-Sequenzpolymorphismen fokussieren, beschiftigten sich bislang
mit der Analyse mitochondrialer DNA (z.B. Hauswirth et al. 1994, Oota et al.
1995), weshalb fiir diesen DNA-Typ auch die umfassendsten Untersuchungen
beziiglich postmortal auftretender, liegemilieubedingter Sequenzmodifi-
kationen vorliegen. Ob die Rate der postmortalen Basenmodifikationen
humaner chromosomaler Sequenzen, wie sie Fokus dieser Arbeit sind (Kapitel
5.3.1 und Kapitel 6) dhnlich der mitochondrialer (Hofreiter et al. 2001a, Gilbert
et al. 2003a, Gilbert et al. 2003b) oder bakterieller DNA (Lindahl 1993) ist,
wurde bislang nicht systematisch untersucht. Nukleare DNA ist durch Konden-
sation zu Chromosomen und Assoziation an Histone im Kern moglicherweise
besser vor den fir mtDNA gut dokumentierten Desaminierungen geschiitzt.
Gilbert et al. 2003b finden in ihrer Studie, in der Verteilungsmuster postmor-
taler Sequenzschdden (an mtDNA) untersucht werden, unter anderem, dal3
funktionale Gene weniger von solchen Schiden betroffen sind als selektions-
neutrale Abschnitte. Als Ursachen hierfiir werden u.a. unterschiedliche Sekun-
darstrukturen verschiedener DNA-Abschnitte und protektive, auch in
archdologischem Skelettmaterial persistierende DNA-Protein-Bindungen
diskutiert. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit nukleare, auf funktionalen
Genen befindliche SNPs untersucht werden, wird an dieser Stelle
angenommen, daBl gilinstige Randbedingungen fiir eine niedrige Rate
liegemilieubedingter Artefakte auf den untersuchten Loci vorliegen. Durch ein
geeignetes Auswerteverfahren muf3 gewéhrleistet werden, da3 Artefakte gegen
authentische Allele abgrenzbar sind und der tatsichliche Genotyp eines
Individuums feststellbar ist. Diese Kriterien orientieren sich ebenfalls an denen

von Schultes 2000 und sind in Kapitel 12.1.2 aufgefiihrt.
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Auch wenn nur wenig polymorphe Loci untersucht werden konnen, bietet die
SNP-Analyse einen klaren Vorteil fiir die Untersuchung von aDNA. Er liegt
eben in ihrer Eigenschaft als Sequenzpolymorphismus im Gegensatz zum STR-
Langenunterschied. Da die Eigenschaft genau einer Base untersucht wird,
konnen die Analyseprodukte extrem kurz ausfallen. Dadurch gelingt der
Zugang zu genetischen Informationen auch dann noch, wenn nur noch kleine
DNA-Fragmente in einer Probe erhalten sind, die keine Generierung grofler
Amplifikate mehr zulassen. Aus diesen Griinden wird diese Strategie in dieser
Arbeit angewandt und, wo es moglich ist (Kapitel 6), mit einem Multiplex-

Assay verkniipft.

2.2 Verwendete Methoden zur DNA-Analyse

Im folgenden werden die methodischen Grundlagen fiir die durchgefiihrten

Arbeiten der anschlieBenden Kapitel dargestellt.

2.2.1 Probennahme und Probenvorbereitung

Fiir Phenol-Chloroform-Extraktion: Die Probenentnahme von etwa 1-2 g
schweren Knochenstiicken erfolgte mit einer Diamantsdge (Typ K10). Bei der
Beprobung von Zdhnen wurden diese mit einer kleinen Zange aus der Alveole
gelost. Um potentielle Kontamination der Proben durch an der Oberfliche
anhaftende Fremd-DNA zu vermeiden, wurden die Oberflachen der Proben mit
einem Skalpell abgetragen. Zum Erreichen einer maximalen Oberflichen-
vergroferung wurden die Proben nach manueller Zerkleinerung in einem
Stahlmorser in einer Kugelschwingmiihle (MM2, Retsch) homogenisiert. Das
so gewonnene Knochenmehl wurde in Plastik-Gefdlen bis zur weiteren
Bearbeitung tiefgefroren. Fiir den Einsatz in das Extraktionsgerit (Typ 341 A,
Applied Biosystems) wurden 0,3 g Knochenpulver mit 1,4 ml EDTA (0,5 M,
pH = 8,3) und 50 pl Proteinase K (Applied Biosystems) versetzt und 24 h bei
56°C unter Rotation inkubiert. Das Knochenmehl wurde danach durch
Zentrifugation drei Minuten bei 6000 rpm pelletiert und der Uberstand fiir die
DNA-Extraktion eingesetzt. Das Elutionsvolumen betrug 50 pl.
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Fiir Magnetic-Beads-Extraktion Fiir den Einsatz in den Extraktionsroboter
wurden 0,1-0,2 g Knochenpulver mit 0,5 ml EDTA (0,5 M, pH = §,3) und 10
ul Proteinase K (Qiagen) versetzt und 24 h bei 56 °C unter Rotation inkubiert.
Das Knochenmehl wurde danach durch Zentrifugation zwei Minuten bei 3000
rpm pelletiert und 250 pl des Uberstandes fiir die DNA-Extraktion eingesetzt.
Das Elutionsvolumen betrug 50 bzw. 100 pl.

2.2.2 DNA-Extraktion aus rezenten Proben

Extraktion aus Mundschleimhautabstrichen: Die DNA fiur die rezenten
Kontrollproben zur Etablierung der in dieser Arbeit entwickelten PCR-Systeme
wurde aus Mundschleimhautabstrichen mit Chelex100™ nach dem Protokoll

von Walsh et al. 1991 extrahiert.

Extraktion aus Blut: Die DNA fiir weitere rezente Kontrollproben (Kapitel 6)
wurde in der Universitatshautklinik aus Vollblut nach dem Protokoll von Reich

et al. 1999 extrahiert.

2.2.3 DNA-Extraktion aus (pra)-historischem Skelettmaterial

Automatisierte Phenol-Chloroform-Extraktion: Die DNA eines Teils der
bearbeiteten historischen Skelettproben wurde durch eine automatisierte
Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieBender silicatgestiitzter alko-
holischer Féllung gewonnen. Die Prozedur wurde unverdndert nach dem von
der Arbeitsgruppe publizierten Protokoll durchgefiihrt (z.B. Baron et al. 1995,
Lassen et al. 1995).

Automatisierte Magnetic-Beads-Extraktion: Im Verlauf der Arbeit wurde
neben der Phenol/Chloroform-Extraktion ein weiteres Extraktionsverfahren fiir
die Isolierung von DNA aus historischem Skelettmaterial getestet und
verwendet: die im Biorobot EZ1 (Qiagen) realisierte Variante einer automati-
sierten Extraktion unter Benutzung von silicabeschichteten Magnetpartikeln
(Magnetic Beads). Die mit dieser Methode extrahierten Proben tragen die
Bezeichnung ,,EZ1“. Die Wirkungsweise dieses Verfahrens ist in Abb. 3
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schematisch dargestellt. Die durchgefiihrten Schritte und verwendeten

Reagenzien (Angaben von Qiagen) sind in Tab. 1 zusammengefalit.

o

—_—
Cell lysis with Add magnetic particles, 7[

i nucleic acids are bound to
chaotropic agent. particles, purify by magnetic

{:::} separation.

Elute in low salt buffer, remove
particles with magnet.

[= = 2

—)
Purified nucleic acid is
ready for analysis.
Abb. 3 Prinzip der im EZ1 Biorobot angewendeten Extraktionsmethode. Das Verfahren

beruht auf einer Zelllyse in chaotropem Milieu, der Bindung von DNA an silicabeschichtete
magnetische Partikel, die samt der daran haftenden DNA {iber magnetische Separation
abgetrennt werden konnen. Nach einigen Waschschritten wird die DNA wieder von den
Magnetic Beads eluiert und steht fiir den Einsatz in die PCR zur Verfiigung (Bildquelle: Fa.
Qiagen).

Tab. 1 Arbeitsabldufe und verwendete Reagenzien im EZ1 Biorobot (verdndert nach
Angaben von Qiagen)
Schritt Reagenz Wirkung
Zelllyse und Binden Chaotrope Losung (GTC) + silicabeschichtete  DNA bindet an Magnetic
Magnetic Beads Beads
Waschen Chaotrope Losung entfernt nicht an Beads
gebundene Stoffe
Waschen EtOH entfernt GTC-Riickstinde
Spiilen Wasser (kalt) entfernt EtOH-Riickstéinde
Eluieren Wasser oder niederkonzentrierte Puffer (warm)

GTC: Guanidiumthiocyanat, EtOH: Ethanol (Datenquelle. Fa. Qiagen)

Die Reaktionschemikalien werden vom Hersteller in verblisterten Einweg-Kar-
tuschen (Abb. 4) geliefert, die jeweils alle Reagenzien fiir die Extraktion einer
Probe enthalten. Dadurch und im Zusammenspiel mit der vollautomatisierten

Extraktionsmethode kann sehr kontaminationsrisikoarm gearbeitet werden.
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Mag Beads

W
Washbuffer 2 Washbuffer 1

Water Lysishuffer

Rinsebuffer

Washbuffer 2

Resuspension buffer for Beads

Abb. 4 Mit den bendtigten Reaktionschemikalien vorgefiillte und verblisterte Kartusche,
fiir die DNA-Extraktion einer Probe. (Bildquelle: Fa. Qiagen)

Extraktion: Drei fiir den Biorobot angebotene Protokolle wurden fiir die
Extraktion von DNA aus historischem Skelettmaterial getestet: das tissue
protocol, das forensic protocol fur reference samples und das forensic protocol
fiir trace samples. Mit allen drei Varianten konnten im Biorobot EZ1 DNA aus
Knochenproben gewonnen werden. Es konnten keine systematischen Unter-
schiede beziiglich des DNA-Extraktionserfolges zwischen den einzelnen Proto-
kollen beobachtet werden, die sich in der benutzten Chemie (Reagenzien) gar
nicht und in den vollzogenen Arbeitsabldufen nur geringfiligig unterscheiden.
Ein Unterschied im Ablauf zwischen dem forensic protocol fiir trace samples
und den beiden anderen Protokollen konnte dazu benutzt werden, auch Proben
mit sehr wenig erhaltener DNA erfolgreich zu extrahieren: wihrend beim
tissue protocol und forensic protocol fiir reference samples eine fiir den
Benutzer unverinderbare Menge von eingesetztem Uberstand aufgenommen
und fiir die DNA-Bindung zu den Magnetic Beads transportiert und dort die
DNA gebunden wird, verlduft dieser Schritt beim forensic protocol fir trace
samples umgekehrt. Damit erhilt der Benutzer die Moglichkeit, etwas mehr
DNA-haltigen Uberstand in die Extraktion einzusetzen und somit den

Extraktionserfolg positiv zu beeinflussen.

Obwohl die DNA-Ausbeute im Einzelfall nicht an die aus der Phenol-
Chloroform-Extraktion heranreicht, wie Vergleichsextraktionen zeigten, ist der
Biorobot ein geeignetes Gerit zur Extraktion von aDNA. Neben der Automati-
sierung des Systems, welche die Handhabung der Proben durch den Bearbeiter

und damit auch Kontaminationsrisiken stark reduziert sowie der sehr schnellen
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Arbeitsweise des Geridtes — der Durchsatz betrégt 6 Proben in ca. 15 Minuten —
zeichnen sich die Extrakte auch durch hohe Reinheit aus. Die Extrakte sind
durchgehend farblos, was zeigt, dal gelblich fairbende Huminstoffe erfolgreich
entfernt wurden. Auch bei den mit diesen Extrakten durchgefiihrten PCRs
konnten keine Anzeichen fiir die Anwesenheit von Inhibitoren festgestellt
werden. Dieser Eigenschaft ist bei der Analyse von im Spurenbereich
vorliegender, degradierter DNA grofle Bedeutung beizumessen, da auf weitere
Schritte zur Aufreinigung des Extraktes, bei denen immer auch mit DNA-

Verlusten zu rechnen ist, verzichtet werden kann.

2.2.4 Primersequenzen, PCR-Protokolle und PCR-Parameter

2.2.4.1 Amplifikation X-chromosomaler STRs

Im folgenden Unterkapitel werden die methodischen Aspekte der
Untersuchung X-chromosomaler STRs, die im Rahmen dieser Arbeit in zwei
Zusammenhdngen durchgefiihrt wird, dargestellt. Im Kapitel 4.2 werden mit
diesem Analysewerkzeug untersuchten Verwandtschaftsbeziehungen zwischen
(prd)historischen Individuen beschrieben. Ebenfalls Verwendung finden diese
X-chromosomalen Marker bei der Bestimmung des praktiziertem Residenz-

verhalten einer bronzezeitlichen Menschengruppe (Kapitel 4.3).

Die fiir die Untersuchungen ausgewdhlten Marker Amelogenin, DXS6789,
DXS9898, DXS101, DXS6800, GATA172D05 und DXS7424 (zu den
Auswabhlkriterien vgl. Kap. 4.2.1) wurden in einer Multiplex-PCR gemeinsam
amplifiziert. In Abb. 5 wird der Aufbau der neu entwickelten X-STR-
Multiplex-PCR schematisch dargestellt.
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Abb. 5 Schema des Langenbereiches der verwendeten Systeme der neu entworfenen X-

STR-Multiplex-PCR. Die farbigen Balken symbolisieren den GroBenbereich (in Basenpaaren,
bp), die jedes System nach den Berechnungen einnimmt. NED (gelb), HEX (griin) und 6-FAM
(blau) bezeichnen die Farbmarkierung der PCR-Produkte fiir die Detektion.

Weitere Angaben zu den verwendeten Systemen sind in Tab. 2

zusammengefalt.

Tab. 2 X—STR Multiplex PCR: verwendete Primer, Farbmarkierungen, Allele und
AllelgroBen

Primer Sequenz (5' - 3") Farb- Allele  Allelgrofen
markierung (bp)

DXS7424 £ CCTGGGAAACACAGGAAGAC 6-FAM 9-20 94 - 127
DXS7424 r CATTTCAGCATTTACAGCTAAGAAG -
GATA172D0S f CAGGTGGTTAGTGGTGATGGT 6-FAM 5-12  134-162
GATA172D0Sr TCTGGGTTTATACCCCAAATAAT -
Amelogenin f CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGT HEX XY 106 - 112
Amelogenin r ATCAGAGCTTACACTGGGAAGCTG -
DXS9898 £ CACACCTACAAAAGCTGAGATATA HEX 83-15 130-155
DXS9898 r CATCCAGATAGACAGATCAATAGATT -
DXS6800 TGATTGTGTGAGTTTAATACTCCTTAATA HEX 16-22  171-195
DXS6800 r GAAAATAGAAAAGAACCTACGTTGAA -
DXS6789 £ GTTGGTACTTAATAAACCCTCTTTT NED 14-25 120164
DXS6789 r GGATCCCTAGAGGGACAGAA -
DXS101 f CGCTACAGGAAATATACTATTCACAT NED 14-32  167-221
DXS101 r CATATTCTGCGCATGTATCC -

bp: Basenpaare, f: forward Primer, r: reverse Primer, Farbmarkierungen: NED: gelb, HEX:
griin, 6-FAM: blau, Primer Amelogenin nach Sullivan et al. 1993, in Amelogenin r wurde ein
Mismatch gegeniiber der Zielsequenz eingebaut, um die Annealtemperatur des Primers zu
senken

Die Amplifikationen wurden 1im 25 pul-Ansatz mit folgenden

Reaktionskomponenten durchgefiihrt:

12,5 pl QIAGEN Multiplex-PCR-Kit (Qiagen), 0,136 uM je Primer DXS6789
forward und reverse, 0,04 uM je Primer DXS7424 forward und reverse, 0,12
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uM je Primer GATA172D05 forward und reverse, 0,12 uM je Primer
DXS9898 forward und reverse, 0,32 uM je Primer DXS101 forward und
reverse, 0,068 uM je Primer Amelogenin forward und reverse, 0,32 uM je
Primer DXS6800 forward und reverse, 1 - 9,5 ul DNA-Extrakt. Das Endvolu-

men wurde durch Auffiillen mit Ampuwa® (Fresenius) erreicht.
Die Cyclingparameter waren wie folgt:

Initialschritt: 95°C 15 min, 40 Zyklen von 1 min 94°C, 3 min 58°C, 2 min
68°C.

Einstellung der PCR-Parameter:

Die Verlingerung der Annealzeit von standardméBig einer auf drei Minuten
verbesserte die Intensitit der Produkte. Das Herabsetzen der Elongations-
temperatur vom Startwert 72°C auf 68°C (Schmerer 1999, Hummel 2003a)
verringerte die Stotterartefakte bei den beiden integrierten Trinukleotidrepeat-
Systemen DXS 7424 und DXS 101. Die Verldngerung der Elongationszeit auf
zwel Minuten bewirkte, dall ein zusitzlicher Inkubationsschritt zum

gleichméfigen Anhidngen eines dATP an alle PCR-Produkte iiberfliissig wurde.

Zur Einstellung der optimalen Mg”*-Konzentration wurde eine Mg -Titerreihe
(1-3 mM in 0,25 mM-Abstdnden) mit MgCl, und Puffer IT (ABI) durchgefiihrt.
Es zeigte sich, daB3 eine Konzentration von 1,5 mM den besten Kompromif fiir
die Multiplexreaktion darstellt. Bei niedrigeren Mg*"-Konzentrationen (1 und
1,25 mM) amplifizierten die Systeme DXS101 und DXS 6800 nur schwach,
deren Optimum bei einer Konzentration von 2,5-3 mM Mg”" liegt. Diese
Konzentration wurde jedoch nicht gewédhlt, weil bei ihr im System
GATA172D05 systematisch ein unspezifisches Produkt der Linge 161 bp
auftritt, das zwischen den moglichen Allelauspragungen 11 und 12 fiir dieses
System liegt. Das Auftreten dieses unspezifischen Produktes konnte zwar
durch die Absenkung der Primerkonzentration fiir das betreffende System
reduziert werden, wurde jedoch erst bei einer Mg**-Konzentration von 1,5 mM
mit der getesteten Reaktionschemie von ABI nicht mehr beobachtet. Da mit
dieser Mg*"-Einstellung eine gleichmiBige Amplifikation aller beteiligter

Systeme ohne unspezifische Nebenprodukte gelang, wurden keine weiteren
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Optimierungstests an diesem Parameter vorgenommen (z.B. um das bei vielen

Reaktionen vorhandene zweite Mg®- Optimum zu finden).

Im Verlauf der Arbeit wurde eine weitere Reaktionschemie getestet - das
Multiplex-PCR-Kit der Firma Qiagen, das ein gebrauchsfertiges Gemisch u.a.
aus einem optimierter Puffer, dNTPs, HotStart-TagPolymerase und Mg”'-
Ionen darstellt. Einzelheiten beziiglich der Zusammensetzung sowie verwen-
deter Additive sind nicht verdffentlicht. Die im Handbuch empfohlene PCR-
Einsatzmenge fiir dieses Kit fithrt zu einer Mg”**-Konzentration von 3 mM und
liegt damit im Bereich der Generierung des unspezifischen Produktes im
System GATA172D05. Dies entsteht tatsdchlich bei Einsatz des Kits, jedoch
mit gegeniiber der ABI-Chemie reduzierter Peakhdhe und nur noch sporadisch
im Zusammenhang mit einem schlechten Amplifikationserfolg auch fiir andere
Systeme, wenn Proben mit sehr schlechtem DNA-Erhalt typisiert wurden. Es
kann vermutet werden, da3 im Reaktionskit enthaltene, (vom Hersteller nicht
bekanntgegebene) Komponenten antagonistisch zum Effekt der hohen Mg”'-
Konzentration wirken und die Reaktionsspezifitit erhohen. Die Entscheidung,
fiir die durchzufiihrenden Analysen an historischem Skelettmaterial trotz der
sporadischen Koamplifikation des unspezifischen Produktes fiir dieses PCR-
System das Multiplex-PCR-Kit zu benutzen, beruht vor allem auf dem Ver-
gleich der Amplifikationsausbeute zwischen den bislang verwendeten Rea-
genzien (ABI) und dem Multiplex-PCR-Kit (Qiagen). Dieser zeigt, dal der
Amplifikationserfolg sowohl fiir rezente als auch fiir historische Proben mit
dem Multiplex-PCR-Kit wesentlich hoher ist (Abb. 6), wovon in besonderem
Malle der erfolgreiche Nachweis von Allelen im gréften System (DXS101)
profitiert (Abb. 7).
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Abb. 6 Agarosegel zum Vergleich des Amplifikationserfolges mit drei verschiedenen
Reaktionszusammensetzungen jeweils fiir drei historische Proben aus der Lichtensteinhdhle Do
26, Do 1076 und Do 1911 sowie eine rezente Probe. Es wurden jeweils gleiche Mengen DNA-
Extrakt in alle drei Versuche eingesetzt und gleiche PCR-Zyklenzahlen durchlaufen. ABI-
Chemie, links: PCR-Chemikalien der Firma Applied Biosystems (Puffer II, MgCl,, AmpliTaq
Gold®), die zu Beginn der Arbeit verwendet wurden. Multiplex-Kit, Mitte: gebrauchsfertiges
Kit (Qiagen), das alle notigen PCR-Reagenzien enthilt, dessen genaue Zusammensetzung
jedoch nicht verdffentlicht ist. Die Verwendung des Multiplex-PCR-Kits fiithrt zu einer
deutlichen Steigerung des Amplifikationserfolges fiir alle Proben. Multiplex-Kit/Q, rechts:
PCR-Kit (Qiagen) mit Additiv Q-Solution zur Uberpriifung der Mdglichkeit der Steigerung des
Amplifikationserfolges und/oder der Spezifitit der Reaktion. Die Zugabe des Additivs bewirkt
bei dieser PCR keine Verdnderungen im Vergleich zum Ansatz ohne Q-Solution.
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Abb. 7

Elektropherogramm eines Amplifikationsergebnisses einer historischen Probe aus

der Lichtensteinhdhle (Do 2589) mit dem Multiplex-PCR-Kit (Qiagen). Auch das X-STR-
System mit den grofiten Allelen, DXS101, wird regelhaft erfolgreich amplifiziert.

2.2.4.2 Amplifikation genetischer Fingerabdriicke

Die Amplifikation genetischer Fingerabdriicke von historischen Individuen

erfolgte im Rahmen dieser Arbeit als Mittel zur Authentizititsabsicherung (vgl.
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Kapitel 2.1.1 und Kapitel 4.2.1.1) von mit anderen, weniger polymorphen Mar-
kern gewonnenen Ergebnissen. Anwendung erfuhr dieser Ansatz bei der Ana-
lyse X-chromosomaler STRs (vgl. Kapitel 4.2) und ABO-Blutgruppenmerk-
malen (vgl. Kapitel 5.3).

Die Reaktionen wurden im 25 pl-Ansatz mit folgenden Komponenten
durchgefiihrt:

10 pl Profiler Plus AmpFISTR PCR Reaction Mix™, 5 ul AmpFISTR Profiler
Plus Primer Set™ , 2 U AmpliTaq Gold™, 1-10 ul DNA-Extrakt, wobei das
Endvolumen durch Auffiillen mit der entsprechenden Menge Ampuwae

(Fresenius) erreicht wurde.

Die Cyclingparameter waren wie folgt:

Initialschritt: 94°C 11 min, 40 Zyklen von 1 min 94°C, 1,5 min 59°C, 2 min
72°C, anschlieBendes Delay 60°C 45 min.

2.2.4.3 Amplifikation X/Y- chromosomaler STRs

Im folgenden Unterkapitel werden die methodischen Aspekte der
Untersuchung X- und Y-chromosomaler STRs dargestellt. Mit diesem
Analysewerkzeug wird eine verbesserte molekulargenetische Geschlechts-
bestimmung an degradierter DNA historischer menschlicher Uberreste

ermdglicht. Die durchgefiihrte Untersuchung ist in Kapitel 4.1 dargestellt.

Die ausgewihlten Marker Amelogenin, DXS6789, DXS9898, DYS391 und
DYS392 (zur Auswahl der Marker vgl. Kapitel 4.1.1) wurden in einer
Multiplex-PCR gemeinsam amplifiziert. Die Primer fiir die Y-STRs wurden im
Rahmen einer Diplomarbeit (Miiller 2002) zur Generierung von Y-Haplotypen
aus degradierter DNA entwickelt und von dort unverindert {ibernommen. Die
Eigenschaften der verwendeten X-chromosomalen Systeme und des

Amelogenin sind in Kapitel 4.2.1, Tab. 12 beschrieben.

In der folgenden Abbildung wird der Aufbau der neu entwickelten X/Y-STR-
Multiplex-PCR schematisch dargestellt.
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Abb. 8 Schema des Langenbereiches der verwendeten Systeme der neu entworfenen X/Y-

STR-Multiplex-PCR. Die farbigen Balken symbolisieren den Range (in Basenpaaren, bp), die
jedes System nach den Berechnungen einnimmt. NED (gelb), HEX (griin) und 6-FAM (blau)
bezeichnen die Farbmarkierung der PCR-Produkte fiir die Detektion.

Weitere Angaben zu den verwendeten Systemen sind in Tab. 3

zusammengefalit.

Tab. 3 X/Y-STR-Multiplex-PCR: verwendete Primer, Farbmarkierungen, Allele und
AllelgroBen

Primer Sequenz (5' - 3") Farb- Allele Allelgrofie
markierung (bp)

Amelogeninf CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGT HEX XY 106 - 112
Amelogenint ATCAGAGCTTACACTGGGAAGCTG -
DXS9898 CACACCTACAAAAGCTGAGATATA HEX 83-15 130 - 155
DXS9898 r CATCCAGATAGACAGATCAATAGATT -
DXS6789 f GTTGGTACTTAATAAACCCTCTTTT NED 14-25 120 — 164
DXS6789 r GGATCCCTAGAGGGACAGAA -
DYS391 f TTGTGTATCTATTCATTCAATCATA - 7-14 138 -166
DYS391 r GGAATAAAATCTCCCTGG T 6-FAM
DYS392 CAAGAAGGAAAACAAATTTTTT - 6-16 91 -121
DYS392r GGATCATTAAACCTACCAATC 6-FAM

bp: Basenpaare, f: forward Primer, r: reverse Primer, Farbmarkierungen: NED: gelb, HEX:
griin, 6-FAM: blau, Primer Amelogenin nach Sullivan et al. 1993, in Amelogenin r wurde ein
Mismatch gegeniiber der Zielsequenz eingebaut, um die Annealtemperatur des Primers zu
senken.

Die Reaktionen wurden im 25 pl-Ansatz mit folgenden Komponenten

durchgefiihrt:

50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (GeneAmp 10xPCR Buffer II, Applied
Biosystems), 2 mM MgCl,, 2,5 U AmpliTaq Gold™, 200 pM je dNTP, 0,4
uM Primer DXS6789 forward und reverse, 0,2 uM Primer DXS989 forward
und reverse, 0,35 uM Primer DYS391 forward und reverse, 0,2 uM Primer
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DYS392 forward und reverse, 0,2 uM Primer Amelogenin forward und
reverse, 1-5 ul DNA-Extrakt. Das Endvolumen wurde durch Auffiillen mit

Ampuwa® (Fresenius) erreicht.
Die Cyclingparameter waren wie folgt:

Initialschritt: 94°C 11 min, 50-55 Zyklen von 40 sec 94°C, 40 sec 50°C, 40 sec
72°C. Finaler Extensionsschritt: 60°C 30 min.

Einstellung der PCR-Parameter:

Die Reaktionsparameter fiir die X/Y-STR-Multiplex-PCR wurden in
experimentellen Reihen ermittelt. Die optimale Annealtemperatur der Primer
wurde als diejenige Temperatur festgelegt, in der alle beteiligten Systeme noch
effizient amplifiziert werden. Limitierend waren die Y-chromosomalen STRs,
die bei weiterer Erhohung der Annealtemperatur nur noch schwache Ampli-
fikationsprodukte zeigten, wéahrend die X-STRs auch bei 58 °C unverdndert
gute Signale zeigen. Auch die Zyklenzahl der PCR fiir das Erreichen einer aus-
wertbaren Signalstirke wurde von der geringeren Effizienz der Amplifikation

der Y-STRs gegeniiber den X-STRs bestimmt.

2.2.4.4 Amplifikation von ccr5 zusammen mit autosomalen STRs
(cer5-fingerprint-Multiplex-PCR)

Im folgenden Unterkapitel werden die methodischen Aspekte der
Untersuchung des ccr5-Locus zusammen mit autosomalen STRs dargestellt.
Mit diesem Analysewerkzeug wird die Héufigkeit des Auftretens einer
bestimmten Variante dieses Gens (ccrSA32) in  (préd)historischen
Bevolkerungen untersucht, um Aussagen liber den Verbreitungszeitpunkt der
Variante treffen zu konnen. Die durchgefiihrte Analyse ist in Kapitel 5.1
dargestellt.

Die ausgewdéhlten Marker Amelogenin, TPOX, D5S818, VWA und THO1
wurden in einer Multiplex-PCR gemeinsam amplifiziert. In Abb. 9 wird der
Aufbau der neu entwickelten ccrS-fingerprint-Multiplex-PCR schematisch

dargestellt.
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Abb. 9 Schema des Langenbereiches der verwendeten Systeme der neu entworfenen ccr5-

fingerprint-Multiplex-PCR. Die farbigen Balken symbolisieren den Range (in Basenpaaren,
bp), die jedes System nach den Berechnungen einnimmt. NED (gelb), HEX (griin) und 6-FAM
(blau) bezeichnen die Farbmarkierung der PCR-Produkte fiir die Detektion.

Weitere Angaben zu den verwendeten Systemen sind in Tab. 4

zusammengefalt.

Tab. 4 cerS-fingerprint-STR  Multiplex PCR: verwendete Primer, Farbmarkierungen,
Allele und AllelgroBen

Primer Sequenz (5' - 3") Farbmar-  Allele  Allelgro3e
kierung (bp)

cer5 CCAGGAATCATCTTTACCAGATCTC 6-FAM cers - 106 - 112
cerS GGACCAGCCCCAAGATGACTA .o e
Amelogenin f CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGT HEX XY 106 - 112
Amelogeninr ATCAGAGCTTACACTGGGAAGCTG -
TPOX f GAACCGTCGACTGGCACAG NED 6-14 110-142
TPOX r CGCTAGGCCCTTCTGTCC T -
D5S818 r CAAGGGTGATTTTCCTCTTTGGTAT NED 7-15 140 - 172
D5S818 r GTGATTCCAATCATAGCCACAGTT
THO1 f GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT 6-FAM 5-11 154 - 178
THO1 f GTGATTCCCATTGGCCTGTTCCTC
VWA f CCCTAGTGGATGATAAGAATAATCAGTATG HEX 13-21  126-170
VWA r GGACAGATGATAAATACATAGGATGGATGG

bp: Basenpaare, f: forward Primer, r: reverse Primer, Farbmarkierungen: NED: gelb, HEX:
griin, 6-FAM: blau, Primer Amelogenin nach Sullivan et al. 1993, in Amelogenin r wurde ein
Mismatch gegeniiber der Zielsequenz eingebaut, um die Annealtemperatur des Primers zu
senken, Primer THO1 nach Polymeropoulos et al. 1991, Primer VWA nach Kimpton et al.
1992.

Die Amplifikationen wurden im 25 pl-Ansatz mit folgenden

Reaktionskomponenten durchgefiihrt:
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50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 2,5 mM MgCl, , 200 uM je dNTP, 2,5 U
AmpliTaq Gold™ (Applied Biosystems), 0, 28 uM je Primer ccr5 forward und
reverse, 0,20 uM je Primer VWA forward und reverse, 0,24 uM je Primer
TPOX forward und reverse, 0,20 uM je Primer THO1 forward und reverse,
0,22 uM je Primer DS5S818 forward und reverse, 0,25 uM je Primer
Amelogenin forward und reverse, 2-10 pl DNA-Extrakt, wobei das
Endvolumen durch Auffiillen mit der entsprechenden Menge Ampuwae

(Fresenius) erreicht wurde.
Die Cyclingparameter waren wie folgt:

Initialschritt: 94°C 11 min, 40 Zyklen von 1 min 94°C, 1 min 54°C, 1 min
72°C, finaler Extensionsschritt: 30 min 60 °C.

Einstellung der PCR-Parameter:

Zur Einstellung der optimalen Mg”'-Konzentration wurde eine Mg -Titerreihe
(1-3 mM in 0,25 mM-Abstinden) mit MgCl, und Puffer II (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Ein finaler Extensionsschritt wurde angefiigt, um
ein gleichmiBiges polymerasespezifisches Anhingen eines dATPs an alle

PCR-Produkte zu gewahrleisten.

2.2.4.5 Amplifikation von ccr5 zusammen mit gelinkten STRs
(ccr5-linked-STR-Multiplex-PCR)

Im folgenden Unterkapitel werden die methodischen Aspekte der Etablierung
eines Analysewerkzeuges vorgestellt, mit dem die Priifung der Hypothese eines
singuldren Ursprungs der ccrSA32-Variante ermoglicht wird. Die

entsprechenden Untersuchungen sind in Kapitel 5.2 dargestellt.

In der folgenden Abb. 10 wird der Aufbau der neu entwickelten ccr5-linked-
STR-Multiplex-PCR mit den empirisch ermittelten Allelgroenbereichen

schematisch dargestellt.
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HEX, Cy3 IRI3.1 IRI3.2
6-FAM I ccrb I .

Abb. 10 Schema des Langenbereiches der verwendeten Systeme der neu entworfenen ccr5-
linked-STR-Multiplex-PCR. Die farbigen Balken symbolisieren den Range (in Basenpaaren,
bp), die jedes System nach den Berechnungen einnimmt. NED (gelb), HEX, Cy3 (griin) und 6-
FAM (blau) bezeichnen die Farbmarkierung der PCR-Produkte fiir die Detektion. GAAT:
GAATI12D11, AFMB: AFMB362wh9.

Weitere Angaben zu den verwendeten Systemen sind in Tab. 5

zusammengefafit.

Tab. 5 ccrS-linked—STR  Multiplex PCR: verwendete Primer, Farbmarkierungen,
Allelrange und AllelgroBen

Primer Sequenz (5' - 3") Farb- Allele Allelgrofie
markierung (bp)

IRI3.1f GCTGGAAATTTCTTCAGACATTG HEX 1-14 102 - 128
IRI3.1r CGGACCTTGCATTACAGGACT -
IRI3.2f CACTTCCAAGTAAATGATGAAACTGT Cy3 1-16 134 - 162
IRI3.2r CCAAACTGTCTGCCAGTAATGTAA -
cer5f CCAGGAATCATCTTTACCAGATCTC 6-FAM cer5 - 106 - 112
cerSr GGACCAGCCCCAAGATGACTA - cer3A32
GAATf GTTGGTACTTAATAAACCCTCTTTT 6-FAM 1.2-3 120 — 164
GAATr GGATCCCTAGAGGGACAGAA -
AFMBf CGCTACAGGAAATATACTATTCACAT NED 1-4 167 - 221

AFMBr CATATTCTGCGCATGTATCC -

bp: Basenpaare, f: forward Primer, r: reverse Primer, Farbmarkierungen: NED: gelb, HEX:
griin, 6-FAM: blau. GAAT: GAATI12D11, AFMB: AFMB362wb9. Daten der AllelgroBen aus
(Bertermann 2004, Ancillotti Perilli 2004)

Die Amplifikationen wurden in zwei Triplex-Raktionen im 25 pl-Ansatz mit

folgenden Reaktionskomponenten durchgefiihrt:

Triplex A: 12,5 ul QIAGEN Multiplex-PCR-Kit (Qiagen), 0,16 uM je Primer
IRI3.1 forward und reverse, 0,20 uM je Primer IRI3.2 forward und reverse,
0,08 uM je Primer ccr5 forward und reverse, 1-5 ul DNA-Extrakt.
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Triplex B: 12,5 ul QIAGEN Multiplex-PCR-Kit (Qiagen), 0,08 uM je Primer
cerd forward und reverse, 0,16 uM je Primer GAAT forward und reverse,

0,16 uM je Primer AFMB forward und reverse, 1-5 ul DNA-Extrakt.
Die Cyclingparameter waren wie folgt:

Triplex A: Initialschritt: 95°C 15 min, 40 Zyklen von 40 sec 94°C, 20 sec
52°C, 30 min 60°C.

Triplex B: Initialschritt: 95°C 15 min, 40 Zyklen von 40 sec 94°C, 20 sec
58°C, 30 min 60°C.

Einstellung der PCR-Parameter:

Das Herabsetzen der Elongationstemperatur vom Standardwert 72°C auf 52
bzw. 58°C und das Verkiirzen des kombinierten Anneal/Elongationsschrittes
auf 20 Sekunden verringerte die Stotterartefakte bei den integrierten Dinukleo-
tidrepeat-Systemen, da auf diese Weise ein waving der Primer wihrend der

Elongationsphase vermindert wurde (vgl. Hummel 2003a).

2.2.4.6 Amplifikation und Reamplifikation von ccrb Singleplex-

Produkten in einer Booster-PCR

Im Rahmen der Untersuchungen zur Kldrung des Zeitpunktes der Verbreitung
der ccr5A32-Variante (Kapitel 5.1) wurden zur Sicherstellung der Ampli-
fikation des richtigen Locus aus den verwendeten Extrakten (prd)historischer

Individuen einige Amplifikate sequenziert.

Es wurden Singleplex-Amplifikationen des ccr5-Locus durchgefiihrt (der
Primer fiir den ccr5-Nachweis ist in Kapitel 2.2.4.4, Tab. 4 gelistet). Die
Reaktionen wurden im 25 pl-Ansatz mit folgenden Komponenten

durchgefiihrt:

50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (GeneAmp 10xPCR Buffer II, Applied
Biosystems), 2,5 mM MgCl, 2,5 U AmpliTaq Gold™, 200 uM je dNTP, je
0,20 uM Primer ccr5 forward und reverse, 1-10 ul DNA. Das Endvolumen

wurde durch Auffiillen mit Ampuwa® (Fresenius) erreicht.
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Die Cyclingparameter waren wie folgt:

Initialschritt: 94 °C 11 min, 40 Zyklen von 1 min 94 °C, 1 min 54 °C, 1 min
72°C. Finaler Extensionsschritt: 60 °C 30 min.

AnschlieBend wurden die Proben auf ein 5%iges Agarosegel aufgetragen
(2.2.9.1), elektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gel extrahiert, wodurch
eine Trennung der Allele bei heterozygoten Individuen gelang (2.2.5).

Mit den mittels Gelextraktion gewonnen und von der Wildtyp-Auspriagung
abgetrennten Allelen wurde eine Booster-PCR vorgenommen (Ruano et al.
1989). Die Reaktionen wurden im 25 pl-Ansatz mit folgenden Komponenten

durchgefiihrt:

50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (GeneAmp 10xPCR Buffer II, Applied
Biosystems), 2,5 mM MgCl, 2,5 U AmpliTaq Gold™, 200 uM je dNTP, je
0,20 uM Primer ccr5 forward und reverse, 0,5 ul DNA aus der Gelextraktion.

Das Endvolumen wurde durch Auffiillen mit Ampuwa® (Fresenius) erreicht.
Die Cyclingparameter fiir die Booster PCR fiir ccr5-Allele waren wie folgt:

Initialschritt: 94 °C 11 min, 30 Zyklen von 1 min 94 °C, 1 min 54 °C, 1 min
72°C. Finaler Extensionsschritt: 60 °C 30 min.

2.2.4.7 Amplifikation von phanotypassoziierten SNPs

Im Rahmen der Untersuchung von SNPs, die mit humanen Haarfarben und
Hauttypen assoziiert sind (vgl. Kapitel 6), wurden die im folgenden dargestell-
ten Protokolle und Parameter verwendet. Der an dieser Stelle aufgefiihrten
PCR (Primer und GroBlenbereiche in Tab. 6) folgt ein weiterer Analyseschritt,
der in Kapitel 2.2.7 beschrieben wird.
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Tab. 6 Phinotyp-SNP-PCRs: verwendete Primer und Produktgréfen

System Primer Sequenz (5' - 3") Produktgrofien (bp)
ASIP £ CCCACTCCCGGCCGCGAGC 44
ASIP r GCCCCGCGTCCCCGAAGC

é codon 151 £ GGACCRCTACATCTCCATCTTCTACGCACTG 89

;i codon 160 r CCCAGATGGCCGCAACGGCTC
codon 60 f TGGGGCTGGTGAGCTTGGTGGAGAAC 63

codon 60 r GGTTCCGGTTCTTGGCGATGGTGG

codon 142 £ GGGCGCCATCGCCGTGGA 73
codon 151 r GCGGCAGGGTCACGATGCTGTG
codon 84 f CATCTGCTGCCTGGCCTTGTCGGA 70

codon 92 r GAGGATGACGGCCGTCTCCAGCA
codon 294 £ GCCCTCATCATCTGCAATGCCATCATC 60

System B

codon 294 r CTCCTGGCTGTGGAAGGCGTAGATGAGG

bp: Basenpaare, f: forward Primer, r: reverse Primer.

Die Amplifikationen wurden im 25 pl-Ansatz mit folgenden Reaktions-

komponenten durchgefiihrt:

System A: 11 pul QIAGEN Multiplex-PCR-Kit (Qiagen), 0,30 uM je Primer
151 forward und 160 reverse, 0,20 uM je Primer 60 forward und reverse, 0,24
uM je Primer ASIP forward und reverse, 1 - 9,5 ul DNA-Extrakt. Das Endvo-

lumen wurde durch Auffiillen mit Ampuwa® (Fresenius) erreicht.

System B: 11 pl QIAGEN Multiplex-PCR-Kit (Qiagen), 0,20 uM je Primer 84
forward und 92 reverse, 0,30 uM je Primer 294 forward und reverse, 0,2 uM
je Primer 142 forward und 151 reverse, 1 - 9,5 ul DNA-Extrakt. Das Endvo-

lumen wurde durch Auffiillen mit Ampuwa® (Fresenius) erreicht.
Die Cyclingparameter fiir beide Systeme waren wie folgt:

Initialschritt: 95°C 15 min, 15 Zyklen von 1 min 94°C, 1 min 72°C, 25 Zyklen
von 40 sec 94°C, 20 sec 72°C.

Einstellung der PCR-Parameter:

Aus der Lage der Primerbindungsstellen in G- und C-reichen Sequenzab-
schnitten resultiert die hohe Annealtemperatur von 72 °C fiir beide Triplex-
systeme. Dadurch wird eine Zweischritt-PCR mdglich, in der die Schritte

Primerannealing und Elongation zusammenfallen.
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Generierung eines Zweipunkte-Standards: Zur sicheren MCIR/Agouti-
Allelbestimmung der durch die Fragmentldngenanalyse aufgetrennten SBE-
Produkte (Kapitel 2.2.7) der historischen Proben wurde ein Zweipunkte-
Standard generiert. Hierzu wurde im 40 pl-Ansatz aus einer Rezentprobe (DS)
als Matrize ein PCR-Produkt mit den Primern codon 142 forward und codon

160 reverse generiert.
Die Cyclingparameter waren wie folgt:

Initialschritt: 95°C 15 min, 15 Zyklen von 1 min 94°C, 1 min 72°C, 25 Zyklen
von 40 sec 94°C, 20 sec 72°C.

2.2.4.8 Amplifikation von ASIP Singleplex-Produkten

Im Rahmen der Untersuchungen phénotypenassoziierter Marker wurden zur
Sicherstellung der Amplifikation des richtigen Locus aus den verwendeten

Extrakten (prd)historischer Individuen einige Amplifikate sequenziert.

Es wurden Singleplex-Amplifikationen des ASIP-Locus durchgefiihrt (der
Primer fiir den ASIP-Nachweis ist in Kapitel 2.2.4.7, Tab. 6 gelistet). Die
Reaktionen wurden im 50 pl-Ansatz mit folgenden Komponenten

durchgefiihrt:

50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (GeneAmp 10xPCR Buffer II, Applied
Biosystems), 2,5 mM MgCl,, 2,5 U AmpliTaq Gold™, 200 pM je dNTP, je
0,20 uM Primer ASIP forward und reverse, 1 ul DNA. Das Endvolumen wurde
durch Auffiillen mit Ampuwa® (Fresenius) erreicht.

Die Cyclingparameter waren wie folgt:

Initialschritt: 94°C 11 min, 35 Zyklen von 1 min 94°C, 1 min 72°C.

2.2.4.9 Amplifikation von ABO-Blutgruppenmerkmalen

Im folgenden Unterkapitel werden die methodischen Aspekte der Etablierung

eines Analysewerkzeuges, mit dem die ABO-Genotypisierung (pré)historischer
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Individuen ermoglicht wird. Die entsprechenden Untersuchungen sind in

Kapitel 5.3 dargestellt.

Tab. 7 ABO-Typisierungs-PCRs:  verwendete Primer, nachgewiesene relevante
Nukleotidpositionen und Produktgroen

System  Primer’ Sequenz (5' - 3") relevante np Produktgréfien (bp)
Ex6 224-237f CTCTCTCCATGTGCAGTAGGAAGG 261 103*/104
224-237r  GAACTGCTCGTTGAGGATGTCG 297
Ex7 772-835f AAGGACGAGGGCGATTTCTA 796 64
772-835r GCTGCAACTCTTGCACCGACC 802

bp: Basenpaare, f: forward Primer, r: reverse Primer. np: Nukleotidpositionen, 1 Die
Primerbezeichnung zeigt die Nukleotidpositionen der ersten und letzten Base des Primers an,
* : fiir die O-Varianten mit Deletion an np 261 betrigt die Lange 103 bp.

Die Amplifikationen wurden im 50 pl-Ansatz mit folgenden Reaktions-

komponenten durchgefiihrt:

System Ex6: 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 200 uM je dNTP,
2,5 U AmpliTaqGold, 0,12 uM je Primer Ex6 forward und reverse, 2 - 10 pul
DNA-Extrakt. Das Endvolumen wurde durch Auffiillen mit Ampuwa®

(Fresenius) erreicht.
Die Cyclingparameter waren wie folgt:

Initialschritt: 94°C 11 min, 45 Zyklen von 1 min 94°C, 1 min 56°C, 1 min
72°C.

System Ex7: Der Ansatz erfolgte analog zu Ex6 unter Verwendung des ent-
sprechenden Primerpaars Ex7 forward und reverse. Die Cyclingbedingungen

wichen nur in der Annealtemperatur (53 °C) von denen des Ex6-Systems ab.

2.2.5 Gel-Extraktion von Banden zur Reamplifikation

Nach Auftrennung der entsprechenden Banden (vgl. Kapitel 2.2.4.6) auf dem
Agarosegel wurden die zu sequenzierenden Fragmente unter UV-Licht (254
nm) mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefaf3
iiberfiihrt. Die Masse dieser isolierten Agarose/Banden-Stiickchen wurde

bestimmt und eine Extraktion der DNA mit dem QIAquick Gel Extraction Kit



2 _Analyse von aDNA e Methoden 40

(Qiagen) nach den Angaben des Herstellers vorgenommen. Das

Elutionsvolumen entsprach dem Ausgangsvolumen.

2.2.6 Taqg-Cycle-Sequencing

Aufreinigung der PCR-Produkte: Fiir einen Einsatz in die Sequenzier-
reaktion wurden die PCR-Produkte (vgl. Kapitel 2.2.4.6 und 2.2.4.8) von den
iibrigen Komponenten des PCR-Reaktionsgemisches (freie Primer, dNTPs,
Taq-Polymerase) abgetrennt. Zur Aufreinigung wurde dabei der QIAquick
PCR MinElute Kit (Qiagen) verwendet, mit dem PCR-Produkte, die groBer als
70 bp sind, reversibel an eine Silicamembran gebunden werden. Die Durch-
fiihrung der Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Das

Elutionsvolumen entsprach dem Ausgangsvolumen.

Cycle Sequencing: Die aufgereinigten DNA-Fragmente wurden in eine Cycle
Sequencing Reaction eingesetzt. Diese beruht auf der enzymatischen Replika-
tion eines DNA-Stranges mit einem von Sanger etablierten System (Sanger et
al. 1977). Der Reaktionsansatz beinhaltet neben einem Sequenzierprimer, Tag-
Polymerase, Tris-HCI, MgCl, und dNTPs fluoreszenzfarbstoffmarkierte Dides-
oxynukleotide (ddNTPs). Bei der Elongation werden neben den unmarkierten
dNTPs stochastisch die markierten ddNTPs in den neu zu synthetisierenden
DNA-Strang eingebaut und bewirken einen Kettenabbruch.

Je nach Signalintensitit auf dem Agarosegel wurden 2 bis 6 pl aufgereinigtes
PCR-Produkt in die Sequenzierreaktion eingesetzt. Die Reaktionen wurden mit
dem forward Primer (3 pmol/Ansatz) durchgefiihrt. DNA und Primer wurden
mit 4 ul BigDye™ Ready Reaction Mix (Applied Biosystems) versetzt und mit
HPLC-Wasser auf 20 ul Reaktionsvolumen aufgefiillt.

Die Cyclingparameter fiir die Sequenzierung von ccr5-Allelen waren wie folgt:
30 Zyklen von 30 sec 96°C, 15 sec 55°C, 4 min 60°C.

Die Cyclingparameter fiir die Sequenzierung von ASIP-Allelen waren wie
folgt: 30 Zyklen von 30 sec 96°C, 15 sec 56°C, 4 min 60°C.

Fillung der Sequenzierprodukte: AnschlieBend an die Cycle Sequencing

Reaction werden die Sequenzierprodukte von iiberschiissigen Komponenten,
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v.a. nicht inkorporierten ddNTPs befreit, welche die nachfolgende Analyse
storen konnten. Hierzu wurde eine ethanolische Féllung durchgefiihrt: 18 pl
des Reaktionsansatzes werden mit 50 pl Ethanol (abs) und 2 pl 3 M NaOAc
(pH 4,6) gefillt und danach zur Pelletierung zentrifugiert. Es folgt ein
Waschschritt mit 70%igem Ethanol und erneute Pelletierung. Das Pellet wird
nach Trocknung in 10 ul HPLC-Wasser aufgenommen. Die Analyse (5 pl
Probe + 15 pul HPLC-Wasser) erfolgt liber Kapillargelelektrophorese (Kapitel
2.2.9.3).

2.2.7 SBE-Analyse

Prinzip: Eine Moglichkeit zum Nachweis von SNPs ist das Minisequencing,
auch treffender ,,Single Base Extension® Protokoll (SBE) genannt (Jalanko et
al. 1992, Syvanen et al. 1992). Das Prinzip der Methode besteht aus zwei
Schritten. Zuerst wird eine PCR durchgefiihrt, bei der sich die Primer sehr nahe
an der zu untersuchenden Stelle befinden konnen. Im Idealfall kann man sich
hier ein Primerpaar vorstellen, das auf beiden Seiten die SNP-Stelle flankiert.
In der Praxis ist dies oft wegen des Aufbaus der den SNP flankierenden
Regionen nicht realisierbar. Das entstandene PCR-Produkt wird aufgereinigt
und in die SBE-Reaktion eingesetzt, die eine spezielle Variante der Taq-Cycle-
Sequencing-Reaktion (vgl. Kapitel 2.2.6) darstellt. Im Unterschied zu dieser
werden in die SBE-Reaktion nur ddNTPs gegeben, die nach dem Einbau
jeweils eines Nukleotids zum Kettenabbruch fithren. Entsprechend miissen die

Extensionsprimer fiir die Reaktion speziell gestaltet werden.

Nl N/ C——— ]
. > @ AGACTGACTAGATCGACTTGCATCGTTGACGATG
\@‘/\ /! Z 7N\
~7 \//@\\ ——— ]
JdNTPs AGACTGACTAGATCGACGTGCATCGTTGACGATG

Abb. 11 Single Base Extension Reaktion. Dargestellt ist jeweils der obere DNA-Strang fiir
zwei Allele eines Locus mit einem SNP in biallelischer Auspriagung (T>G). Der verwendete
Extensionsprimer endet mit seinem 3’-Ende direkt vor der zu analysierenden
Nukleotidposition. Die an SBE-Reaktion beteiligten ddNTPs sind basenspezifisch
fluoreszenzmarkiert. Bei Elongation wird das entsprechende ddNTP eingebaut, danach erfolgt
ein Kettenabbruch.
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Als Ende dieser Reaktion steht die Generierung von Produkten, die aus dem
SBE-Primer und einem spezifischen fluoreszensmarkierten ddNTP (in Abb. 11
T oder G) bestehen und elektrophoretisch durch Fragmentldngenanalyse (FLA)
aufgetrennt werden koénnen. Hier wird der Umstand ausgenutzt, dafl gleich
lange, doch mit unterschiedlichen Farbstoffen versehenen Produkte ein etwas
voneinander abweichendes Laufverhalten zeigen (vgl. Abb. 59 und Abb. 60).
Bei heterozygoter Auspridgung im untersuchten Lokus sind daher die allel-
spezifischen Peaks nicht uninterpretierbar iibereinander dargestellt, sondern
erscheinen diskret nebeneinander. Ein weiterer Unterschied zur Taqg-Cycle-
Sequencing-Reaktion besteht darin, dal die SBE-Reaktion auch als Multiplex-
Ansatz verlaufen kann, d.h. es konnen simultan mehrere Extensionsprimer
eingesetzt werden, die verschiedene auf dem PCR-Produkt lokalisierte SNPs
nachweisen. Um die entstchenden SBE-Produkte sicher auftrennen zu konnen,
miissen diese einen Lingenunterschied von mindestens vier Basen aufweisen.
Beim Simultaneinsatz vieler SBE-Primer wiirde dies zu Primerldngen von 60
oder mehr Basen und daraus resultierend zu ungleichen Reaktionsbedingungen
wie z.B. Annealtemperaturen fithren. Um eine solche Imbalance zu vermeiden,
kann dieser Langenpolymorphismus auch durch Anhéngen eines sogenannten
tags, einer nichthybridisierenden Sequenz in Form eines (T), oder (GACT),

Repeats erreicht werden (vgl. Abb. 12).

Pos.1 Pos.2 Pos.3 Pos.4
C>A G>T C>T G G>C

| O N
L ] L]

C_ ] L ]
AGACTGACTAGATCGACTGGCATCGTTGACGATCTCGACTGGCATCGTTGAGAGT

Abb. 12 Schema einer simultanen SBE-Analyse von vier SNP-Stellen (Pos.1-4), die auf
einem oder auf mehreren PCR-Produkten verschiedenen lokalisiert sein kdnnen. Die Primer fiir
den Nachweis von Pos.3 und 4 sind durch Anhéngen eines GACT-Repeats verldngert, um eine
Trennung der generierten Fragmente beim nachfolgenden Detektionsschritt zu ermdglichen.

Durchfiihrung

Aufreinigung der PCR-Produkte: Um die DNA-Fragmente aus Kapitel
2.2.4.7 von den iibrigen Komponenten des PCR-Reaktionsgemisches (freie
Primer, dNTPs) abzutrennen, wird eine enzymatische Aufreinigung

durchgefiihrt. Hierzu wird einerseits die Exonuklease Exo I zur Zerstérung
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einzelstrangiger DNA und damit der nichtverbrauchten freien Primer benutzt.
Ein weiteres Enzym, SAP (shrimp alkaline phosphatase), katalysiert die
Dephosphorylierung der 5’-Phosphatgruppen der nicht inkorporierten dNTPs
und macht sie fiir eine weitere Reaktion unbrauchbar. Zur Durchfiihrung
werden 15 pl des PCR-Produktes mit 2 U Exo I und 5 U SAP versetzt. Es folgt
eine Inkubation (2 h 37 °C) und Inaktivierung der Enzyme (45 min 82 °C).

SBE-Reaktion: Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen wurde das
kommerziell erhéltliche SNaPshot-Kit (Applied Biosystems) verwendet, das
die Reaktionskomponenten Puffer, Tag-Polymerase und fluoreszenzmarkierte
ddNTPs enthélt. Das Produkt wurde bereits von anderen Forschergruppen er-
folgreich fiir die SNP-Analyse in forensischen Zusammenhéngen benutzt und
ist validiert (Morley et al. 1999, Grimes et al. 2001, Brandstatter et al. 2003,
Bender et al. 2003). Die SBE-Analysen wurden ebenfalls in Multiplex-
Reaktionen durchgefiihrt. Die verwendeten Primer sind in Tab. 8 zusam-

mengefalit.

Tab. 8 SBE-Multiplexsysteme: verwendete Primer, amplifizierte relevante SNP-
Positionen und ProduktgroBen

Primer SNP Sequenz (5' to 3') Produkt-
linge
ks SBE ASIPf A>G CCCACTCCCGGCCGCGAG 19
3_5 P SBE 160 f C>T ACCACAGCATCGTGACCCTGCCG 24
E SBE 151 f C>T GGACCRCTACATCTCCATCTTCTACGCACTG 32
é SBE 60 f G>T (GACT)y TGGTGGAGAACGCGCTGGTG 56
ks SBE 84 f C>A ACTCATCTGCTGCCTGGCCTTGTCGGA 28
LE " SBE 142 f G>A (GACT),GACGCCATCGCCGTGGACC 36
E SBE 294 f C>G (T);sCCTCATCATCTGCAATGCCATCATC 41
A SBE 92 r* C>T (GACT)sGATGACGGCCGTCTCCAGCA 45

bp: Basenpaare, f: forward Primer, r: reverse Primer. * Reverser Primer weist den reversen
Basenaustausch als in Tab. 6 notiert nach.

Die Amplifikationen wurden im 5 pl-Ansatz (Ansatz auf Eis, da die im
SNaPshot Reaction Mix enthaltene Taqg-Polymerase nicht inhibiert ist) mit

folgenden Reaktionskomponenten durchgefiihrt:

System A: 2,5 ul SNaPshot Reaction Mix (Applied Biosystems), 0,09 uM
Primer SBE 160 f, 0,11 uM Primer SBE 151 f, 0,09 uM Primer SBE 60 f, 0,09
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uM Primer SBE ASIP f, 1 ul Exo/SAP gereinigte DNA aus Multiplex-PCR A.

Das Endvolumen wurde durch Auffiillen mit Ampuwa® (Fresenius) erreicht.

System B: 2,5 ul SNaPshot Reaction Mix (Applied Biosystems), 0,16 uM
Primer SBE 84 f, 0,15 uM Primer SBE 142 f, 0,35 uM Primer SBE 92 r, 0,03
uM Primer SBE 294 £, 1 ul Exo/SAP gereinigte DNA aus Multiplex-PCR B.

Das Endvolumen wurde durch Auffiillen mit Ampuwa® (Fresenius) erreicht.
Die Cyclingparameter waren wie folgt:

32 Zyklen von 96°C 15 sec, 60°C 35 sec.

Generierung eines Zweipunkte-Standards: Das flir den Zweipunkte-
Standard generierte PCR-Produkt dient als Matrize fiir eine Duplex-SBE-
Reaktion zur Generierung zweier Marker, die als probeninterner Standard (2

ul) den zu typisierenden MC1R/Agouti-SBE-Produkten zugesetzt wird.

Tab. 9 SBE-Duplexsystem zur Generierung eines Zweipunkte-Standards, verwendete
Primer und Produktgrofien

Primer SNP Sequenz (5' - 3") Produkt-
linge

17+T T CCATCGCCGTGGACCGC 18

39+T T GTGACCCTGCCGCGGGCGCGGCGAGCCGTTGCGGCCATC 40

bp: Basenpaare,

Die generierten Produkte weisen nach derzeitigem Kenntnisstand nicht- oder
nur wenig polymorphe Stellen auf dem MC1R-Gen nach (mufl bei DNA-Donor

gepriift werden) und sind rot fluoreszenzmarkiert (Nachweis von Thymin).
Die Cyclingparameter waren wie folgt:

32 Zyklen von 96 °C 15 sec, 60 °C 35 sec.

Aufreinigung des SBE-Produktes: Zur Abtrennung der nicht inkorporierten
ddNTPs wurde eine Behandlung des Reaktionsansatzes mit 1 U SAP vorge-
nommen. Es folgte eine Inkubation (1 h 37°C) und anschlieBend die Inakti-
vierung des Enzyms (25 min 75°C). Zur Fragmenttrennung werden 5 pl des

SBE-Produktes mit 12 pl Formamid vermischt, 2 Minuten bei 95°C
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denaturiert, gekiihlt und in die Kapillargelelektrophorese eingesetzt (Kapitel
2.2.9.3).

2.2.8 RFLP-Verdau

Die Analyse der mit den PCR-Produkten amplifizierten ABO
Sequenzpolymorphismen (vgl. Kapitel 2.2.4.9) erfolgte durch Nachweis eines
Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus. Die Reaktion wird im folgenden

beschrieben:

Analyse des Exon 6: Fiir die Untersuchung der Nukleotidposition 261 wurde
das Ex6-Produkt mit Rsa I (Erkennungssequenz: GT!AC ) verdaut. Die
Reaktion wurde im 14 pl-Ansatz mit folgenden Reaktionskomponenten
durchgefiihrt: 2 ul Rsa I (New England Biolabs), 2 ul NEB1 Puffer, 3 ul
Ampuwa, 7 ul Ex6-Amplifikationsprodukt. Inkubation: 2 h 37 °C.

Fiir die Analyse der Nukleotidposition 297 wurde das Ex6-Produkt mit
HpyCH41V (Erkennungssequenz: A!CGT ) verdaut. Die Reaktion wurde im 14
ul-Ansatz  mit folgenden Reaktionskomponenten durchgefiihrt: 2 pl
HpyCH4IV (New England Biolabs), 2 ul NEB1 Puffer, 3 ul Ampuwa, 7 pul
Ex6-Amplifikationsprodukt. Inkubation: 2 h 37 °C.

Analyse des Exon 7: Fiir die Untersuchung der Nukleotidposition 796 wurde
das Ex7-Produkt mit Nla III (Erkennungssequenz: CATG!) verdaut. Die
Reaktion wurde im 15,5 pl-Ansatz mit folgenden Reaktionskomponenten
durchgefiihrt: 2 ul Nla III, 2 ul NEB4 Puffer, 3 ul Ampuwa, 1,5 ul BSA
(10 mg/ml), 7 ul Ex7-Amplifikationsprodukt. Inkubation: 2 h 37 °C.

Fiir die Analyse der Nukleotidposition 802 wurde das Ex7-Produkt mit Mnl
(Erkennungssequenz: !NNNNNNNGGAG) verdaut. Die Reaktion wurde im
15,5 pul-Ansatz mit folgenden Reaktionskomponenten durchgefiihrt: Mnl I: 2 pl
Mnl, 2 ul NEB2 Puffer, 3 ul Ampuwa, 1,5 ul BSA (10 mg/ml), 7 pl Ex7-
Amplifikationsprodukt. Inkubation: 2 h 37 °C, Enzymdeaktivierung 1 h 65 °C.

Die Auftrennung der Fragmente erfolgte auf 3,8 - 4,4%igen Agarosegelen
(2.2.9.1).
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2.2.9 Elektrophoresen

2.2.9.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung des Amplifikationserfolges der durchgefiihrten PCRs (vgl.
Kapitel 2.2.4.1 bis 2.2.4.9) diente eine Agarose-Gelelektrophorese auf
2,5%igen Gelen mit Ethidiumbromidfarbung. Es wurden jeweils 9 ul des PCR-
Produktes, versetzt mit 2 pl Schwereldsung, auf das Gel aufgetragen. Zur Ab-
schitzung der Langen der generierten Fragmente wurde ein molekularer
Gewichtsstandard auf jedem Gel mitgefiihrt (1 Kb-Leiter (Life Technologies)).
Die durch das im Gel befindliche Ethidiumbromid angefirbte DNA wurde auf
einem UV-Transilluminator bei A = 254 nm sichtbar gemacht und auf Polaroid-
Film 667 (s/w) dokumentiert (fiir Details sieche Schultes 2000, Gerstenberger
2002, Hummel 2003a).

Zur Auftrennung kiirzerer PCR/RFLP-Produkte (<100 bp) aus den ABO-
Untersuchungen, der ccr5-Sequenzierung und den Haarfarb-Typisierungen
wurden 3,8-5%ige Agarosegele verwendet und zur Abschitzung der Langen
der generierten Fragmente der molekulare Gewichtsstandard LSV (Roche)

verwendet.

2.2.9.2 PAGE-Gelelektrophorese

Die Bestimmung der Allele, die mit den PCRs aus Kapitel 2.2.4.1, 2.2.4.2,
2243, 2244 und 2245 amplifiziert wurden, erfolgte durch
Fragmentlangenanalyse auf einem denaturierenden 6%igen Polyacrylamidgel.
Jede Probe wurde mit dem spurinternen Léngenstandard GS500 ROX versetzt.
Die eingesetzte Produktmenge richtete sich nach der Signalstirke der
produktspezifischen Banden auf dem Agarosegel und betrug 0,1 bis 2,5 ul. Die
PCR-Produkte wurden auf einem 373A Stretch Sequenzer, Laufstrecke 12 cm,
(Applied Biosystems) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Daten wurden mit der
Software GENESCAN-Analysis 2.0.2 ausgewertet (fiir Details siche
Gerstenberger 2002, Hummel 2003a).

Die Bestimmung der Allele fiir die mit dem AmpZF/STR Profiler Plus PCR
Amplification Kit (PE Applied Biosystems) generierten genetischen Fingerab-
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driicke wurde mit der im Kit enthaltenen Allelleiter durchgefiihrt. Fiir die im
Rahmen dieser Arbeit etablierten Systeme wurden eigene Allelleitern gefertigt

und verwendet.

2.2.9.3 Kapillar-Gelektrophorese

Sequenzierprodukte: Die Auftrennung und Detektion der Sequenzierprodukte
(vgl. Kapitel 2.2.6) erfolgte durch Kapillargelelektrophorese auf einem ABI
310 (Applied Biosystems) mit 6%igem Polyacrylamidgel (POP6, Laufzeit
langenabhingig 18-28 min/Probe, 20-30 sec Injektionsszeit). Die Daten
wurden mit der Software Sequencing-Analysis 3.0 (Applied Biosystems)
ausgewertet und eine Vorbestimmung der Basen durchgefiihrt (Details siche
Gerstenberger 2002, Hummel 2003a). Eine weitere Bearbeitung (Editierung
und Alignment) erfolgte softwaregestiitzt mit den Programmen SeqMan,

EditSeq und MegAlign des Lasergene™ Paketes.

SBE-Produkte: Die Auftrennung der SBE-Produkte (vgl. Kapitel 2.2.4.7)
wurde ebenfalls auf einem ABI 310 (Applied Biosystems) mit 4%igen
Polyacrylamidgel (POP4) mit folgenden Parametern vorgenommen: 5 pl Probe
in 12 pl Formamid, Laufzeit 17 min/Probe, 10-20 sec Injektionsszeit. Die

Daten wurden mit der Software Genescan-Analysis 2.1 ausgewertet.
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3 Untersuchtes Skelettmaterial

3.1 Individuen aus der Lichtensteinhohle

Die friihbronzezeitliche Lichtensteinhohle (Unstrut-Gruppe, Nutzungsphase
der Hohle ca. 1000 — 800 v. Chr.) befindet sich am Siidwestrand des Harzes bei
Dorste. In der Hohle wurden 1980 menschliche Knochen entdeckt, die spéter
aufgrund von Keramiken und Bronzen auf die Urnenfelder-Bronzezeit datiert
wurden. Seit 1993 werden die Funde der Lichtensteinhohle systematisch

ergraben (Flindt & Leiber 1998).

Abb. 13 Blick in einen Teil der Lichtensteinhohle. Die Hohle ist extrem eng und wird als
Raum kultischer Handlungen interpretiert (Abb. aus Flindt & Leiber 1998).

An dem mindestens 39 Individuen umfassenden Skelettkollektiv, das eine sehr
gute DNA-Erhaltung aufweist, wurden bereits umfangreiche genetische Ana-
lysen im Hinblick auf die Feststellung von Verwandtschaftsbeziechungen durch-
gefiihrt (Schultes 2000), um zur Kldrung der Frage nach der Art der Nutzung
der Hohle (Opfer- oder Bestattungsplatz) beizutragen.
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Abb. 14  Menschliche Uberreste in der Lichtensteinhdhle (Reinhardsgrotte). Die Fund-

situation war gestort, viele Skelettelemente waren von einer Gipssinterschicht iiberdeckt (Abb.
aus Flindt & Leiber 1998).

Ein groBer Teil der von Schultes untersuchten Individuen konnte erfolgreich in
einen vermutlich drei Generationen umfassenden genealogischen Bezug einge-
gliedert werden. Grundlage hierfiir war die Untersuchung autosomaler STRs
zur Priifung von Eltern-Kind-Beziehungen, mitochondrialer DNA (mtDNA)
zur Aufdeckung von Matrilinien und Y-chromosomaler STRs zur Identifizie-
rung von Patrilinien. Schultes gelang der Nachweis umfangreicher Verwandt-
schaftsbeziehungen zwischen 14 in der Hohle bestatteten Individuen (vgl. Abb.
15) sowie einer weiteren potentiellen Vater-Kind-Beziehung (Do 902 und Do
2589, vgl. Kapitel 4.2.3.1, Abb. 31). Durch die engen verwandtschaftlichen Be-
ziehungen zwischen diesen Individuen wird die Interpretation der Bedeutung

des Fundplatzes als die eines Bestattungsortes bestérkt.
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Abb. 15  Rekonstruktion biologischer Verwandtschaft eines Teils der Individuen aus der
Lichtensteinhdhle (Kreise: weibliche Individuen, Quadrate: ménnliche Individuen). Es kdnnen
vier Familienzweige (I-IV) identifiziert werden, die iiber drei Generationen durch Individuen
belegt sind (reprasentiert durch Quadrate und Kreise mit Bezeichnungen dariiber: Zeile 1:
Fundnummer, Zeile 2: Sterbealter. Symbole ohne Bezeichnung sind Platzhalter fiir noch nicht
identifizierte Individuen, fiir die zum Teil genetische Merkmale (farbig), wie z.B. das mt-
Muster fiir die Mutter von Do 3742 (ganz links), rekonstruiert werden konnen). Die
Gruppierung der Individuen basiert auf der Analyse mitochondrialer Haplotypen (mt, gleiche
Farben und Bezeichnungen reprisentieren gleiche mt-Muster), Y-Haplotypen (Y, gleiche
Farben und Numerierungen reprisentieren gleiche Y-Muster) und autosomaler STRs
(Anordnung der Individuen zueinander, Einzeldaten hier nicht abgebildet). Zusammenfassung
eines Teils der Ergebnisse nach Schultes 2000.

3.2 Individuen aus Goslar/Rammelsberg

Weitere im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Individuen entstammen einem
etwa einhundert Individuen umfassenden Skelettkollektiv aus dem 18. Jahrhun-
dert, das 1993 in der Grabung aus dem Klosterfriedhof ,,Hinter den Briidern 6-
8 in Goslar gesichert wurde. Es handelt sich vermutlich um Hiittenleute des
sogenannten Frankenberger Viertels (Klappauf 1996). Auch an diesen Ske-
letten sind bereits neben der morphologischen Befundung (Finke 1999)
umfangreiche genetische Untersuchungen durchgefiihrt worden, um z.B. die
Art der Tradierung der handwerklichen Expertise zu rekonstruieren (Bramanti
2000). Mehrere Individuen (Abb. 16) stehen in einem engen verwandt-

schaftlichen Verhéltnis zueinander (Presciuttini et al. 2002), welches im
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Rahmen der Studie von Johannsen 2002 genauer untersucht und erweitert

wurde (vgl. Kapitel 4.2.3 Abb. 40).

Abb. 16 Ausschnitt aus der Lageskizze des Klosterfriedhofs (stidwestlicher Teil). In den
Rechtecken sind jeweils die Fundnummer, das Geschlecht und das Alter (Mittelwert des
Altersbereiches, Finke 1999) angegeben. Fiir die rot markierten Individuen ist ein enger
verwandtschaftlicher Bezug postuliert.

3.3 Individuen aus Alia

Alia ist ein Dorf in Sizilien (nahe Palermo), in dem 1837 eine im Kirchenbuch
des Ortes dokumentierte Choleraepidemie ausbrach. Binnen fiinf Monaten
wurden 306 Todesfille offiziell registriert und die Verstorbenen in einer Hohle
(Camposanto vecchio, Abb. 17) gemeinsam und mit Branntkalk bedeckt

bestattet.
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Abb. 17  Camposanto vecchio in Alia. (Bildquelle B. Bramanti)

Abb.18  Femur eines der in der Camposanto vecchio in Alia bestatteten Individuen.
(Bildquelle: B. Bramanti)

Die untersuchten Knochen befanden sich in duflerlich gutem Zustand (vgl.
Abb. 18) und wiesen eine gute DNA-Erhaltung. Fiir das Skelettkollektiv aus
Alia lagen ebenfalls genetische Referenzdaten fiir autosomale STRs aus einer

fritheren Studie vor (Bramanti et al. 2003).

3.4 Individuen aus Stiftskirche Enger

Die Stiftskirche in Enger, die mit ihren &dltesten Bauabschnitten auf das friihe 9.
Jahrhundert zu datieren ist, wurde in den Jahren 1970 - 1973 véllig renoviert.
Wihrenddessen durchgefiihrte umfangreiche archédologische Grabungen im
Kirchenbereich lieBen mehrere an dieser Stelle vorausgegangene Kirchengriin-
dungen erkennen. Die élteste wurde um 800 vollzogen, und wird trotz un-
sicherer historischer Quellenlage von einigen Archidologen dem Sachsenfiirsten
Widukind zugeschrieben, der wihrend der Sachsenkriege (772-804 A.D.) Karl
den Groflen bekdmpfte und sich nach Aufgabe des Widerstandes im Jahre 785
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taufen lie. Es wird vermutet, dal Widukind auch in der Stiftskirche Enger bei-
gesetzt ist. Bei den archdologischen Grabungen an den urspriinglichsten
Kirchenbauten wurden mehrere Gréiber freigelegt (Abb. 19). Drei Gréber
befanden sich an zentraler Stelle im Chor des &ltesten Bauwerks (Anfang 9.
Jahrhundert). Aus ihnen wurden die Uberreste dreier minnlicher Individuen

geborgen (Fundnummern EN 447, EN462, EN 463, Abb. 19 und Abb. 20).
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Abb. 19 Rekonstruktion des ersten Kirchenbaus in Enger mit Eintragung der gefundenen
Gréber. Malistab 1:200 (Bildquelle: Lobbedey & Klenke 1979)

Abb.20  Die Individuen aus den zentralen Grébern der Stiftskirche Enger, von links nach
rechts: EN 447 (juv), EN 463 (smat-sen), EN 462 (smat-sen). Die Skelette sind zum Teil nur
unvollstédndig tiberliefert.
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Fiir das Individuum aus dem mittleren Grab (EN 463) wird vor allem aufgrund
der zentralen Lage der Grabstitte vermutet, daB es sich um die Uberreste des
Kirchenstifters, flir den Identitdt mit dem Sachsenfiirsten Widukind ange-

nommen wird, handeln konnte.

Unter den weiteren im Zuge der Ausgrabungen geborgenen Individuen, deren
Verbindung zu den im Chor bestatteten Personen unklar ist, befinden sich eine
unter der Fundnummer EN 452 gefiihrte Frau (Abb. 21) sowie die Uberreste
eines Mannes (EN 388, Abb. 22).

Abb. 21 Kalvarium und Mandibula des Individuums EN 452 (weiblich, smat-sen)

Abb. 22 Kalvarium und Mandibula des Individuums EN 388 (ménnlich, smat-sen)
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4 aDNA-Untersuchungen zur Rekonstruktion
sozialer Strukturen (pra)historischer Bevol-
kerungen

Die Aufdeckung direkter genealogischer Verwandtschaftsbeziechungen, aus
denen wiederum umfassendere soziale Strukturen rekonstruierbar sind, ist
eines der Desiderate der anthropologischer Forschung. Der Schwerpunkt des
Erkenntnisinteresses der Anthropologie in Bezug auf Verwandtschaftsanalyse
liegt in der Aufdeckung von Prozessen und dynamischen Aspekten innerhalb
von Verwandtschaftsgruppen (Capra et al. 1991). Verwandtschaftsbeziechungen
sind Teil von 6konomischen, politischen und oder religiésen Aspekten und
konnen im  RiickschluB bei (pré)historischen Bevolkerungen zur
Rekonstruktion dieser kulturellen Parameter dienen. Auch wenn in ver-
schiedenen Kulturen unterschiedliche Ansichten dariiber herrschen, wer mit
wem verwandt ist, sind biologische Verbindungen, mindestens Mutter-Kind-
Relationen als kleinste gesellschaftliche Einheit, im Regelfall anzutreffen.
Diese genetisch fixierten Beziehungen konnen auch an (prd)historischen
Skeletten nachgewiesen werden. Aus ihnen konnen im Riickschlufl kulturelle
Verwandtschaftskonzepte einer Gesellschaft und weitergehend Folgerungen
iiber die sozialen Strukturen abgeleitet werden, in welche die untersuchten

Individuen eingebettet waren.

4.1 Molekulargenetische Geschlechtsbestimmung durch
Koamplifikation X/Y-chromosomaler Marker

Das biologische Geschlecht ist ein basales Datum fiir Rekonstruktionen demo-
graphischer und sozialer Strukturen in menschlichen Gesellschaften (vgl. Kapi-
tel 1.1). Eine sichere Geschlechtsbestimmung ist hierfiir eine Grundvoraus-
setzung und eines der Ziele historisch-anthropologischer Untersuchungen.
Daher wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Analysewerkzeug ent-

wickelt, das die Bestimmung des biologischen Geschlechtes aus
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(pré)historischen Skeletten auch dann ermdglicht, wenn die DNA in der zu

untersuchenden Probe degradiert ist.

4.1.1 Determination des Geschlechtes durch molekulargene-

tische Marker

Fiir die molekulargenetische Geschlechtsbestimmung in bisher vorgenom-
menen Studien diente hauptsichlich die Amplifikation einer sowohl auf dem
X-und dem Y-Chromosom auftretenden homologen, jedoch langendimorphen
Region (106 and 112 bp) - das Amelogenin-Gen (AmelX und AmelY,
Nakahori et al. 1991, Bailey et al. 1992, Mannucci et al. 1994). Dieser
experimentelle Ansatz mit der simultanen Detektion einer X- und Y-chromo-
somalen Sequenz bot bereits einen klaren Vorteil gegeniiber den ersten
Versuchen der molekulargenetischen Geschlechtsbestimmung, die den Nach-
weis Y-spezifischer Marker anstrebten. Hier konnte das weibliche Geschlecht
eines  untersuchten  Individuums nur aus  einem  negativen
Amplifikationsresultat abgeleitet werden (z.B. Hummel & Herrmann 1991,
Honda et al. 1994). Doch hat auch der alleinig durchgefiihrte Amelogenin-
Nachweis den Nachteil, daBB es bei starker Degradierung der DNA dazu
kommen kann, da3 ménnliche Individuen fédlschlich als weiblich bestimmt
werden, wenn die AmelY-Sequenz in einer Reaktion nicht amplifiziert wurde.
Dieses Phdnomen tritt hdufig bei der Analyse degradierter DNA auf und wird
als allelic dropout bezeichnet. Der einzige Weg, die Rate fiir diesen Fehler zu
minimieren und zuverldssige Ergebnisse zu generieren, liegt in einer Erh6hung

der Zahl der Amplifikationen (z.B. Taberlet et al. 1996).

Koamplifikation verschiedener X- und Y-chromosomaler Marker

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wird ein Multiplex-PCR-System zur Er-
hohung der Sicherheit molekulargenetischer Geschlechtsbestimmungen an
archdologischen Proben entwickelt. Angestrebt wird sowohl die Verringerung
der Moglichkeiten von Fehlinterpretationen durch allelic dropout als auch

durch die seltenen Fille einer Deletion von AmelY (Santos et al. 1998). Das
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neu entwickelte System sollte einen positiven Nachweis sowohl weiblicher als
auch ménnlicher Individuen durch die Simultananalyse mehrerer verschiedener
gonosomaler Marker ermoglichen. Hierflir wurden in das Analysesystem neben
dem Nachweis fiir Amelogenin je zwei X-chromosomale STRs (DXS6789 und
DXS9898) und zwei Y-chromosomale STRs (DYS391 und DYS392)
integriert. Bei beiden STR-Typen handelt es sich um Mikrosatelliten mit einer
dhnlicher Struktur wie die autosomale STRs (Caglia et al. 1998, Edelmann &
Szibor 1999). Y-STRs ermdglichen neben dem Nachweis des ménnlichen
Geschlechtes eines beprobten Individuums auch die Feststellung von

Verwandtschaft iiber Patrilinien (vgl. Kap.3.1, Abb. 15).

Die Strategie der Koamplifikation X- und Y-chromosomaler Sequenzen wurde
in forensischen Zusammenhédngen bereits erfolgreich angewendet (Pfitzinger et
al. 1993, Tun et al. 1999, Honda et al. 2001) und wird fiir Untersuchungen an
archdologischem Material empfohlen (Brown 1998). Das hier entwickelte
Analysesystem steuert zudem nur kurze DNA-Abschnitte als Zielsequenzen
(91-166 bp) an und ist damit speziell fiir die Analyse degradierter DNA

geeignet.

Die ausgewihlten Marker Amelogenin, DXS6789, DXS9898, DYS391 und
DYS392 wurden in einer Multiplex-PCR gemeinsam amplifiziert (fiir
Protokolle und Sequenzen vgl. Kap. 2.2.4.3). Die Primer fiir die Y-STRs
wurden im Rahmen einer Diplomarbeit (Miiller 2002) zur Generierung von Y-
Haplotypen aus degradierter DNA entwickelt und wurden unverdndert

tibernommen. Die Eigenschaften der verwendeten X-chromosomalen Systeme

sind in Kapitel 4.2.1, Tab. 12 beschrieben.

4.1.2 Untersuchungen von rezenten Individuen

Fragestellung und Proben: Die Ausbalancierung der Primermengen der
Multiplex-PCR und die Etablierung der PCR-Parameter wie Annealtemperatur
erfolgte an rezenten Proben (Mundschleimhautabstriche) von drei ménnlichen

und sieben weiblichen Individuen.
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Ergebnisse: Fiir die minnlichen Probanden konnte {ibereinstimmend mit den
Erwartungen in den X- und Y-chromosomalen Systemen jeweils ein Allel
nachgewiesen werden. Die Amplifikationsresultate der Frauen zeigten keine
Signale flir die Y-chromosomalen Marker, wiahrend jeweils fiir mindestens
einen X-STR Heterozygotie nachgewiesen werden konnte. Eine Ausnahme
bildet die Probe K562, bei der es sich um ecine Zellinie handelt, die hier
aufgrund bekannter Allelausprigung als Kalibrierungsreferenz fiir die X-
chromosomalen STRs diente. Die Probe weist in den hier untersuchten sowie
vier weiteren X-chromosomalen STRs (vgl. Tab. 56) nur eine Allelauspragung
auf. Dies ist nicht vereinbar mit der hohen Heterozygotenrate fiir die
untersuchten STRs. Eine Ursache fiir diesen Sachverhalt konnte in einer
Monosomie X oder eine uniparentalen Disomie X (zweimal das identische X-
Chromosom von einem Elternteil ererbt) gesucht werden, publiziert wurde
dariiber bislang nichts. Die Typisierungsergebnisse der Rezentproben und der

Zellinie K562 sind in folgender Tabelle zusammengefal3t:

Tab. 10 Typisierungsergebnisse fiir X/Y-chromosomale Marker der untersuchten
Rezentproben

Probe Geschlecht  Amelo DXS6789 DXS9898 DYS932 DYS391
BH m XY 21 8.3 10 11
PMS m XY 21 8.3 10 12
BM m XY 22 13 10 11
DS w X/X 20/21 11/13 - -
SH w X/X 20/22 8.3/13 - -
EK w X/X 20/20 11/12 - -
KE w X/X 20/21 11/12 - -
MB1 w X/X 20/20 11/13 - -
KW w X/X 20/20 12/13 - -
K562 w X/? 21 12 - -

Amelo: Amelogenin-Gen. w: weiblich, m: minnlich, ?: nicht bekannt

4.1.3 Untersuchungen von archaologischen Proben

Fragestellung und Proben: Untersucht wurden einige bronzezeitliche Indi-
viduen aus der Lichtensteinhohle im Harz (Fundnummern Do 26, 58.3, 1076,

1102, 1500, 1911, 2388, 3742, 3750, 3756, R1, vgl. Kapitel 4.2.3.1). Von den
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Skelettelementen wurden bereits genetische Referenzdaten in der Studie von
Schultes 2000 mit dem AmpFI/STR Profiler Plus PCR Amplification Kit (PE
Applied Biosystems, vgl. Kapitel 4.2.1.1) generiert. In diesem Kit ist auch der
geschlechtsanzeigende Marker Amelogenin enthalten, so dall bereits ein
zusammen mit einem genetischen Fingerabdruck erhobenes Referenzdatum fiir
das Geschlecht vorlag. Mit dieser Referenz sollten die mit der neu entwickelten
X/Y-Multiplex-PCR generierten Daten verglichen und die Eignung des

Analysesystems fiir aDNA-Untersuchungen gepriift werden.

Ergebnisse: Die Amplifikationen mit den aus bronzezeitlichen Skelettele-

menten gewonnen Extrakten verliefen erfolgreich (vgl. Abb. 23 und Abb. 24).

o o
~ O
o
o O
o 0O

DO 1500
DO 1911
DO 2388
DO 3742

Abb. 23  Agarosegel mit Amplifikationsprodukten (91 — 166 bp) bronzezeitlicher Proben
aus der Lichtensteinhohle (Do). Deutliche Banden im Bereich der zu erwartenden PCR-Pro-
dukte belegen eine erfolgreiche Amplifikation. Banden unterhalb von 75 bp sind Primerdimere.
MW: Molekularer Gewichtsstandard, hier 1KB-Leiter.
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Abb. 24 Ergebnisse der Amplifikation (Elektropherogramm) mit der neu entwickelten
X/Y-Multiplex-PCR fiir zwei Individuen aus der bronzezeitlichen Lichtensteinhéhle. Das
obere Fenster zeigt das Ergebnis fiir ein weibliches Individuum (Do 26), das untere Fenster fiir
ein ménnliches Individuum (Do 1911). Die Zahlen an der Spitze der kleineren roten Peaks
zeigen die Langen (in bp) des internen Langenstandards Genescan ROX 500 an. Bei Do 26
(oben) ist das Geschlecht durch die Amplifikation von (nur) AmelX, dem Vorliegen der beiden
X-STRs DXS9898 und DXS6789 in jeweils heterozygoter Ausprigung und dem Fehlen
jeglicher Amplifikationsprodukte fiir die Y-chromosomalen STRs eindeutig als weiblich
bestimmbar. Das Geschlecht von Do 1911 (unten) ist durch die Amplifikation beider homo-
loger Sequenzabschnitte des Amelogenins, AmelX und AmelY, das Vorliegen von Ampli-
fikationsergebnissen flir die Y-STRs DYS392 und DYS391 sowie die homozygote
Ausprigung fiir beide X-STRs eindeutig determinierbar.

Die mit dem neu entwickelten Analysesystem durchgefiihrte molekulare Ge-
schlechtsbestimmung fiir die bronzezeitlichen Proben wies vollstindige Uber-
einstimmung mit den Referenzdaten aus Schultes 2000 auf. Die Alleldeter-

minationen fiir die elf untersuchten Individuen (sieben weibliche und vier

ménnliche) sind in der folgenden Tabelle zusammengefalt.
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Tab. 11 Typisierungsergebnisse X- und Y-chromosomaler Marker fiir mehrere bronze-
zeitliche Individuen

Probe ref. Sex Amelo DXS6789 DXS9898 DYS392 DYS391

DO 26 X/X X/X 15/21 8.3/11 - -
DO 58.3 XY XY 21 13 - 11
DO 1076 XY XY 24 8.3 11 11
DO 1102 XY XY 21 8.3 11 11
DO 1500 X/X X/X 15/23 12/14 - -
DO 1911 XY XY 20 12 11 11
DO 2388 X/X X/X 21/23 8.3/12 - -
DO 3742 X/X X/X 20/21 8.3/13 - -
DO 3750 X/X X/X 20/(22) 12/14 - -
DO 3756 X/X X/X 20/22 8.3/14 - -
DOR1 X/X X/X 20/20 11/12 - -

Amelo: Amelogenin-Gen. ref. Sex: Referenzdatum fiir das Geschlecht (Amelogenin) aus der
Arbeit von Schultes 2000. Allele in Klammern: Datum nicht vollstindig reproduziert, - : es
konnte kein Allel nachgewiesen werden.

Diskussion: Alle untersuchten weiblichen Individuen waren mindestens fiir
einen X-chromosomalen Locus sicher als heterozygot bestimmbar. Zusammen
mit der Abwesenheit von Amplifikationsergebnissen fiir Y-STRs unterstiitzt
dies das durch Amelogenin angezeigte Ergebnis und sichert eine eindeutige
Geschlechtsbestimmung. Dieser Vorteil der Koamplifikation sich gegenseitig
kontrollierender X- und Y-STRs wurde z.B. bei einer Einzelamplifikation von
Do 3742 (weiblich) deutlich. Hier war neben dem kriftigen AmelX-Signal ein
schwaches AmelY-Signal detektierbar. Wiirde die Geschlechtsbestimmung nur
auf der Analyse von Amelogenin beruhen, wére die Geschlechtszuordnung der
Probe fiir diese Einzelanalyse unsicher. Da hier jedoch simultan fiir beide X-
chromosomalen STRs heterozygote Ergebnisse auftraten, wéhrend fiir die Y-
STRs keine Signale detektierbar waren, konnte das Individuum trotz des
(einmalig aufgetretenen) Amelogenin-Artefakts sicher als weiblich bestimmt

werden.

Durch die Kombination X- und Y-chromosomaler Marker in einer Reaktion
kann auch bei Ausfall eines oder mehrerer Systeme eine sichere mole-
kulargenetische Geschlechtsbestimmung vorgenommen werden. Auch wenn
das Amelogenin-Gen nur ein AmelX-Signal zeigt, kann durch die koampli-

fizierten Y-STRs das ménnliche Geschlecht fiir ein beprobtes Individuum
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nachgewiesen werden. Andersherum werden weibliche Individuen nicht nur
tiber die Abwesenheit von Amplifikaten Y-chromosomaler Marker bestimmt,
sondern durch die hohe Chance der Heterozygotie in mindestens einem der X-
chromosomalen STRs positiv nachgewiesen. Mit diesem Analysewerkzeug
kann die Sicherheit molekulargenetischer Geschlechtsbestimmungen insbe-

sondere bei Proben mit schlechtem DNA-Gehalt gesteigert werden.

4.2 Erweiterung der Moglichkeiten der Verwandtschafts-

rekonstruktion durch X-chromosomale STRs

Nachweis von Verwandtschaft durch molekulargenetische Marker

Bisher werden fiir Untersuchungen von Verwandtschaftsstrukturen in histo-
rischen Populationen vor allem drei Markertypen genutzt: autosomale STRs,
Y-chromosomale STRs und mitochondriale DNA (z.B. Debenham 1996,
Gerstenberger et al. 1998, Jehaes et al. 1998, Clisson et al. 2001, Gerstenberger
et al. 2001, Scholz et al. 2001, Rickards et al. 2001, Keyser-Tracqui et al.
2003). Autosomale STRs finden ihre Anwendung bei der Identifikation
direkter verwandtschaftlicher Beziehungen zwischen Individuen, wie sie
Eltern-Kind-Relationen darstellen. Y-chromosomale STRs ermdglichen die
Feststellung von patrilinearer Verwandtschaft auch iiber im Fundmaterial
bestehende Generationsliicken hinweg. Das Pendant zur Identifizierung mater-
naler Linien findet sich in der miitterlich vererbten mitochondrialen DNA.
Dieser Markerkanon wird im Rahmen dieser Arbeit um auf dem X-
Chromosom lokalisierte STRs erweitert. Die Untersuchung dieser Polymor-
phismen verschiebt insbesondere die Grenzen der Analyse in bestimmten

Defizienzfillen (Vater-Tochter-Dyaden).
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4.2.1 Analyse X-chromosomaler STRs zur Verwandtschafts-

bestimmung

Auf dem X-Chromosom befinden sich neben Genen auch nichtcodierende Ab-
schnitte mit STRs (X-STRs), die dhnlich den autosomalen STRs in Form von
Di- bis Pentanukleotidrepeats aufgebaut sind. Die Forschung an diesen Mar-
kern mit Fokus auf forensische Applikationen begann erst vor wenigen Jahren
(z.B. Kishida & Tamaki 1997, Edelmann & Szibor 1999, Tun et al. 1999). X-
STRs haben das Potential, die Analyseresultate von autosomalen und Y-
chromosomalen STRs zu unterstiitzen, besonders wenn es um die Generierung
zusitzlicher Informationen bei komplexen Verwandtschaftsuntersuchungen mit
,Informationsliicken* von einer oder mehreren Generationen geht. Auch wenn
bei der Untersuchung autosomaler STRs (genetischer Fingerabdruck) an stark
degradiertem Material wie Knochen nur unzureichende Resultate auftreten,
konnen X-STRs die Analyse sinnvoll ergéinzen (z.B. Szibor et al. 2003). In
Defizienzfillen (bei Abwesenheit der molekulargenetischen Daten eines
Elternteils), besonders solchen, in denen Vater-Tochter-Relationen im Fokus
der Untersuchung stehen, kénnen X-STRs von entscheidendem Vorteil zur
Aufklidrung von Verwandtschaftsvermutungen sein. Dies betrifft insbesondere
solche Fille, in denen der Putativvater nicht mehr zu beproben ist, aber weitere
weibliche Nachkommen desselben als Probanden zu Verfiigung stehen, die alle
das gleiche viterliche X-Chromosom tragen sollten (z.B. Edelmann et al. 2002,
Szibor et al. 2003). Der Vererbungsmodus des X-Chromosoms und der auf ihm

befindlichen genetischen Marker wird in Abb. 25 veranschaulicht.
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Abb. 25  Vererbungsgang des X-Chromosoms. Bei Frauen liegt das X-Chromosom als
homologes Paar vor, wihrend Ménner nur ein X-Chromosom besitzen und damit hemizygot
sind. Wéhrend die miitterlichen X-Chromosomen (hier gelb und griin markiert) mit einer
Chance von 50% auf Nachkommen (T6chter und S6hne) vererbt werden, gibt der Vater sein X-
Chromosom (hier blau) nur an seine Tochter weiter, diese jedoch besitzen dann alle das gleiche
viterliche X-Chromosom.

Ein Teil der X-STRs steht in einem Linkage-Verhiltnis zueinander, was bedeu-
tet, dal diese Marker rdumlich so nahe beieinander liegen, daf sie dufBerst
selten durch crossing-over-Ereignisse getrennt werden (Vogel & Motulsky
1997) sind und die gewonnenen Muster als Haplotyp interpretiert werden

konnen. Basierend auf den zur Zeit bekannten Daten wurden vier solcher

Linkage-Gruppen beschrieben (Szibor et al. 2003, Abb. 26).
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Abb.26  Ideogramm des X-Chromosoms und Lokalisation der auf ihm befindlichen STRs
und Zusammenfassung in Linkage-Gruppen. (Quelle Szibor et al. 2003).
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Fir Untersuchungen, in denen moglichst unabhdngige genetische Infor-
mationen bendtigt werden, sollten STRs aus verschiedenen Linkage-Gruppen
benutzt werden. Sollen jedoch X-chromosomale Linien z.B. iiber mehrere
Generationen verfolgt werden, bietet sich die Analyse von STRs aus einer

Linkage-Gruppe an, die einen Haplotypen bilden.

Bei der Verwendung von X-STRs fiir die Verwandtschaftsrekonstruktion muf3
bedacht werden, dal im Gegensatz zu vielen anderen Chromosomenmono-
somien oder -polysomien die respektiven Anomalien beziiglich des X-Chromo-
soms nicht letal sind, was durch die Inaktivierung iiberzdhliger X-Chromo-
somen erkldrt wird (Lyon 1961. Das Auftreten solcher abberanten Karyotypen,
z.B. X0, sogenanntes Turner Syndrom mit einer Frequenz von ca. einem von
2500 weiblichen Individuen (z.B. Clement-Jones et al. 2000), kann jedoch die
Ergebnisse einer Verwandtschaftsiiberpriifung beeinflussen, die auf der mole-
kulargenetischen Analyse X-chromosomaler Marker beruht. In solchen Fillen
stellen X-STRs nicht mehr das Mittel der Wahl fiir die Verwandtschafts-
feststellung dar (Szibor et al. 2003). Da diese Félle jedoch selten auftreten,
wird an dieser Stelle davon ausgegangen, dafl die Analyse X-chromosomaler

STRs in den meisten Fillen zuverldssige Resultate generiert.

Da in diesem Teil der Arbeit die Erweiterung der Moglichkeiten der
Verwandtschaftsrekonstruktion im Vordergrund steht, wurden gelinkte Marker
aus Gruppe 2 zur Identifizierung von Haplotypen gewéhlt (Abb. 26). Die Grup-
pe ist auf dem langen Arm des X-Chromosoms im mittleren bis centromer-
nahen Bereich lokalisiert. Da Degradationsphinomene an den telomer gele-
genen Bereichen der Chromosomen beginnen (Hummel et al. 1999), sind die
Chancen fiir eine erfolgreiche Analyse genetischer Marker um so grofer, je
centromernédher diese sich befinden. Diese Bedingung wird von der fiir diese
Arbeit verwendeten Markergruppe, den Tetranukleodidrepeats DXS6800,
DXS6789, DXS9898, GATA172D05 sowie den Trinukleotidrepeats DXS101
und DXS7424 erfiillt. Weiterhin wurde die Auswahl der Marker aufgrund von
publizierten Informationen beziiglich ihrer Aussagekraft in forensischen
Analysen getroffen (Edelmann et al. 2001, Szibor et al. 2003). Von Bedeutung
in diesem Zusammenhang sind die Werte fiir den Informationsgehalt

(polymorphism information content, PIC), die beobachtete Heterozygotenrate
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(observed heterozygosity Het(obs)), die Diskriminanzstirke (average power of
discrimination, PD) bei Frauen und Mannern und die Ausschluwahrschein-
lichkeit (expected probability of exclusion, PE). Der PIC ist definiert als die
Wahrscheinlichkeit, daB3 fiir das untersuchte genetische Merkmal der Genotyp
eines Individuums einen Riickschlufl darauf zuldf3t, welches seiner zwei Allele
er von welchem Elternteil ererbt hat. Die Heterozygotenrate (Het) gibt die
Wabhrscheinlichkeit an, daB3 aus einer Population, in der zufillig geheiratet
wird, ein zufdllig ausgewdhltes Individuum fiir das untersuchte genetische
Merkmal heterozygot ist. Die PD 146t Aussagen iiber die Wahrscheinlichkeit
zu, daB3 zwei zufillig ausgewéhlte Individuen im untersuchten System einen
unterschiedlichen Genotypen aufweisen. Die PE beschreibt die Wahr-
scheinlichkeit, dal} bei bekannten Allelen von Mutter und Kind ein Mann, der
nicht biologischer Vater des Kindes ist, durch den Test von einer Vaterschaft

ausgeschlossen wiirde.

Die fiir diese Arbeit ausgewdhlten Marker sind als hochpolymorph und fiir die
Verwandtschaftsrekonstruktion geeignet beschrieben (Edelmann et al. 2001).

Die sie charakterisierenden Daten sind in Tab. 12 zusammengefal3t.

Tab. 12 Struktur und Informationsgehalt der verwendeten X-chromosomalen STRs

X-STR Struktur PIC  Het,s PD" PD™ PE
DXS6800 (TAGA),-CA-GATA-GAT-(GATA),- 0,690 0,694 0,885 0,729 0,690
CG-(TAGA);-TC-(GATA);
DXS9898 (TATC),-ATC-(TATC), 0,731 0,745 0,908 0,769 0,596
DXS6789 TATC-(TATG),(TATC), 0,702 0,746 0,893 0,741 0,702
DXS101° (CTT)~(ATT), 0,878 0,885 0,928 0,889 0,878
DXS7424° (TAA), 0,764 0,836 0982 0,794 0,764
GATA172D05  (GATA), 0,775 0,804 0,935 0,808 0,654

* Trinukleotidrepeats, PIC: Polymorphismusinformationsgehalt, Het,,s): beobachtete Heterozy-
gotenrate, PD" : Diskriminanzstirke bei weiblichen Individuen, PD™ : Diskriminanzstirke bei
ménnlichen Individuen, PE: AusschluBwahrscheinlichkeit (ohne Daten der Mutter). Daten aus
Edelmann et al. 2001.

Die ausgewdhlten X-STRs DXS6800, DXS6789, DXS9898, GATA172D0S5,
DXS101 und DXS7424 wurden in einer Multiplex-PCR gemeinsam
amplifiziert. Da die publizierten Primer PCR-Produkte mit groBen und damit
fiir die Untersuchung degradierter DNA ungeeigneten Fragmentldngen

amplifizieren, wurden die Primer mit Fokus auf eine Verkiirzung der PCR-
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Produkte neu gestaltet. In das Multiplex-System wurde zusétzlich der Marker
Amelogenin (Nakahori et al. 1991, Mannucci et al. 1994) integriert, der eine
homologe, jedoch ldngendimorphe Regionen auf dem X- und dem Y-
Chromosom nachweist (106 and 112 bp). Die Entwicklung der Primer wurde
unter Beriicksichtigung der Anforderungen an das Primerdesign fiir die
Amplifikation degradierter DNA wunter Zuhilfenahme der Software
PrimerSelect™ (Lasergene) durchgefiihrt. Diese Parameter beinhalten unter
anderem die Amplifikation kurzer Produkte, ein absinkendes Energieprofil der
Primer mit stirker bindendem 5’-Ende und weniger stabil bindendem 3’-Ende
zu Reduzierung unspezifischer Amplifikationen. Dariiber hinaus wurde die
Vermeidung von Dimer- und Hairpinstrukturen sowie eine moglichst dhnliche
Annealtemperatur fiir alle verwendeten Primer angestrebt (ausfiihrlich
beschrieben in Hummel 2003a). Dariiber hinaus waren fiir die ausgewéhlten
STRs Referenzallele einer kommerziell erhiltlichen DNA (K562) bekannt
(Edelmann, J. und Hering, S., personliche Kommunikation), die eine

Kalibrierung der neu designten Systeme ermoglichten.

4.2.1.1 Generierung genetischer Fingerabdricke zur

Authentizitatssicherung

Fiir einige Extrakte wurde zusétzlich zur X-STR-Multiplex-Typisierung ein
individualspezifischer genetischer Fingerabdruck generiert und diese Daten mit
denen aus fritheren Publikationen (Schultes 2000) verglichen, um die
Authentizitit des Ergebnisses sicherzustellen. Hierzu wurde das AmpFISTR
Profiler Plus PCR Amplification Kit (PE Applied Biosystems) verwendet, das
eine Simultanamplifikation von neun autosomalen STRs und Amelogenin
ermoglicht und bereits in forensischen Studien validiert (z.B. Neuhuber et al.
1999, Gusmao et al. 2000, Lederer et al. 2001) sowie erfolgreich fiir historische
Studien verwendet wurde (Hummel et al. 2000, Bramanti et al. 2000, Schultes
et al. 2000, Gerstenberger 2002). Die Reaktionsparameter sind in Kapitel
2.2.4.2 angegeben, wichtige Eigenschaften der im Kit enthaltenen genetischen

Marker sind in der folgenden Tabelle zusammengefalit.
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Tab. 13 AmpFISTR Profiler Plus PCR Amplification Kit: Systeme, Farbmarkierungen,
Allelanzahl und Allelgroen

System Het(obs) Farbmarkierung Allelanzahl Allelgrofen (bp)
D3S1358 0,79 5-FAM 8 114-142
VWA 0,74 5-FAM 11 157-197
FGA 0,87 5-FAM 14 219-267
D8S1179 0,84 JOE 12 128-168
D21S11 0,88 JOE 22 189-243
D18S51 0,88 JOE 22 247-255
D5S818 0,68 NED 10 273-341
D13S317 0,74 NED 8 206-234
D7S820 0,83 NED 10 258-294
Amelogenin - JOE XY 106, 112

bp: Basenpaare, Farbmarkierungen: NED: gelb, JOE: griin, 5-FAM: blau, Het(obs):
beobachtete Heterozygotenrate (nach Anslinger et al. 2001), Angaben iiber Allelanzahl und
AllelgroBen entstammen dem AmpFISTR Profiler Plus PCR Amplification Kit Manual

4.2.2 Untersuchungen von rezenten Individuen

Fragestellungen: Die Ausbalancierung der Primermengen der X-STR-
Multiplex-PCR und die Etablierung der PCR-Parameter wie Annealtemperatur
erfolgte an rezenten Proben (Mundschleimhautabstrichen). An zwei Gruppen
rezenter Individuen wurden die Moglichkeiten der Verwendung X-chromoso-
maler Marker fiir Verwandtschaftskonstellationen getestet, wie sie bei der
Bearbeitung archidologisch/anthropologischer und forensischer Fragestellungen
eine Rolle spielen konnten. Dieses betrifft die Maoglichkeit des
Nachvollziehens der Weitergabe von X-Haplotypen iiber mehrere
Generationen sowie die Rekonstruktion X-chromosomaler Muster bei
Individuen, die nicht (erfolgreich) beprobt werden konnten (Kapitel 4.2.2.1).
Zum anderen sollte die Kapazitidt der X-STRs zur Losung von Defizienzfillen
gezeigt werden (Kapitel 4.2.2.2). Um die Typisierung der X-chromosomalen
STRs zu erleichtern, wurde eine Allelleiter gefertigt (sieche Anhang, Kapitel
1.1).
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4.2.2.1 X-Haplotypen als generationenibergreifend transferierte

Marker

Fragestellung und Proben: An DNA-Extrakten (Mundschleimhautab-
strichen) einer rezenten Familie (sechs weibliche Individuen) wurde gepriift, in
wie weit es moglich ist, die durch die X-STR-Multiplex-PCR generierten X-
chromosomalen Haplotypen zuverlédssig auch in heterozygoten Individuen zu
erkennen und iiber mehrere Generationen zu verfolgen. Dariiber hinaus sollte
versucht werden, X-STR-Muster fiir mit den Probanden verwandte, jedoch
nicht fiir eine DNA-Analyse zur Verfiigung stehenden Personen zu rekon-
struieren. Die hier untersuchten Individuen standen in gesicherter verwandt-
schaftlicher Beziehung zueinander und wurden mit der neu entwickelten X-

STR-Multiplex-PCR typisiert.

Ergebnisse und Diskussion: Die Typisierungsresultate der X-chromosomalen

STRs fiir die untersuchten Individuen sind in Abb. Abb. 27 dargestellt.
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Abb. 27  Rezente Familie (ménnliche Individuen durch Quadrate, weibliche Individuen
durch Kreise reprisentiert). Analyse X-chromosomaler Haplotypen (in verschiedenen Farben
jeweils rechts vom betreffenden Individuum dargestellt) zur Priifung der Eignung der
ausgewdhlten Marker aus der Linkage-Gruppe 2 (Abb. 26) fiir die Verwandtschafts-
rekonstruktion. Individuen mit * standen nicht fiir eine DNA-Analyse zur Verfiigung, ihre
Haplotypen konnten jedoch aus den Daten der beprobten Individuen vollstindig rekonstruiert
werden.

Die Analyse demonstriert das Potential, aber auch die Grenzen der Anwendung
von X-STRs in der Untersuchung forensischen wie archidologischen Materials.
Bei geeigneter genealogischer Abfolge - d.h. mindestens jede zweite Gene-
ration mu} weiblich sein, um die Weitervererbung eines X-chromosomalen
Musters zu gewdhrleisten - ist es unter Umstdnden moglich, eine Rekon-
struktion von verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen Individuen vorzu-
nehmen, obwohl eine oder mehrere Generationen zwischen den Leben beider
Personen liegen (z.B. teilt Person 10 einen X-Haplotypen mit Person 2, ebenso
Person 1 und 8). Andererseits wird auch deutlich, da3 in jeder Generation, in
der eine Frau wiederum weibliche Nachkommen hat, die Chance 50% betrigt,
daf} das ,,falsche* X-Chromosom weitervererbt wird, so daBl im ungilinstigen
Fall keine verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen Menschen (hier im
Beispiel zwischen Personen 11 und 1) nachgewiesen werden kénnen, zwischen

denen eine Generationenliicke existiert.
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4.2.2.2 Biologische oder soziale Geschwister?

Fragestellung und Proben: Die im folgenden dargestellte Untersuchung
diente der praktischen Uberpriifung der Anwendbarkeit X-chromosomaler
Marker zum Ldsen von Defizienzfillen flir einen realen Fall. Untersucht
wurde, welche der in Abb. 28 dargestellten Verwandtschaftsbeziechungen
korrekt ist — a oder b. Der Fokus liegt hierbei auf der Frage, ob Individuum 7
den selben biologischen Vater hat wie seine Geschwister (Variante a) oder
einen anderen (Variante b). Fiir eine DNA-Analyse standen nur die vier

Geschwister zu Verfligung, da die Eltern bereits verstorben waren.

= o m
XETANEXT

Abb. 28  Zu iiberpriifende Verwandtschaftsbeziehungen bei einer rezenten Familie. Es soll
geklart werden, ob Personen 4, 5, 6 und 7 denselben biologischen Vater haben (a) oder Person
7 aus einer illegitimen Beziehung stammt (b). Die mit * gekennzeichneten Individuen
(Elterngeneration) standen nicht fiir eine DNA-Analyse zur Verfiigung (Defizienzfall).

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden Mundschleimhautabstriche der
vier Geschwister (drei weibliche und ein méannliches, dessen Typisierung nur
fakultativ war) mit der neu entwickelten X-STR-Multiplex-PCR typisiert.
Wenn die drei weiblichen Geschwister 4, 5 und 7 denselben biologischen Vater
haben, miissen sie auch die Hélfte ihrer X-chromosomalen Allele teilen,

ndmlich den gemeinsam geerbten véterlichen X-Haplotypen.

Ergebnisse und Diskussion: Die Typisierungsergebnisse, die in Abb. 29
dargestellt sind, zeigen, daBl alle untersuchten weibliche Individuen den
gleichen (blau dargestellten) X-Haplotypen tragen. Die Daten lassen dariiber

hinaus eine Rekonstruktion der X-chromosomalen Muster der Eltern zu.



4 Rekonstruktion sozialer Strukturen ¢ Verwandtschaftsrekonstruktion 72

18 16

X-Haplotyp: 17
* * 12 14

DXS 7424 1 2 18 15
GATA172D05 22 20

DXS9898 24 26
DXS6800
DXS6789
DXS101 T

16 18 18 18
7 11 11 11
14 12 12 12
4 15 5 18 6 18 18
20 22 22 22
26 24 24 24

Abb.29  Verwandtschaftsrekonstruktion an einer rezenten Familie zur L&sung eines
Defizienzfalles. Analyse X-chromosomaler Haplotypen (in verschiedenen Farben jeweils
rechts vom betreffenden Individuum dargestellt) zur Priifung der Zugehorigkeit von
Individuum 7 zur iibrigen Familie. Personen 4, 5 und 7 teilen den selben X-Haplotypen
(orange), als dessen Donor Person 1 rekonstruiert werden kann. Individuen mit * standen nicht
fiir eine DNA-Analyse zur Verfiigung, ihre Haplotypen konnten jedoch aus den Daten der
beprobten Individuen vollstindig rekonstruiert werden.

4.2.3 Untersuchungen von archaologischen Proben

4.2.3.1 Individuen aus der Lichtensteinhohle

Fir 14 Individuen der bronzezeitlichen Lichtensteinhdhle wurden von
(Schultes 2000) konkrete Verwandtschaftshypothesen aufgestellt. Einige dieser
vermuteten Beziehungen werden im folgenden mit X-chromosomalen STRs
untersucht, um weitere Daten zu ermitteln, welche die bestehenden Konstrukte
validieren oder falsifizieren. Die Einzeltypisierungsergebnisse sind im Anhang,

Kapitel 12.2.1 aufgefiihrt.

Die Stellung von Do 2030 im Verwandtschaftsgefiige

Fragestellung und Proben: Wie in Abb. 30 (Ausschnitt aus Abb. 15)
dargestellt ist, kann Individuum Do 2030 zwar nicht direkt mit den
Familienzweigen II und III verbunden werden; seine Eingruppierung in die
dargestellte Position ist aufgrund der in seinem genetischen Fingerabdruck
repriasentierten Allele und des mtDNA-Haplotypen (Schultes 2000) sehr
plausibel. Die Postulierung mindestens einer weiteren Generation noch nicht
identifizierter Individuen (Eltern von Do 2030) ist notig, um eine Assoziation

von Do 2030 an den Stammbaum zu gewéhrleisten.



4 Rekonstruktion sozialer Strukturen ¢ Verwandtschaftsrekonstruktion 73

Do26 Do 1076
senilis adult

mti

Y1

@

Do 3756 Do 1911
adult matur

Do R1
adult

Do 1102
matur

mti

Y1
Do 1206 Do 3750 Do 2030
inf 2 juvenil inf 2-juv
- J N _
e
II I1I

Abb.30 Do 2030 zeigt eine bilineare Deszendenz, da es Trager des im Familienzweig 11
vorkommenden Y-Haplotypen sowie des in Familienzweig III vertretenen mt-Haplotyp ist und
konnte das Bindeglied zwischen beiden Zweigen sein .

Die Positionierung von Do 2030 wird durch die Analyse X-chromosomaler
Marker weiter untersucht, wobei gepriift werden soll, ob sich X-chromosomale
Muster von Do 26 (PutativgroBmutter) bei Do 2030 wiederfinden. Hierbei
kann ein positives Ergebnis die Plausibilitdt der Positionierung von Do 2030 an
der angebildeten Stelle stark erhohen, wéihrend ein negatives Ergebnis keine
Aussage zuldft, weil die Chance fiir die Vererbung eines von Do 26 stam-
menden X-chromosomalen Haplotypen nur 25% betrdgt. Im Zusammenhang
mit dieser Fragestellung wurde zur Absicherung der Ergebnisse fiir Do 26
ebenfalls das Individuen Do 1102 typisiert, das in gesicherter verwandtschaft-
licher Beziehung (Kind) zu Do 26 steht.

Ergebnisse: Die Typisierungsergebnisse fiir Do 26, Do 1102 und Do 2030 sind

in folgender Tabelle zusammengefaft:
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Tab. 14 Typisierungsergebnisse flir X-chromosomale Marker fiir die bronzezeitlichen
Individuen Do 26, Do 1102 und Do 2030

Probe DXS 7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

Do 26 15/16 5/9 XX 8.3/11 16/17 15/21 19/23
Do 1102 16 9 XY 8.3 17 21 19
Do 2030 15 10 XY 8.3 15 21 24

Amelo: Amelogenin-Gen. Individuum Do 1102 zeigt als Kind von Do 26 Ubereinstimmungen
in allen untersuchten X-STR-Systemen. Rot geschriebene Allele bei Individuum 2030
markieren die Systeme, nach denen eine Ubertragung X-chromosomaler Muster von Do 26
liber eine unbestimmte Anzahl von Generationen auf Do 2030 auszuschlieBen ist.

Do 1102 teilt in jedem untersuchten System ein Allel mit Do 26, wahrend der
X-Haplotyp von Do 2030 in drei Systemen von den bei Do 26 zu

beobachtenden Allelen abweicht.

Diskussion: Dafl Do 1102 in jedem untersuchten System ein Allel mit Do 26
teilt, validiert die ohnehin sehr sichere, aufgrund der autosomalen STR-Daten
und des gleichen mt-Haplotypen postulierten Mutter-Tochter-Beziehung
zwischen diesen beiden Individuen. Der X-Haplotyp von Do 2030 weicht
dagegen in drei Systemen von den bei Do 26 realisierten Allelen ab, dessen X-
chromosomale Muster sich in Do 2030 also nicht wiederfinden lassen. Dieses
Ergebnis 1dBt keine Aussagen iiber die Positionierung dieses Individuums
innerhalb der Genealogie auf der bisherigen Datenbasis zu und kann daher
nicht zur Klarung der zeitlichen Nédhe des Anschlusses von Do 2030 an die

Familienlinien II und III beitragen.

Authentizititssicherung: Fiir einen der aDNA-Extrakte von Do 2030, der den
von Do 26 abweichenden X-Haplotypen zeigt, wurde der genetische Finger-
abdruck bestimmt. Damit wurde die Moglichkeit gepriift, da3 es sich bei den
gewonnenen Ergebnissen um eine Kontamination des verwendeten Extraktes
durch rezente DNA (Mitarbeiter) handelt. Hierzu wurde der AmpF/STR™
Profiler Plus Kit (Applied Biosystems) benutzt, mit dem simultan neun
autosomale STRs typisiert werden. Die gewonnenen Daten wurden mit denen

aus einer fritheren Studie (Schultes 2000) verglichen (Tab. 15).
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Tab. 15 Typisierungsergebnisse mit dem AmpF/STR™ Profiler Plus Kit fiir Do 2030

Probe D3S1358 VWA FGA Amelo D8S1179 D21S11 D18SS1 DSS818 D13S317 D7S820

Do 2030 16/- 17/18  21/- XY 10/- 29/30.2 16/- 10/- 12/- -/-
Ref. 16/16 17/18  21/24 XY 10/12 29/30.2 16/18 10/13 12/13 9/9

Typisierungsergebnis fiir Do 2030 aus dieser Studie oben, Ergebnis von Schultes 2000 (Ref.)
unten. Amelo: Amelogenin-Gen. Mit - angegebene Allele konnten nicht reproduziert
nachgewiesen werden.

In den meisten Systemen konnte zwar nur ein Allel nachgewiesen werden,
wihrend das andere Allel nicht detektierbar war (allelic dropout). Um diese
Allele nachzuweisen, wiren weitere Amplifikationen nétig gewesen. Da jedoch
nicht die Generierung vollstindiger genetischer Fingerabdriicke in dieser
Untersuchung im Vordergrund stand, und die Ubereinstimmungen zwischen
den neu erhobenen und den Referenzdaten deutlich ist, wird eine Authentizitét
der gewonnenen Ergebnisse angenommen. Dariiber hinaus wurde ein Abgleich
der Daten mit den genetischen Fingerabdriicken der Mitarbeiter des Instituts
sowie der X-chromosomalen Allelmuster der Bearbeiter vorgenommen. Es
konnten keine Ubereinstimmungen gefunden werden, die auf eine rezente

Kontamination schlieBBen lassen.

Priifung zweier vermuteter Vater-Tochter-Dyaden

Fragestellung und Proben: In der Arbeit von Schultes werden fiir Do 58.3
(ménnlich) und Do 1500 (weiblich) sowie Do 902 (ménnlich) und Do 2589
(weiblich) zwei Vater-Tochter-Verhiltnisse (dargestellt in Abb. 31) aufgrund
der Bestimmungsergebnisse der autosomalen STRs postuliert (siche auch Tab.
18). Da in beiden Fillen die Mutter bisher nicht identifiziert werden konnte,
liegen hier aus archdologischem Zusammenhang klassische Defizienzfille vor,
bei denen X-chromosomale STRs zur Absicherung der Vaterschaftsanalysen

beitragen konnen.
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Abb.31  Postulierte Vater-Tochter-Beziehungen zwischen Individuen der bronzezeitlichen
Lichtensteinhéhle fiir die Fille Do 58.3 und Do 1500 (a) sowie Do 902 und Do 2589 (b). Die
Verwandtschaftszuschreibungen basieren auf der Analyse von autosomalen STRs (Schultes
2000). Symbole ohne Bezeichnung sind Platzhalter fiir noch nicht identifizierte Individuen,
von denen fiir einige bestimmte genetische Merkmale wie z.B. das mt-Muster fiir die Miitter
von Do 1500 (a) und Do 2589 (b) vorhergesagt werden kdnnen)

Zur Uberpriifung der vermuteten Verwandtschaftsbeziehungen wurde eine
Untersuchung  X-chromosomaler Haplotypen fiir diese Individuen

durchgefiihrt.

Ergebnisse: In Tab. 16 und Tab. 17 sind die Typisierungsergebnisse der
untersuchten X-chromosomalen STRs fiir beide Putativvater-Tochter-

Beziehungen zusammengefalit.

Tab. 16 Typisierungsergebnisse fiir die untersuchten X-chromosomalen Systeme fiir die
Individuen Do 58.3 und Do 1500

Probe DXS 7424 GATA172D05S Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789  DXS101

Do 58.3 15 10 XY 13 16 21 24
Do 1500 14/15 7/10 XX 12/14 15/- 15/23 24/(24)

Amelo: Amelogenin-Gen. Angabe in Klammern: Allel wahrscheinlich, aber nicht vollstindig
reproduziert. Mit - angegebene Allele konnten nicht reproduziert nachgewiesen werden, ihre
Existenz muf3 aber fiir moglich gehalten werden. Rot geschriebene Allele bei Individuum 1500
markieren die Systeme, nach denen eine Ubertragung X-chromosomaler Muster von Do 58.3
auf Do 1500 auszuschlieBen ist.

Der Vergleich der Allele (Tab. 16) zwischen Do 58.3 (Putativvater) und Do
1500 14Bt erkennen, dal in zwei der sechs untersuchten X-STR-Systemen keine

Ubereinstimmung vorhanden ist.
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Tab. 17 Typisierungsergebnisse flir X-chromosomale Marker fiir die bronzezeitlichen
Individuen Do 902 und Do 2589

Probe DXS 7424 GATA172D05S Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789  DXS101

Do 902 16 5 XY 11 18 20 23
Do 2589 16/19 9/10 XX 8.3/8.3 15/18 20/21 20/24

Amelo: Amelogenin-Gen. Rot geschriecbene Allele bei Individuum 2589 markieren die
Systeme, nach denen eine Ubertragung X-chromosomaler Muster von Do 902 auf Do 2589
auszuschlieBen ist.

Der Vergleich der Allele zwischen Do 902 (Putativvater) und Do 2589 zeigt,

daB in drei der sechs untersuchten X-STR-Systemen keine Ubereinstimmung

vorhanden ist.

Diskussion: In beiden untersuchten Defizienzfillen zeigte sich, dal} bei der X-
STR Typisierung der Dyaden Do 58.3/Do 1500 und Do 902/Do 2589 in zwei
bzw. drei X-STR-Systemen keine Ubereinstimmungen gefunden und dadurch
beide Putativviter von einer biologischen Vaterschaft ausgeschlossen werden
konnen. Die sehr dhnlichen Merkmale, die fiir beide Dyaden in den auto-
somalen STRs (Tab. 18) feststellbar sind, lassen zwar weiterhin eine nahe
Verwandtschaft zwischen diesen Individuen vermuten, nur handelt es sich

nicht um eine biologische Vater-Tochter-Beziehung.

Authentizititssicherung: Fiir jedes der vier untersuchten bronzezeitlichen
Individuen wurde aus einem aDNA-Extrakt der genetische Fingerabdruck be-
stimmt. Damit wurde die Moglichkeit gepriift, da3 es sich bei den gewonnenen
Ergebnissen um eine Kontamination des verwendeten Extraktes durch rezente
DNA (z.B. Mitarbeiter) handelt. Hierzu wurde der AmpF/STR™ Profiler Plus
Kit (Applied Biosystems) benutzt, mit dem simultan neun autosomale STRs
typisiert werden. Die gewonnenen Daten wurden mit denen aus einer fritheren

Studie (Schultes 2000) verglichen (Tab. 18).
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Tab. 18 Typisierungsergebnisse mit dem AmpFI/STR™ Profiler Plus Kit fiir die
untersuchten Individuen Do 58.3, Do 1500, Do 902 und Do 2589

Probe D3S1358 VWA FGA Amelo D8S1179 D21S11 D18S51 DS5S818 D13S317 D7S820

Do 58.3 /- 16/18 2125 XY 13/- 29/- 16/- 11/- A /-
Ref. 1518 16/18 25~ XY  13/13 29/30 /- 1/11) (13- /-
Do 1500  18/- v D | - 14/- i 13/- 11/- - 9/-
Ref. 16/18 1718 (21)- XX  13/14 28/30 12115 11/12 11/- 10/13
Do902  14/15  13/15 22724 XY 13- 312323332 12/ 12/13 13/- /-
Ref. 14/15  13/15 22024 XY 13/13 31.2/32.2 1012 12/(13) 913 9/9
Do2589 16/ 1415 22/~ X 13/- 29/30 v 11/- 11/- o=
Ref. 15/16  14/15 2224 XX  13/13 28/- 4 11/12) (1) /- o

Typisierungsergebnisse aus dieser Studie jeweils oben, Ergebnis aus Schultes 2000 (Ref.)
unten. Amelo: Amelogenin-Gen. Allele in Klammern: Datum nicht vollstindig reproduziert.
Mit - angegebene Allele konnten nicht reproduziert nachgewiesen werden.

In den meisten Systemen konnte zwar nur ein Allel nachgewiesen werden,
wihrend das andere Allel nicht detektierbar war, auf weitere Amplifikationen
zur Generierung vollstdndiger genetischer Fingerabdriicke wurde verzichtet, da
dies nicht im Vordergrund der Untersuchung stand. Die gefundenen Uber-
einstimmungen zwischen den neu erhobenen und den Referenzdaten scheinen
deutlich genug zu sein, um eine Authentizitit der gewonnenen Ergebnisse
anzunehmen. Dariiber hinaus wurde ein Abgleich der Daten mit den
genetischen Fingerabdriicken der Mitarbeiter des Instituts sowie der X-
chromosomalen Allelmuster der Bearbeiter vorgenommen. Es konnten keine
Ubereinstimmungen gefunden werden, die auf eine rezente Kontamination

schlieBen lassen.

Uberpriifung einer vermuteten Mutter-Tochter-Beziehung und

Rekonstruktion einer moglichen Triade

Fragestellung: Eine von Schultes 2000 vermutete Mutter-Tochter-Relation
zwischen Do 1500 und Do 2388 (Abb. 32), die durch autosomale STRs und
mtDNA gut belegt ist, soll durch X-STRs gepriift werden. Anhand des
erwarteten positiven Ergebnisses dieser ,,Mutterschafts““-Untersuchung soll die
Konsistenz der verschiedenen genetischen Daten zueinander demonstriert

werden.
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Abb. 32  Postulierte Mutter-Tochter-Beziehung zwischen Individuen der Lichtensteinhéhle
im Fall Do 1500 und Do 2388. Die Verwandtschaftszuschreibungen basieren auf der Analyse
von autosomalen STRs und mitochondrialen Haplotypen (Schultes 2000).

Ergebnisse und Diskussion: Die Typisierungsergebnisse fiir Do 1500 und Do

2388 sind in der folgenden Tabelle zusammengefafit.

Tab. 19 Typisierungsergebnisse flir X-chromosomale Marker fiir die bronzezeitlichen
Individuen Do 1500 und Do 2388

Probe DXS 7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

Do 1500 14/15 7/10 XX 12/14 15/- 15/23 24/(24)
Do 2388 14/16 5/9/10 XX 8.3/12 17/20 21/23 19/24

Amelo: Amelogenin-Gen. Angabe in Klammern: Allel nicht vollstdndig reproduziert. Mehrere
Allele angegeben: alle Allele sind mehrfach beobachtet worden, es konnte keine Entscheidung
zugunsten eines Merkmals getroffen werden.

Die beiden Individuen teilen in den fiinf untersuchten Systemen, die
vollstindig beurteilbar sind, ein Allel. Dieses Ergebnis validiert die aufgrund
der genetischen Fingerabdriicke und mt-Haplotypen ohnehin schon sehr
plausible Annahme einer Mutter-Tochter-Verwandtschaft zwischen diesen
Individuen. Die Ergebnisse der unterschiedlichen genetischen Marker sind
widerspruchsfrei und ergeben zusammen eine sichere Beurteilung des

untersuchten Verwandtschaftsverhéltnisses als Mutter-Tochter-Beziehung.

Im Zuge der Auftrennung aller in der Lichtensteinhdhle identifizierten X-chro-
mosomalen Haplotypen zur Rekonstruktion dort praktizierten Residenzver-

haltens (4.3) ist folgende Konstellation auffillig (Tab. 20, Auszug aus Tab. 30).
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Tab. 20 Determinierte ~ X-chromosomale  Haplotypen einiger Individuen  der
Lichtensteinhdhle: Do 26, Do 1102, Do 1500 und Do 2388

X-Haplotypen

in Probe(n) Haplotyp(en) DXS 7424 GATA DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXSI101
26 X6 15 5 11 16 15 23
1102, 26 X13 16 9 83 17 21 19
1500, 2388 X4 14 10 12 17 0. 20 23 24
1500 X7 15 7 14 15 15
2388 X13 0. X15 16 50.9 8.3 17 0.20 21 19

GATA: GATA172D05, Allele in Klammern: Datum nicht vollstdndig reproduziert. o.: oder,
auf der bisherigen Datenbasis ist keine Entscheidung zugunsten eines Allels moglich

Hier deutet sich die Moglichkeit an, dal Do 2388 den gleichen X-Haplotypen
X13 tragt wie Do 26 und Do 1102 (Mutter und Sohn, siehe oben). Do 26
kommt als unmittelbarer Donor des Haplotypen nicht in Frage, da dieses
Individuum einen von Do 2388 abweichenden mt-Haplotypen triagt und die
Mutter von Do 2388 mit Do 1500bereits identifiziert ist. Der X-Haplotyp muf3
also vom Vater vererbt worden sein. Do 1102 als Trager des entsprechenden

Haplotypen kommt hier als Donor in Frage (Tab. 21).

Tab. 21 Typisierungsergebnisse flir X-chromosomale Marker fiir die bronzezeitlichen
Individuen Do 1500, Do 2388 und 1102

Probe DXS 7424 GATA172D0S Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

Do 1500 14/15 7/10 XX 12/14 15/- 15/23 24/(24)
Do 1102 16 9 XY 8.3 17 21 19
Do 2388 14/16 5/9/10 XX 8.3/12 17/20 21/23 19/24

Amelo: Amelogenin-Gen. Angabe in Klammern: Allel nicht vollstédndig reproduziert. Mehrere
Allele angegeben: alle Allele sind mehrfach beobachtet worden, es konnte keine Entscheidung
zugunsten eines Merkmals getroffen werden. Farbig angegeben sind die Allele, die Do 2388
jeweils mit einem der Putativeltern teilt.

Die Analyse der X-chromosomalen Haplotypen macht die vermutete Triade Do
1500/Do 1102/D02388 wahrscheinlich, da Do 2388 in allen sechs untersuchten
X-STR-Systemen je ein Allel mit Do 1102 teilt. Um die Moglichkeit der
Vaterschaft von Do 1102 zu Do 2388 weiter zu priifen, werden in der

folgenden Tabelle die genetischen Fingerabdriicke der Individuen (aus Schultes

2000) zusammengefalt (Tab. 22).
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Tab. 22 Typisierungsergebnisse mit dem AmpFISTR™ Profiler Plus Kit fiir die
untersuchten Individuen Do 1500, Do 2388 und Do 1102

Probe D3S1358 VWA FGA Amelo D8S1179 D21S11 D18S51 DS5S818 D13S317 D7S820

Do 1500 16/18 1718 (21)/- XX 13/14 28/30 12/15 11/12 11/- 10/13
Ref.
Do 2388  15/16 16/17 2021 XX 11/13/(15) 30/33.2 15/- 11/(12) 11/11 10/-
Ref.
Do 1102 15/16 16/16  20/21 XY 12/15 29/33.2 14/18 9/10 11/11 7/9
Ref.

Typisierungsergebnisse aus Schultes 2000 (Ref). Amelo: Amelogenin-Gen. Allele in
Klammern: Datum nicht vollstindig reproduziert. Mit - angegebene Allele konnten nicht
reproduziert nachgewiesen werden. Farbig angegeben sind die Allele, die Do 2388 jeweils mit
einem der Putativeltern teilt.

Die fiinf fiir Do 2388 sicher bestimmten Systeme lassen keinen Ausschlufl
einer Vaterschaft von Do 1102 zu Do 2388 zu. Im STR-System D8S1179 wird
von Schultes Allel 15 zumindest als moglich angegeben, das auch bei Do 1102
vorkommt. In den STR-Systemen D18S51 und D7S820 konnte bei Do 2388
jeweils ein Allel nicht sicher bestimmt werden. In diesen Systemen wurde von
Schultes in Einzeltypisierungen jeweils einmal das Allel bestimmt, das auch
beim Putativvater Do 1102 zu finden ist und demnach von diesem stammen
konnte. Dies gilt ebenfalls fiir das System D5S818, fiir welches Schultes zwar
neben Allel 11 als mogliche zweite Auspragung 12 angibt, was zunédchst zu
einem Vaterschaftsauschluf3 fiir Do 1102 fiihrt. Bei genauerer Betrachtung der
Einzeldaten in Schultes 2000 wird jedoch deutlich, da3 dieses Ergebnis als sehr
unsicher anzusehen ist. Es wurde nur aus einem Extrakt zwar zwei Mal
generiert, allerdings wurde bei einer dieser Amplifikationen auch das Allel 9

nachgewiesen, das beim Putativvater Do 1102 in diesem System vorhanden ist.

Nimmt man diese Typisierung des Locus D5S818 fiir Do 2388 als nicht
gesichert an, widersprechen die genetischen Fingerabdriicke beim derzeitigen
Stand der Untersuchung nicht der Rekonstruktion einer durch die Typisierung
der X-Haplotypen angezeigten Triade Do 1500/Do 1102/D02388. Eine Unter-
stiitzung erfdhrt diese Annahme durch die aufgrund der genetischen Finger-
abdriicke bereits von Schultes 2000 gefundene enge, jedoch nicht weiter ein-
grenzbare Verwandtschaft zwischen Do 2388 und Do 1076, der als Vater von
Do 1102 nun in eine mutmafliche Grof3vaterposition zu Do 2388 geriickt ist.
Weitere Typisierungen der autosomalen STRs der Personen dieser vermuteten

Triade, besonders von Do 2388, das hier die unsichersten Resultate zeigt, sind
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unerldBlich, um die hier vermutete Verwandtschaft zu erhirten, doch machen
die bislang vorliegenden Daten (genetische Fingerabdriicke und besonders die
X-chromosomalen STRs) diese Beziehung plausibel. Diese Ergebnisse wiirden
somit das Stammbaumkonstrukt der Individuen der Lichtensteinhdhle (vgl.
Abb. 15) insofern erweitern, als dal Do 1500 und Do 2388 angegliedert
werden konnten und dall zum ersten Mal eine liickenlose Verwandtschaft tiber

drei Generationen zwischen in der Hohle bestatteten Individuen nachgewiesen

wiirde (Abb. 33).
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Abb. 33 Erweiterter Stammbaum zur Rekonstruktion biologischer Verwandtschaft eines
Teils der Individuen aus der Lichtensteinhohle nach Angliederung der bislang separaten
Mutter-Tochter-Dyade Do 1500/Do 2388 iiber Do 1102 an den Stammbaum.

Uberpriifung einer vermuteten Geschwisterbeziehung

Fragestellung und Proben: Die von Schultes postulierte Geschwister-
beziehung zwischen Do 3742 (weiblich) und Do 183 (ménnlich) (Abb. 34) soll
mit X-chromosomalen Markern tliberpriift werden. Sie wird bislang aufgrund
dhnlicher autosomaler STR-Allele und gleicher mtDNA vermutet und durch
die Ergebnisse eines weiteren DNA-Markers gestiitzt (ccr5, vgl. Kapitel 5.1).
Es besteht die 50%ige Chance, daBl beide Individuen von der Mutter das
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gleiche X-Chromosom geerbt haben und ein Geschwisterverhiltnis beider

Individuen {iber dieses miitterliche X-Chromosom nachgewiesen werden kann.

Do 3742 Do 183
inf 2 inf 2

mt i
?

Abb. 34  Postulierte Geschwister-Beziehung zwischen Individuen Do 3742 und Do 183.
Die Verwandtschaftszuschreibungen basieren auf der Analyse von autosomalen STRs und
mitochondrialen Haplotypen (Schultes 2000). Symbole ohne Bezeichnung sind Platzhalter fiir
noch nicht identifizierte Individuen, fiir die einige genetische Merkmale wie z.B. das mt-
Muster fiir die Mutter von Do 3742 und Do 183 vorhergesagt werden konnen)

Ergebnisse und Diskussion: Die Typisierungsergebnisse fiir Do 3742 und Do
183 sind in der folgenden Tabelle zusammengefal3t.

Tab. 23 Typisierungsergebnisse flir X-chromosomale Marker fiir die bronzezeitlichen
Individuen Do 3742 und Do 183

Probe  DXS 7424 GATA172D0S Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

Do 3742 13/15 7/10 XX 8.3/13 15/- 20/21 27/-
Do 183 14 5) XY (13) 15 20 -

Amelo: Amelogenin-Gen. Allele in Klammern: Datum nicht vollstindig reproduziert. - : kein
Typisierungsergebnis

Es konnten nur drei der sechs untersuchten X-chromosomalen Systeme fiir Do
183 sicher typisiert werden, obwohl mehrfach Amplifikationen durchgefiihrt
wurden. In zwei dieser Systeme teilt Do 183 jeweils ein Allel mit Do 3742, im
System DXS 7424 ist dies nicht der Fall. Damit wird die Vermutung, da3 beide
vermuteten Geschwister das gleiche miitterlich ererbte X-Chromosom tragen,
unwahrscheinlich. Dariiber hinaus sind bei Do 183 in drei Systemen
Ergebnisse nicht vollstindig reproduziert, und fiir eines davon (GATA172D05)
liegt ebenfalls der Hinweis auf ein Allel vor, das nicht bei Do 3742

wiederzufinden ist.

Aufgrund der unvollstindigen X-chromosomalen Typisierungsergebnisse fiir

Do 183 konnen  hier keine sicheren  Aussagen iiber die
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Verwandtschaftsbeziehungen dieses Individuums zu Do 3742 getroffen
werden. Es liegt aus der vorliegenden Analyse der Hinweis vor, dal die
untersuchten Individuen, sofern es sich um Geschwister handeln sollte, nicht
das gleiche X-Chromosom von einer moglichen gemeinsamen Mutter ererbt

haben.

Uberpriifung komplexer verwandtschaftlicher Beziehungen

Fragestellung und Proben: Im folgenden wurden die in der Arbeit von
Schultes durch genetische Fingerabdriicke und mtDNA-Analyse aufgestellten
Hypothesen tberpriift, da Do 1911 einerseits Bruder von Do R1 ist und
andererseits mit zwei verschiedenen Frauen, Do 3756 und einer noch nicht
identifizierten Person, zwei weibliche Nachkommen (Do 3750 und Do 1206)
gezeugt hat, wie in Abb. 35 graphisch zusammengefaf3t ist. Ob Do 1206 und
Do 3750 wirklich Halbschwestern mit demselben Vater (Do 1911) sind, wie
die Analyse autosomaler STR-Allele (Schultes 2000) mit hoher
Wahrscheinlichkeit vermuten 148t, soll durch die Untersuchung X-
chromosomaler Merkmale verifiziert werden. Beide Frauen miiiten das gleiche
X-Chromosom vom Vater geerbt haben und somit die Hélfte der Allele fiir X-

chromosomale Marker teilen.

Do * Do **

Do *** Do 3756 Do 1911
adult matur

Do 1206 Do 3750
inf 2 juvenil

Abb.35  Vermutete Verwandtschaftsbeziehung zwischen Do 1911 und Do R1 (Geschwi-
ster) sowie zwischen Do 1911, Do 3756 als Eltern von Do 3750 und Do 1911 als Vater von Do
1206. Do*, ** und *** sind bislang noch nicht identifiziert, fiir sie kénnen jedoch einige
genetische Merkmale wie z.B. das mt-Muster oder der Y-Haplotyp vorhergesagt werden.
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Ergebnisse und Diskussion: Die Typisierungsergebnisse fiir Do R1, Do 1911,
Do 3756, Do 3750 und Do 1206 sind in der folgenden Tabelle zusam-

mengefalt.

Tab. 24 Typisierungsergebnisse fiir X-chromosomale Marker fiir die Individuen Do R1,
Do 1911, Do 3756, Do 3750 und Do 1206

Probe DXS 7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

Do R1 13/16 9/10 XX 11/12 15/20 20/(20) 20/25
Do 1911 16 9 XY 12 15 20 25
Do 3756 11/15 10/11 XX 8.3/14 19/20 20/22 18/24
Do 3750 15/16 9/- XX 12/14 15/19 20/22 18/25
Do 1206 14/16 9/11 XX 11/12 (15)/18 20/(20) 24/-

Amelo: Amelogenin-Gen. Allele in Klammern: Datum nicht vollstdndig reproduziert. Mehrere
Allele angegeben: alle Allele sind mehrfach beobachtet worden, es konnte keine Entscheidung
zugunsten eines Merkmals getroffen werden. . - : kein Typisierungsergebnis

Eine graphische Umsetzung der Ergebnisse (Abb. 36) erleichtert ihre Beur-

teilung und zeigt, daB die von Schultes postulierten Verwandtschaftsver-

hiltnisse bestitigt werden konnen.
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Do * Do **

Bl u 6] 9|
20‘(20# 20 15‘ 20‘25

Do *** Do 3756 Do 1911 Do R1

© ONe

4] o nns|aonalsans 16| 9 | 12 1316 910 [ 1112
18 ‘ (20) 24 19/20‘ 20/22]18/24 15 ‘ 20 ‘ 25 15/20‘20/(20)‘ 20/25
|
Do 1206 Do 3750
14/16| o1 \ 12/11 15116 9~ |12114

(15)/]8‘ 20/(20)

24/- 15/1 9‘ 20/22 ‘ 18/25

Abb.36  Verwandtschaftsiiberpriifung an einer préhistorischen Familie (ménnliche Indi-
viduen durch Quadrate, weibliche Individuen durch Kreise reprisentiert). Analyse X-chromo-
somaler Haplotypen (in verschiedenen Farben dargestellt). Die Individuen Do 1911 und Do R1
(Geschwister) teilen den selben X-Haplotypen (blau), den Do 1911 an seine beiden Tochter Do
1206 und Do 3750 weitergab. Der Verwandtschaftshypothese entsprechend findet sich ein X-
chromosomaler Haplotyp (griin) von Do 3756 bei Do 3750 wieder, aber nicht bei Do 1206. Fiir
deren Mutter konnen jedoch nun auch X-chromosomale Allele (braun) vorhergesagt werden,
die eine spétere Identifizierung dieses Individuums sicher erleichtern.

Aus den gewonnenen X-chromosomalen Daten kdnnen sowohl das vermutete
Geschwisterverhéltnis zwischen Do 1911 und Do R1 bestétigt werden als auch
die Vaterschaft von Do 1911 gegeniiber den Individuen Do 1209 und Do 3750,
die verschiedene Miitter haben. Dariiber hinaus konnen weitere genetische
Merkmale fiir die biologische Mutter von Do 1206 (Individuum Do ***) und
die Eltern (Do * und **) von Do 1911 und Do R1 rekonstruiert werden (Abb.
36). Letztere teilen den blau dargestellte X-Haplotypen, der bei Do 1911 auf
jeden Fall von der Mutter stammen muB3. Es ist zwar theoretisch moglich, daf3
Do R1 zufillig den gleichen Haplotyp vollig unabhédngig ererbt hat, doch im
Kontext der bisher gewonnenen genetischen Daten fiir beide Individuen
(d4hnliche genetische Fingerabdriicke, gleiche mt-Linie) erscheint diese
Hypothese sehr viel unwahrscheinlicher als die Annahme, dafl das Tragen des

gleichen X-Haplotypen durch eine gemeinsame Mutter (Do **) verursacht
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wurde. Wenn dies zutrifft, kann fiir den Vater von Do R1 (Do *) ebenfalls der
X-Haplotyp rekonstruiert werden (violett), fiir den in diesem Modell aufgrund
der groBen Ahnlichkeit der genetischen Fingerabdriicke zwischen Do 1911 und

Do R1 auch eine Vaterschaft fiir Do 1911 angenommen wird.

Hinweis auf mogliche Verwandtschaft zwischen
Do 3742 und Do 1044 oder Do 2030

Fragestellung und Proben: Bei den Analysen X-chromosomaler Haplotypen,
die im Rahmen der Fragestellung zur Kldrung von praktiziertem Residenz-
verhalten in der Lichtensteinhohle durchgefiihrt wurden, konnte fiir die Indi-
viduen Do 3742, Do 1044 und Do 2030 (Abb. 37) folgendes Ergebnis
festgestellt werden (Tab. 25).

Do 1044 Do 3742 Do 2030
sen inf inf2-juv

Abb. 37 Drei Individuen der Lichtensteinhéhle, die X-chromosomale Allele aufweisen, die
auf eine Verwandtschaft zwischen mindestens zwei der Individuen hindeuten (Tab. 25). Hier
gezeigt sind neben dem Sterbealter der Individuen ihre Zugehdrigkeit zu Matri- und Patrilinien
(mtDNA und Y-Haplotyp).

Tab. 25 X-chromosomale Marker fiir Do 3742, 1044 und 2030

Probe Haplotyp(en)  DXS 7424 GATA172D05 DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101
Do 1044 X23/X24 13/17 719 8.3/11 15/20 20/21 23/25
Do 3742 X?7/X25 13/15 7/10 8.3/13 15/- 20/21 27/-
Do 2030 X8 15 10 83 15 21 24

. - : kein Typisierungsergebnis, ??: fraglich

Die drei Moglichkeiten (A: Do 1044 und 3742 teilen einen Haplotypen (X23),
B: Do 2030 und 3742 teilen einen Haplotypen (X8) , C: keine Verwandtschaft
zwischen den Individuen) sind zusammen mit moglichen Auflésungen der

potentiellen X-Haplotypen in Tab. 26 zusammengefal3t.
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Tab. 26 Moglichkeiten von Verwandtschaft iiber X-chromosomale Muster zwischen Do
3742, 1044 und 2030 und potentielle Haplotypenzuordnungen

Probe Haplotyp(en) DXS 7424 GATA172D05 DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

Do 1044 X23/X24 13/17 7/9 8.3/11 15/20 20/21 23/25
Do 3742 X23/X25 13/15 7/10 8.3/13 15/- 20/21 27/-
<« Do 1044, X23 13 7 8.3 15 200.21 230.25
Do 3742
Do 1044 X24 17 9 11 20 200.21 230.25
Do 3742 X25 15 10 13 - 200.21 27
Do 3742 X8/X25 13/15 7/10 8.3/13 15/- 20/21 27/-
A2 Do 2030 X8 15 10 83 15 21 24
Do 3742 X25 13 7 13 - 20 27
Do 1044 X23/X24 13/17 7/9 8.3/11 15/20 20/21 23/25
O Do3742 X25/X26 13/15 7/10 8.3/13 15/- 20/21 27/-
Do 2030 X8 15 10 83 15 21 24

Allele in Klammern: Datum nicht vollstindig reproduziert. o.: oder, auf der bisherigen
Datenbasis ist keine Entscheidung zugunsten eines Allels moglich. Annahme A: wenn Do 1044
und 3742 einen Haplotypen (X23) teilen, dann konnen die anderen Haplotypen X24 und X25
bestimmt werden. Annahme B: Wenn Do 2030 und 3742 einen Haplotypen (X8) teilen, kann
auch Haplotyp X25 bestimmt werden. Annahme C. Wenn keine Verwandtschaft zwischen den
drei Individuen vorliegt (keine geteilten Haplotypen), kdnnen auf der bisherigen Datenbasis die
Haplotypen X23-X26 nicht separiert werden.

Diskussion: Beim derzeitigen Stand der Untersuchungen kann keine Ent-
scheidung zugunsten einer der aufgestellten Hypothesen getroffen werden.
Weitere Typisierungen, die fiir Do 3742 eine sichere Bestimmung des zweiten
Allels in den Systemen DXS6800 und DXS101 ermoglichen wiirden, kdnnten
zur Kldrung der Frage nach eventueller Verwandtschaft zwischen zwei dieser
drei Individuen beitragen. Wenn sich einer dieser Fille bestitigen wiirde, wére
damit der Nachweis einer Verwandtschaftsbeziehung gelungen, die mit

anderen genetischen Markern (autosomaler STRs, mtDNA und Y-STRs) nicht

nachweisbar ist.

Nimmt man an, dal Variante A zutrifft (Verwandtschaftsverhéltnis zwischen
Do 1044 und Do 3742), kann es sich hier nicht um direkte Verwandtschaft
handeln (Mutter/Tochter, Schwestern), da beide weiblichen Individuen
verschiedene mitochondriale Muster aufweisen. Wenn der X-chromosomale
Haplotyp iiber die miitterliche Linie an diese beiden Individuen vererbt worden
wire, wiirde man erwarten, daf3 sie auch die gleiche, weil ebenfalls miitterliche
vererbte, mtDNA zeigen. Da dies nicht der Fall ist, liegt die Vermutung nahe,

daf ein Mann der Donor dieses X-Haplotypen ist. Ein dhnliches Szenario wie



4 Rekonstruktion sozialer Strukturen ¢ Verwandtschaftsrekonstruktion 89

im Falle der Familie um Do 1911 (vgl. Abb. 36) wiirde gemidfl dem Parsi-
monieprinzip zu den beobachteten Verhéltnissen fithren (Abb. 38a), weiter

verzeigte Strukturen sind ebenfalls konstruierbar (z.B. Abb. 38b)

Do 7+ Do Do 7" Do 7** Do ?*

¢OCEm ¢ OE
I S— N —

Do 3742 Do 1044 Do 3742 Do 2*+**

> D ® O

Do 1044

Abb.38  Zwei mogliche Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Do 3742 und Do 1044
unter der Annahme des Zutreffens von Variante A (beide Individuen teilen einen X-
Haplotypen). a: engste mogliche Verwandtschaft (gleicher Vater, verschiedene Miitter), b: eine
Variante weiter verzweigter familidrer Strukturen.

Variante B (Do 3742 und Do 2030 teilen einen X-Haplotypen) lieBe sich
zunéchst scheinbar mit einer gemeinsamen Mutter erkldren, die den geteilten
X-Haplotypen und die mtDNA an beide Kinder vererbt hat. Damit wiirde sich
das putative Geschwisterverhiltnis zwischen Do 3742 und Do 183 (vgl.
,,Uberpriifung einer vermuteten Geschwisterbeziehung®, S. 79) um ein weiteres
Individuum erweitern lassen. Diese Konstellation ist jedoch nicht vereinbar mit
den Ergebnissen der Typisierung autosomaler STRs (Daten aus Schultes 2000),
die ein Zuriickfiihren der drei Kinder auf ein gemeinsames Elternpaar nicht
erlauben. Die ndchstmoglichen Konstellationen (Halbbruder oder Cousin) sind
in Abb. 39 dargestellt. Fiir den biologischen Vater von Do 2030 kann der Y-
Haplotyp Y2 vorhergesagt werden.
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?

?

Do3742 Do 183 Do 2030 Do3742 Do 183 Do 2030
inf 2 inf 2 inf 2-juv inf 2 inf 2 inf 2-juv
mti mti
? ?
a b

Abb.39  Mogliche Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Do 3742, Do 183 und Do 2030
unter der Annahme des Zutreffens von Variante B (beide Individuen teilen einen X-Haplo-
typen). a: Halbbruderschaft zu Do 3742/Do183, b: Do 2030 als Cousin von Do 3742/Do183.

Trife diese Annahme zu, konnte es sich bei diesen noch nicht identifizierten
Eltern dieser drei nichterwachsenen Individuen um die vermuteten Binde-

glieder zwischen den Familienzweigen II und III in der Lichtensteinhéhle

handeln (vgl. Abb. 30).

4.2.3.2 Goslar — Hinter den Brudern

Uberpriifung einer vermuteten Vater-Tochter-Beziehung

Fragestellung und Proben: Fiir mehrere Individuen des Klosterfriedhofs
,Hinter den Briidern 6-8* wurde ein enges verwandtschaftliches Verhiltnis zu-
einander vermutet (Presciuttini et al. 2002), welches von Johannsen 2002
genauer untersucht und erweitert wurde. Diese Verwandtschaftshypothese ist

in Abb. 40 dargestellt und enthilt eine Vater-Tochter-Relation.
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Gs 97 Gs 84 Gs 82

Abb.40  Vorgeschlagene Verwandtschaftsbeziehung (Johannsen 2002) zwischen
historischen Individuen aus Goslar. Die Gruppierung der Individuen Gs 97, Gs 84 und Gs 82
erfolgte aufgrund autosomaler STRs, mitochondrialer Haplotypen und Y-chromosomaler
Haplotypen. Die Einordnung des Individuums Gs 76 erfolgte nach Auswertung autosomaler
STRs. Symbole ohne Bezeichnung sind Platzhalter fiir noch nicht identifizierte Individuen, fiir
die einige genetische Merkmale wie z.B. das mt-Muster oder der Y-Haplotyp vorhergesagt
werden kdnnen.

Die postulierte Vater-Tochter-Beziehung zwischen Gs 97 (ménnlich) und Gs
76 (weiblich) beruht auf der Uberpriifung autosomaler STRs (vgl. auch Tab.
28) und 148t eine Berechnung des Paternitdtsindexes von 0,976 zu (Johannsen
2002). Dies entspricht einer Vaterschaftswahrscheinlichkeit von 97,6% und
macht eine Paternitdt von Gs 97 hinsichtlich Gs 76 sehr plausibel. Dieser
(Defizienz-)Fall wurde nun zusétzlich mit X-chromosomalen STRs untersucht,
um das vermutete Verwandtschaftsverhéltnis zwischen Gs 97 und Gs 76 zu
tiberpriifen und gegebenenfalls abzusichern. In die Untersuchung ebenfalls
einbezogen wurde Gs 84, einer der postulierten Briider von Gs 97, fiir den die
50%ige Chance bestand, daf3 er den gleichen (miitterlichen) X-Haplotypen wir
Gs 97 triagt und gegebenenfalls die Richtigkeit der Typisierungsergebnisse von

Gs 97 unterstiitzen konnte.

Ergebnisse und Diskussion: Die Untersuchung der X-Haplotypen zeigt, daf3
die Briider Gs 84 und Gs 97 das gleiche miitterliche X-Chromosom geerbt
haben, was mit der ohnehin sehr plausiblen Bruderschaftsvermutung zwischen
diesen Individuen konsistent ist. Dagegen konnten beim Vergleich der X-
Haplotypen zwischen Gs 97 (Putativvater) und Gs 76 in drei der sechs unter-
suchten X-STR-Systeme keine Ubereinstimmung zwischen den Proben gefun-
den und dadurch die Vaterschaft von Gs 97 sicher ausgeschlossen werden. Die

Typisierungsergebnisse sind in Tab. 27 zusammengefalt.
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Tab. 27 Typisierungsergebnisse fiir X-chromosomale Marker fiir die Individuen Gs 84, Gs
97 und Gs 76

Probe DXS 7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789  DXS101

GS 84 13 9 XY 11 15 20 23
Gs 97 13 9 XY 11 15 20 23
Gs 76 14/17 7/9 XX 11/12 16/18 21/- 16/24

Amelo: Amelogenin-Gen. Rot geschriebene Allele markieren die Systeme, nach denen eine
Vaterschaft von Gs 97 zu Gs 76 ausgeschlossen werden kann.

Authentizititssicherung: Fiir je einen der aDNA-Extrakte von Gs 97 und Gs
76 wurde der genetische Fingerabdruck bestimmt. Damit wurde die Mdglich-
keit gepriift, daB3 es sich bei den gewonnenen Ergebnissen um eine Kontami-
nation des verwendeten Extraktes durch rezente DNA (Mitarbeiter) handelt.
Hierzu wurde der AmpFISTR™ Profiler Plus Kit (Applied Biosystems)
benutzt, mit dem simultan neun autosomale STRs typisiert werden. Die ge-
wonnenen Daten wurden mit denen aus den Studien von Bramanti 2000 und

Johannsen 2002 verglichen (Tab. 28) und waren konsistent mit beiden.

Tab. 28 Typisierungsergebnisse mit dem AmpFI/STR™ Profiler Plus Kit fiir die
untersuchten archédologischen Proben Gs 97 und Gs 76

Probe D3S1358 VWA FGA Amelo DS8S1179 D21S11  DI18S51 DSS818 D13S317 D7S820

GS 97 15/17 18/19 1820 XY 10/13 30.2/32.2 14/- 12/- 11/- 12/-
Ref. 15/17 18/19 1820 XY 10/13 30.2/32.2 14/16 12/12 11/12 10/12
GS 76 14/17 18/19  19/20 X 14/- 29/30 14/- 10/12 - 7/12
Ref. 14/17 18/19 1920 XX 13/14 29/- 14/17 10/12 11/12 7/12

Ergebnis aus dieser Studie jeweils in der oberen Zeile, Referenzdaten (Ref.) von Johannsen
2002 jeweils unten. Amelo: Amelogenin-Gen.

In den meisten Systemen konnte zwar nur ein Allel nachgewiesen werden,
wihrend das andere Allel nicht detektierbar war, die gefundenen Ubereinstim-
mungen zwischen den neu erhobenen und den Referenzdaten sind jedoch deut-
lich genug, um eine Authentizitit der gewonnenen Ergebnisse anzunehmen.
Dartiber hinaus wurde ein Abgleich der Daten mit den genetischen Finger-
abdriicken der Mitarbeiter des Instituts sowie der X-chromosomalen Allel-
muster der Bearbeiter vorgenommen. Es konnten keine Ubereinstimmungen

gefunden werden, die auf eine rezente Kontamination schlieen lassen.

Auch die sehr dhnlichen genetischen Fingerabdriicke von Gs 97 und Gs 76

weisen klar auf eine enge verwandtschaftliche Beziehung zwischen diesen
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Individuen hin, nur besteht diese nicht in Form einer biologischen Vater-

Tochter-Relation.

4.3 Rekonstruktion von Residenzverhalten in der
bronzezeitlichen Lichtensteinhohle

Die in einer Bevolkerung geltenden Regeln fiir die Partnerwahl spiegeln sich in
der Wohnfolge (Residenzverhalten) wieder. Die geltende Wohnfolgeordnung
bestimmt, an welchem Ort die neugegriindete Familie ithren Wohnsitz ein-
nimmt (Schmitz 1964, Vivelo 1981). Die von einer Gemeinschaft praktizierten
Heiratssitten bilden die Grundlage zur rdumlichen Translokation von
Individuen, da zumindest fiir einen der Partner die EheschlieBung mit der
Anderung seines Wohnortes verbunden ist. Dieser Residenzwechsel bewirkt
einen groBen Teil der kleinrdumigen Bevolkerungsbewegungen (Schmidt 1989,
Lehmkiihler 1991). Bestimmte Formen der Wohnfolgeordnung fithren zu
lokalen Abstammungsgruppen (Klans im Sinne von Murdock 1967), andere
konnen zur volligen Dislokalisierung von Verwandtschaftsgruppen fiihren.

Zwei Grundformen der Residenzordnung sind die patrilokale und matrilokale
Wohnfolgeordnung. Patrilokale Residenz bedeutet, dafl bei herrschender Patri-
linearitét ein verheiratetes Paar auf dem Gebiet oder in der Ndhe der Ver-
wandten des Ehemanns (Patriklan) bleibt (Schmitz 1964). Patrilokalitdt - und
damit verbunden Migration der weiblichen Individuen - bildet die Grundlage
von etwa 70% der realisierten sozialen Systeme (z.B. Murdock 1967, Burton et
al. 1996) und stellt damit die am hdufigsten praktizierte Variante menschlichen
Zusammenlebens dar. Wird matrilokale Residenz verfolgt, wohnt das Paar
unter vorherrschender Matrilinearitit bei der Familie der Frau (Matriklan)

(Levi-Strauss 1981).

Molekulargenetischer Nachweis von Residenzverhalten

Wenn bestimmte Heiratsregeln und die aus ihnen resultierende Wohnfolge
tiber mehrere Generationen hinweg eingehalten werden, miif3te sich dies in der
Zusammensetzung des Genpools einer Population abbilden. In diesem Zusam-

menhang hat sich die Untersuchung maternal vererbter mitochondrialer und
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paternal iibertragener Y-Haplotypen als geeignetes Mittel erwiesen, Residenz-
verhalten molekulargenetisch nachzuweisen. Praktiziert beispielsweise eine
Population Patrilokalitét, ist eine hohe Variabilitit im mitochondrialen
Genpool zu beobachten, der durch einen Eintrag ,,neuer® mt-Haplotypen durch
Zuzug von Frauen aus anderen Gemeinschaften verursacht wird (GenfluB3).
Dem gegeniiber steht eine geringere Diversitit des Y-chromosomalen
Genpools, da im Idealfall kein Eintrag Y-chromosomaler Sequenzen von auflen

erfolgt.

Matrilokale Gesellschaften sollten dagegen eine hohere Variabilitit Y-chromo-
somaler Haplotypen im Vergleich zu mt-Haplotypen aufweisen. Diese
Uberlegungen wurde bereits erfolgreich an rezenten Populationen iiberpriift
(Salem et al. 1996, Oota et al. 2001, Oota et al. 2002) und auch auf historische
Proben angewendet (Gerstenberger 2002). Unterschiede in der Variabilitdt der
untersuchten Loci werden dabei auf statistischem Niveau erfal3t. Hierzu ist die
Untersuchung einer moglichst groBen Stichprobe erforderlich, die wenig direkt
miteinander verwandte Individuen enthélt. Diese Voraussetzung ist bei
archdologischen Stitten jedoch nur selten gegeben. Bei kleinen Populationen,
die zudem auch noch aus nahe verwandten Individuen bestehen, konnen
statistische Verfahren zum Vergleich von mt- und Y-Variabilitit keine
verldBliche Anwendung finden. Hier konnen Modelle einen Anhaltspunkt fiir
die erwarteten GroBenordnungen geben, in denen sich die mt- und Y-
Variabilititen = bewegen.  Aussagekriftig sind die Individuen im
reproduktionsfahigen und dariiberliegenden Alter, welche die (ehemals) mobile
Schicht der Gemeinschaft bilden. Auch hier gilt, dal die Variabilitit der Y-
Haplotypen zwischen matri- und patrilokalen Systemen deutlich differieren
sollte (Abb. 41). Dagegen ist flir die mt-Linien bei matrilokaler Wohnfolge
eine geschlechterspezifische Asymmetrie in der mitochondrialen Diversitit zu

erwarten (bei Mannern hoch, bei Frauen niedrig, Abb. 41b).
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Abb. 41 Modell (ein Familienzweig) fiir die Verdnderung der Variabilitdt von mt- und Y-
Haplotypen in einer Population bei strikter Einhaltung von a) Patrilokalitit bzw. b) Matriloka-
litdt. mt: mitochondrialer Haplotyp, Y: Y-chromosomaler Haplotyp. Gelb: am Ort persistie-
rende Individuen, wei}: gemi3 den Heiratsregeln abwandernde Individuen. Griine Pfeile: Ein-
wanderung, rote Pfeile: Abwanderung von Individuen im reproduktionsfihigen Alter. Im
(Extrem-)Modell erfaBt wird nur ein Familienzweig unter folgenden Randbedingungen: Jeder
Mann paart sich genau mit einer Frau, aus jeder Verbindung entstehen ein Sohn und eine
Tochter.

X-chromosomale Haplotypen zum Nachweis von Residenzverhalten

Ein weiterer Markertyp, der zur Kldrung von Residenzverhalten herangezogen
werden kann und dessen Analyse von engen verwandtschaftlichen Be-

ziehungen der untersuchten Individuen profitiert, sind X-chromosomale STRs.

Die Identifizierung und Auftrennung der in weiblichen Individuen realisierten
X-Haplotypen kann nur iiber Verwandte geschehen (zum Vererbungsmodus
von X-STRs vgl. Kapitel 4.2.1). Diese Haplotypenauftrennung ist sicherer,
wenn Individuen untersucht werden, deren Verwandtschaft durch weitere Mar-
ker abgesichert ist, kann im Prinzip aber auch bei groBeren Bevolkerungs-
gruppen durchgefiihrt werden. Hier kann dhnlich wie bei der Verwandtschafts-
identifikation {iber autosomale STRs verfahren werden. Nach Typisierung der
fiir die Untersuchung relevanten Individuen wird nach solchen gesucht, die die
Halfte ihrer Allele (den gleichen X-Haplotypen) teilen, ohne daf3 weitere Infor-
mationen auBler dem Geschlecht notwendig sind, das gleich mit erfa3t werden
kann. Fiir einen solchen Ansatz wire aber eine Erhohung der Anzahl der unter-
suchten X-STRs gegeniiber der hier durchgefiihrten, auf mehreren verwandt-
schaftsanzeigenden Markern beruhenden Analyse zu empfehlen. Dabei muf}
beachtet werden, dall die Linkage-Gruppe nicht verlassen wird, um eine en

bloc-Vererbung des Haplotypen zu sichern (vgl. Kapitel 4.2.1).
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Ein weiterer Unterschied zu mt- und Y-Haplotypen besteht darin, daB ménn-
liche und weibliche Individuen eine numerisch differierende Zahl von Haplo-
typen tragen und damit weitergeben konnen. Daher wird besonders die Trans-
lokation weiblicher Individuen schnell zu einer deutlichen Erh6hung der Varia-
bilitdt X-chromosomaler Haplotypen fithren. Aussagekriftig sind auch hier die
Individuen im reproduktionsfdhigen und hoheren Alter, welche die (ehemals)
mobile Schicht der Gemeinschaft darstellen und vom Problem der Partnersuche
unter Einhaltung der tradierten Heirats- und Wohnfolgeregeln betroffen sind.
Wiéhrend die Variabilitdt X-chromosomaler Marker bei Mannern sowohl in
patri- als auch matrilokalen Systemen relativ hoch ist, kann bei Frauen ein
deutlicher Unterschied erwartet werden. Bei praktizierter Matrilokalitdt sollten
viele Frauen gleiche X-Haplotypen teilen (Abb. 42, z.B. Haplotyp Nummer 2,

ist in allen vier Generationen nachweisbar).
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Abb.42  Modell (ein Familienzweig) fiir die Veridnderung der Variabilitit X-
chromosomaler Haplotypen in einer Population bei strikter Einhaltung von Matrilokalitét.
Gelb: am Ort persistierende Individuen, weil: gemi den Heiratsregeln abwandernde
Individuen. Griine Pfeile: Einwanderung, rote Pfeile: Abwanderung von Individuen im repro-
duktionsfihigen Alter. Im (Extrem-)Modell erfafit wird nur ein Familienzweig unter folgenden
Randbedingungen: Jeder Mann paart sich genau mit einer Frau, aus jeder Verbindung
entstehen zwei Sohne und zwei Tochter.

=

In patrilokalen Systemen (Abb. 43) dagegen sind nach Zuzug jeder
eingeheirateten Frau zwei neue Haplotypen in der Population nachweisbar,

wodurch eine und hohe X-chromosomale Variabilitit verursacht wird.
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Abb.43  Modell (ein Familienzweig) fir die Verdnderung der Variabilitit X-
chromosomaler Haplotypen in einer Population bei strikter Einhaltung von Patrilokalitét. Gelb:
am Ort persistierende Individuen, weil}: gemédl den Heiratsregeln abwandernde Individuen.
Griine Pfeile: FEinwanderung, rote Pfeile: Abwanderung von Individuen im repro-
duktionsfihigen Alter. Im (Extrem-)Modell erfafit wird nur ein Familienzweig unter folgenden
Randbedingungen: Jeder Mann paart sich genau mit einer Frau, aus jeder Verbindung
entstehen zwei S6hne und zwei Tochter.

4.3.1 Untersuchungen von archaologischen Proben

Fragestellung und Proben: Es sollte gepriift werden, ob Aussagen zum
praktizierten Residenzverhalten der bronzezeitlichen Individuen der
Lichtensteinhohle (vgl. Kapitel 3.1) getroffen werden konnen. Hierzu wurden
X-chromosomale STRs von Individuen der LichtensteinhGhle untersucht, um
die X-Haplotypenvariabilitdt unter Beriicksichtigung von Alter und Geschlecht
festzustellen. In die Analyse einbezogen wurden die in Tab. 29 aufgefiihrten
Funde. Die Einzeltypisierungsergebnisse sind Anhang, Kapitel 12.2.1
dargestellt.

Ergebnisse: Es konnten erfolgreich Typisierungen X-chromosomaler STRs an
19 Individuen aus der Lichtensteinh6hle vorgenommen werden. Diese sind in

der folgenden Tab. 29 zusammengefaft.
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Tab. 29 Typisierungsergebnisse fiir X-chromosomale Marker und Amelogenin fiir die
untersuchten bronzezeitlichen Individuen aus der Lichtensteinhéhle

Individuum  Alter*  Geschlecht DXS 7424 GATA Amel DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

Do 26 sen W 15/16 5/9 XX 83/11 16/17 15/21 19/23
Do583  juv-fad m 15 10 XY 13 16 21 24
Do 183 inf?2 m 14 5) XY (13) 15 20 -
Do 902 smat m 16 5 XY 11 18 20 23
Do 907 infl m - - XY 12 15 - 19
Do 1044 sen w 13/17 719 XX  83/11 15/20 20/21 23/25
Do 1076 ad m 16 9 XY 8.3 (18) 24 (25)
Do 1102 mat m 16 9 XY 8.3 17 21 19
Do 1103 sad w 15 - XX 12/13 18/18  20/20)  (24)/28
Do 1206 inf2 w 14/16 911 XX /12 (15718 20/20) (24~
Do 1500 sad w 14/15 710 XX 12/14 15/0 15/23 24/0
Do 1585 juv w 4517  UI  XX) 83 15/- - =
Do 1911 mat m 16 9 XY 12 15 20 25
D02030  inf2-juv m 15 10 XY 8.3 15 21 24
Do 2388 inf2 w 14/16  5/9/10 XX  83/12 1720 21(23)  19/24
Do 2589 ad w 16/19 9/10 XX  83/83 15/18 20/21 20/24
Do 3742 inf2 w 13/15 710 XX 8.3/13 15/- 20/21 27/
Do 3750 juv w 15/16 9/- XX 12/14 15/19 20/22 18/25
Do 3756 ad w 11/15 10/11 XX 83/14 19/20 20/22 18/24
Do R1 ad w 13/16 910 XX 11/12 1520  20/20)  20/25

Amel: Amelogenin-Gen, GATA: GATA172D05. Geschlecht: w= weiblich, m= ménnlich.
Alter: sen: senilis, mat: maturitas, ad: adultas, juv: juvenis, inf: infants, s: spit-, f: friith-. *:
morphologische Altersbestimmung, Daten aus Schultes 2000. Allele in Klammern: Datum
nicht vollstindig reproduziert. Mehrere Allele angegeben: alle Allele sind mehrfach beobachtet
worden, es konnte keine Entscheidung zugunsten eines Merkmals getroffen werden.

Es konnten 16 X-Haplotypen diskriminiert werden, weitere zehn liegen bisher
nicht auftrennbar vor. Die Determination der verschiedenen X-Haplotypen
erfolgte iiber die Typisierung miannlicher Individuen (Tridger nur eines
Haplotypen) sowie die Nutzung der in Kapitel 4.2.3.1 durchgefiihrten

Verwandtschaftsiiberpriifungen. Eine Aufstellung der in der Lichtensteinhdhle

gefundenen X-Haplotypen befindet sich in Tab. 30.
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Tab. 30 Determinierte X-chromosomale Haplotypen in der Lichtensteinhohle

X-Haplotypen

in Probe(n) Haplotyp(en) DXS 7424 GATA  DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101
3756 X1 11 100.11 83 20 20 24
R1 X2 13 10 11 20 (20) 20
183 X3 14 5) (13) 15 20
1500, 2388 X4 14 10 12 17 0. 20 23 24
1206 X5 14 11 11 18 (20) (24)
26 X6 15 5 11 16 15 23
1500 X7 15 7 14 15 15
2030 X8 15 10 8.3 15 21 24
58.3 X9 15 10 13 16 21 24
3750, 3756 X10 15 - 14 19 22 18
902 X11 16 5 11 18 20 23
1076 X12 16 9 8.3 (18) 24 (25)
1102, 26 X13 16 9 8.3 17 21 19
1911, R1, 3750, 1206 X14 16 9 12 15 20 25
2388 X13 0. X15 16 50.9 8.3 17 0.20 21 19
907 X16 - - 12 15 - 19
1103 X17/X18* 15 - 12/13 18/18 20/(20)  (24)/28
1585 X19/X20%* (15)/17 7T 8.3/- 15/- -
2589 X21/X22* 16/19 9/10 8.3/8.3 15/18 20/21 20/24
3742 X?2/X25%* 13/15 7/10 8.3/13 15/- 20/21 27/-
1044 X23/X24* 13/17 7/9 8.3/11 15/20 20/21 23/25

GATA: GATA172D05, Allele in Klammern: Datum nicht vollstdndig reproduziert. o.: oder,
auf der bisherigen Datenbasis ist keine Entscheidung zugunsten eines Allels mdglich, *
Haplotypen auf der bisherigen Datengrundlage nicht auftrennbar. ?? Zuordnung der X-
Haplotypen unklar, Erléuterung im anschlieBenden Text.

Die Auftrennung der X-Haplotypen ist fiir ein Individuum (Do 3742, weiblich)
schwierig. Es kommen zwei weitere Individuen als Triager eines gleichen X-
Haplotypen wie Do 3742 in Frage (Do 2030 und Do 1044), die sich aber
gegenseitig (System DXS9898) ausschliefen, das heillt, dal nicht beide als

Donoren des gleichen oder der beiden verschiedenen in Do 3742 realisierten

Haplotypen in Frage kommen (vgl. Kapitel 4.2.3.1, Tab. 25).

Um zu kldren, ob Aussagen zum praktizierten Residenzverhalten der in der
Lichtensteinhdhle bestatteten Individuen getroffen werden konnen, wurden die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit (X-Haplotypen) und der in der Studie von
Schultes 2000 gewonnenen Daten (mt- und Y-Haplotypen) zusammengefiihrt
(Tab. 31).



4 Rekonstruktion sozialer Strukturen ¢ Residenzverhalten 100

Tab. 31 Zusammenfassung der Typisierungsergebnisse fiir X-STRs Marker, mtDNA und
Y-STRs fiir die untersuchten bronzezeitlichen Individuen aus der Lichtensteinhhle

Individuum Alter**  Geschlecht X-Haplotyp(en) mt-Haplotyp Y-Haplotyp
Schmidt* Schultes* Schmidt*  Schultes*
Do 26 sen w X6/X13 i D / /
Do 1044 sen W X23/X24. X C / /
Do 1103 sad w X17/X18 viii G / /
Do 1500 sad w X4/X7 il H / /
Do R1 ad w X2/X14 i/ii (D/E) / /
Do 2589 ad w X21/X22 vii ™M) / /
Do 3756 ad w X1/X10 iv I / /
Do 902 smat m X11 vi J Y5 v
Do 1102 mat m X13 I D Y1 I
Do 1076 ad m X12 i D Y1 I
Do 1911 mat m X14 ii E Y2 11
Do 199 fad-mat m n.d. xi B) Y4 v
Do 58.3 juv-fad m X9 n.d. n.d. Y1 I
Do 183 inf2 m X3 i D n.d. n.d.
Do 905 juv m n.d. xii K Y2 11
Do 907 infl m X16 n.d. n.d. n.d. n.d.
Do 1916 juv m n.d. ix F Y3 111
Do 2030 inf 2-juv m X8 i D Y2 II
Do 1206 inf2 w X5/X14 \ L) / /
Do 1585 juv w X19/X20 n.d. n.d. / /
Do 2388 inf2 w X4/X13 0. 15 il (H) / /
Do 3742 inf2 w X?2/X25 i/ii (D/E) / /
Do 3750 juv w X10/X14 iv I / /

Geschlecht: w= weiblich, m= ménnlich. Alter: sen: senilis, mat: maturitas, ad: adultas, juv:
juvenis, inf: infants, s: spit-, f: friih-. Alter**: morphologische Altersbestimmung, Daten aus
Schultes 2000. Schmidt/Schultes*: verwendete, voneinander abweichende Nomenklatur in der
vorgelegten bzw. der Referenzarbeit Schultes 2000. / : genetische Merkmale nicht vorhanden.
n.d.: Merkmal nicht typisiert. Bei mt-Haplotypen: Angabe in Klammern: Datum nicht sicher
reproduziert. Zwei Moglichkeiten angegeben: beide Varianten sind beobachtet worden, es
konnte keine Entscheidung zugunsten eines Merkmals getroffen werden, im Fettdruck die
wahrscheinlichere Ausprigung (aufgrund von Verwandtschaftsanalysen).

In der folgenden Tabelle sind die Erwartungswerte fiir die Variabilitit von mt-,
Y- und X-Haplotypen bei den Individuen im reproduktionsfahigen und héheren
Alter (adultas - senilis) fiir patrilokale und matrilokale Residenz zusammenge-
fafit (Tab. 32). Die beobachteten Daten fiir die im Reproduktionsalter befind-

lichen und &lteren Individuen der Lichtensteinhdhle sind ebenfalls dargestellt

(Tab. 33).
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Tab. 32 Erwartete Variabilitdt von X-chromosomalen, mitochondrialen und Y- Haplotypen
fiir patrilokales und matrilokales Residenzverhalten.

Residenzverhalten Geschlecht™® Var(X) Var(mt) Var(Y)
patrilokal w hoch, idealerweise teilen hoch, idealerweise -
keine Frauen den teilen keine Frauen den

gleichen Haplotypen gleichen Haplotypen

m hoch, jedoch niedriger als  hoch, jedoch niedriger  niedrig, da
bei den Frauen, einige als bei den Frauen, kein
Manner (Briider) tragen  einige Méanner (Briider) Neueintrag
den gleichen Haplotypen tragen den gleichen

Haplotypen
matrilokal w niedriger als bei den niedrig, da kein -
Minnern, viele Frauen Neueintrag
teilen X-Haplotypen
m hoch, idealerweise teilen  hoch, da Méanner von hoch, da
keine Manner den auBerhalb kommen standig
gleichen Haplotypen (mit der mtDNA ihrer  Neueintrag
Miitter)

* der Individuen der Altersstufen adultas bis senilis, welche die reproduktive und damit mobile
Schicht bilden bzw. gebildet haben. w= weiblich, m= ménnlich. Var(X): Variabilitdt X-chro-
mosomaler Haplotypen, Var(mt): Variabilitit mitochondrialer Haplotypen, Var(Y): Variabilitét
Y-chromosomaler Haplotypen.

In der bronzezeitlichen Lichtensteinhdhle finden sich folgende genetischen

Verhiltnisse (Tab. 33):

Tab. 33 Beobachtete Variabilitit von X-chromosomalen, mitochondrialen und Y-
Haplotypen bei (ehemals) reproduktionsfiahigen Individuen aus der Lichtensteinhohle.

Geschlecht* Var(X) Var(mt) Var(Y)
w hoch, es teilen keine relativ hoch, es teilen -
Frauen den gleichen Frauen den gleichen
Haplotypen Haplotypen**

Hinweis auf Patrilokalitit keine Aussage moglich, -
Hinweis auf Matrilokalitét
oder héufige mt-Linie

m hoch, es teilen keine relativ hoch, 2/5 Méannern relativ niedrig, es teilen
Miénner den gleichen teilen Haplotypen Miénner den gleichen
Haplotypen Haplotypen***
keine Aussage moglich keine Aussage moglich, Hinweis auf Patrilokalitit
Hinweis auf Matrilokalitét mit mind. fiinf
oder hdufige mt-Linie Familienlinien

* der Individuen der Altersstufen adultas bis senilis, welche die reproduktive und damit mobile
Schicht bilden bzw. gebildet haben. w= weiblich, m= ménnlich. Var(X): Variabilitdt X-chro-
mosomaler Haplotypen, Var(mt): Variabilitdt mitochondrialer Haplotypen, Var(Y): Variabilitét
Y-chromosomaler Haplotypen. ** Vorhandensein von mind. einer weiteren Frau mit mt-Linie i
rekonstruierbar iiber mt-Linie der drei Kinder Do 3742, Do 183 und Do 2030. ***
Vorhandensein von mind. einem weiteren Mann mit Y-Linie 2 rekonstruierbar iiber Y-Linie
der drei Kinder Do 905 und Do 2030, ebenso ist Giber Do 58.3 das Vorhandensein eines
weiteren Mannes mit Haplotyp Y1 erschliefbar.

Diskussion: Da die bislang untersuchte Stichprobe (vormals) reproduktions-

fahiger Individuen der Lichtensteinhohle relativ klein ist und die Vermutung
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bzw. der partielle Nachweis naher Verwandtschaftsbeziehungen besteht, kann
die Variabilitidt der mitochondrialen und Y-chromosomalen Haplotypen nicht
statistisch ausgewertet und das Verhiltnis mt/Y-Variabilitit beurteilt werden.
Die Beobachtungen wurden daher nach den an den Modellen entwickelten

Uberlegungen ausgewertet (Tab. 32).

mtDNA: Alle sieben untersuchten Frauen zeigen unterschiedliche mitochon-
driale Haplotypen und geben damit zundchst einen deutlichen Hinweis auf
patrilokales Residenzverhalten in der Lichtensteinhdhle. Die mt-Haplotypen
der Ménner lassen erwartungsgemdl keine konkrete Aussage zu. Die Variabi-
litdt ist den Annahmen entsprechend hoch. Von den fiinf untersuchten Ménnern
zeigen zwei (Vater und Sohn, Do 1102) die gleiche mt-Sequenz. Hier hat ein
Ehepaar (Do 26 und Do 1076) mit gleichen mt-Linien Nachwuchs gezeugt.
Zieht man weitere Informationen aus Tab. 31 hinzu, findet sich der gleiche mt-
Haplotyp in drei Kindern (Do 2030, Do 3742 und Do 183, letztere vermutlich
Geschwister), was darauf schlieBen 146t, dal noch mindestens eine weitere
Frau mit dem gleichen mt-Haplotypen (i) wie Do 26 in der Lichtenstein-
gemeinschaft gelebt haben muf3. Durch Einbeziehung diese Beobachtung wird
die mt-Variabilitdt der Frauen abgesenkt. Dieses Ergebnis kann bei Annahme
von Patrilokalitdt durch einen Zuzug von Frauen mit einem in der Region
besonders hdufigen mt-Haplotypen erkldrt werden, kann jedoch auch als
Hinweis auf Matrilokalitidt gewertet werden. Die mitochondriale DNA gibt
demnach im Rahmen der hier bearbeiteten Fragestellung keinen Aufschluf} auf

praktiziertes Residenzverhalten in der bronzezeitlichen Lichtensteinhdhle.

Y-STRs: Bei den fiinf untersuchten Ménnern finden sich vier Y-Haplotypen,
das Vorhandensein eines weiteren Mannes mit einem abweichenden Haplo-
typen kann {iber ein Kind (Do 1916) rekonstruiert werden. Damit erscheint die
Variabilitit zunichst hoch und als ein Hinweis auf Matrilokalitit. Allerdings ist
nicht zu erwarten, daB3 sich in der Lichtensteinhohle bei praktizierter Patrilo-
kalitdt nur eine einzige Y-Linie findet (das Modell, Abb. 43) beriicksichtigte
nur einen Zweig mit einem ,,Stammvater*), vielmehr kdnnen bei einer solchen
Gemeinschaft mehrere miteinander verwandte Kernfamilien erwartet werden
und damit mehrere Y-Haplotypen. Bei der geringen typisierten Individuenzahl

kann nicht beurteilt werden, ob fiinf Haplogruppen im hier untersuchten
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Zusammenhang viel oder wenig sind. Der Nachweis von zwei erwachsenen
Minnern (Vater und Sohn, Do 1076 und 1102) aus der selben Patrilinie kann
als Indiz fiir patrilokales Residenzverhalten gewertet werden. Dieser Hinweis
wird verstiarkt, da ein mutmaBliches Kind von Do 1102 identifiziert werden
konnte, was belegt, dal Do 1102 seine Familie am Wohnort seines Vaters
gegriindet hat. Eine weitere Unterstlitzung erfahrt dieser Hinweis auf ein
patrilokales System dadurch, da8 das Vorhandensein von mindestens einem
weiteren Mann mit Y-Linie 2 iiber die Y-Linie der Kinder Do 905 und Do
2030 rekonstruierbar sowie iiber Do 58.3 das Vorhandensein eines weiteren
Mannes mit Haplotyp Y1 erschlieBbar ist. Damit kann die Diversitit der Y-
Haplotypen in der Lichtensteinhohle als relativ niedrig eingeschdtzt und als

Hinweis auf eine patrilokale Wohnfolgeordnung bewertet werden.

X-Haplotypen: Bei den vier untersuchten Madnnern werden vier verschiedene
Haplotypen gefunden. Dieses Ergebnis ermoglicht gemédfl den Voriiberlegun-
gen keine Aussage beziiglich praktizierten Residenzverhaltens der Gemein-
schaft. Die Analyse der X-chromosomalen Haplotypen zeigt bei den
untersuchten Frauen eine deutliche Tendenz zu patrilokalem Residenz-
verhalten. In den sieben typisierten Frauen sind vierzehn verschiedene X-
Haplotypen realisiert, es teilen keine Frauen den gleichen Haplotypen. Bei den
typisierten Kindern, fiir die noch keine Eltern identifiziert werden konnten,
werden weitere acht bis zehn X-chromosomale Haplotypen gefunden, die von
Frauen mit den entsprechenden Merkmalen ererbt sein miissen. Damit kann
eine hohe Diversitit im X-chromosomalen Genpool der untersuchten Gruppe
festgestellt werden. Diese Beobachtung ist mit der Theorie eines Zuzugs
weiblicher Individuen von auflerhalb vereinbar und stellt bei der derzeitigen
Datenbasis (typisierte Individuen) einen deutlichen Hinweis auf patrilokales

Residenzverhalten dar.

SchluBifolgerung: Insgesamt geben die genetischen Untersuchungen eher Hin-
weise darauf, da3 die Méanner der untersuchten Gruppe am Ort blieben, wih-
rend ihre Partnerinnen zuzogen. Den stirksten Hinweis gibt neben einer relativ
niedrigen Variabilitit der Y-chromosomalen Haplotypen die hohe Diversitdt
der X-chromosomalen Haplotypen. Diese wird sicher dadurch mitbewirkt, daf3

weibliche Individuen Triager von doppelt so vielen Haplotypen als Mianner
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sind. Es liegen zwar bislang keine Untersuchungen dariiber vor, wie sich die
Diversitdten von mitochondrialen, Y-chromosomalen und X-chromosomalen
Haplotypen zueinander verhalten, doch lassen die bisherigen Studien (inklusive
der vorliegenden an vermutlich sehr eng verwandten Individuen) vermuten,
daB die generelle Variabilitit X-chromosomaler Haplotypen sehr hoch ist, was
gerade bei der Untersuchung kleinerer Personengruppen zu einer hoheren

Trennschérfe der Typisierungsergebnisse fithren kann.
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5 aDNA-Untersuchungen zur Priufung epidemio-

logischer Hypothesen

5.1 Priifung von Hypothesen beziiglich des Verbrei-
tungszeitpunktes der ccr5432-Variante

Eine in der Fachliteratur umstrittene Frage ist die nach der Ursache fiir die
Verbreitung einer 32 Basenpaare (bp) umfassenden Mutation im den
Chemokinrezeptor 5 (ccr5) kodierenden Gens, die heute homozygote Trager in
hohem Mafle vor einer Infektion mit dem HI-Virus (human immunodeficiency
virus) und damit vor AIDS schiitzt. Da diese Krankheit erst seit wenigen
Jahrzehnten auftritt, kann sie nicht den Selektionsfaktor fiir die bereits Mitte
der 1990ger Jahre beobachtete z.T. recht hohe Distribution des mutierten
ccr5A32-Allels in der europdischen Bevolkerung darstellen. Die Ursache
hierfiir muf3 demnach in einem anderen Selektionsfaktor gesucht werden, der
von einigen Arbeitsgruppen in den mittelalterlichen Pandemien der Pest und
Pocken vermutet wird. Zur Klarung dieser Fragestellungen erdffnet die
Untersuchung von (préd)historischem Skelettmaterial einen einzigartigen
Zugang zur direkten Uberpriifung von Hypothesen, die aus der Beobachtung

moderner Populationen heraus aufgestellt wurden.

5.1.1 Molekulargenetischer Nachweis des ccr5 - Gens in

historischen Bevodlkerungen

Bei der Untersuchung von ccr5/ccr5A32 wird ein biallelisches Merkmal, d.h. in
zwei Auspriagungen vorliegend, analysiert, das a priori nicht individualisierbar
ist. Bei der Typisierung solcher Loci besteht grundsitzlich die Gefahr, daf3
Kontaminationen mit rezenter DNA das Ergebnis verfdlschen konnen (z.B.
Cooper et al. 2001, Hummel 2003b) Bei der Entwicklung des PCR-gestiitzten
Nachweises des ccr5-Locus mulite eine Mdglichkeit eingearbeitet werden, die
Authentizitdt der ccr5-Genotypisierung iiber die bloBe Vielfach-Reproduktion
des Ergebnisses hinaus sicherzustellen. Hierzu wurde eine Strategie verfolgt,

die von Bramanti et al. 2003 entwickelt wurde und es ermoglicht, eine a priori
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nicht individualisierbare Sequenz, wie in diesem Fall ccr5, einem bestimmten
Individuum zuzuordnen. Hierzu wird eine Koamplifikation des ccr5-Locus
gemeinsam mit autosomalen STRs, die ihrerseits individualisierbare Marker
darstellen und deren Eigenschaften iiber forensische Studien validiert sind
(Polymeropoulos et al. 1991, Kimpton et al. 1992, Anker et al. 1992, Lins et al.
1998), durchgefiihrt (vgl. Kapitel 2.1.1). Die verwendeten STR-Systeme sind
D5S818, TPOX, THOl und VWA. Der mit ihnen generierte genetische
Fingerabdruck ermoglicht eine AusschluBwahrscheinlichkeit in Abhingigkeit

der von Seltenheit der Allele von 107 - 171°

(Berechnung unter Verwendung
der im Manual Powerplex16, Promega aufgefiihrten Allelfrequenzen). Dariiber
hinaus wurde das Amelogenin-Gen zur Geschlechtsbestimmung koamplifiziert

(Primersequenzen und Protokolle sind in Kapitel 2.2.4.4 aufgefiihrt).

Diese Strategie der Simultanamplifikation des ccr5 Locus und autosomaler
STRs erlaubt es, etwaige Kontaminationen (Kreuzkontaminationen zwischen
den Proben oder Eintrag rezenter DNA) aufzudecken (Hummel et al. 2000,
Hummel 2003b) und ist fiir diesen Zweck mindestens ebenso geeignet wie
andere, in der Fachliteratur vorgeschlagene Kontrollinstanzen, z.B. eine
Reproduktion jedes Ergebnisses in einem zweiten Labor (Hofreiter et al.
2001b). Durch die koamplifizierten, individualisierbaren STRs kann auch das
ccr5-Ergebnis einer Probe zugeordnet (vgl. Kapitel 2.1.1).

5.1.2 Untersuchungen von rezenten Individuen

Fragestellung und Proben: Die Ausbalancierung der Primermengen der
Multiplex-PCR und die Etablierung der PCR-Parameter wie Annealtemperatur
erfolgte an rezenten Proben (Mundschleimhautabstriche) von zwei ménnlichen
und drei weiblichen Individuen. Die nachgewiesenen Allele wurden weiter zur

Erstellung einer Allelleiter (vgl. Tab. 34) verwendet.

Ergebnisse: Die Typisierungsergebnisse der Rezentproben sind in folgender

Tabelle zusammengefalt:
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Tab. 34 Typisierungsergebnisse fiir die ccr5-fingerprint-PCR fiir Rezentproben

Probe cers Amelo TPOX D5S818 THO1 VWA
MK Wt/A32 XX 8/8 11/12 6/8%* 14/16*
DS wt/wt X/X 8/11 12/12* 6/6 15/15
SH wt/wt X/X 10*/12 11/12 9.3/9.3 17/17
BH wt/A32 X/Y* 8/11* 11/13* 6/7* 14/15
AF wt/wt XY 8/9%* 11/12 9/9.3% 15/17*

Amelo: Amelogenin-Gen, wt: Wildtypallel, nicht deletierte Variante des ccr5 Gens, A32:
ccr5A32-Variante, 32 bp Deletion gegeniiber dem Wildtyp.* : Systeme fiir Allelleiter
verwendet

5.1.3 Untersuchungen von archaologischen Proben

5.1.3.1 Intraregionaler, diachroner Vergleich

Fragestellung: Anhand der genetischen Typisierung des ccr5-Locus aus
Skelettproben verschiedener Zeitstellungen (1750 - 1810 A.D. und 2900
v.Chr.) der gleichen geographischen Region Zentraldeutschlands (Harz) wird
untersucht, ob und in welcher Haufigkeit die ccrSA32-Variante in historischen
Bevolkerungen nachweisbar ist. Es soll die Hypothese einer erst vor relativ
kurzer Zeit im Nordosten Europas entstandenen Mutation und ihrer kurz
darauffolgenden Verbreitung gepriift werden, wie sie nach Untersuchung von
den ccr5-Locus flankierenden STRs aufgestellt wurde (Libert et al. 1998,
Stephens et al. 1998, Klitz et al. 2001).

Proben: Untersucht wurden 17 bronzezeitliche Skelettelemente aus der
Lichtensteinhdhle (vgl. Kapitel 3.1) und 19 Individuen des frithneuzeitlichen
Friedhofs Goslar/Hinter den Briidern (vgl. Kapitel 3.2), fiir die genetische
Vergleichsdaten fiir autosomale STRs zur Verfiigung standen (Schultes 2000,
Bramanti 2000).

Ergebnisse: Fiir 7 der 19 untersuchten Skelette aus Goslar/Hinter der Briidern
konnte die ccr5A32-Variante nachgewiesen werden, wobei jedoch keines der
Individuen homozygot fiir das deletierte Allel war. Dieses Ergebnis entspriache
einer Allelfrequenz von 18,4% fiir das mutierte Gen. Da fiir Gs 82 und 97

(beide wt/wt) spiter eine direkte Verwandtschaft belegt wurde (vgl. Kapitel
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4.2.3.2, Abb. 40), wird eines dieser Individuen nicht beriicksichtigt und das
Ergebnis auf 19,4% korrigiert. Die Typisierungsergebnisse sind in Tab. 35

zusammengefalt.

Tab. 35 Typisierungsergebnisse fiir die ccrS-fingerprint-PCR fiir Proben aus Goslar/Hinter
den Briidern

Probe cers Amelo TPOX D5S818 THO1 VWA
GS 30 wt/wt - 12/- 11/- - -
GS 31 wt/wt X/X 10/11 10/13 6/9.3 16/18
GS 39 wt/wt XY 8/11 11/11 7/9.3 17/-
GS 45.1 wt/wt X/Y 11/- 10/11 7/- -
GS 49 wt/A32 XY 8/- 11/13 6/9.3 15/17
GS 52 Wt/A32 X/X 9/11 12/13/14 9.3/- -/-
GS 53 wt/wt XY 8/(10) 11/13 8/9 18/19
GS 54 wt/wt XY 8/- 11/13 8/- 17/-
GS 61 wt/A32 X/X 8/11 11/12 6/9.3 15/-
GS 67 wt/wt X/Y 8/11 11/- 9/- 15/16
GS 68 wt/A32 XY 8/11 11/12 7/9 15/17
GS 76 Wt/A32 X/X 9/11 10/12 7/9.3 18/19
GS 79 wt/wt X/X 8/11 10/11 9/9.3 16/-
GS 82 wt/wt XY 8/11 12/- 9./9.3 15/18
GS 95 wt/wt XY 8/- 11 9.3/- 17/-
GS 96 Wt/A32 X/Y 8/11 10/12 7/9 14/19
GS 97* wt/wt XY 8/- 12 6/9.3 18/19
GS 102 Wt/A32 X/Y 8/- 9/12 (6)/9 16/17
GS 105 wt/wt X/X 8/10 11/- 9/- 16/17

Amelo: Amelogenin-Gen, wt: Wildtypallel, nicht deletierte Variante des ccr5 Gens, A32:
ccr5A32-Variante, 32 bp Deletion gegeniiber dem Wildtyp. (): Allel konnte nicht vollstédndig
reproduziert werden. . - : kein Typisierungsergebnis. * : Individuum bei der Errechnung der
Haufigkeit des ccrSA32-Variante aufgrund direkter Verwandtschaft zu anderen hier
untersuchten Individuen nicht beriicksichtigt

Auch unter den bronzezeitlichen Individuen aus der Lichtensteinhéhle wurde
die ccr5A32-Variante bei 4 der 17 untersuchten Individuen detektiert, was einer
Allelfrequenz von 11,8% entsprache. Auch hier sind einige Individuen,
darunter Do 3742 und 183, beide heterozygote Trager der Mutation, vermutlich
direkt verwandt (vgl. Kapitel 4.2.3.1, Abb. 34). Weiter findet sich eine Mutter-
Tochter-Beziehung (Do 3756/3750) und eine Triade (Do 26, Do 1076 und Do
1102) unter den untersuchten Proben. Daher wird die Haufigkeit der ccr5SA32-

Variante auf 10,7% korrigiert. Unter den bronzezeitlichen Individuen konnten
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ebenfalls keine homozygoten Triger des deletierten Allels nachgewiesen

werden. Die Typisierungsergebnisse sind in Tab. 36 zusammengefalit.

Tab. 36 Typisierungsergebnisse fiir die ccrS-fingerprint-PCR fiir Proben aus der
Lichtensteinhhle

Probe cers Amelo TPOX D5S818 THO1 VWA
DO 26 wt/wt XX 8/- 9/11 7/9.3 16/17
DO 58.3 wt/wt XY 8/- 11/- 6/8 16/18
DO 183* wt/A32 XY 8/11 10/- 6/9.3 14/19
DO 199 wt/wt XX 11/- 12/- 7/9 14/-
DO 300 wt/wt XX 8/11 -/- 6/- 16/-
DO 902 Wt/A32 XY 8/8 12/- 6/9.3 13/15
DO 1044 wt/wt XX 8/11 9/- 9.3/- 17/-
DO 1076 wt/wt X/Y 8/11 10/12 7/9.3 15/16
DO 1102* wt/wt XY 8/- 9/10 7/- -/-
DO 1103 Wt/A32 XX 9/11 11/12 6/9.3 14/15
DO 1500 wt/wt XX 9/12 -/- 9.3/- -/-
DO 1911 wt/wt XY 8/9 11/12 9.3/- 17/19
DO 1916 wt/wt XY 8/10 12/12 6/7 14/16
DO 2030 wt/wt XY 8/- 13/- 7/9 18/-
DO 3742 wt/A32 XX 8/- 13/- 6/9.3 14/-
DO 3750 wt/wt XX 9/12 11/12 9/9.3 17/19
DO 3756* wt/wt XX 8/9 12/- 9/9.3 17/19

Amelo: Amelogenin-Gen, wt: Wildtypallel, nicht deletierte Variante des ccr5 Gens, A32:
ccr5A32-Variante, 32 bp Deletion gegeniiber dem Wildtyp. - : kein Typisierungsergebnis . * :
Individuum bei der Errechnung der Haufigkeit des ccr5A32-Variante aufgrund direkter
Verwandtschaft zu anderen hier untersuchten Individuen nicht beriicksichtigt

Diskussion: Die errechneten Allelfrequenzen fiir beide untersuchten
historischen Stichproben kdnnen nur einen ungefdhren Anhaltspunkt fiir die
Haufigkeit der Mutation in den damaligen Bevdlkerungen geben. Friihere
molekulargenetische Analysen am Skelettkollektiv Goslar/Hinter den Briidern
(Bramanti 2000) weisen darauf hin, dal die auf dem Friedhof beigesetzten
Individuen miteinander verwandt waren und somit keine zufillige Stichprobe
darstellen. Ebenso ist fiir die Individuen aus der Lichtensteinhohle eine enge
verwandtschaftliche Beziehung belegt (Schultes 2000). Aus diesem Grund

wird hier auf eine statistische Weiterverarbeitung der gewonnenen Daten

verzichtet, da der Fehler nicht abschéitzbar ist.
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Dessen ungeachtet zeigt die Untersuchung klar, daBl die ccr5A32-Variante
bereits vor beinahe 3000 Jahren in Mitteleuropa in einer merklichen Haufigkeit
auftritt, womit die Klitz’sche Hypothese einer vor 700-1000 Jahre
entstandenen Mutation und die Datierung nach Stephens mit einer knapp 2000
Jahre alten Mutation widerlegt sind. Auch das an die heutige Haufigkeit der
ccr5A32-Variante heranreichende Vorkommen der Mutation im Skelett-
kollektiv von Goslar weist in dieselbe Richtung. Wire die Mutation erst
kiirzlich evolviert, konnte sie nur dann bereits vor 250 Jahren in Mitteleuropa
in hohen Frequenzen wie den hier beobachteten vorkommen, wenn ein sehr

gravierenden Selektionsdruck auf des Gen wirkte.

Dall die Pocken den ihnen =zugeschriebenen Selektionsdruck auf die
Verbreitung der ccr5SA32-Variante hatten (z.B. Klitz et al. 2001, Galvani &
Slatkin 2003), ist angesichts des Nachweises der Mutation im bronzezeitlichen
Skelettkollektiv unwahrscheinlich. Zwar wurden Pocken schon im 15.
Jahrhundert v.Chr. in Indien beschrieben, sie sind aber erst seit dem 6.
Jahrhundert A.D. in Europa (Frankreich und Italien) belegt (z.B. Winkle 1997),
so dal ein von Variola ausgehender Selektionsdruck auf die deletierte
Genvariante von dieser Zeit an zu erwarten und mit dem Befund aus der

bronzezeitlichen Lichtensteinhohle nicht in Einklang zu bringen ist.

Die Hypothese, daB die mittelalterlichen Pestpandemien als positiver
Selektionsdruck auf das ccr5A32-Allel wirkten - von Altschuler 2000 favo-
risiert, von anderen Autoren vorsichtiger als eine unter mehreren Mdéglichkei-
ten benannt — wurde bereits in einer anderen Studie durch die Untersuchung
der Allelfrequenz der ccr5A32-Variante an einer mittelalterlichen Massenbe-
stattung vermuteter Pestopfer (Kremeyer 2003) gepriift. Obwohl die
bearbeitete Stichprobe nicht gro3 genug war, um ein statistisch abgesichertes
Resultat zu ergeben, ist ein Trend in die Richtung zu beobachten, dal3 Pest
wohl nicht als Selektionsfaktor fiir die Verbreitung von ccr5A32 in Betracht zu
ziehen ist. Dieser Trend wird durch die Ergebnisse der vorgelegten Studie
verstérkt; eine selektive Wirkung der mittelalterlichen Pestpandemien in Form
eines Uberlebensvorteils fiir die Mutationstriger auf die Verbreitung der

ccr5A32-Variante kann daher als unwahrscheinlich betrachtet werden.
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Die mit einem groen Konfidenzintervall behafteten Berechnungen fiir das
erstmalige Auftreten der ccr5A32-Variante in Europa vor 3500 Jahren (400-
13000; C.I. 95%) bzw. 2250 Jahren (900-4700; C.1.95%) von Libert et al. 1998
konnten mit dem verfiigbaren Probenmaterial nicht direkt {iberpriift werden.
Dies konnte anhand der Typisierung von neolithischen oder aus noch friitherer
Zeit stammenden Individuen geschehen. Dennoch weist die erfolgreiche
Detektion des mutierten Allels in bronzezeitlichen Skeletten darauthin, dal3 die
Mutation deutlich &lter als 3000 Jahre alt ist, wenn die Annahmen beziiglich
des Ursprungsortes im Finno-ugrischen Raum zutreffen. Dieses Ergebnis hitte
ebenfalls Konsequenzen fiir die diskutierten Hypothesen beziiglich der
Verbreitungsart und —geschwindigkeit der Genvariante. Libert et al. schlie3en
anhand ihrer Errechnung eines recht jungen Alters der ccr5SA32-Mutation
darauf, daB genetische Drift nicht fiir die Ausbreitung der Mutation
verantwortlich sein kann, sondern daf3 ein starker, die Tréger der Genvariante
begiinstigender Faktor notig gewesen wire. Dieses Argument entfiele oder
wire deutlich abgeschwiécht bei der Annahme eines wesentlich fritheren
Auftretens der ccr5A32-Variante, wie es die in dieser Arbeit gewonnen
Ergebnisse plausibel erscheinen lassen. Der Effekt einer genetischen Drift als
Ursache der heute und bereits in historischen Populationen zu beobachtenden
Haufigkeit von ccr5A32 in Europa wurde in den bisher publizierten Studien
moglicherweise unterschétzt und sollte als Hypothese eine Aufwertung

erfahren.

5.1.3.2 Interregionaler Vergleich

Fragestellung: Untersucht wird im folgenden, ob sich der heute deutlich
ausgeprigte Nordost-Stidwest-Gradient der Verteilung der ccr5A32-Variante
innerhalb Europas (z.B. Martinson et al. 1997, Libert et al. 1998, Stephens et
al. 1998, Lucotte & Dieterlen 2003 vgl. Abb. 44) bereits in historischen Bevol-

kerungen nachweisen 1af3t.
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Abb. 44  Heutige Verteilung der ccrSA32-Variante (Allelfrequenzen in %) in Europa (Abb.
aus Lucotte & Dieterlen 2003). In der Grafik sind die Daten aus verschiedenen Publikationen
zusammengefalit (Martinson et al. 1997, Christodoulou et al. 1997, Libert et al. 1998, Lucotte
& Mercier 1998, Stephens et al. 1998, Voevodin et al. 1998, Alvarez et al. 1998, Zamarchi et
al. 1999, Battiloro et al. 2000, Ruiz et al. 2001, Dean et al. 2002).

Konnte ein historischer Gradient nachgewiesen werden, wire dies ein weiterer
Indikator fiir eine wesentlich frithere Entstehung und Verbreitung der Mutation
als von Klitz (vor 700 — 1000 Jahren) und Stephens (vor 1.875 Jahren)

angenommen.

Proben: In die Untersuchung wurden 19 Individuen eines sizilianischen
Skelettkollektivs aus Alia (1837) einbezogen, fiir welche ccr5-fingerprint-
Typisierungen vorgenommen und diese mit den Daten der frithneuzeitlichen
Individuen (Kapitel 5.1.3.1, Tab. 35) aus Deutschland (Goslar) verglichen
wurden. Fiir Alia, ein Dorf in Sizilien (nahe Palermo), ist fiir das Jahr 1837
eine Choleraepidemie im Kirchenbuch des Ortes dokumentiert. Innerhalb von
fiinf Monaten wurden 306 Todesfille offiziell registriert. Die Toten wurden
gemeinsam in einer Hohle (Camposanto vecchio) und mit Branntkalk bedeckt
bestattet. Dieses Skelettkollektiv st etwa zeitstellungsgleich mit der
frithneuzeitlichen Serie Goslar/Rammelsberg und dient als stidlicher Punkt des

zu Uiberpriifenden ccr5A32-Gradienten.

Ergebnisse: In der historischen sizilianischen Stichprobe konnte bei einer von
19 Proben gesichert die ccr5A32-Variante nachgewiesen werden. Das
entsprache bei einer Zufallstichprobe einer Allelfrequenz von 2,6%. Die

Typisierungsergebnisse sind in Tab. 37 zusammengefalt.
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Tab. 37 Typisierungsergebnisse fiir die ccr5-fingerprint-PCR fiir Proben aus Alia (Sizilien)

Probe cers Amelo TPOX D5S818 THO1 VWA
AL3 wt XY 8/11 12/13 9/- 16/18
AL S wt XY 8/9 10/12 9/9.3 16/18
AL 7 wt XY 8/- 11/- 6/8 15/17
AL 11 wt XY 8/11 13/- 6/9 18/-
AL 12 wt XX 8/11 12/- 6/8 16/18
AL 13 wt XY 8/11 12/13 6/- 14/16
AL 23 wt XY 8/10 10/11 6/9 17/-
AL 24 wt/A32 XY 12/- 11/- 8/- -/-
AL 25 wt XX 8/11 11/- 6/- -/-
AL 26 wt XY 8/- 11/12 8/- 17/-
AL 55 wt XY 8/9 10/12 7/8 15/18
AL 59 wt XY 8/- 11/- 6/9.3 18/-
AL 60 wt XY 9/11 11/13 9.3/- 16/18
AL 63 wt XX 10/- 12/- -/- -/-
AL 72 wt XY 8/- 12/- -/- 20/-
AL 75 wt XY -/- 12/- 8/- 20/-
AL 80 wt XY 8/- 11/13 6/8 17/-
AL 87 wt XX 8/10 11/- 9.3 16/18
AL 90 wt XX 8/- 12/- 8/9.3 -/-

Amelo: Amelogenin-Gen, wt: Wildtypallel, nicht deletierte Variante des ccr5 Gens, A32:
ccr5A32-Variante, 32 bp Deletion gegeniiber dem Wildtyp.

Diskussion: Fiir die Individuen aus Alia konnten zwar bislang keine

verwandtschaftlichen Beziehungen belegt werden, doch sind solche fiir eine

kleine Dorfgemeinschaft anzunehmen, weshalb auch in diesem Fall die

Allelfrequenz nur die Grofenordnung des Auftretens der Mutation beschreiben

kann. Der fiir das Skelettkollektiv Alia errechneten Allelfrequenz fiir die

ccr5A32-Variante von 2,6% steht eine Haufigkeit des mutierten Allels von

19,4% etwa zeitgleich in Goslar (Kapitel 5.1.3.1) gegeniiber.

Die erhobenen Daten aus beiden historischen Populationen zeigen bereits den

Trend des heute zu beobachtenden Verteilungsgradienten des ccr5A32-Allels

und machen damit ebenfalls eine erst kiirzliche Entstehung und Verbreitung

dieser Mutation unwahrscheinlich.
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5.1.4 Sequenzierung von ccr5-Allelen aus historischen

Proben

Fragestellung und Proben: Um nachzuweisen, da3 mit der ccr5-fingerprint-
Multiplex-PCR tatsdchlich das ccr5-Gen in historischen Individuen nachge-
wiesen wird, wurde die ccr5A32-Variante aus einigen DNA-Extrakten
sequenziert (zur Durchfithrung vgl. Kapitel 2.2.4.6). Hierzu wurden zwei
rezente und zwei bronzezeitliche Proben aus der Lichtensteinhohle (vgl.
Kapitel 5.1.3.1) analysiert. Aus einer weiteren Rezentprobe wurde das
Wildtypallel sequenziert. Die Proben sind in der folgenden Tabelle

zusammengefalit.

Tab. 38 Proben fiir die Sequenzierung des ccrS bzw. cerSA32-Allels

Probe Zeitstellung ccer5-Genotyp sequenziertes Allel
DS rezent wt/wt wt
BH rezent A32/wt A32
Opp rezent A32/A32 A32
Do 902 bronzezeitlich A32/wt A32
Do 3742 bronzezeitlich A32/wt A32

wt: Wildtypallel, nicht deletierte Variante des ccr5 Gens, A32: ccr5A32-Variante, 32 bp
Deletion gegeniiber dem Wildtyp.

Ergebnisse: Die ccr5A32-Variante konnte aus den beiden Rezentproben (BH
und Opp) und den beiden bronzezeitlichen Proben (Do 902 und Do 3742)
sequenziert werden. Das Wildtypallel wurde aus einer weiteren Rezentprobe
(DS) analysiert. Die Sequenzdaten aller Proben wurden mit den publizierten
Allelen verglichen (Wildtyp: GenBank Accessionnummer U95626, ccrSA32:
GenBank Accessionnummer AF(052244). Dieses Alignment, das auch die
verwendeten PCR-Primer beinhaltet, ist in folgender Abbildung dargestellt:
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Abb.45  Alignment der sequenzierten Allele mit den Referenzallelen fiir ccr5 aus
GenBank. wt: wt: Wildtypallel, nicht deletierte Variante des ccr5 Gens, delta32: ccr5A32-
Variante, 32 bp Deletion gegeniiber dem Wildtyp. Rezente Proben: DS, BH, Opp.
Bronzezeitliche Proben: Do 902, Do 3742. Die mit — dargestellte Region im mittleren Fenster
entspricht der 32 bp Deletion der ccr5A32-Variante.

Sowohl die Daten aus den Rezentproben als auch aus den prdhistorischen
Skelettelementen zeigen Ubereinstimmung mit den publizierten Daten. Dieses
Ergebnis belegt, daB wirklich die ccr5A32-Variante und kein zufillig

langengleiches Artefakt, z.B. eine vollig anders lokalisierte Sequenz, durch die

hier durchgefiihrten Analysen nachgewiesen wurde.

5.2 Entwicklung von Analysesystemen fiir die Priifung
der Hypothese eines singuldren Ursprungs der

ccr5432-Variante

Da die in der ccr5A32-Variante deletierte Region beidseitig von einer 10 bp-
Sequenz gleichen Aufbaus flankiert wird, entsteht eine Art Sollbruchstelle, die
ein zur Deletion von 32 bp fithrendes Rekombinationsereignis fordert (Samson
et al. 1996). Daher mufl grundsitzlich von der Mdglichkeit ausgegangen
werden, daB3 diese Deletion mehrfach unabhingig voneinander entstanden sein

kann, was die Interpretationen beziiglich des heutigen Verbreitungsmusters der
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Genvariante beeinflult. Diese Frage kann durch direkte Analyse genetischer

Marker historischer Individuen geklért werden.

5.2.1 Molekulargenetische Marker zur Prifung auf ein
singulares Mutationsereignis fur ccr5A32

Die Studien, die sich mit der Berechnung des erstmaligen Auftretens der
ccr5A32-Variante beschéftigen (Libert et al. 1998, Stephens et al. 1998, Klitz
et al. 2001), versuchen auch zu ermitteln, ob es sich bei der Entstehung der
Genvariante um ein singuldres Mutationsereignis gehandelt hat. Dies geschieht
iiber STR-Linkageanalysen (Untersuchung von STRs in rdumlicher Ndhe zum
mutierten Gen) an rezenten Bevolkerungen und dem Versuch der
Identifizierung eines ancient Haplotypen, um gegebenenfalls das Chromosom
3 genetisch charakterisieren zu konnen, auf dem das Mutationsereignis eintrat.
Es st aufgrund der bislang publizierten STR-Linkagestudien als
wahrscheinlich anzusehen, da3 die ccr5A32-Variante tatsédchlich genau ein Mal
entstanden ist, eine weitere Absicherung dieser Hypothese soll durch DNA-

Analysen an historischem Skelettmaterial geschehen (Kapitel 5.2.3).

Cer5-gelinkte STRs, fiir die bestimmte Allelkombinationen mit der ccr5SA32-
Variante korrelieren und einen Haplotypen bilden, wurden bislang von Libert
et al. 1998, Klitz et al. 2001 und Stephens et al. 1998 veroffentlicht, die fiir ihre
Untersuchungen an rezenten Populationen verschieden weit vom ccr5-Gen

lokalisierte Marker benutzen.

Libert et al. 1998 untersuchen die Dinukleotidrepeats IRI3.1 (systematischer
Name: D3S4579) and IRI3.2 (systematischer Name: D3S4580), 11 kb up-
stream and 68 kb downstream des ccr5-Gens. In dieser Studie wird beobachtet,
daf in den untersuchten Systemen IRI3.1 und IRI3.2 jeweils ein bestimmtes
Allel, es wird von den Autoren Allel ,,0 benannt, mit dem Auftreten der
ccr5A32-Variante assoziiert ist. Dieses Allel ,,0° im System IRI3.1 wird bei
49% der ccr5/Accr5-Individuen und 96,6% der Accr5/Accr5-Individuen
nachgewiesen. Allel ,,0“ im STR IRI3.2 findet man bei 52,6% der ccr5/Accr5-

Individuen und 88,5% der Accr5/Accr5-Individuen. Die Korrelation ist etwas
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niedriger als bei IRI3.1, was mit der erh6hten crossing over-Rate bei diesem
weiter vom ccr5-Locus entfernten Allel erkldrt werden kann. Der gefundene

Haplotyp besteht demnach aus ccr5A32 - IRI3.1 Allel 0 - IRI3.2 Allel 0.

Stephens et al. 1998 finden fiir die Systeme GAATI2DI11 (Tetranukleo-
tidrepeat, im folgenden GAAT abgekiirzt) und AFMB362wb9 (Dinukleo-
tidrepeat, im folgenden AFMB abgekiirzt) mit den kartierten Distanzen CCR5-
(0.8 cR)-GAAT-(2.7 cR)-AFMB ein starkes Kopplungsungleichgewicht zum
ccr5-Locus. In der Stephen’schen Studie wird zudem die Korrelation zwischen
dem Auftreten der ccr5A32-Variante und bestimmten Allelauspragungen in den
Systemen GAAT - AFMB beschrieben. Von den untersuchten ccr5A32-tragen-
den Abschnitten auf Chromosom 3 zeigten 84,8% fiir die untersuchten STRs
die Allelkombination GAAT-AFMB: 197bp-215bp, die daher als ancient
Haplotyp postuliert wird. Diese STR-Allelkombination wiesen ebenfalls 36,6%
der 146 untersuchten ccr5-Wildtypallele auf, was durch eine relativ hohe
crossing over-Rate fiir diese beiden recht weit vom ccr5-Gen entfernten STRs

erklart werden kann (vgl. Abb. 46).

Klitz et al. 2001 identifizieren einen sechs-Locus-Haplotypen, bestehend aus
cer5, IRI3.1, IRI3.2, AFMB, CCR2 und D3S2420. Auch hier zeigen sich deut-
liche Kopplungsungleichgewichte (D) zwischen bestimmten Allelen der un-
tersuchten STRs und der 32-bp Deletion des ccrS Gens: AFMB - ccr5A32 (D =
0,91), IRI3.1 - ccr5A32 (D = 0,79) und IRI3.2 - ccr5A32 (D = 0,71). Die

weiteren Kopplungen fielen niedriger aus.

Die Ergebnisse der Studien lassen demnach eine Haplotypenanalyse bestehend
aus den Markern ccr5A32 und den STRs IRI3.1, IRI3.2, GAAT und AFMB am
aussagekriftigsten fiir eine STR-Linkage-Studie an historischem Skelett-
material erscheinen. Eine Umrechnung der in den Literatur verdffentlichten
Einheiten der Entfernungen dieser STRs zu cer5 (1 cM = IMb, 1 ¢cM = 3.76 cR
(Stephens et al. 1998)) und Visualisierung der Lokalisierung dieser Marker
ergibt folgendes Bild:
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Abb. 46 Schema der genomischen Organisation des ccr5-Gens und der ausgewéhlten ccr5-
gelinkten STRs auf Chromosom 3p21. Abbildung nicht maBstabsgerecht, durch
Unterbrechungen auf dem DNA-Strang symbolisiert. Die Abstéinde der einzelnen STRs zu ccrS
sind in Kilobasen (kb) angegeben.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Multiplex-PCR-System fiir die
simultane Analyse des ccr5-Gens mit den STRs IRI3.1, IRI3.2, GAAT und
AFMB entwickelt (Primersequenzen und Reaktionsparameter sind in Kapitel
2.2.4.5 dargestellt). Das System sollte hier exemplarisch erprobt und fiir
weiterfiilhrende Arbeiten bereitgestellt werden, um dort systematisch zur
Priifung der Hypothese eines gemeinsamen Ursprungs aller ccrSA32-Varianten
auf historische Proben angewendet zu werden (Bertermann 2004, Ancillotti

Perilli 2004).

Die Entwicklung der hier angestrebten Multiplex-PCR war dadurch erschwert,
daB keine Referenzallele fiir die publizierten ancient Haplotypen bekannt
waren. Es ist aufgrund unzureichender Datenpublikation nicht einmal vollig
gesichert, ob in unterschiedlichen Studien, die sich den gleichen STRs widmen,
die gleichen Allele als korreliert mit ccrSA32 gefunden wurden. Durch diesen
Datenmangel konnte auch der GroBenbereich der Systeme nicht genau
berechnet werden. Um dennoch zu gewihrleisten, da3 sich der (nur ungefédhr
abschitzbare) Allelrange benachbarter STRs keinesfalls tiberlappt, mufBiten
beim Primerdesign relativ grole Abstinde zwischen den einzelnen Systemen

eingehalten werden.
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5.2.2 Untersuchungen von rezenten Individuen

Fragestellung und Proben: Die Ausbalancierung der Primermengen der
Multiplex-PCR und die Etablierung der PCR-Parameter wie Annealtemperatur
(vgl. Kapitel 2.2.4.5) erfolgte an rezenten Proben (Mundschleimhautabstriche,
vgl. Kapitel 2.2.2).

Ergebnisse: Die urspriinglich als Pentaplex-PCR geplante Koamplifikation des
ccer5-Gens mit vier gekoppelten STRs wurde aufgrund der Entstehung unspe-
zifischer Produkte aufgegeben und statt dessen in zwei Triplex-Reaktionen
durchgefiihrt. Diese beinhalten jeweils den Nachweis des ccr5-Locus und
(Triplex A) die Systeme IRI3.1 und IRI3.2 aus Libert et al. 1998 sowie
(Triplex B) die Systeme GAATI12D11 und AFMB362wb9 aus Stephens et al.
1998. Die Dinukleotidrepeatsysteme IRI3.1 und IRI3.2 zeigen deutliche
Stotterartefakte (Abb. Abb. 47), die durch Absenken der Elongations-
temperatur (vgl. Kapitel 2.2.4.5) reduziert, jedoch nicht vollig ausgeschaltet
werden konnten. Dies bedeutet fiir die Amplifikation historischer Proben, daf3
fiir die Gewinnung sicherer Ergebnisse stringente Kriterien zur Reproduktion

angelegt werden miissen.

1500 cerha3z \3 1 cch wt IRI3.2 Triplex A
600 \! i / \
[L) I LY - AN _M . J— er
[E®E 7 B:cers penta 104 $TS / |®][®] 17 G: ccsS penta 104 STS 7
I 7 ¥: cers pema 104 STS 7 [EIE 17 R ook penta 104 STS /
16004 IRI3Z1  corswt IRI3.2 Triplex A
\ A Ea
of A N s AN\ ,.4.& A .
[EE 18 B: ccrs penta 104 DS / [E[E 15 G:cors penta 104 DS ¢
W] 18 :corS penta 104 DS/ EE ®r Cch penta 104 DS

mcj ccr5ﬁ32 AFMBSBQWDQ ccr5 it GAAT'I2D1'I Triplex B
1200 ]
o An JAN - A

[EIE =1 B: cers panta 108 STS / [EE = G:cors penta 108 STS /
CO®] 21 ¥:cors penta 108 STS / [mE 21 A:cors penta 108 STS /

= AFMB362whS corSwh  GAATI2D11 Triplex B

1200 \ \ 1
0] VY ) . S JKL A Ao A A N ]

[EE 2 B:cer5 penta 108 DS / @) 22 G:cers penta 108 DS /
CJ® =z v:cers penta 108 DS / [EE 2 R:ccrs penta 108 0S /

Abb. 47  Elektropherogramm von PCR-Produkten zweier rezenter Individuen, die mit den
Triplexen A (cer5, IRI3.1, IRI3.2) und B (cer5, AFMB362wb9, GAATI12D11, vgl. Kapitel
2.2.4.5) gewonnen wurden. In den oberen beiden Spuren ist erkennbar, daBl trotz der
Herabsetzung der Elongationstemperatur fiir Triplex A (Kapitel 2.2.4.5, Einstellung der PCR-
Parameter) Stotterartefakte das Erscheinungsbild der Systeme IRI3.1 und IRI3.2 bestimmen.
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Der ccr5A32-ancient Haplotyp wird in an dieses Kapitel thematisch anschlie-
Benden Diplomarbeiten mit den hier entwickelten Systemen (Bertermann 2004,

Ancillotti Perilli 2004) bestimmt werden.

5.2.3 Untersuchungen von archaologischen Proben

Fragestellung und Proben: Fiir die ccr5A32 Variante wird ein singuléres
Mutationsereignis angenommen. Dies wird durch Studien an rezenten
Populationen gestiitzt (Kapitel 5.2.1), deren Ergebnisse zur Postulierung eines
ancient Haplotyps fiihren. Dieser besteht aus der ccrS5A32-Variante und
bestimmten Allelen in den flankierenden STRs IRI3.1, IRI3.2, GAAT und
AFMB. Eine deutliche Unterstiitzung wiirde diese Hypothese erfahren, wenn in
(prd)historischen Bevolkerungen dieser Haplotyp ebenfalls mit vergleichbaren
oder hoheren Héufigkeiten wie heute gefunden wiirde. Bei Unterreprasentanz
dieses Haplotypen beispielsweise in Verbindung mit der Uberreprisentanz
eines vollig anderen in historischen Bevolkerungen ldge ein Hinweis beziiglich
einer Uberarbeitung der Hypothese des singuliren Ursprungs der Mutation vor.
Dariiber hinaus wiirde bei Nachweis des postulierten ancient Haplotypen in
historischen Bevolkerungen ein Vergleich zur Hiufigkeit seines Auftretens in
heutigen Bevdlkerungen mdoglich sein und einen weiteren Anhaltspunkt fiir

eine Abschitzung des Alters der Mutation geben.

Der experimentelle Ansatz, die aus Untersuchungen moderner Bevolkerungen
heraus aufgestellten Hypothesen direkt an historischem und préhistorischem
Skelettmaterial zu iiberpriifen, sollte im Hinblick auf die aus den rezenten
Daten der Studien von Libert et al. 1998, Klitz et al. 2001 und Stephens et al.
1998 formulierten ancient Haplotypen, umgesetzt werden. Dazu soll das neu
entwickelte ccr5-linked-STR-System auf historische Proben aus der
Lichtensteinhohle (vgl. Kapitel 3.1) und Goslar/Rammelsberg (vgl. Kapitel
3.2) angewendet werden (Bertermann 2004, Ancillotti Perilli 2004). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden nur exemplarisch Amplifikationen
mit DNA-Extrakten prahistorischer Individuen aus der Lichtensteinhohle

vorgenommen, um das neu entwickelte Analysesystem fiir die Anwendung auf
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degradierte DNA zu optimieren und seine Eignung fiir die geplanten

AnschluBvorhaben zu gewihrleisten.

Ergebnisse: Das Analysesystem konnte ohne Schwierigkeiten auf die
Untersuchung degradierter DNA iibertragen werden. Elektropherogramme, die
entsprechende Amplifikationsprodukte fiir eine bronzezeitliche Probe zeigen,

sind in Abb. 48 dargestellt.
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Abb. 48  Elektropherogramm von PCR-Produkten einer bronzezeitlichen Probe
(amplifiziert aus zwei Extrakten), die mit den Triplexen A (ccr5, IRI3.1, IRI3.2) und B (cer5,
AFMB362wb9, GAATI12D11, vgl. Kapitel 2.2.4.5) gewonnen wurden. Die jeweils untere
Probe (gleiches Individuum, anderer DNA-Extrakt) zeigt schwichere Amplifikationsprodukte
sowie allelic dropout-Phanomene.

Der ccr5-Locus und die avisierten gelinkten STRs konnten erfolgreich aus
bronzezeitlicher DNA amplifiziert werden. Das Analysesystem erwies sich als
tauglich zur Typisierung degradierter DNA und wurde in den Anschlu3vor-
haben zur Priifung Hypothesen zum Ursprung der cc5A32-Variante durch

Untersuchung der historischen Haufigkeit des ancient Haplotypen zu

Verfiigung verwendet (Bertermann 2004, Ancillotti Perilli 2004).
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5.3 Entwicklung eines Analysesystems fiir die Priifung
von Hypothesen zu ABO-Blutgruppenverteilungsun-
terschieden

Als Ursache fiir die weltweit sehr unterschiedliche Distribution der einzelnen
ABO-Blutgruppen werden neben Ereignissen wie bottleneck-Situationen oder
founder-Effekten auch Krankheiten diskutiert, die den Reproduktionserfolg
eines Individuums beeinflussen. aDNA Analysen bieten eine einzigartige
Moglichkeit, konkrete Hypothesen, wie z.B. die Benachteiligung der Tréiger
einer Blutgruppe bei bestimmten Infektionskrankheiten, wie Pest oder Cholera,

direkt an historischem Skelettmaterial zu tiberpriifen.

5.3.1 Molekulargenetischer Nachweis von ABO-Blutgruppen-

Allelen

Bevor die Genetik der ABO-Blutgruppen bekannt war, wurden die fiir Blut
rezenter Individuen etablierten serologischen Tests auf archdologische
Materialien wie Mumien- und Knochengewebe angewendet (z.B. Boyd &
Boyd 1933, Kirst et al. 1971, Borgognini-Tarli 1980). Es zeigte sich jedoch,
dafB3 diese Methode auf stark degradierte biologische Materialien wie Knochen
nicht anwendbar ist. In das Skelett eingewanderte Mikroorganismen kdnnen
den ABO-Antigenen chemisch @hnelnde Stoffe abgeben, die zu falschen
Resultaten beim serologischen Test fithren (z.B. Berg et al. 1983).

Im Jahre 1990 verdffentlichte Yamamoto et al. 1990 die genetischen Marker,
welche die humanen ABO-Blutgruppen determinieren. Die ABO-Gene
befinden sich auf Chromosom 9q34, bestehen aus mindestens sieben Exons mit
einer codierenden Region von iiber 18 kb genomischer DNA. Mit Entdeckung
der genetischen Hintergriinde der ABO-Blutgruppen durch Yamamoto und
weiteren Studien (z.B. Lee & Chang 1992, Grunnet et al. 1994, Fukumori et al.
1995, Nishimukai et al. 1996, Ringel et al. 2000, Yip 2002) wird eine
genetische Charakterisierung der ABO-Eigenschaften an archdologischem
Material und eine Loslosung von serologischen Tests fiir Untersuchungen

moglich. Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde ein PCR-RFLP-basiertes
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Analysesystem zur molekulargenetischen Typisierung von ABO-Blutgruppen
fiir degradierte DNA etabliert und auf Individuen historischer Bevdlkerungen
angewendet (Kapitel 5.3.3). Auch hier sollte, um auch Analysen aus stirker
degradierter DNA zu ermoglichen, mit mdglichst kurzen Produktlingen

gearbeitet werden.

Das Analysesystem sollte eine Typisierung der hdufigen ABO-Varianten Al,
By, O; und O,y erlauben (vgl. auch Hummel et al. 2002b). Dariiber hinaus
sollte die seltenere Blutgruppe O, determinierbar sein, die sich nur geringfiigig
von B; unterscheidet, um Fehlbestimmungen von O-Allelen als B zu vermei-
den. Hintergrund hierfiir ist, da3 einige Studien beziiglich der differentiellen
Anfilligkeit der Triger verschiedener Blutgruppen gegeniiber Infektions-
krankheiten (z.B. Cholera) ein erhohtes Risiko fiir schwere Erkrankungen fiir
Blutgruppe O-Individuen finden. Will man diese Hypothesen an historischen
Bevoélkerungen iiberpriifen (z.B. Hummel et al. 2002a), mufl gewéhrleistet sein,
daBl die Triager dieser Eigenschaft sicher erkannt werden. Die meisten O-
Varianten (hier O; und Oyy) sind beispielsweise durch eine Deletion einer Base
an Nukleotidposition 261 des Exon 6 charakterisiert. Dagegen konnen B,-
Allele durch einen von anderen Blutgruppen abweichenden Basenaustausch an
Position 796 des Exon 7 bestimmt werden (vgl. Tab. 39). Die an den
untersuchten Stellen auftretenden Sequenzpolymorphismen koénnen durch
kommerziell erhéltliche Restriktionsenzyme differentiell geschnitten werden.
Die Lokalisierung der untersuchten Nukleotidpositionen, ihre Auspriagung fiir
verschiedene Blutgruppen und die geeigneten Endonukleasen zum Nachweis

von Sequenzvariationen sind in Tab. 39 zusammengefalt.
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Tab. 39 Untersuchte Nukleotidpositionen zur Diskriminierung von ABO-Allelen, Léngen
der generierten PCR-Produkte und allelspezifische RFLP-Produktldngen

Chromosom 9 Exon 6 Exon 7
PCR Produktlénge 103/104 bp 64 bp
Restriktionsenzym Rsal HpyCH4IV Nla IIT Mnl I
RFLP Produktlénge 66+37 bp 73/72+31 bp 37+27 bp 42/41+23/22 bp
untersuchte np np 261 np 297 np 796 np 802
A G A C G
B, G G A G
K
= 0, del A C G
<
Olv del G C G
0, G G C A

" Allelnomenklatur nach Nishimukai et al. 1996. np: Nukleotidposition. bp: Basenpaare. del:
Deletion. Die Felder mit fettem Schrifttyp zeigen die Sequenzvarianten an, die mit dem
dariiber notierten Restriktionsenzym geschnitten werden. Tabelle verédndert nach Hummel et al.
2002b. Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme sind in Kapitel 2.2.8 aufgefiihrt.

Die héufigsten in Europa auftretenden ABO-Genotypen sind mit der

Amplifikation und restriktionsenzymatischen Aufarbeitung des Exon 6 Ampli-

fikates bereits zu trennen (Tab. 40oben). Zu Typisierung der selteneren Allel-

kombinationen muf} eine Analyse der Nukleotidpositionen 796 und 802 auf

Exon 7 folgen. Die erwarteten Restriktionsmuster sind in Tab. 40 dargestellt.
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Tab. 40 Erwartete Restriktionsmuster fiir verschiedene ABO-Allelkombinationen

Phinotyp Genotyp Rsa I HpyCH41V Nla III Mnl I

A AA -- -- o o
AO; !- -- 0 o
0,0, I -- o o
0,0, 1 !- 0 o)

0,04y I ' 0 0

> | o O O

AO, -- - -- I-
AB AB .- - - ..
0,0, -- ' -- I
BO, -- ' - I-
BB -- ' ' --

AO,, - - - -
0,0, - - - I-
BO, - - - -

©C w O »|W W O

0,0, - ' - -
B BOIV !- 1 !- - -

- - : PCR-Produkt wird nicht geschnitten. ! - : ein Allel des PCR-Produktes wird geschnitten,
das andere nicht. ! ! : das PCR-Produkt wird vollstindig geschnitten. o : Ergebnis wird zur
Analyse nicht benétigt. Die oben abgesetzten Genotypen bestehen aus den in Europa am
haufigsten auftretenden Allelen und koénnen bereits durch die Analyse der auf Exon 6
lokalisierten Nukleotidpositionen durch Behandlung mit Rsa I und HpyCH4IV determiniert
werden.

Da die publizierten Primer PCR-Produkte mit gro3en Fragmentlingen gene-
rieren, wurden die Primer mit Fokus auf eine Verkiirzung der PCR-Produkte
und damit einer Anpassung an die Erfordernisse der Untersuchung degradierter
DNA neu gestaltet. Die Entwicklung der Primer wurde unter Beriicksichtigung
der Anforderungen an die Amplifikation degradierter DNA unter Zuhilfenahme
der Software PrimerSelect™ (Lasergene) durchgefiihrt. Bei der Wahl der
Primerbindungsstellen mufite beachtet werden, daB nur intendierte
Restriktionsschnittstellen im PCR-Produkt enthalten sind. Die untersuchte
Sequenzabweichung an Nukleotidposition 802 konnte nur mit einem Enzym
(Mnl I) nachgewiesen werden, das jedoch eine sehr hidufig im Genom
vorkommende Erkennungssequenz (INNNNNNNGGAG) besitzt. Um ein
PCR-Produkt zu generieren, das nur die gewiinschte einzelne Schnittstelle fiir

die Restriktionsendonuklease einschlieBt, wurde der forward Primer gezielt am

Ende einer unerwiinschten Erkennungssequenz positioniert und durch Einbau
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eines Mismatches in den reverse Primer eine weitere Restriktionsstelle

maskiert (vgl. Abb. 49),

p779

np 796
80
80

np 829

=
exon7partiel_Aseq CCAGTCCCAGGCCTACAT CCCCAAGGACGAGGGCGATTTCTACTACCT GGGGGGGT TCTTCGGGGGGT CGGT GCAAGAGGT GCAGCGGCT
exon7partial B.SEQ CCAGTCCCAGGCCTACAT CCCCAAGGACGAGGGCGAT TTCTACTAC@T GGGGC@GTTCTTCGGGGGGTCGGTGCAAGAGGTGCAGCGGCT
exon7partal 01.seq CCAGTCCCAGGCCTACATCCCGAAGGACGAGGGCGATTTCTACTACCTGGGGGGGT TCTTCGGEEGGT COGT GCAAGAGGT GCAGCGGCT
exon7partial_01v.seq CCAGTCCCAGGCCTACAT CCCGAAGGACGAGGGCGATTTCTACTACCT GGGGGGGT TCT TCGGGGGGTCGET GCAAGA(ﬂT GCAGCGGCT
exon7partial_02.SEQ CCAGTCCCAGGCCTACAT CCCCAAGGACGAGGGCGATTT CTACTACCTGGGCﬂGGTTCTTCGGGGGGTCGGTGCAAGAGGTGCAGCGGCT

exon 7 primer.SEQ AAGGACGAGGGCGATTTCTA GGTCGETGCAAGAGTITGCAGE
Mnl | recognition sites INNNNNNGAGG INNNNNNGAGG INNNNNNGAGG
Nla lll recognition site CATG!

Abb. 49  Alignment eines Exon7-Abschnittes verschiedener ABO-Allele, des Primers fiir
das auf Exon 7 liegende PCR-Produkt und der darin enthaltenen Erkennungssequenzen fiir die
Endonukleasen zum Nachweis von Basensubstitutionen an den Nukleotidpositionen 796 und
802. !: Symbol fiir den ,,Schnitt des Enzyms. Zwei nicht intendierte Schnitte mit Mnl I werden
vermieden, indem der forward Primer (links) genau an der potentiell zu schneidenden Base
terminiert und in den reversen Primer an Position 829 ein Mismatch eingefiihrt wurde, das die
Erkennungssequenz fiir Mnl I maskiert.

Besondere Beachtung wurde ebenfalls der Vermeidung von Dimer- und
Hairpinstrukturen geschenkt, damit im zweiten Analyseschritt (RFLP, vgl.
Kapitel 2.2.8) keine Artefakte die Analyse behindern. Die fiir die Unter-
suchung ausgewidhlten Marker wurden in zwei Singleplex-PCR-Ansitzen

amplifiziert.

Es wurden zwei Primersysteme fiir Singleplex-Amplifikationen etabliert.
Primersystem Ex6 schlie8t die untersuchten Nukleotidpositionen 261 und 297
auf Exon 6 ein, Primersystem Ex7 amplifiziert die auf dem Exon 7 liegenden
Positionen 796 und 802. Die amplifizierten Produktldngen betragen 103/104 bp
bzw. 64 bp und werden damit den Anforderungen an die Typisierung auch

degradierter DNA gerecht.

5.3.1.1 Generierung eines genetischen Fingerabdruckes zur
Authentizitatssicherung

Fiir alle untersuchten archiologischen Proben wurde zusitzlich zur ABO-
Multiplex-Typisierung ein individualspezifischer genetischer Fingerabdruck
generiert und diese Daten mit denen aus fritheren Publikationen (Schultes
2000, Bramanti 2000) verglichen, um die Authentizitit des Ergebnisses sicher-
zustellen. Hierzu wurde der AmpFISTR Profiler Plus PCR Amplification Kit
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(Applied Biosystems) verwendet, der eine Simultanamplifikation von neun

autosomalen STRs und Amelogenin ermdglicht.

5.3.2 Untersuchungen von rezenten Individuen

Fragestellung und Proben: Fiir die Etablierung der ABO-Genotypisierungs-
systeme wurde DNA (Speichelextrakte (vgl. Tab. 41) von zwdlf rezenten

Individuen mit bekannter phianotypischer Blutgruppe verwendet.

Ergebnisse: Die beobachteten Lingen der RFLP-Produkte entsprachen den
Voraussagen und lieBen eine eindeutige Bestimmung der ABO-Blut-
gruppenallele zu. Diese Genotypisierungen standen in vollem Einklang mit den
serologisch ermittelten Daten der Probanden. Die Typisierungsergebnisse der

Rezentproben sind in folgender Tabelle zusammengefalit:

Tab. 41 ABO-Genotypisierungsergebnisse fiir die untersuchten rezenten Kontrollproben

Probe Phéinotyp* Ergebnis der Restriktionsanalyse Genotyp**
Rsal HpyCHA4IV Nla IIT Mnl I
1 A !- -- --(0) --(0) A O
2 A !- -- --(0) --(0) A 0O
3 A -- -- --(0) --(0) AA
4 B -- 1 1 -- BB
5 B !- !- !- -- B O,
6 AB -- |- |- .- AB
7 AB -- !- !- -- AB
8 (0] (N -- --(0) --(0) 0, 0,
9 (0] 1! -- --(0) --(0) 0, 0,
10 (0] !- I -- !- 0,,0,
11 (0) 1! I- --(0) --(0) 0,0,
12 (0] 1! 1! --(0) --(0) 04,0y,

* : vorher bekannt ** : durch diese Studie ermittelt - - : PCR-Produkt wird nicht geschnitten. ! -
: ein Allel des PCR-Produktes wird geschnitten, das andere nicht. ! ! : Das PCR-Produkt wird
vollstidndig geschnitten. (o) : Ergebnis wird zur Analyse nicht benétigt.
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5.3.3 Untersuchungen von archaologischen Proben

Fragestellung und Proben: Nach der Etablierung des ABO-Analysesystems
fiir rezente Kontrollproben sollte die Eignung des Systems fiir die Unter-
suchung von aDNA gepriift werden. Dazu wurden Typisierungen an sieben
Proben aus der Lichtensteinhohle (Fundnummern Do 1102, 1172, 124, 2388,
2589, 3742 und 3750, vgl. Kapitel 4.2.3.1) und acht Skeletten aus
Goslar/Hinter den Briidern (Fundnummern Gs 63, 67, 79, 84, 95, 96, 102 und
105, vgl. Kapitel 4.2.3.2) aus je zwei unabhingigen DNA-Extrakten durch-
gefilhrt. Um die Authentizitit der Ergebnisse zu gewéhrleisten, wurde aus
jedem Extrakt ein genetischer Fingerabdruck ermittelt (5.3.1.1) und mit den
molekulargenetischen Referenzdaten fritherer Studien von Schultes 2000 und

Bramanti 2000 und den Allelprofilen der Bearbeiter abgeglichen.

Ergebnisse: Die DNA aus Extrakten der untersuchten historischen Individuen

konnte erfolgreich analysiert werden. In Abb. 50 sind die generierten PCR-

Produkte dargestellt.
NNy N O Lo B B - = = T o
My O~ o0 n N SN E®S
,8523428SS CCORKRE, L 3sessg88 ZCZSRER
188888888198888888¢4 MBBBB88BEE1EE8888

103/
104bp

Abb.50  ABO-Amplifikationsprodukte aus Extrakten der untersuchten historischen
Individuen. a 103/104 bp lange PCR-Produkte, die mit dem Ex6 System gewonnen wurden. b
64 bp lange PCR-Produkte, die mit dem Ex7 System gewonnen wurden.

Durch die anschlieBende RFLP-Analyse der Amplikons (Abb. 51) konnte eine

ABO-Genotypisierung durchgefiihrt werden (Tab. 42).
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I03{104bp

o :---unu-gﬁnu-ﬂ:..;

- — s 73f72 bp

Abb.51  RFLP Analyse der aus den historischen Proben gewonnenen ABO-Amplikons mit
den Restriktionsenzymen a Rsa I, b HpyCH4IV, ¢ Nla III, d Mnl I. Bei den Proben GS 79 und
DO 1102 erschweren bereits wihrend der PCR entstandene (vgl. Abb. 50) Primerdimere
(Lénge ca.50 bp) die Interpretation der Ergebnisse der Restriktionsanalyse, da siec von RFLP-
Fragmenten schwer zu unterscheiden sind, wenn nicht, wie hier, die Analyse auf sehr
hochauflésenden Gelen (z.B. 4,4%ige Agarosegele) stattfindet.

Die ABO-Typisierungsergebnisse fiir die archdologischen Proben sind in Tab.

42 zusammengefalit.

Tab. 42 ABO-Genotypisierungsergebnisse ~ fiir die untersuchten archéologischen
Skelettproben aus der Lichtensteinhdhle und Goslar

Probe Ergebnis der Restriktionsanalyse Genotyp
Rsal HpyCH41V Nla IIT Mnl I
GS 63 !- !- -- - 0,0,
GS 67 " !- --(0) --(0) 0,04,
GS79 - -- --(0) --(0) AO,
GS 84 !- !- !- -- BO,
GS 95 !- !- -- -- AO,,
GS 96 " !- --(0) --(0) 0,04,
GS 102 1 !- --(0) -- (o) 0,04y
GS 105 -- !- !- -- AB
DO 1102 -- -- --(0) --(0) AA
DO 1172 !- -- --(0) --(0) AO,
DO 1247 1 -- --(0) -- (o) 0,0,
DO 2388 - - --(0) --(0) AO,
DO 2589 !- !- -- !- 0,0,
DO 3742 !- !- -- -- AOy,
DO 3750 1! -- --(0) --(0) 0,0,
- - : PCR-Produkt wird nicht geschnitten. ! - : ein Allel des PCR-Produktes wird geschnitten,
das andere nicht. ! ! : Das PCR-Produkt wird vollstindig geschnitten. (o) : Ergebnis wird zur

Analyse nicht benétigt.
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Diskussion: Das neu entwickelte ABO-Analysesystem ist aufgrund der sehr
kurzen generierten Amplikons auch fiir degradierte DNA geeignet. Um Ana-
lyseartefakte, z.B. durch unspezifische Produkte, zu vermeiden, miissen
stringente ~ Reaktionsbedingungen  (hochstmdgliche  Annealtemperatur)

eingehalten werden.

Fiir die archdologischen Proben konnten erfolgreich und reproduzierbar ABO-
Allele typisiert werden. Neben den hdufigen Varianten A, B;, O; und Oy,
konnte in zwei Féllen das seltene O,-Allel nachgewiesen werden. Die Vertei-
lung der Blutgruppen scheint dhnlich der heute in Deutschland vertretenen zu
sein. Heute seltenere Allele finden sich auch in den (pré)historischen Proben
nicht oft, was aufgrund der geringen Stichprobengrof3e jedoch nur als Trend zu

werten 1ist.

Authentizititssicherung: Die Ergebnisse der Analysen des genetischen
Fingerabdruckes (die Reaktionsparameter sind in Kapitel 2.2.4.2 aufgefiihrt)
der aDNA-Extrakte zur Priifung auf etwaige Kontaminationen sind in der

folgenden Tab. 43 zusammengetalt.
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Tab. 43 Typisierungsergebnisse mit dem AmpFI/STR™ Profiler Plus Kit fiir die
untersuchten historischen Individuen aus der Lichtensteinhéhle und Goslar.

Probe D3S1358 VWA FGA Amelo D8S1179 D21S11 DI18S51 DS5S818 DI13S317 D7S820

GS 63 14/15 16/17 2025 XY 12/13  30/302 12/- 9/11 12/14 10/-
Ref. 1415 (16)/(17)  20/(25) XY 1213 (302)- (12~ 911 12/(14)  10/10
GS 67 15/- 15/17 e XY 10/13  29/332 v 13/- 12/- A
Ref, A A e A A A v A e A
GS79 16/- 15/17 19121 XX 12/15 29/31 A 10/- -/~ A
Ref. 1616 (1517 (19)/@21) XX 12/15 2931 A 10/10 A A
GS 84 15/- 15/18 18/20 XY 13/- 29302  16/22 12/- 11/12 12/-
Ref. 15/15 15/18  (18)20 XY 13/13 295302  (22)-  12/12 12/- 9/12
GS 95 17/- 16/17 22/24 XY 1315 29/322 14/- 11/- 1013 11/12
Ref. 1717 16/17  (22)124 XY 1315 29322 1414 11/11 (1013 11/12)
GS96 1517 14/19 22/24 XY 13/14 30312 1415  10/12 13/- 9/12
Ref. 15/17 14/19  22/(24) XY 1314 30312  (14)/(15) 10/12 13/- /-
GS102 1415 16/17 2021 XY 11/14 29/30 15/- 9/12 A 12/-
Ref. 14/15 17/- 20/20 XY 11/14 29/30 - 9/12 - 12/12
GS 105 17/- 17/- 23.2/25 XY 11/14 30/- 12/17 11/- 10/- 8/13
Ref, 17/- 16/17 232725  X(Y) 11/14 2830  12/(17)  11/11 10/- @®)/-
DO 1102  15/16 16/17 2021 XY 12/15 29332 1418  9/10 11/- /-
Ref. 15/16 16/16 2021 XY 1215 29332 1418  9/10 11/11 719
DO 1172 1517 15/16  21/22/25 XY  12/13/15  332/- v 10/12 11/- A
Ref. 15/17 15/16 21/25 XY 12/13 302332 - 10/12 11/- 8/-
DO 1247  15/16 17/18 22125 XX 11/13 29322 A 12/- 8/- 10/-
Ref. 15/16 17/- 22/- XX 11/13 29/- A 12/12 8/- 10/-
DO 2388  15/16 17/- e XX 13/15 30332 4 9/11 e 3
Ref. 15/16 16/17 2021 XX 13/- 30/33.2 15/- 11/- 11/11 10/-
DO2589 15/ /- 22/- XX 15/- /- A 12/- 11/- /-
Ref. 15/16 14/15 22/24 XX 13/13 28/- A 11/12 11/- /-
DO 3742  14/16 13/14 24/- XX 13/- 29/- 12/- 10/13 - v
Ref. 14/16 13/14 24/- XX 13/ 29322 1215 10/13 8/10 9/10
DO 3750  16/18 17/- 21/23 XX 12/13 29322 17/- 11/12 12/- 8/10
Ref. 16/18 17/- 21/23 XX 12/13 295322 1617 1112 9/12 8/10

Ergebnis aus dieser Studie jeweils in der oberen Zeile, Referenzdaten (Ref.) aus fritheren
Publikationen (Schultes 2000 fiir Do und Bramanti 2000 fiir Gs) jeweils unten. Amelo:
Amelogenin-Gen. (): Allel konnte nicht vollstindig reproduziert werden.

Die gefundenen Ubereinstimmungen des genetischen Fingerabdruckes
zwischen den neu erhobenen und den Referenzdaten sind deutlich. Dariiber
hinaus wurde ein Abgleich der Daten mit den genetischen Fingerabdriicken der
Mitarbeiter des Instituts vorgenommen. Es konnten keine Ubereinstimmungen
gefunden werden, die auf eine rezente Kontamination schlieBen lassen. Mit den
gewonnenen STR-Typisierungsergebnissen wird auch die Authentizitit der

vorher aus denselben DNA-Extrakten der archdologischen Proben gewonnenen
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ABO-Resultaten belegt. Dieses Verfahren stellt die beste Mdglichkeit der
Sicherung der Echtheit von aDNA-Ergebnissen dar, wenn, wie in diesem Fall,
ein a priori nicht individualisierbarer Marker aufgrund differierender
Analysestrategien nicht in ein STR-Fingerprint-System eingebettet werden

kann (vgl. Kapitel 2.1.1).

6 Molekulargenetische Marker zur Rekon-

struktion des auBeren Erscheinungsbildes

6.1 Entwicklung von Analysesystemen zur
molekulargenetischen Identifikation von Haarfarbe
und Hauttyp

Die in der forensischen Arbeit etablierte Untersuchung von autosomalen STRs,
Y-STRs und mitochondrialer DNA zur Identifikation und Verwandtschafts-
rekonstruktion geben (intendiert) nur sehr eingeschriankte Informationen iiber
das Erscheinungsbild des Donors der untersuchten DNA (z.B. Bowcock et al.

1994, Lowe et al. 2001).

Sowohl bei der Aufkldrung von Kriminalféllen, die ohne Augenzeugen veriibt
wurden, als auch bei Rekonstruktion des Aussehens skelettiert aufgefundener
unbekannter Toter wiére jede Information beziiglich physischer Charakteristika
wie z.B. Haarfarbe oder Hauttyp niitzlich (Grimes et al. 2001), was ebenso fiir
die Untersuchung von Skeletten im Rahmen bestimmter anthropologischer
Fragestellungen gilt. Die Moglichkeit der Untersuchung genetischer Marker,
die mit menschlichen Phinotypen assoziiert sind, wiirde hier neue Zugénge
eroffnen und auch einen Beitrag zur Beantwortung der Frage nach dem

Erscheinungsbild unserer Vorfahren leisten (vgl. Kapitel 1.3).

In diesem Zusammenhang gibt es bereits ein kommerzielles Kit der Firma
DNAprint genomics (USA, www.dnaprint.com), mit dem es mdglich ist, die
Augenfarbe eines Individuums auf Basis molekularer Daten festzustellen. Das
Kit ist patentiert, die verwendeten Marker sind bislang nicht publiziert

(vermutlich innerhalb der néchsten zwei Jahre, personliche Kommunikation T.
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Frudakis, Fa. DNAprint), so da3 diese Fragestellung im Rahmen dieser Arbeit

nicht bearbeitet werden konnte.

6.1.1 Rekonstruktion des auBeren Erscheinungsbildes mit

molekulargenetischen Markern

Der Fokus dieses Kapitels liegt auf der Evaluation der momentan verfiigbaren
Moglichkeit der Prognose der Haarfarbe und des Hauttyps eines Menschen
aufgrund auf seiner DNA. Es soll ein Analysesystem entwickelt werden, das,
auf historische Proben angewendet, Informationen {iber das &dullere

Erscheinungsbild unserer Vorfahren bereitstellt.

Obwohl die Umwelt, insbesondere in Form von Sonnenlicht (z.B. Tomita et al.
1986, Friedmann et al. 1990) und Vitaminzufuhr (Pavlovitch et al. 1982,
Abdel-Malek et al. 1988), eine offensichtliche Rolle fiir die Hautpigmentierung
spielt, zeigen die Unterschiede der Pigmentierung von Haut und Haar von
Neugeborenen verschiedener Regionen der Welt, daBl es eine genetische
Komponente gibt, die zur Auspragung von Pigmentationsunterschieden fiihrt.
Diese Diversitit kann auf Unterschiede in der Anzahl, der Grof3e und Beschaf-
fenheit der Melanosomen zuriickgefiihrt werden (Szabo 1967, Toda et al.
1972). In diesen wird Melanin gebildet, das in zwei Hauptformen, dem
braun/schwarzen Eumelanin und dem rot/gelben Phiomelanin auftritt (Thody
et al. 1991). Die Melanosomen werden zunichst in den Melanozyten gebildet
und dann in die Keratinozyten sekretiert, die sich in der Epidermis der Haut
und im Haarschaft befinden (z.B. Rana 2003). Dort bewirken das Verhéltnis
Eumelanin/Phdomelanin, die Packart des Melanins in den Melanosomen sowie
deren Anzahl eine charakteristische Pigmentierung, die lokal etwas
verschieden sowie zeitlich variabel (Haarfarbe dndert sich im Verlauf der Zeit)

sein kann (Rees 2003).

Um die genetischen Zusammenhidnge zu verstehen, die zu den zu
beobachtenden Pigmentierungsunterschieden von Menschen verschiedener
Regionen der Welt fiihren, wurden bereits in den 1970ger Jahren

populationsgenetische Modelle entwickelt (Harrison & Owen 1964,Stern
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1970), die die Beteiligung von mindestens drei genetischen Loci allein fiir die

Diversitét der Hautpigmentierung postulieren.

Am Tiermodell konnte gezeigt werden, dafl bei Mausen die Melaninsynthese
im wesentlichen von zwei Genen kontrolliert wird: Extension und Agouti.
Extension wird in den Melanozyten exprimiert und produziert den Rezeptor fiir
das Melanozyten stimulierende Hormon (MSHR = Melanocortin-1 Rezeptor,
MCIR). Dieser Rezeptor wirkt auf die Melanogenese iiber die Aktivierung von
Adenylylzyklase und damit Erhohung des cAMP (zyklisches Adenosin-
monophosphat) Levels und wird durch die Bindung von Melanozyten stimu-
lierendem Hormon (a-MSH) sowie adrenocorticotropischem Hormon (ACTH)
aktiviert (Miyata et al. 1982). Fiir das menschliche Genom wurde das zu MCIR
homologe Gen identifiziert. Es wurde ein dhnlicher chemischer Mechanismus
wie bei der Maus gefunden. Welche Art von Melanin in den humanen
Melanosomen produziert wird, hdngt von mehreren Faktoren ab. Obwohl die
exakten Mechanismen noch der Kliarung bediirfen, ist bekannt, dafl die
Verfiigbarkeit von Sulthydrylgruppen, Cystein und Gluthathion (Prota 1980,
Hearing & Jimenez 1987) die Melanogenese beeinfluflt. Durch die Bindung
von a-MSH wird die Aktivitdt des Enzyms Tyrosinase reguliert, die beeinfluf3t,
welche Art des Melanins gebildet wird (z.B. Aroca et al. 1993). Die genauen
Zusammenhédnge sind noch nicht geklirt, aber man kann sich vereinfacht einen
biochemischen Schalter vorstellen, der iiber eine Signalkaskade aktiviert wird
und bestimmt, in welchen Verhiltnissen die beiden Varianten des Melanins
gebildet werden. Ein vereinfachtes Schema dieser Zusammenhinge ist in Abb.

52 dargestellt.

Antagonistisch zu Extension wirkt Agouti (Lu et al. 1994), der als primérer
Schalter von der Eumelanin- zur Phdomelaninsynthese fungiert (Kobayashi et
al. 1995). Die Rolle des menschlichen Agouti-Homologs ist trotz erfolgreicher
Klonierung des Gens bislang strittig (Voisey et al. 2001, Kanetsky et al. 2002),
obwohl Experimente in vitro zeigen, dall Agouti antagonistisch zu MCIR wirkt
(Yang et al. 1997) bzw. die Exprimierung anderer Gene, die einen Anteil an
der Melaninsynthese haben, herunterreguliert (Voisey et al. 2003). Dennoch
scheint sich jedoch abzuzeichnen, dafl seine Bedeutung in vivo nicht der in

Maiusen gleichkommt.
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Bindung von a- MSH
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Abb. 52 Schema der Melaninbildung. In den menschlichen Melanozyten werden zwei
Arten von Melanin gebildet: das schwarzbraune Eumelanin und das rétlichgelbe Phdomelanin.
Eumelanin ist photoprotektiv, wéihrend Phdomelanin bei Bestrahlen mit UV-Licht freie
Radikale bildet und daher zum Auftreten von UV-induzierten Hautschdden beitragen kann
(Valverde et al. 1995). Individuen mit rotem Haar bilden hauptsdchlich Phdomelanin in Haut
und Haar oder/und haben eine verringerte Fahigkeit zur Bildung von Eumelanin, was die
fehlende Braunung ihrer Haut erkldrt. Die Hauttypen sind (I-IV) sind nach der Fitzpatrick-
Skala notiert (Fitzpatrick 1988): I: bei UV-Einwirkung immer Sonnenbrand, keine Braunung,
II: immer Sonnenbrand, braunt leicht nach einmaliger und mehrmaliger UV-Exposition, III:
selten Sonnenbrand, gute Braunung, IV: kein Sonnenbrand, tiefe Braunung .

Das Schema zeigt stark vereinfacht den grundsitzlichen Mechanismus der
Regulierung zwischen der Produktion von Eumelanin und Phdomelanin in den
Melanosomen der Melanozyten. Einer der Regulatoren ist die Hohe der
Aktivitdt des Enzyms Tyrosinase, welche wiederum von der Féahigkeit des a-
Melanozyten-stimulierenden Hormons zur Bindung an seinen Rezeptor
abhingig ist. Ist dieser Rezeptor in seiner Funktionalitit eingeschrankt oder
ausgeschaltet, verlduft der Stoffwechselweg in Richtung der Bildung von
Phdomelanin und somit zur Ausprdgung von rotem Haar und heller Haut.
Einschrankungen oder Verlust der Funktionalitit des Rezeptors kdnnen durch
Mutationen im kodierenden Gen (MCIR) entstehen. SNPs in diesem DNA-
Abschnitt sind gut untersucht und stehen auch im Mittelpunkt der hier
durchgefiihrten  Untersuchungen. Diese Untersuchungen von MCIR-
Mutationen, die im Kontext der Hautkrebsforschung durchgefiihrt wurden,

zeigen, daB} bestimmte Variationen im MC/R-Gen hoch mit rotem Haar und
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heller, UV-sensitiver Haut assoziiert sind (z.B. Valverde et al. 1995, Rees &
Flanagan 1999, Flanagan et al. 2000, Box et al. 2001, Healy et al. 2001).
Kanetsky et al. 2002 finden in ihrer Studie eine Basentransition in der 5’
untranslatierten Region des menschlichen Agouti-Gens, fiir die sie eine sehr
schwache Assoziation mit dunklem Haar und braunen Augen beobachten,

welche jedoch nicht durch anderen Studien belegt ist.

Fiir die vorliegende Untersuchung wurden SNPs ausgewihlt, fiir die nach
Moglichkeit jeweils mehrere Studien Vergleichsdaten liefern, die eine starke
Assoziation des betreffenden Markers zu einer phédnotypischen Auspriagung
zeigen. Fir viele Marker liegen zwar derartige Untersuchungen vor, diese
kommen jedoch nicht immer zum gleichen Ergebnis (vgl. Tab. 44) und
betreffen v.a. Nordeuropder (Iren, Briten, Niederldnder). Aus den publizierten
Untersuchungen wurde folgende Auswahl an Markern getroffen (Tab. 44).
Eine Evaluation der FEignung dieser Marker zur Untersuchung zentral-
europdischer Individuen und molekulargenetischen Rekonstruktion ihrer
phinotypischen Charakteristika wird im Rahmen dieser Studie durchgefiihrt
(Kapitel 6.1.2), um spéter historische Individuen dieser Region zu untersuchen

(Kapitel 6.1.3).
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Tab. 44 Untersuchte Loci auf dem MCIR-Gen und der 5’ untranslatierten Region des 4SIP
sowie markerbeziigliche Untersuchungsergebnisse aus anderen Studien

Locus Austausch Phénotypenassoziation, (Studie)

Val60Leu G>T blondes und hellbraunes Haar (1), rotes Haar, wenn in Kombination mit
Argl51 Cys, Argl60Trp, Asp294His oder Val60Leu homozygot (2),
Hauttyp I/II, nicht-melangser Hautkrebs (3), schwach assoziiert mit hellem
und rotem Haar (4), nicht assoziiert mit rotem Haar (5)

Asp84Glu C>A rote Haare, helle Haut (6, 7), assoziiert mit Melanomen (8), rotes Haar,
nicht-melandser Hautkrebs (3), rotes Haar (9) schwach assoziiert mit rotem
Haar, heller Haut (4), rotes und blondes Haar (5)

Val92Met G>A rotes Haar, helle Haut (6), nicht assoziiert mit rotem Haar (1), bei Chinesen
héufig, bei Europédern assoziiert mit hellem Haar, heller Haut (7), schwach
assoziiert mit Hauttyp I/II, nicht-melandser Hautkrebs (3), nicht assoziiert
mit rotem Haar, hohere Frequenzen bei hellem Haar als bei dunklem (5)

Argl42His G>A rotes Harr (2), rotes Haar, nicht-melanéser Hautkrebs (3), rotes Haar (9),
blondes und hellbraunes Haar (5)

Argl51Cys C>T rotes Haar (1), rotes Haar, helle Haut (3, 4, 7, 10), rotes Haar (5, 9), helle
Haut, Melanome (11, 12)

Argl60Trp C>T rotes Haar (1, 9, 5), rotes Haar, helle Haut (3, 4, 10), helle Haut, Melanome
(12)

Asp294His G>C rotes Haar (1, 9, 5), rotes Haar, helle Haut (4, 10), helle Haut, Melanome

(12), schwache Assoziation mit Hauttyp I/II, nicht-melandser Hautkrebs (3)
ASIP g.8818 A>G dunkles Haar, braune Augen (13), keine phénotypische Assoziation (14)

Locusbezeichnung: Die Zahlen geben die Codonposition an. Aminosdurecode: Val: Valin,
Leu: Leucin, Asp: Asparaginsdure, Glu: Glutaminsédure; Arg: Arginin, His: Histidin, Cys:
Cystein, Trp: Tryptophan, Met: Methionin. Studien: (1)Box et al. 1997, (2)Harding et al. 2000,
(3)Bastiaens et al. 2001, (4)Palmer et al. 2000, (5)Grimes et al. 2001, (6)Valverde et al. 1995,
(7)Rana et al. 1999, (8)Valverde et al. 1996, (9)Kennedy et al. 2001, (10)Flanagan et al. 2000,
(11)van der Velden et al. 2001, (12)Smith et al. 1998, (13)Kanetsky et al. 2002, (14) Voisey et
al. 2001.

Die ausgewdhlten Marker wurden in zwei Triplex-PCR-Ansidtzen amplifiziert.
System A beinhaltete die Marker ASIP, MCIR Argl60Trp, Argl51Cys und
Val60Leu. Mit System B werden die Loci MCIR Asp84Glu, Argl42His,
Asp294His, Val92Met koamplifiziert. Da die publizierten Primer PCR-
Produkte mit zu groen Fragmentlingen generieren, wurden die Primer mit
Fokus auf eine Verkiirzung der PCR-Produkte neu gestaltet. Die Entwicklung
der Primer wurde unter Beriicksichtigung der Anforderungen an die Primer-
entwicklung flir die Amplifikation degradierter DNA unter Zuhilfenahme der
Software PrimerSelect™ (Lasergene) durchgefiihrt. Besondere Beachtung
wurde der Vermeidung von Dimer- und Hairpinstrukturen geschenkt, damit im
zweiten Analyseschritt (SBE, vgl. Kapitel 2.2.7) keine aus Sekundarstrukturen

resultierenden Artefakte die Analyse behindern.



6 Rekonstruktion des dufReren Erscheinungsbildes 138

6.1.2 Untersuchungen von rezenten Individuen

Fragestellung: Die Eignung der auf der Datenbasis publizierter Studien
ausgewdhlten Marker zur molekulargenetischen Trennung verschiedener
Haarfarben und Hautypen sollte an Rezentproben evaluiert werden. Die
Untersuchung wurde an mitteleuropédischen Individuen durchgefiihrt, deren
geographische Herkunft damit etwa deckungsgleich mit den im Weiteren zu
untersuchenden historischen Proben ist (vgl. Kapitel 6.1.3). Auf Basis der
Daten der rezenten Referenzpopulation sollte gepriift werden, ob mit den
untersuchten genetischen Markern a) Triager verschiedener Haarfarben
voneinander unterscheidbar sind, b) Reprisentanten verschiedener Hauttypen
gegeneinander diskriminiert werden konnen und c) Triger verschiedener
Augenfarben identifiziert werden kdnnen, wobei letzteres durch die bereits

publizierten Daten als eher unwahrscheinlich einzuschétzen war.

Proben: Die bearbeiteten Rezentproben entstammen zwei Stichproben. Zum
einen handelt es sich um Speichelproben (vgl. 2.2.2) von 23 Individuen, die
dem Bearbeiter von Freiwilligen zur Verfligung gestellt wurden. Fiir diese
Proben wurde eine Klassifizierung der Haarfarbe vom Probanden selbst und
dem Bearbeiter vorgenommen und werden als sichere Bestimmungen
angesehen, da nur deutliche Vertreter verschiedener Haarfarben beprobt
wurden. Fiir die statistische Auswertung zur Ermittlung haarfarbassoziierter
Marker werden diese Individuen beriicksichtigt. Eine Abschitzung des
Hauttyps durch den Bearbeiter erfolgte zwar nach der Fitzpatrick-Skala
(Fitzpatrick 1988), wird aber als unsicheres Datum angesehen und geht nicht
mit in statistische Auswertungen ein; das gleiche betrifft die Bestimmung der
Augenfarbe und ihre Verwendung. Das zweite Kollektiv, bestehend aus 138
Individuen, entstammt einer gesunden Kontrollstichprobe zu einer Studie zur
Untersuchung der Assoziation von MCIR-Mutationen mit Hautkrebs der
Abteilung Dermatologie und Venerologie (Universitit Gottingen), deren DNA
(Blutproben von 83 Individuen, vgl. 2.2.2) sowie zusitzliche Daten (55
Individuen) fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt wurden. Fiir diese
Individuen wurden von Arzten Hauttyp, Haar- und Augenfarbe bestimmt.
Diese Bestimmung werden als sicher vorausgesetzt, die entsprechenden

Datensitze gehen in die statistischen Untersuchungen zur Ermittlung haarfarb-,



6 Rekonstruktion des dufReren Erscheinungsbildes 139

hauttyp- und augenfarbassoziierter Mutationen ein. Die Proben und die
gewonnenen Typisierungsergebnisse sind im Anhang (Kapitel, 12.2.3, Tab. 54)
dargestellt.

Statistische Auswertung: Fall-Kontroll-Studien, odds ratio

Dieser Studientyp ist analytisch, retrospektiv und beobachtend. Es werden zwei
Kollektive, Merkmalstrager und Kontrollgruppe, beziiglich einer zuriickliegen-
den oder genetisch festgelegten EinfluBgroBe verglichen (Weil3 2001). Beide
Kollektive sollten beziiglich aller wichtigen Merkmale (z.B. Alter, Geschlecht,
geographische Herkunft) weitgehend &hnlich sein und sich nur im zu un-
tersuchenden Merkmal unterscheiden. Dieser Studientyp ist daher geeignet fiir
die Untersuchung der Korrelation genetischer Marker mit distinkten phdno-

typischen Charakteristiken und wurde in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt.

Bei Fall-Kontroll-Studien wird das MaB fiir das Risiko oft durch die odds ratio
dargestellt. Die odds und odds ratio stellen eine Moglichkeit dar, Anteilswerte
in Kreuztabellen auszudriicken und zu vergleichen. Man kann odds mit
"Chancen" und odds ratio mit "relative Chancen" iibersetzen. Die odds ist das
Verhéltnis der Wahrscheinlichkeit, daBl ein Ereignis eintritt, zur
Wabhrscheinlichkeit, dal dieses Ereignis nicht eintritt. Untersucht man zwei
Gruppen, so kann mit der odds ratio das Verhéltnis der odds der beiden
Gruppen ausgedriickt werden. Fiir eine 2x2-Tabelle (Tab. 45) berechnen sich

die odds und odds ratio folgendermalien:

Tab. 45 Schema einer 2x2-Tabelle zur Berechnung der odds ratio

Marker 1 (mut) Marker 2 (wt)
Merkmal XY Phinotyp 1 A B
Phiinotyp 2 C D

A, B, C, D : Anzahl der Individuen, die die jeweilige Markerauspridgung (1 oder 2) zeigen.
mut: detektierte genetische Mutation, wt: Wildtyp

Die odds fiir Phénotyp 1 betrigt A/B, die fiir Phinotyp 2 C/D. Die odds ratio

AIB _A-D

= =OR.
c/D C-B

(OR) fiir beide Phénotypen errechnet sich aus
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Die odds ratio ist ein MaB fiir die Stirke des Unterschiedes zwischen zwei
Gruppen, eine OR von 1 wiirde zeigen, dal3 es keinen Unterschied gibt, ein
OR>1 zeigt, dall die odds der ersten Gruppe groBer wire und damit die Chan-

ce, in dieser Gruppe die untersuchte Mutation zu finden, hoher als in Gruppe 2.

Die OR wurde als Bewertungsmal} berechnet, da in den Referenzpublikationen
zu MCIR-Mutationen ebenfalls odds ratios angegeben werden, um eine
Abschitzung der Stirke der Korrelation zwischen bestimmten Mutationen und
phinotypischen Auspragungen durchzufiihren. Die in dieser Arbeit ermittelten

Daten sollten mit den bereits publizierten vergleichbar sein.

Diagnostischer Test: ROC (Receiver-Operating-Characteristics)

Uber die Bestimmungen der odds ratio fiir die einzelnen SNP-Marker hinaus
wurde gepriift, ob die Kombination mehrerer Marker deutlichere Korrelationen
zu bestimmten Phénotypen erkennen 14Bt. Hierzu wurde ein diagnostischer
Test durchgefiihrt. Diese Art von Test wird benutzt, um eine grofere Sicherheit
beziiglich des Krankheitsstatus (hier iibertragen: untersuchter Phénotyp) eines
Menschen zu gewinnen. Glitekriterien eines Tests sind seine Sensitivitdt und
Spezifitit. Die Sensitivitdt gibt den Anteil derjenigen Merkmalstriger an, die
mit dem durchgefiihrten Test auch als Merkmalstriger erkannt werden. Die
Spezifitit gibt den Anteil der Nicht-Merkmalstrdager an, die auch als solche

durch den Test identifiziert wurden.

Die meisten der fiir diagnostische Tests erfa3ten Groflen sind nicht binér (zwei
Alternativmerkmale), sondern stetiger Art. Um dennoch bindre Testent-
scheidungen durchfiihren zu konnen, wird eine TrenngroBe T festgelegt. Diese
besteht in einem Schwellenwert, der die Zusténde ,,Merkmalsauspragung® und
,.Merkmalsfreiheit voneinander trennt. Fiir die untersuchten Personen wird ein
MeBwert bestimmt, der mit der Trenngrée t verglichen wird. Der

Schwellenwert beeinfluflt die falsch-negativen und falsch-positiven Ergebnisse

(vel. Abb. 53).
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Abb. 53 Testwertkurven fiir ein Patienten- und ein Kontrollkollektiv. t: Trennwert fiir
bindre Testentscheidung. FN: false negatives = Kranke, deren Testwert unterhalb des
Schwellenwertes liegt, werden fdlschlich als normal klassifiziert. FP: false positives =
Gesunde, deren Testergebnis oberhalb des Trennwertes liegt, werden als krank eingestuft. TN:
true negatives = Gesunde, die als gesund erkannt werden. TP: true positives = Kranke, die
durch den Test auch als krank erkannt werden.

Mit der Analyse konnen fiir jeden Schwellenwert ein positiver Vorhersagewert
(positive predictive value), ein negativer Vorhersagewert (negative predictive
value), die likelihood ratio und eine odds ratio fiir die entsprechende
Markerkombination errechnet werden. Der positive Vorhersagewert gibt den
Anteil der tatsdchlichen Merkmalstrdger an der durch den Test als positiv
vorausgesagten Gruppe an. Der negative Vorhersagewert gibt den Anteil der
Nicht-Merkmalstrager an der durch den Test als Nicht-Merkmalstriger
vorrausgesagten Gruppe an. Die [likelihood ratio gibt an, wieviel Mal

wahrscheinlicher es ist, da jemand mit einem positiven Test Merkmalstréger

ist als jemand mit einem negativen Test.

Der gewihlte Trennwert beeinflullt auch die Spezifitdt und die Sensitivitét,
welche Wertepaare bilden, die gegeneinander aufgetragen werden konnen. Die
daraus resultierende Kurve, die ROC-Kurve (Receiver-Operating-
Characteristics, Metz 1978), dient zur Veranschaulichung und der Auswahl
von fragestellungsabhingigen Schwellenwerten (entlang der ROC-Kurve), wie

im Beispiel (Abb. 54) dargestellt.
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Abb. 54  Beispiel fiir eine ROC-Kurve. Angegeben sind die ROC-Kurve (Kreise, rot), eine
Trendkurve unter Annahme der Normalverteilung der Daten (blaue Kurve), das obere und
untere Konfidenzband (95%) der ROC-Kurve (gestrichelte Linien, punktweise Vertrauens-
bereich entsprechend Binomialverteilung) sowie die Diagonale (graue Linie).

Die AUC (area under the curve) kann Werte zwischen 0,5 und 1 annehmen,

wobei ein hoherer Wert die bessere Giite der Trennschérfe anzeigt.

Kombination mehrerer Loci

Zur Erhohung der Trennschirfe des diagnostischen Tests konnen die
diskriminatorischen Eigenschaften der FEinzelmarker kombiniert werden.
Hierzu wird fiir jedes untersuchte Individuum ein Wert errechnet, in das die
unterschiedliche Effektstirke der verschiedenen SNPs einflieit. Fiir diese
Transformation wurden fiir die vorliegende Studie die odds ratios jedes
Einzelmerkmals verwendet, die mit der Anzahl der Mutationen, die das
betreffende Individuum an dieser Stelle aufweist (keine, eine oder zwei),
multipliziert wurden. Diese Einzelwerte wurden addiert (bei OR < 0 wurde der
Kehrwert der OR als Multiplikator verwendet und der Wert subtrahiert) und
somit fiir jeden Probanden eine Kenngrof3e errechnet, mit welcher eine ROC-
Analyse zur Bestimmung eines optimalen diagnostischen Trennwertes

durchgefiihrt wurde.

Ergebnisse: Es wurden fragestellungsabhingige odds ratios fiir die einzelnen
untersuchten SNP-Stellen errechnet. Diese werden in der folgenden Tabelle

dargestellt (Tab. 46).
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Tab. 46 Odds ratios fur die untersuchten SNPs bei unterschiedlichen Fragestellungen

odds ratio
Fragestellung Val60 Asp84 Val92 Argl42 ArglS51 Argl6é0 Asp294  ASIP
Leu Glu Met His Cys Trp His 2.8818
& 1versus andere 0,98 6,23 0,37 6,48 5,13 5,41 6,48 0,47
T 2 versus 3/4 1,05 0,00 2,80 1,27 2,90 0,82 0,00 1,29
< 1versus andere 0,00 0,00 0,00 10,40 10,47 10,24 0,00 1,77
T 2 versus 3 0,88 /Div0 1,49 / Div 0 4,86 1,01 / Div 0 1,78
- 1 versus andere 1,57 0,00 1,07 2,59 0,75 1,54 0,00 0,53
g;‘) 2 versus andere 0,66 0,00 0,77 0,38 2,15 0,49 / Div 0 0,93
< 4 versus andere 1,04 /DivO0 1,29 0,97 0,44 1,48 0,00 2,03

Haar = Haarfarbe: 1: rot, 2: blond, 3: braun, 4: schwarz. Haut = Hauttyp: 1: I, 2: II, 3: III nach
Skala von Fitzpatrick 1988. Augen = Augenfarbe: 1: Griin, 2: blau, 4: braun. /Div 0: kein
Ergebnis, da die Berechnung die Division durch 0 erfordern wiirde.

Die aufgelisteten odds ratios zeigen die deutlichsten Korrelationen einzelner
Marker fiir den Hauttyp I sowie fiir rotes Haar. Die OR z.B. fiir Arg151Cys bei
der Untersuchung zur Abtrennung von Hauttyp I von 10,47 bedeutet, daf die
Chance, bei Individuen mit Hauttyp I diese Mutation zu finden, 10,47 mal
hoher ist, als diese Mutation bei Menschen mit anderem Hauttyp zu

detektieren.

Die errechneten ORs wurden als markerspezifische Effektstirkefaktoren
verwendet, um die individuellen Kenngrofen fiir die Probanden zu berechnen.
Diese Grofle wurde jeweils flir verschiedene Markersets ermittelt, da nicht alle
Proben mit allen Markern typisiert worden waren und nicht alle Marker

aussagekriftige Ergebnisse zeigten.
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Tab. 47 Markersets fiir ROC-Berechnung bei unterschiedlichen Fragestellungen

Fragestellung Val60 Asp84 Val92 Argld2 Argl51 Argl60 Asp294  ASIP

Leu Glu Met His Cys Trp His 2.8818
1 vs andere I - X X X X X -
1 vs andere II X X X X X X X X
= 1vsandere III - X X X X X X X
Es 2vs3/41 - - - X X X - -
2vs 3/4 11 X - X X X X - X
2 vs 3/4 111 - - X X X X - X
1 vs andere I - - - X X X - -
1 vs andere II - - - X X X - X
E 2vs31 - - X - X X - -
2vs3 11 - - X - X X - X
2vs 3111 X - X - X X - X
1 vs andere I - - X X X X - -
1 vs andere IT - - X X X X - X
1 vs other III X - X X X X - X
- 2 vs andere I - - X X X X - -
§> 2 vs andere II - - X X X X - X
= 2 vs andere 111 X - X X X X - X
4 vs andere I - - X X X X - -
4 vs andere 11 - - X X X X - X
4 vs andere 111 X - X X X X - X

Haar = Haarfarbe: 1: rot, 2: blond, 3: braun, 4: schwarz. Haut = Hauttyp: 1: I, 2: II, 3: III nach
Skala von Fitzpatrick 1988. Augen = Augenfarbe: 1: Griin, 2: blau, 4: braun. I: Primerset I, II:
Primerset II, III: Primerset III. x: Marker im Markerset enthalten, -: nicht im Markerset
enthalten.

Aufgrund der ermittelten Daten wurde fiir jedes Markerset ein Trennwert
(unter mehreren moglichen) ausgewdhlt. Dieser Trennwert (Treshold) wurde
mit Schwerpunkt auf hohe Spezifitit ausgewihlt, um zu gewihrleisten, dafl nur
wenige Nicht-Merkmalstriager falschlich als Merkmalstrager diagnostiziert
werden. Mit diesem Ansatz wird in Kauf genommen, daBl nicht die
hochstmogliche Sensitivitdt erreicht wird, also nicht alle Merkmalstriger als
solche identifiziert werden. Dafiir sind diejenigen Individuen, welche als
Merkmalstrager identifiziert werden, dies auch mit hoher Sicherheit. Die

ausgewdhlten Trennwerte sind zusammen mit den mit ihren assoziierten Daten

(u.a.. Spezifitit, Sensitivitdt, likelihood ratio) in Tab. 48 zusammengefalit
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Tab. 48 ROC-Analyseergebnisse fiir die untersuchten Fragestellungen

Fragestellung T FP TP Sens Spec PPV NPV ACC OR LH | ROC
(]  [%] %] [%]  [%]
lvsanderel 10,4 0,04 0,61 60,87 96,38 73,68 93,66 91,30 41,38 16,8 0,83
1vsandereIl 7,31 0,04 0,68 68,18 96,05 83,33 9125 89,80 52,14 17,27 | 0,85
5 lvsandere Il 7,31 0,05 0,68 68,18 9524 7895 91,95 89,62 42,86 14,32 | 0,86
E 2vs3/41 0,63 0,09 0,21 21,31 90,91 65,00 5932 60,14 2771 2,34 0,56
2vs3/411 4,14 0,03 0,1 10,00 97,22 80,00 49,30 51,32 3,89 3,6 0,64
2 vs 3/4 111 4,14 0,02 0,1 10,00 97,73 80,00 54,43 5595 4,78 4,4 0,65
lvsanderel 20,59 0,04 0,67 66,67 96,18 44,44 98,44 94,89 504 17,47 10,97
lvsandereIl 20,79 0,01 0,5 50,00 98,68 75,00 96,15 95,12 75 38 0,97
E 2vs31 2,78 0,04 0,25 24,64 96,77 89,47 53,57 58,78 9,81 7,64 0,61
2vs 311 341 0,03 0,28 27,50 97,22 91,67 54,69 60,53 1328 9,9 0,66
2vs 3111 3,41 0,03 0,27 27,03 96,77 9091 52,63 5882 11,11 8,38 0,66
lvsanderel 1,41 0,16 0,23 23,08 83,67 36,00 7321 6642 1,54 1,41 0,57
1 vsandere II 1,41 0,10 0,17 16,67 89,66 40,00 72,22 6829 1,73 1,61 0,58
lvsandereIIl 2,17 0,11 0,2 20,00 88,89 40,00 75,00 70,27 2 1,8 0,56
- 2vsanderel 3,22 0,01 0,14 14,29 98,65 90,00 57,48 59,85 12,17 10,57 | 0,58
Q%)D 2vsandere Il 0,96 0,05 0,11 10,53 9545 66,67 5526 56,10 2,47 2,32 0,52
= 2 vsandere III 0,46 0,01 0,14 1429 9487 7143 5522 56,76 3,08 2,79 0,55
4vsanderel 1,39 0,14 0,2 20,00 86,27 33,33 7586 69,34 1,57 1,46 0,56
4vsandere Il 3,14 0,08 0,2 20,00 91,94 4444 78,08 7439 285 2,48 0,60
4vsandereIII 3,19 0,09 0,21 21,05 9091 4444 76,92 7297 2,67 2,32 0,62

T: threshold (Trennwert), FP: false positive rate, TP: true positive rate, Sens: sensitivity, Spec:
specificity, PPV: positive predictive value, NPV: negative predictive value, ACC: diagnostic
accuracy, OR: odds ratio, LH: likelihood ratio, ROC: ROC-Wert = AUC (area under the
curve). Haar = Haarfarbe: 1: rot, 2: blond, 3: braun, 4: schwarz. Haut = Hauttyp: 1: I, 2: II, 3:
1T nach Skala von Fitzpatrick 1988. Augen = Augenfarbe: 1: Griin, 2: blau, 4: braun.

Aus diesen Analysedaten kann entnommen werden, daBl nur fir zwei
Fragestellungen, ndmlich die Identifizierung rothaariger Individuen (Haarfarbe
I) und solcher mit UV-sensitivem Hauttyp I, die verwendeten Marker fiir einen

aussagefihigen diagnostischen Test geeignet sind (rot geschriebene

Datensitze).

Fiir die Erkennung rothaariger Individuen im untersuchten Kollektiv kénnen je
nach Auswabhl der typisierten Marker als sinnvolle Trennwerte 10,4 (5-Locus-
Typisierung) bzw. 7,31 (vollstindige Typisierung) angenommen werden. Kann
man Primerset II (alle untersuchten Marker) benutzen, werden Probanden mit
dem Wert 7,31 oder einem hdherem Wert mit dem durchgefiihrten Test als

rothaarig klassifiziert. Dabei liegt die Rate der falsch positiven (FP) Ergebnisse
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bei 4%, was den Test sehr spezifisch macht (Spezifitit 96,05%). Das heil3t, dal3
diejenigen, die als rothaarig eingestuft werden, es mit hoher Sicherheit auch
sind. Auf der anderen Seite betrdgt die Sensitivitdt des Tests nur 68,18%, was
bedeutet, da3 ca. 32% der im untersuchten Kollektiv enthaltenen rothaarigen
Individuen durch den Test nicht erkannt werden. Der Anteil der tatsdchlich
Rothaarigen an der durch den Test als rothaarig vorausgesagten Gruppe (PPV),
betragt 83,33%, wogegen die Wahrscheinlichkeit, da3 ein Mensch wirklich
keine roten Haare hat, wenn dies durch den Tests so festgestellt wird, 91,25%
betrdgt. Im Gesamtbild fiihrt dies zu einer accuracy, also einem Anteil korrekt
bestimmter - rothaarig oder mit anderer Haarfarbe - Individuen von 89,8%. Die
odds ratio von 52,14% beschreibt, dal die Chance, in der Gruppe der
Rothaarigen die untersuchte Mutationskombination zu finden, 52 mal hoher als
in der Gruppe der Individuen mit andersfarbigem Haar. Die likelihood ratio
von 17,27 sagt aus, daB3 es 17 mal wahrscheinlicher ist, da} jemand, der im
Test als rothaarig eingestuft wird, auch rothaarig ist als jemand mit einem
negativen Test. Der ROC-Wert (area under the curve) von 0,85 (Abb. 55a) ist
deutlich von 0,5 (Diagonale) verschieden und belegt somit die Giite des
Testwertes. Der Wert sagt aus, daf ein zufillig aus der Gruppe der Rothaarigen
ausgewdhltes Individuum in 81% der Félle ein hoheres Testergebnis hat als ein
zufillig ausgewihltes Individuum aus der Gruppe der Probanden mit anderer

Haarfarbe.

Fiir die Erkennung von Individuen mit Hauttyp I im untersuchten Kollektiv
kann als sinnvoller Trennwert 20,79 (5-Locus-Typisierung, Primerset II)
angenommen werden. Probanden mit diesem oder hoherem Wert werden mit
dem durchgefiihrten Test als Trager UV-sensitiver Haut klassifiziert. Dabei
liegt die Rate der falsch positiven (FP) Ergebnisse bei 1%, was den Test sehr
spezifisch macht (Spezifitit 98,68%), das heil3t, da diejenigen, die als Hauttyp
I eingestuft werden, es mit sehr hoher Sicherheit auch sind. Auf der anderen
Seite betrdgt die Sensitivitdt des Tests nur 50%, was bedeutet, da3 die Hélfte
der im untersuchten Kollektiv enthaltenen Individuen mit Hauttyp I durch den
Test nicht erkannt werden. Der Anteil der tatsdchlichen Individuen mit UV-
sensitiver Haut an der durch den Test als hellhdutig vorausgesagten Gruppe

(PPV), betrigt 75%, wogegen die Wahrscheinlichkeit, da3 ein Mensch wirklich
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nicht Hauttyp I hat, wenn dies durch den Tests festgestellt wird, 96,15%
betrdgt. Im Gesamtbild fiihrt dies zu einer diagnostischen accuracy, also einem
Anteil korrekt bestimmter Individuen von 95,12%. Die odds ratio von 75%
beschreibt, dal die Chance, in der Gruppe der Triger von Hauttyp I die
untersuchte Mutationskombination zu finden, 75 mal hoher als in der Gruppe
der Individuen mit anderem Hauttyp. Die likelihood ratio von 38 sagt aus, daf3
es 38 mal wahrscheinlicher ist, da jemand, der im Test als Triager UV-
sensitiver Haut eingestuft wird, auch Hauttyp I hat als jemand mit einem
negativen Test. Der ROC-Wert (area under the curve) von 0,97 (Abb. 55b)
liegt fast bei 1 und belegt somit die Giite des Testwertes. Der Wert sagt aus,
daB ein zufillig aus der Gruppe der Rothaarigen ausgewihltes Individuum in
97% der Fille ein hoheres Testergebnis hat als ein zufillig ausgewéhltes

Individuum aus der Gruppe der Probanden mit anderer Haarfarbe.

Beide Analysen sind hochspezifisch, wenn auch nicht sehr sensitiv. Die ROC-

Kurven fiir beide diagnostischen Tests sind in Abb. 55 dargestellt.

Haarfarbe rot - andere Il Hauttyp | - andere Il
1 1
08 - I e onenees Ko
5 o6 e e
2 = ; . ; ;
= =
® 2 : : : :
504/ § oa i
0.97
02 (R AN S SR S
] : . T . 0 : T . T
0 0,2 0,4 06 0,8 1 0 0,2 04 0,6 0.8 1
a 1. Spezifitiit b 1. Spezifitiit

Abb. 55 ROC-Kurven (blau) fiir die Identifizierung von a) Rothaarigen mit Markerset 1
und b) Tragern von Hauttyp I mit Markerset II. ROC-Werte (=AUC, area under the curve) mit
angegeben.

Fiir diese Kurven sind die ROC-Werte deutlich von der Diagonalen (= kein
erkennbarer Zusammenhang, 50%ige Fehlerwahrscheinlichkeit) verschieden.

Dies gilt nicht fiir die anderen untersuchten Fragestellungen. Hier zeigt bereits

der diagonalennahe Verlauf der ROC-Kurven, von denen hier zwei
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exemplarisch dargestellt sind (Abb. 56), daB3 keine erkennbare Korrelation der

typisierten Marker zum untersuchten phinotypischen Merkmal besteht.

Haarfarbe blond - dunkel | Augenfarbe griin - andere |

08 4 08 4

0,6 06

Sensitivitat
Sensitivitit

04 04

0,2 0,2 4

1] 0,2 04 0.6 08 1 1] 02 04 0,6 08 1
a 1 - Spezifitat l‘) 1 - Spezifitat

Abb. 56 ROC-Kurven (blau) fiir die Identifizierung von a) Blonden mit Markerset I und b)
Tragern von griinen Augen mit Markerset I. ROC-Werte (=AUC, area under the curve) mit
angegeben.

Diskussion: Um die diagnostische Kapazitit der beiden ausgewdhlten
Trennwerte zu {berpriifen, miilten sie auf eine weitere Stichprobe
mitteleuropdischer Individuen mit festgestellten phidnotypischen Merkmalen
angewendet werden. Dies war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich,
weshalb einschriankend festgestellt werden muB3, da3 die gewéhlten Trennwerte

genau fiir diese Stichprobe gelten.

Soll das Analysesystem auf eine andere Population angewendet werden (ob
modern oder historisch), miilten die tresholds neu bestimmt werden, da sonst
ein Fehler unbestimmbaren Ausmalles auftritt. Dies ist fiir historische

Populationen a priori jedoch nicht moglich (vgl. Kapitel 6.1.3).

Die Werte fiir den NPV (negative predictive value) der durchgefiihrten
Analysen fiir die Abtrennung rothaariger Individuen und solcher mit UV-
sensitiver Haut sind in ihrer Aussagekraft eingeschrinkt, da in beiden Féllen
das Kollektiv der typisierten Nicht-Merkmalstriager sehr viel groBBer war als das
der Merkmalstrager. In beiden Analysen wiirde man bereits einen NPV von
tiber 80% erreichen, wenn man bei einem Individuum unbekannten Phanotyps

immer vermuten wiirde, daf es nicht das Fokus-Merkmal trigt.
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Dennoch wird eine Analyse (préd)historischer DNA-Proben (Kapitel 6.1.3) fiir
durchfiihrbar gehalten, mit dem BewuBtsein nicht abschétzbarer Fehler a)
durch die nicht vermeidbare Unausgewogenheit des Verhiltnisses
Merkmalstrager/Nicht-Merkmalstrdger in der rezenten Population und b)
dadurch, dal die Hiufigkeiten der untersuchten Mutationen vor 3000 Jahren

nicht bekannt sind und daher das System nicht kalibriert werden kann.

6.1.3 Untersuchungen von archaologischen Proben

Die Nukleotiddiversitdt auf dem MCIR-Locus ist deutlich hoher als die durch-
schnittliche SNP-Variabilitdt humaner Sequenzen (Rana et al. 1999). Dies
betrifft jedoch nur Individuen nichtafrikanischen Ursprungs, so dal} ange-
nommen werden kann, daf3 in den iibrigen Teilen der Welt weniger starke oder
in eine andere Richtung zielende Selektionsdriicke auf das Gen wirken. Fiir
einige MCIR-Mutationen konnte gezeigt werden, dal3 sie wahrscheinlich erst
nach der Trennung européischer und asiatischer Populationen entstanden, fiir
andere kann vermutet werden, dal3 sie dlter sind, da sie in verschiedenen Bevol-
kerungsgruppen nachgewiesen werden konnten (Rana et al. 1999). Da es sich
selbst bei den ,,jiingeren* MC/R-Mutationen um solche handelt, fiir die eine
Evolution vor ca. 71.000 Jahren angenommen wird, wird in dieser Arbeit
davon ausgegangen, dal die heute in europdischen Populationen zu
beobachtenden MC1R-Muationen bereits in der Bronzezeit, aus der die dltesten
der untersuchten (préd)historischen Individuen stammen, vorhanden waren und
dort mit &hnlichen Verteilungsmustern wie heute nachgewiesen werden

konnen.

Fragestellung und Proben: Es sollen historische Individuen aus
verschiedenen archédologischen Zusammenhédngen auf haarfarb- und hauttyp-
korrelierte Mutationen hin untersucht werden. Mit den durch die Bearbeitung
rezenter mitteleuropdischer Individuen gewonnenen Erkenntnissen (Kapitel
6.1.2) soll versucht werden, Aussagen iiber das duBlere Erscheinungsbild von

(prd)historischen Menschen auf Basis ihrer genetischen Merkmale zu treffen.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden Proben der Fundplédtze Lichten-

steinhohle (Kapitel 3.1), Goslar (Kapitel 3.2) und Enger (Kapitel 3.4) unter-
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sucht. An ihnen wurden die gleichen Marker wie fiir die Rezentindividuen
analysiert (Einzeltypisierungsergebnisse im Anhang, Kapitel 12.2.2).
AnschlieBend wurden die Eigenschaften der einzelnen Loci unter
Beriicksichtigung der differentiellen Effektstirke der Einzelmarker kombiniert
und individuenspezifische Kenngrofen berechnet (vgl. Kapitel 6.1.2,

Kombination mehrerer Loci).

Ergebnisse: Das SNP-Analysesystem fiir phidnotypenassoziierte Loci konnte
erfolgreich auf die archdologischen Proben iibertragen werden. Es wurden 16
Individuen aus der Lichtensteinhohle typisiert, sowie vier Proben aus Goslar
und fiinf aus der Stiftskirche Enger. Die Ergebnisse sowie die errechneten
mutationsabhidngigen Kenngrofen (unter Nutzung der odds ratio der
Rezentprobenuntersuchung) flir die untersuchten Individuen sind in den Tab.
49 und Tab. 50 zusammengefalit, die Einzeltypisierungsresultate befinden sich

im Anhang (12.2.2).

Tab. 49 Zusammenfassung der Typisierungsergebnisse der untersuchten phénotypen-
assoziierten Marker fiir historische Proben aus Goslar (Gs) und der Stiftskirche Enger (EN)

Probe ASIP Argl160 Argl151 Val60 Asp 84 Argl42 Val92 Asp294 | K (Haar) K (Haut)
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met His

Gs58 (/) (/1) vy @y Wy WY @2 (/1) |00 10,00
I:-2,67  II: 0,00

Gs 76 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
1I: 0,00 1I: 0,00
Gs 84 172 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
- -2,11 1I: 1,77
Gs 97 1/2 1/1 1/1 172 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
I -2,11  1I: 1,77
EN 388 172 172 172 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 10,54  1:20,71
1I: 8,43 1I: 22,48
EN 447 1/2 1/1 1/1 1/1 1/(2) 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
- -2,11  1I: 1,77
EN 452 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
11:0,00 11: 0,00
EN 462 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
1I: 0,00 1I: 0,00

EN 463 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
1I: 0,00 11: 0,00

1: Wildtypallel, 2: mutiertes Allel, - : kein (Typisierungs-)Ergebnis. Allele in Klammern:
Ergebnis nicht vollstindig reproduziert. K(Haar): aus den typisierten Mutationen errechnete
KenngroBe fiir diese Probe im Kontext der Identifizierung von Individuen mit rotem Haar.
K(Haut): aus den typisierten Mutationen errechnete Kenngrof3e fiir diese Probe im Kontext der
Identifizierung von Individuen mit UV-sensitiver Haut. I : KenngroBe fiir Markerset I, II:
Kenngrofe fiir Markerset 11
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Tab. 50

Zusammenfassung der Typisierungsergebnisse der untersuchten phénotypen-
assoziierten Marker fiir (prd)historische Proben aus der Lichtensteinhéhle (Do)

Probe ASIP  Arg 160 Arg Val60 Asp 84 Argl42 Val92 Asp294 | K(Haar) K (Haut)
2.8818 Trp 151 Cys Leu Glu His Met His
Do 26 - - - - 1/1 1/1 1/1 1/1 - -
Do 35 (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) - 1/1 1/1 - -
Do 58.3 (1/1) (172) (1/1) (172) (1/1) (1/1) (1/1) (/1) | LI:5,41 I1: 10,25
1I: 5,39 II: 10,25
Do 902 1/1 1/1 1/(2) 1/1 1/1 1/1 172 1/1 1: 5,13 1: 10,47
1I: 2,46 II: 10,47
Do 1076 - (1/1) (1/1) - - (1/1) (1/1) 1/1 1: 0,00 1: 0,00
II: - II: -
Do 1103  (1/2) 1/(2) 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 I: 5,41 1: 10,24
1I: 3,30 1I: 12,00
Do 1247 1/1 1/1 1/(2) 1/1 (1/1) (1/1) (1/1) 1/1 I: 5,13 1: 10,47
1I: 5,13 1I: 10,47
Do 1500 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
11: 0,00 1I: 0,00
Do 1585 1/1 - - - (1/1) (1/1) (1/1) oy |- -
Do 1911 1/1 1/1 1/1 172 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
I: -1,12  1I: 0,00
Do 2030 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
11: 0,00 11: 0,00
Do 2388 1/(2) 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
I 2,11 1I: 1,77
Do 2589 12 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
1. -2,11  1I: 1,77
Do 3742  (1/1) (1/1) (1/1) 1/1 1/1 (1/1) (12 1/1 I: -2,67 1: 0,00
1I: -2,67  1I: 0,00
Do 3756 - (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) 1/1) (1/1) | 1: 0,00 1: 0,00
II: - IL: -
Do R1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1: 0,00 1: 0,00
1I: 0,00 11: 0,00

1: Wildtypallel, 2: mutiertes Allel, - : kein (Typisierungs-)Ergebnis. Allele in Klammern:
Ergebnis nicht vollstindig reproduziert. K(Haar): aus den typisierten Mutationen errechnete
KenngroBe fiir diese Probe im Kontext der Identifizierung von Individuen mit rotem Haar.
K(Haut): aus den typisierten Mutationen errechnete Kenngrof3e fiir diese Probe im Kontext der
Identifizierung von Individuen mit UV-sensitiver Haut. I : KenngroBe fiir Markerset I, II:
KenngroBe fiir Markerset 11

Der Vergleich der berechneten KenngroBen fiir die historischen Individuen mit

den entsprechenden Trennwerten, die aus den Rezentdaten ermittelt wurden

(Tab. 48), zeigt, daB3 ein Individuum (EN 388) als Triger roten Haars und UV-

sensitiver Haut des Typs I angesprochen werden kann (Tab. 51).
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Tab. 51 Vergleich des errechneten Trennwertes fiir die Identifizierung von Individuen mit
rotem Haar und heller Haut und den ermittelten KenngréBen fiir EN 388.

Haarfarbe rot vs Haarfarbe rotvs Hauttyp Ivs  Hauttyp I vs

andere andere andere andere
Markerset I Markerset I1 Markerset I  Markerset I1
Trennwert (Kontrollkollektiv) 10,40 7,31 20,59 20,79
Kenngrofie EN 388 10,54 8,43 20,71 22,48

Trennwerte (tresholds): vgl. Tab. 48, Markersets I und II: vgl. Tabelle Tab. 47

Die KenngroBlen des Individuums EN 388 liegen iiber den Trennwerten, was
die Bestimmung der phénotypischen Charakteristiken Haarfarbe (rot) und
Hauttyp (I) ermoglicht. Die KenngréBen der anderen Individuen liegen deutlich
unterhalb der Schwellenwerte, so daf3 davon ausgegangen werden kann, daB sie
dunklere Haarfarben und weniger UV-sensitive Haut besallen, ohne daB3 beim
derzeitigen Kenntnisstand eine weitere Differenzierung der bei diesen Personen

realisierten Merkmale mdglich ist.

Ein Elektropherogramm, das die Typisierungsergebnisse einer bronzezeitlichen

Probe zeigt, ist im folgenden (Abb. 57) abgebildet.

3000 3300 3600
000 ASIP | 160 151 60
g il N
600] \ I!E! 4 / H
E :
0 JAA . oA
[E][®] 18 B:PCA 134 A DO 802 18 G: PCR 134 A DO 902
[C]m] 18 v:PCR 134 A DO 902 [®E][E] 18 R:PCR 134 A DO 902

2700 3000 3300 3600
L L L L

16003

294 92

12003 |J .
8003 i / /
4oc_§ I
0] ;
37 B: SNP 134 B DO 902 [EE ¥ G:SNP134B DO %02
[CIm] 37 ¥:SNP 134 B DO 902 % R:SNP 134 BDO 802

Abb. 57  Elektropherogramm mit MCI/R-SNP-Ergebnissen einer bronzezeitlichen Probe
(Do 902). Untersuchte Codonpositionen auf dem MCIR-Gen mit Ziffern wiedergegeben. Das
untersuchte Individuum ist homozygoter Triager des Wildtypalleles in allen Systemen aufler
Val92Met, wo eine heterozygote Auspragung detektiert werden konnte.

Diskussion: Die Rekonstruktion des Phinotyps kann nur unter Annahme einer
dem heutigen Zustand dhnlichen Verteilung und Funktion der untersuchten
MCIR-Mutationen in historischen Bevolkerungen in  Mitteleuropa

vorgenommen werden. Da beim heutigen Kenntnisstand nichts gegen eine
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solche Annahme spricht, wird im Rahmen dieser Untersuchung von der grund-
sitzlichen Mdglichkeit der Ubertragung der Daten aus dem Kontrollkollektiv
ausgegangen. Es muf3 jedoch ein nicht abzuschétzender Fehler fiir moglich
gehalten werden muf3, der jedoch nur vermeidbar wire, wenn ein historisches
haarfarb- und hauttypbekanntes Kontrollkollektiv zur Ermittlung giiltiger

diagnostischer Trennwerte zur Verfiigung stiinde - was nicht mdglich ist.

Beziiglich der methodischen Praxis ist zu bemerken, daBl im Gegensatz zum
Nachweis der untersuchten SNPs an rezenten Proben die Typisierung der
historischen Proben mit einigen Schwierigkeiten behaftet war. Zum einen
traten in einigen Féllen bei den SBE-Resultaten deutliche Nebenpeaks (vor
allem blaue) auf, die sich durch Anderung der Konzentrationen der SBE-
Primer reduzieren lieen. Dieses Ergebnis zeigt, dal bei den historischen
Proben offenbar - und mit der Erwartung an aDNA konform - die Matrizen fiir
die SBE-Reaktion, die eigentlichen PCR-Produkte, in weniger ausgewogenem
MaBle entstehen als bei den Rezentproben, und daB sich dieses
Ungleichgewicht auf den SBE-Schritt auswirkt, dort aber zum Teil
kompensiert werden kann. Dariiber hinaus konnte trotz der Kiirze der
amplifizierten Produkte beobachtet werden, daB3 in den Multiplexreaktionen

nicht immer alle PCR-Produkte generiert wurden (Abb. 58).
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Abb. 58  Agarosegel mit PCR-Produkten (nach 40 Zyklen) von phénotypassoziierten SNPs
aus bronzezeitlichen Proben der Lichtensteinhdhle (Do). LSV MWM: Molekularer
Gewichtsstandard V (Roche). a: System II (Triplex mit Fragmenten von 60, 70 und 73 bp), fiir
die ersten beiden Proben sind nur schwache Amplikons erkennbar, bei Do 1706 II ist nur die
Bande bei 60 bp sichtbar, hier kam es nicht zu einer effizienten Vermehrung der anderen
Zielsequenzen. b: System I (Triplex mit Fragmenten von 44, 63 und 89 bp, vgl. 2.2.4.7), bei
der ersten Probe (Do 2589 I) z.B. wurde das 44 bp lange PCR-Produkt nicht generiert, bei der
Probe R1 I ist das 89 bp lange Fragment betroffen.

Folglich konnen im anschlieBenden SBE-Schritt die nicht amplifizierten Loci
nicht nachgewiesen werden, es werden Peaks ,,ausfallen”. Da in SBE-System
A zwei schwarze Peaks aufeinanderfolgen (Abb. 57 oberer Teil) und in System
B zwei blaue Peaks (Abb. 57 unterer Teil), kann durch Stérung des Peak-
musters bei Nichterscheinen eines oder mehrerer Peaks unter Umstéinden nur
schwer bestimmt werden, welche Marker im Elektropherogramm zu beob-
achten sind. Hier kann, dhnlich der STR-Fragmentlédngenanalyse, ein Standard
Sicherheit schaffen, welcher der Probe vor ihrer -elektrophoretischen
Auftrennung zugefligt wird. Da das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Gerét
zur Fragmentldngenanalyse (ABI 310) nur vier unterschiedliche Farben
detektieren kann, die bereits fiir den Nachweis der vier Basen benotigt werden,
konnte kein Standard in abweichender fiinfter Farbe verwendet werden. Um
dennoch einen Anhaltspunkt zur eindeutigen Allelbestimmung zu haben,
wurde ein aus zwei Markern bestehender Standard in einer zwar schon
»oelegten Farbe gefertigt, er migriert aber an Positionen, an denen
Probenpeaks in dieser Farbe nicht zu erwarten sind (vgl. Kapitel 2.2.7, Tab. 9)
Dieser Zweipunkte-Standard wurde den aus historischen Proben generierten
PCR-Produkten vor der Fragmentlingenanalyse zugefiigt. Der kiirzere

Standardpeak migriert kurz vor dem schwarzen, das Wildtypallel anzeigenden
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Peak des Locus Argl60Trp (Abb. 59, unten), das gréere Produkt kurz nach
dem blauen, das Wildtypallel anzeigenden Peak des Locus Asp294His (Abb.
60).

2400 ASIP 160 151 60
R \A i e Ry ohne Standard
: Ak A
11 B: SNP 143 A DO 1500 | [E[E 11 G:SNP 143 A DO 1500 1
[Im] 11 Y:SNP 143 A DO 1500 | [=][®] 11 R:SNP 143 A DO 1500 I
2400 39+T mit Standard
1200 /
[E[E] 32 B:SNP 143 A DO 1500 | [EE] = G:SNP 143 A DO 1500 1
[CJm] 2 v:SNP 143 A DO 1500 | [=® =2 R:SNP 143 A DO 1500 1

Abb.59  Elektropherogramm der SBE-Produkte (Set A) einer Probe ohne Zweipunkte-
Standard (oben) und mit Standard. Das kurze Standardfragment 17 + T (18 bp lang) erscheint
kurz vor dem schwarzen, das Wildtypallel anzeigenden Peak von Argl60Trp (24 bp). Hier
werden die Laufunterschiede der verschieden gefarbten Produkte besonders im Bereich sehr
kleiner Fragmente sehr deutlich.

1500 17+T 84 294 ﬂ 39+T 92
1000 | 4
NV
0 I S A koA e
[@l[E 2 B:SNP143B DO 2111 [®® =21 G:SNP 143 B DO 2111
W] 21 v:SNP 143 B DO 2111 I=E] 21 R:SNP 143 B DO 2111
17+T 294 || 39+T

3000 ] |
1500 \ \Jl/
i
. L .
[E[E 3B:SNP 143 B DO 1247 [E® 3G:SNP 143 B DO 1247
Clm aY:SNP 143 B DO 1247 [E[E 3R:SNP 143 B DO 1247

Abb. 60  Elektropherogramm der SBE-Produkte (Set B) von zwei Proben (Do 2111 und Do
1247) mit Zweipunkte-Standard. Das kurze Standardfragment 17 + T (18 bp lang) erscheint
relativ weit vor dem Locus Asp84Glu, das groBere Fragment 39 + T (40 bp lang) migriert kurz
nach dem blauen Wildtyppeak von Asp294His (41 bp). In beiden Proben fallen ein oder
mehrere Loci aus, was besonders im unteren Beispiel eine Zuordnung des blauen Peaks
unmdglich machen wiirde, wenn die Typisierung nicht durch einen Standard unterstiitzt wiirde.
Dariiber hinaus ist zu erkennen, daB sich die Laufunterschiede der verschieden gefarbten
Produkte sich im Bereich der groBeren Fragmente verringern, obgleich geringfiigig lingere
blau markierte Fragmente (Asp294His ) auch in diesem Groflenbereich immer noch schneller
wandern als z.B. etwas kiirzere rot markierte Fragmente (39 + T).

Authentizititssicherung: Die MCIR/ASIP-Typisierungen der untersuchten
historischen Proben wurden grofBtenteils mit den selben Extrakten wie die
Typisierungen der X-chromosomalen STRs durchgefiihrt (Kapitel 4.2.1). Diese
sind ihrerseits hochpolymorphe Marker, die bereits eine Identifizierung von

Kontaminationen erlauben wiirden. Zusitzlich wurde an dieser Stelle fur die



6 Rekonstruktion des dufReren Erscheinungsbildes 156

verwendeten Extrakte ein genetischer Fingerabdruck amplifiziert. Es liegen aus
dieser Studie keine Hinweise fiir systematische Kontaminationen der

Chemikalien oder Extrakte vor.

Dariiber hinaus konnten entgegen der Erwartung, dafl aufgrund der geringen
GroBe der generierten Produkte mit einer erhdhten Kontaminationsrate durch
exogene, besonders aus den Reaktionsgefdflen stammende DNA (Schmidt et al.
1995) zu rechnen sein miifite, in den meisten Leerkontrollen keine spezifischen

PCR-Produkte detektiert werden (Abb. 61).

Do 2030a
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Abb. 61 Agarosegel mit PCR-Produkten (nach 40 Zyklen) von phénotypassoziierten SNPs
aus bronzezeitlichen Proben der Lichtensteinhohle (Do) sowie Leerkontrollen (X1-X3). LSV
MWM: Molekularer Gewichtsstandard V. Linke Seite: System I (Triplex mit Fragmenten von
44, 63 und 89 bp) vgl. 2.2.4.7). b: System II (Triplex mit Fragmenten von 60, 70 und 73 bp. In
den Leerkontrollen sind keine Produkte detektierbar, die eine Intensitdt vergleichbar mit den
aus Proben gewonnenen Amplikons aufweisen. Da jedoch auch keine Primerdimere zu sehen
sind, kann vermutet werden, dall zwar auch in den Leerkontrollen primerverbrauchend PCR-
Produkte generiert werden, diese jedoch die Nachweisgrenze des Agarosegels nicht erreichten.

In mehreren Leerkontrollen konnten einzelne Banden detektiert werden, die
jedoch nur in wenigen Fillen auf spezifische PCR-Produkte zuriickzufiihren
und durch die SBE-Reaktion zu typisieren waren. In den anderen Fillen
entstanden unspezifische Produkte, die im zweiten Analyseschritt nicht zu
auswertbaren Ergebnissen fiihrten. In einem Fall konnte in einer Leerkontrolle
ein vollstdndiges Profil mit dem PCR-System I nachgewiesen werden. Die
SBE-Reaktion zeigte, dal} in allen vier Loci das Wildtypallel nachweisbar war.
Da die untersuchten Marker nicht polymorph genug sind, um die Riickfiihrung
auf eine Person zuzulassen, mufite offenbleiben, ob es sich um eine
Kontamination durch den Bearbeiter (gleiches Allelprofil) oder um eine

Kontamination aus dem Reaktionsgefal3 handelt.
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6.1.4 Sequenzierung von MC1R und ASIP zur Validierung der
SBE-Ergebnisse

MCIR: Zur Validierung der mit der SBE-Technik gewonnenen MCIR-
Typisierungsergebnisse wurde fiir 30 rezente Individuen das gesamte MCIR-
Gen in der Abteilung fiir Dermatologie der Universitidt Gottingen sequenziert

und die Daten zur Verfiigung gestellt.

ASIP: Fiir ASIP wurden Sequenzierungen an zehn rezenten Proben durchge-
fiihrt (Protokolle und Parameter sind in Kap. 2.2.4.8 aufgefiihrt), um die durch
die SBE-Methode gewonnenen Resultate zu priifen. Die untersuchten Proben

sind in Tab. 55 zusammengefalt.

Ergebnisse: Die Ergebnisse aus den Sequenzierreaktionen waren konsistent
mit denen der SBE-Analyse, validieren die SBE-Methode und die damit
gewonnenen Typisierungsergebnisse. Die Ergebnisse sind Im Anhang, Kapitel

12.2.3, Tab. 55 aufgefiihrt.
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7 AbschlieRende Diskussion und Ausblick

Ziel der Arbeit war die Erweiterung des bislang vorhandenen Repertoires an
molekulargenetischen Analysesystemen zur Untersuchung von Individuen und
Bevolkerungen vergangener Zeitrdume. Die Schwerpunkte der durchgefiihrten
Analysen lagen auf der Rekonstruktion kultureller und sozialhistorischer
KenngroBen, der Etablierung von Werkzeugen zur Priifung epidemiologischer
Hypothesen direkt am historischen Skelettmaterial sowie der Rekonstruktion
phénotypischer Charakteristika (pré)historischer Menschen mit DNA-Markern.
Im folgenden Kapitel werden die zentralen Ergebnisse der Arbeit im Hinblick
auf die mit der Entwicklung der respektiven Analysesysteme verbundenen
Intentionen diskutiert sowie iiber AnschluBmoglichkeiten an die vorgestellten

Projekte nachgedacht.

Rekonstruktion sozialer Strukturen in historischen Bevolkerungen

Molekulargenetische Marker bieten einen Zugang zur Rekonstruktion sozialer
und kultureller Charakteristika historischer Populationen. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden daher neue Markersysteme entwickelt, um diesen
biologischen Zugang zu erweitern. Diese Analysesysteme wurden zudem im
Hinblick auf die Randbedingungen, die durch den Fokus auf die Analyse
degradierter DNA gebildet werden, konzipiert. Dazu gehort die Nutzung
moglichst kurzer DNA-Zielsequenzen sowie die forcierte Anwendung von

Multiplex-Assays.

Eines der formulierten Ziele war die Verbesserung des molekulargenetischen
Zugangs zur Untersuchung der Geschlechterrelation in einer Population. In
diesem Zusammenhang wurde die Etablierung eines Analysesystems
angestrebt, das eine molekulargenetische Geschlechtsdeterminierung von
Skelettfunden mit hoherer Bestimmungssicherheit gewéhrleistet, als dies
bislang der Fall war. Es sollten mehrere Marker simultan amplifiziert werden,
mit denen sowohl das weibliche als auch das médnnliche Geschlecht eines

untersuchten Individuums positiv nachgewiesen wird.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher ein Untersuchungssystem
entwickelt, das die Simultananalyse von Amelogenin, zwei Y-chromosomalen
und zwei X-chromosomalen STRs ermdglicht. Die Anwendung auf
bronzezeitliches Skelettmaterial verlief erfolgreich (vgl. Kapitel 4.1.3). Es
konnte gezeigt werden, dal3, den Erwartungen an das Analysesystem folgend,
eindeutige Geschlechtsdeterminationen mit diesem System mdglich sind, ohne
die Untersuchung vielfach wiederholen zu miissen, um die Moglichkeit von
allelic dropout auszuschlielen. Das hier entwickelte Analysewerkzeug stellt
somit eine wichtige Erweiterung der Moglichkeiten zur molekularen
Geschlechtsbestimmung an degradierter DNA dar. Es bietet AnschluBmog-
lichkeiten fiir Forschungsvorhaben, welche Fragestellungen bearbeiten, die
z.B. auf differentielles Verhalten einer Gesellschaft gegeniiber einem
Geschlecht fokussieren. Diese Untersuchungen konnen von dem hier
entwickelten und an prihistorischen Skelettfunden erprobten System
profitieren. Dies betrifft sowohl die Sicherheit der durchgefiihrten
Geschlechtsbestimmung als auch die Tatsache, dal mit diesem Multiplex-

Ansatz zeitsparend und ressourcenschonend gearbeitet werden kann.

Die Bedeutsamkeit der Aufdeckung von Verwandtschaftsbeziechungen
zwischen historischen Individuen fiir die Rekonstruktion der sozialen
Strukturen der aus diesen Menschen bestehenden Population wurde bereits
ausfiihrlich in Kapitel 1.1 dargelegt. Angesichts der Relevanz dieser Analysen
fiir die Prdhistorische Anthropologie wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit die in der aDNA-Forschung zur Verwandtschaftsklirung verwendeten
Sequenztypen (autosomale STRs, Y-chromosomale STRs und mitochondriale
DNA) um eine Markerklasse erweitert - X-chromosomale STRs. Die durchge-
fiihrten Untersuchungen an rezenten und (prd)historischen Proben (vgl. Kapitel
4.2.2 und 4.2.3) zeigen, dal X-chromosomale STRs eine Markergruppe
darstellen, die bei der Rekonstruktionen bestimmter verwandtschaftlicher
Konstellationen wichtige Informationen beibringen kann, die durch die anderen
bislang verwendeten Sequenztypen nicht gewonnen werden konnen. Bei der
Priifung direkter Verwandtschaft zeigt sich die Stirke der X-STRs als
aussagefihiger Marker fiir die Untersuchung von Vater-Tochter-Relationen.

Dies konnte einerseits beim untersuchten rezenten Defizienzfall gezeigt werden
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(vgl. Kapitel 4.2.2.2), wird aber bei der Uberpriifung von vermuteten Dyaden
bei den analysierten (pré)historischen Individuen (vgl. Kapitel 4.2.3) besonders
deutlich. Drei der vier untersuchten Vater-Tochter-Dyaden, die aufgrund
autosomaler STR-Daten postuliert wurden und zu deren weiterer Absicherung
die jeweilig zugehdrige Mutter bislang nicht identifiziert ist (Do 902/2589, Do
58.3/1500, Do 1911/1206, Gs 97/76), konnten aufgrund der X-chromosomalen
Daten widerlegt werden. Die bereits vorher auf der Datengrundlage von zwei
oder drei genetischen Markern (autosomale STRs, mtDNA, Y-STRs)
vermuteten Relationen wie Mutter/Tochter (Do 1500/2388) und Vollge-
schwisterverhéltnis (Do 1911/R1, Gs 97/84) waren durch die vorangegangenen
Untersuchungen bereits besser abgesichert. Sie konnten durch die Analyse X-
chromosomaler STRs bestétigt bzw. in einem weiteren Fall nicht widerlegt
werden (Do 183/3742). Die hier durchgefiihrte Untersuchung an
(pré)historischen Skelettfunden zeigt, dal das neu entwickelte X-STR-
Typisierungssystem im Kontext anthropologischer Forschung eine wichtige
Erweiterung des Untersuchungsrepertoires zur Feststellung naher Verwandt-

schaft zwischen Individuen darstellt.

Bei der Verwendung X-chromosomaler STRs als generationeniibergreifende
Marker kdnnen unter giinstigen Umstdnden - mindestens jede zweite Gene-
ration besteht aus einem weiblichen Individuum; der entsprechende X-chromo-
somale Haplotyp wird kontinuierlich weitergegeben - Individuen miteinander
in eine verwandtschaftliche Beziehung gebracht werden, fiir die Verwandt-
schaft mit anderen Markern nicht mehr nachweisbar ist (vgl. Kapitel 4.2.2.1,
z.B. Individuen 2 und 10). Ein solcher Fall wurde im Rahmen der hier durch-
gefiihrten Untersuchungen fiir die bronzezeitliche Lichtensteinhdhle mog-
licherweise gefunden (vgl. Kapitel 4.2.3.1, Do 3742, Do 1044, Do 2030),
bedarf jedoch zur Absicherung weiterer Typisierungen. Diese Eigenschaft der
X-chromosomalen STRs als potentiell generationeniibergreifend transferierter
Marker, der im Unterschied zu Y-STRs und mtDNA auch von Minnern auf
thre Tochter weitergegeben werden kann, stellt eine neue wichtige Option fiir
die aDNA-Analytik dar, wenn es um die Zuordnung von Skeletten zu
historischen Personlichkeiten geht. Im Fall der Identifizierung eines ménn-

lichen Individuums, fiir den nur ein entfernter weiblicher Nachfahre fiir einen
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Vergleich von DNA-Mustern zur Verfligung steht, stellen X-chromosomale
STRs den einzigen Markertyp dar, mit dem potentiell eine Verbindung

zwischen beiden Menschen nachgewiesen werden kann.

Die durchgefiihrten Untersuchungen an den Skelettfunden der bronzezeitlichen
Lichtensteinhdhle zeigten auch, daB3 die Analyse X-chromosomaler Marker
einen Zugang zur Rekonstruktion des Residenzverhaltens von
vorgeschichtlichen Populationen bietet. Dieser lag bislang nur in der
Typisierung von mitochondrialen und Y-chromosomalen Haplotypen und der
statistischen Auswertung der Hiufigkeit ihres Vorkommens in der betreffenden
Population. Die Voraussetzung hierfiir, das Vorhandensein eines grof3en
Skelettkollektivs, bestehend aus nach Moglichkeit wenig miteinander
verwandter Individuen, die dariiber hinaus auch noch analysierbare DNA
aufweisen, ist in archdologischen Zusammenhidngen nicht oft gegeben.
Insbesondere wenn prihistorische Populationen im Fokus der Untersuchung
stehen, hat man es oft mit kleineren Gruppen zu tun, deren Mitglieder haufig in
engeren Verwandtschaftsverhéltnissen zueinander stehen. Hier sind die
Moglichkeiten der Bestimmung von Residenzverhalten mit mitochondrialen

und Y-chromosomalen Haplotypen eingeschrénkt.

Die Typisierung X-chromosomaler STRs von Individuen aus der
bronzezeitlichen Lichtensteinhdhle (vgl. Kapitel 4.3) zeigt, daB3 sich dieser
Markertyp auch als Zugang zur Rekonstruktion der Wohnfolgeordnung einer
kleineren  Population von Individuen eignet, die in engerem
verwandtschaftlichen Verhéltnis zueinander stehen. Fiir die Lichtensteinhohle
konnten durch Untersuchung von X-chromosomalen STRs deutliche Hinweise
auf patrilokales Residenzverhalten ausgemacht werden. Eine Einbeziehung der
mitochondrialen und Y-chromosomalen Haplotypen der Individuen, die im
Rahmen einer fritheren Studie (Schultes 2000) typisiert worden waren,
unterstiitzt diese Annahme; die Ergebnisse der Y-chromosomalen
Typisierungen weisen in die gleiche Richtung, wiren allein jedoch nicht
aussagekriftig genug gewesen. Mit der Etablierung der Untersuchung X-
chromosomaler Marker in der ancient DNA-Analytik wurde somit der

Markerkanon sinnvoll erweitert, der es ermdglicht, sich den sozialen
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Strukturen einer Bevdlkerung von der Seite der biologischen Merkmale der

Individuen aus zu nihern, aus denen die untersuchte Population besteht.

Analysesysteme zur Bearbeitung epidemiologischer Fragestellungen

Ein weiteres Vorhaben dieser Arbeit lag in der Entwicklung von DNA-
Markersystemen, die es ermdoglichen sollten, epidemiologische Hypothesen
direkt an archdologischem Skelettmaterial zu untersuchen. Die bearbeiteten
Fragestellungen betrafen die Entstehung sowie den Zeitpunkt der Verbreitung
der eine Deletion von 32 Basenpaaren aufweisenden Variante des humanen
cer5-Gens (cer5A32, vgl. Kapitel 1.2). Die auf den Daten rezenter Populationen
beruhende Berechnungen dreier Arbeitsgruppen kommen zwar im Detail zu
widerspriichlichen Ergebnissen, ihre Resultate zeigen jedoch eine klare
Tendenz zur Annahme eines erst kiirzlichen Entstehens der ccr5A32-Mutation
vor 1000- 3500 Jahren (exklusive der zum Teil enormen Konfidenzintervalle,
vgl. Kapitel 5.1). Dariiber hinaus wird flir die Entstehung des mutierten Allels
aufgrund von STR-Linkage-Studien ein singuldres Mutationsereignis
angenommen. Beide Hypothesen koénnen durch Typisierung des ccr5-Locus an

(pré)historischer Proben untersucht werden.

Daher wurde ein Analysesystem entwickelt, das Anschluflvorhaben die
Moglichkeit erdffnet, durch STR-Linkage-Analysen an archiologischen
Skeletten der Frage nach einem singulidren oder mehrfach unabhingig erfolgten

Ursprung der Mutation nachzugehen.

Eine Untersuchung zur Priifung der Hypothesen beziiglich des Zeitraums der
Verbreitung der ccr5A32-Variante wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde ein Multiplex-Nachweis des ccr5-Gens
und autosomaler STRs etabliert, der es erlaubt, tiber die Individualisierbarkeit
der STR-Profile auch das simultan generierte ccr5-Datum einem bestimmten
Individuum zuzuschreiben. Mit diesem System wurden Skelettfunde verschie-
dener historischer und prahistorischer Zeitstellungen typisiert, von denen im
untersuchten Kontext die wichtigsten Proben die bronzezeitlichen Knochen-
funde aus der Lichtensteinhdhle darstellten. Da bereits in diesen fast 3000

Jahre alten menschlichen Uberresten die ccr3A32-Variante in nennenswerter
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Haufigkeit zu detektieren war (vgl. Kapitel 5.1.3), miissen die auf den Daten
rezenter Individuen beruhenden Hypothesen beziiglich des Zeitpunktes einer
merklichen Verbreitung der Genvariante {iberdacht und hinsichtlich eines weit

vorher liegenden Datums korrigiert werden.

Diese durchgefiihrte Untersuchung verdeutlicht, wie wichtig (pré)historische
Skelettfunde fiir die Rekonstruktion epidemiologischer Fragestellungen unserer
Zeit sind und auch kiinftig sein werden. Diese Proben stellen ein genetisches
Archiv unschitzbaren Wertes dar, und mit der sich stetig fortentwickelnden
Methodik in der ancient DNA-Analytik werden die Uberreste unserer
Vorfahren immer mehr der in ihnen gespeicherten Informationen preisgeben.
Angesichts dieser absehbaren Entwicklung ist es um so wichtiger,
Analysestrategien zu finden, mit denen ressourcenschonend gearbeitet werden
kann. Dies ist unabdingbar, um heute bereits Untersuchungen mit den zur
Verfligung stehenden Mitteln durchfiihren zu konnen, aber gleichzeitig zu
gewdhrleisten, dal auch zukiinftigen Wissenschaftlergenerationen dieses
genetische Archiv erhalten bleibt. Eben dieses Ziel wird - neben anderen
Analysevorteilen - durch die Nutzung von Multiplex-Assays wie den in der
vorliegenden Arbeit verwendeten fiir die Genotypisierung archidologischer

Skelettfunde verfolgt.

Ebenfalls im Kontext der Entwicklung und Verfiigbharmachung von
Analysesystemen zur Untersuchung epidemiologischer Fragestellungen durch
aDNA-Analysen an archdologischem Skelettmaterial wurde eine PCR-basierte
Methode etabliert, um ABO-Blutgruppen zu bestimmen. Damit wurde ein
Nachweissystem geschaffen, das Anschlulprojekten die Moglichkeit der
direkten Priifung von Hypothesen zur heute beobachtbaren weltweit
unterschiedlichen Verteilung der ABO-Blutgruppen direkt an (pré)historischen
Skelettfunden bietet. Mit dem entwickelten ABO-Analysesystem konnen die
Hauptgenotypen A, B und O unterschieden werden. Da einige der veroffent-
lichten Hypothesen einen Nachteil von Tragern der Blutgruppe O gegeniiber
bestimmten Infektionskrankheiten vermuten (vgl. Kapitel 1.2), wurde das
System so konzipiert, da3 die drei hdufigsten Varianten der Blutgruppe O
unterschieden werden konnen. Dieses sind die Allele O;, Oy, und O,, wobei die

Identifizierung der O,-Variante besonders wichtig ist, da ihre Sequenz der des
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Allels der Blutgruppe B stark dhnelt und daher leicht als solches fehlbestimmt

werden konnte.

Das Analysesystem wurde im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich auf
bronzezeitliche und friithneuzeitliche Skelettfunde angewendet und erwies sich
den Vorannahmen gemil als geeignet fiir die Analyse degradierter DNA. Da
nur kurze DNA-Fragmente als Matrizen fiir die ABO-Genotypisierung
fungieren, kann davon ausgegangen werden, dal auch Proben mit weniger
guter DNA-Erhaltung als die hier untersuchten einer Analyse mit dem neu ent-
wickelten System zuginglich sind. Mit der Etablierung dieses Systems wurde
eine AnschluBmoglichkeit fiir Projekte geschaffen, die auf die Untersuchung
epidemiologischer Fragestellungen im Zusammenhang mit den ABO-Blut-
gruppen an archdologischem Skelettmaterial fokussieren. Diesen Vorhaben
steht nun ein an historischen Skelettfunden erprobtes molekulargenetisches

Werkzeug zur ABO-Genotypisierung aus degradierter DNA zur Verfiigung.

Rekonstruktion des dufieren Erscheinungsbildes mit

molekulargenetischen Markern

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit wurde dahingehend formuliert, die
verfiigbaren Moglichkeiten der Rekonstruktion phénotypischer Charakteristika
wie Haarfarbe und Hauttyp durch molekulargenetische Marker zu priifen und
auf historisches Skelettmaterial anzuwenden. Ziel ist dabei die Einfithrung von
DNA-Markern zur Verbreiterung der Datenbasis, auf der Rekonstruktionen des
Erscheinungsbildes von Personen in anthropologischen und forensischen
Zusammenhédngen basieren. Dariiber hinaus soll bei dieser Rekonstruk-
tionsarbeit der subjektive Einflul des Préparators durch objektivierbare, mit
naturwissenschaftlichen Methoden zu erhebende Daten reduziert werden (vgl.

Kapitel 1.3).

Um diese Zielsetzung zu erreichen, wurden SNPs auf dem MC/R-Gen und
dem ASIP-Gen an rezenten und historischen Proben untersucht. Dazu wurde
ein PCR-basiertes Analysesystem etabliert, das sehr kurze DNA-Fragmente als
Matrizen verwendet, um zu gewdhrleisten, dal auch aus Proben mit

degradierter DNA Typisierungen mdglich sind. Anhand der rezenten
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Stichprobe wurden Genotyp-Phédnotyp-Korrelationen fiir die untersuchten
Marker ermittelt (vgl. Kapitel 6.1.2). Es zeigte sich, daf} die typisierten SNPs
ein Erkennen von heller, UV-sensitiver Haut und rotem Haar mit hoher
Bestimmungssicherheit ermoglichen. Die gewonnenen Erkenntnisse wurden
auf archdologische Skelettfunde verschiedener Zeitstellungen angewendet. Die
meisten der untersuchten (prd)historischen Individuen kénnen als Personen mit
blondem oder dunklerem Haar und wenig UV-sensitiver Haut charakterisiert
werden. Bei einem Individuum (EN 388) wurde eine Merkmalskombination
angetroffen, die es sehr wahrscheinlich macht, dafl dieser Mensch rothaarig

und mit einer UV-empfindlichen Haut ausgestattet war (vgl. Kapitel 6.1.3).

Obgleich nur zum Aussehen eines der analysierten historischen Individuen
solch detaillierte Aussagen getroffen werden konnen, zeigt die Untersuchung
das Potential der Bestimmung von phénotypassoziierten DNA-Markern fiir die
Rekonstruktionsarbeit auf. Sie demonstriert, dal die in der Erbsubstanz
gespeicherten Informationen, welche wesentliche Aspekte des &duBeren
Erscheinungsbildes des Menschen determinieren, erfolgreich auch an
degradierter DNA untersucht werden kdnnen. Nun ist prinzipiell der Zugang zu
dieser bislang nicht genutzten Informationsquelle fiir die Gewinnung von
Daten iiber das Aussehen (pré)historischer Menschen erdffnet. Damit zeichnet
sich ab, daB} es in naher Zukunft durch die Einbeziehung molekulargenetischer
Analysen in die Rekonstruktionserstellung moglich sein wird, Abbildern
unserer Vorfahren gegeniiberzustehen, die dem tatséichlichen AufBeren dieser

Individuen sehr nahekommen.

Mit den in der vorliegenden Arbeit entwickelten Analysesystemen wird eine
Erweiterung der Grenzen der bislang in der ancient DNA Analytik angewand-
ten Untersuchungsmoglichkeiten angestrebt. Das erweiterte Markerrepertoire
vergrofert ebenso die Anzahl der Fragestellungen, zu deren Losung die Analy-
se von aDNA beitragen kann. Einigen dieser Fragen konnte bereits im Rahmen
der hier durchgefiihrten Untersuchungen nachgegangen werden. Fiir weitere
Vorhaben wurden mit der Entwicklung, Etablierung und Validierung der

respektiven Analysesysteme die methodischen Voraussetzungen geschaffen.
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8 Zusammenfassung

Die Rekonstruktion der Lebensbedingungen von Menschen vergangener
Zeitrdume ist eines der Desiderate der Prihistorischen Anthropologie. Ein
wichtiges Quellenmaterial stellen in diesem Zusammenhang die korperlichen
Uberreste vor- und frithgeschichtlicher Menschen dar. Thre Analyse bietet
Zugang zu biologischen Kenngroflen, aus denen wiederum kultur- und sozial-

geschichtliche Daten iiber historische Populationen abgeleitet werden konnen.

Die ancient DNA-Analytik bietet Zugang zu solchen biologischen Daten iiber
die klassischen morphologischen Methoden hinaus. Zur Erweiterung der
bislang verfiigbaren Moglichkeiten der molekulargenetischen Untersuchung
von Skelettfunden wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit neue Marker
und Analysesysteme etabliert, um die Mdglichkeiten der Rekonstruktion von
Verwandtschaftsbeziechungen zwischen (pré)historischen Individuen zu
erweitern, das Geschlechterverhiltnis in einer Population verladBlich bestimmen
zu konnen, Informationen im Kontext epidemiologischer Fragestellungen
sowie Erkenntnisse iiber das duBlere Erscheinungsbild unserer Vorfahren zu

gewinnen.

Eine Geschlechtsdetermination bildet die Grundlage fiir die Untersuchung der
Geschlechterrelation einer Bevolkerung. Um die sichere Bestimmung auch fiir
Proben mit degradierter DNA zu gewdhrleisten, wurde ein Analysesystem
entwickelt, in dem X- und Y-chromosomaler STRs koamplifiziert werden. Das
System konnte erfolgreich auf bronzezeitliche Proben der Lichten-

steinhohle/Harz angewendet werden.

Das Markerkerrepertoire zur Verwandtschaftsanalyse wurde um die X-chromo-
somalen STRs erweitert, die besonders bei der Untersuchung von Vater-
Tochter-Dyaden wichtige Informationen bereitstellen. In den an historischen
Proben der Fundstellen ,,Lichtensteinh6hle und ,,Goslar/Hinter den Briidern®
durchgefiihrten Untersuchungen konnte das Potential dieses Markertyps zur
Uberpriifung vermuteter Vater-Tochter-Beziehungen erfolgreich genutzt

werden. Dariiber hinaus trug die Typisierung X-chromosomaler STRs von
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Individuen der Lichtenteinhdhle zur Rekonstruktion des dort praktizierten
Residenzverhaltens bei. Es konnten deutliche Hinweise auf eine patrilokale

Wohnfolgeordnung ausgemacht werden.

Die Entwicklung eines Multiplex-Analysesystems zur Typisierung des
immungenetischen Markers ccrS und seiner um 32 bp deletierten Variante
ermoglichte die Untersuchung der Frage nach dem Zeitraum der Verbreitung
der ccr5A32-Mutation an historischem Skelettmaterial. Es konnte gezeigt

werden, dal das Alter der Mutation bislang zu gering geschitzt wurde.

SchlieBlich wurde ein Beitrag zur Etablierung molekulargenetischer Marker bei
der Rekonstruktion phinotypischer Charakteristika unserer Vorfahren geleistet,
indem phénotypassoziierte DNA-Marker an historischen Skelettfunden
untersucht wurden. Die Analysen ermdoglichten es, in begrenztem Malle Aus-
sagen zum duBeren Erscheinungsbild der untersuchten vor- und friihge-

schichtlichen Menschen zu treffen.
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12 Anhang

12.1 Typisierungskriterien

12.1.1 Einzelbestimmung und Genotypisierung STRs

Um eine STR-Typisierung (Kapite 14.1.3, 4.2.3, und 5.1.3) historischer Proben
zu gewihrleisten, die einerseits das Maximum an authentischen Signalen
beriicksichtigt, andererseits die in Kapitel 2.1 aufgefiihrten Artefakte als
mogliche Fehlerquellen beriicksichtigt, wurde bei der Einzeltypisierung einer

Probe folgender Kriterienkatalog eingehalten (nach Schultes 2000):

Als Allelsignale werden die Peaks aufgenommen, die innerhalb der
direkt an sie angrenzenden Bereiche (eine Wiederholungseinheit) die
starksten Signalintensitdten aufweisen.

Als Artefaktsignale werden Peaks gewertet, die diesen Allelsignalen
vorangehen und deren Hohe 40% des Allelpeaks unterschreitet.

Als Artefaktsignale werden Peaks gewertet, die eine Repeateinheit
linger als eine Allelsignalen sind und deren Hohe 20% des Allelpeaks
unterschreitet.

Bei um eine Repeateinheit gegeniiber dem determinierten Allelsignal
kiirzeren Peaks werden diejenigen als unsichere Signale gewertet und in
Klammern notiert, deren Hohe 40 — 80% des bereits bestimmten
Allelsignals betridgt. Bei um eine Repeateinheit ldngeren Peaks werden
diejenigen als unsicher notiert, deren Hohe zwischen 20 und 60% in
Relation zum bereits bestimmten Allelsignals betragt.

Alle anderen Signale, deren Linge mit einem moglichen Allel

ibereinstimmt, werden als Allelsignal bestimmt.

Die Gesamtgenotypiserung einer Probe aus ihren Einzelergebnissen erfolgte

nach folgenden Kriterien:

Ein Allel muB3 mindestens einmal reproduziert sein. Hierzu muf} es

mindestens zweimal aus einer Einzelbestimmung als Allelsignal
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hervorgegangen sein. Dabei miissen die PCR-Ergebnisse aus zwei
unabhingigen Extraktionen generiert worden sein.
Bei Reproduktion aus nur einem Extrakt wird das Allel in Klammern

aufgenommen.

Wenn mehr als zwei Allele diese Bedingungen erfiillen, kann keine
abschlieBende Genotypisierung durchgefiihrt werden. Es wird dasjenige
Allel determiniert, das am héaufigsten reproduziert wurde, wobei
unsichere Allele mit halber Wertigkeit eingehen. Bei Gleichwertigkeit

werden die moglichen Allele in Klammern gestellt aufgefiihrt.

Ein homozygoter Genotyp wird nur dann bestimmt, wenn in mindestens
vier PCRs aus zwei Extrakten ausschlieBlich das jeweilige Allel
detektiert wurde. Wenn ein Allel nur in drei Reaktionen aus zwei
Extrakten allein bestimmt und ein weiteres Allel in einer zusétzlichen
Reaktion beobachtet wurde, wird das homozygote Ergebnis in

Klammern angegeben.

12.1.2 Einzelbestimmung und Genotypisierung SNPs

Um eine SNP-Typisierung historischer Proben zu gewihrleisten (Kapitel
6.1.3), die einerseits das Maximum an authentischen Signalen beriicksichtigt,
andererseits Artefakte durch postmortalen Basenaustausch als mdgliche
Fehlerquellen beriicksichtigt, wurde bei der Einzeltypisierung einer Probe

folgender Kriterienkatalog eingehalten (nach Schultes 2000):

Als Allelsignale werden die Peaks aufgenommen, die im erwarteten
Léangenbereich liegen.

Als Artefaktsignale werden Peaks gewertet, die eine ungewohnliche
Form aufweisen (z.B. sehr breitbasig sind). Diese werden von der

Bestimmung ausgenommen.

Die Gesamtgenotypiserung einer Probe aus ihren Einzelergebnissen erfolgte

nach folgenden Kriterien:
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Ein Allel muB3 mindestens einmal reproduziert sein. Hierzu muf} es
mindestens zweimal aus einer Einzelbestimmung als Allelsignal
hervorgegangen sein. Dabei miissen die PCR-Ergebnisse aus zwei
unabhingigen Extraktionen generiert worden sein.

Bei Reproduktion aus nur einem Extrakt wird das Allel in Klammern

aufgenommen.

Wenn mehr als zwei Allele diese Bedingungen erfiillen, kann keine
abschlieBende Genotypisierung durchgefiihrt werden. Es wird dasjenige
Allel determiniert, das am héiufigsten reproduziert wurde, wobei
unsichere Allele mit halber Wertigkeit eingehen. Bei Gleichwertigkeit

werden die mdglichen Allele in Klammern gestellt aufgefiihrt.

Ein homozygoter Genotyp wird nur dann bestimmt, wenn in mindestens
vier PCRs aus zwei Extrakten ausschlieBlich das jeweilige Allel
detektiert wurde. Wenn ein Allel nur in drei Reaktionen aus zwei
Extrakten allein bestimmt und einweiteres Allel in einer zusitzlichen
Reaktion beobachtet wurde, wird das homozygote Ergebnis in

Klammern angegeben.

12.2 Typisierungsergebnisse

12.2.1 X-STR-Typisierungsergebnisse fiir archaologische

Tab. 52

Proben

Typisierungsergebnisse fiir X-chromosomale Marker fiir die untersuchten

Individuen der Lichtensteinhohle und Goslar/Hinter den Briiddern

Do 26 (Femur links)
Extrakt PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXSI101
1 26 15 5/9 X 8.3/11 - 15/21 (15)/23
7 40c 15/16 5/9 X 8.3/11 16/17 15/21 19/23
5 8 n.d n.d X/- 8.3/11 n.d 15/21 n.d
A% 45 15/16 5/9 X 8.3/11 16/17 15/21 19/23
Genotyp 15/16 5/9 XX 8.3/11 16/17 15/21 19/23

n.d. : nicht untersucht, - : kein Typisierungsergebnis
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Do 58.3 (Femur links)
Extrakt PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

1 43 15 - Y - 16 18/22 24

ol 43 15 - XY (13) 17 20/21 24

02 43 (14)/15 - XY 10 16 21 24

03 43 15/16 ©) XY 12 16 18/20/22 -
DS8 46 15 10 XY 13 16 - 24
DS8B 48 15 10 XY (10)/13 16 21/23 24
EZ1 5 RP 64 15 10 - - - 21 -
EZ15aTC 59 15 - XY 13 16 21 24
EZ15 TC 60 - - Y - 16 21 -
EZ1A 48 15 - XY 13 16 - -
Genotyp 15 10 XY 13 16 21 24

Do 183 (Femur links)
Extrakt PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

2 9 n.d n.d XY - n.d 15 n.d
EZ 15RPd 60 - - Y = o 20 -
2 13b nd n.d Y/- 12 n.d - n.d
EZI9N 62 (14) - - - - - -
EZ 15RPc 60 14 - - - - 20 (28]
EZ 15RPa 60 16 - - - - 21 24
EZ15RPPhc 60 15 - - - - - -
EZ131 54 - 5 - - - - -
EZ131Ila 61 _ 5 Y ) _ (20) _
3 10a - - XY 13 - - -
3 11b - - X/- 13 - 20 -
EZI5RPa 61 . . Y . B, 20 i
EZ1121B 65 14 - _ B} 15 B} _
EZ1 1211 A 65 14 = = > o o -
EZ11211B 65 14 - X - - - -
EZ1 131TA 66 14 = o o o - -
EZ1131B 66 13 - - - - - -
EZI 1311 A 66 14 = = = = 20 -
EZ1131IB 66 14 ®)/9 - 11 15 20 -
EZI Iltest 67 a 14 11 X - 15 20 26

Genotyp 14 ) XY (13) 15 20 -
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Do 902 (Femur links)
Extrakt PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101
EZ171 62 (14)16 5(10) XY 11 18 20 21/23
EZ1 711 62 16 5 XY 11 18 20 23
EZ 18 62 16 5 XY 11 18 21
EZ19 62 16 5 XY 11 - 20 23
Mex 64 16 5 11 18 20 23
ezITESTI 67A - - XY 11 - - 21
ezlTESTI 67B 16 5 XY 11 18 20 23
ezITESTIL  67A (16) 2 . 2 . = (28)
ezITESTII  67B - 5 XY 11 18 20 23
Genotyp 16 5 XY 11 18 20 23
Do 907 (Femur links)
Extrakt PCR DXS7424 GATAI172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXSI101
DS2 46 - - XY 12 15 - 19
TS XXX 46 18 - XY 12 15/(18) - 19
Genotyp - - XY 12 15 - 19
Do 1044 (Femur links)
Extrakt PCR DXS7424 GATAI172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXSI101
1T 74 13 7/9 X 8.3/11 15/20 20/21 25
II 73a 13 9 X 8.3/11 15/20 (20)/21 23
I 73b 13 7/9 X 8.3/11 15/20 20/21 23
6 73a - - - 11 - 20 -
6 73b 13/17 - X 11 - - -
1T 75a 13/17 7/9 X 8.3/11 15/20 20/21 23/25
1l 75b 13/17 7/9 X 8.3/11 15/20 20/21 23/25
6 75 13 - X - 15 20 25
Genotyp 13/17 7/9 XX 8.3/11 15/20 20/21 23/25
Do 1076 (Femur links)
Extrakt PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXSI101
7 40c 16 9 XY 8.3 18 24 25
7 4215 (15)/16 9 XY 8.3 (18) 24 25
7 4220 16 9 XY 8.3 18 24 25
3 27 16 9 XY 8.3 24
3 8 n.d n.d XY 8.3 n.d 24 n.d
Genotyp 16 9 XY 83 (18) 24 (25)
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Do 1102 (Femur links)

Extrakt ~PCR  DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101
1 8 n.d n.d XY 8.3 n.d 21 n.d
3 9 n.d n.d X/Y 8.3 n.d 21 n.d
0 9 n.d n.d - - n.d 21 n.d
3 27 16/17 9/11 X 8.3/12 (16)/17 21 (15)/19
* 43 16 9 XY 8.3 17 21 19
> 45 16 9 XY 8.3 17/18 21 -
ok 43 - 9 XY 8.3 17 21 19
Genotyp 16 9 XY 8.3 17 21 19
Do 1103 (Femur links)
Extrakt ~PCR  DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789  DXS101
2 7 n.d n.d X 12/13 n.d 20 n.d
EZ13 A 55 - - - = o - -
EZ13 B 55 - - - - - - -
EZ13 54 - - - 14 - - -
EZltest]  67A 15 - X 12/13 18 20 24/28
EZ1test I 67B 15 9 X 13 18 20 24
EZ1testII  67A 15 - X - 18 - 28
EZ1 test1l 67B 15 - X - 18 - 28
Genotyp 15 - XX 12/13 18/18 20/(20) (24)/28
Do 1206 (Femur links)
Extrakt PCR  DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXSI101
7 37b 16 - - 11 (18) (19) -
7 421,5 16/17 9/11 X 11/(12) 18 20 24
7 4220 - - X 11 18 20 24
1 SM43 14/16 9 X 8.3/(12) - 20 -
1 SM64 - - - - - - -
6 SM43 14 11 X 11/12 15 21 25
6 SM64 - - - 12 - - 20
2 SM43 - 9 - - (15) 20 -
2 SM64 16 - - - - - -
Genotyp 14/16 9/11 XX 11/12 15)/18 20/(20) 4)/-
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Do 1500 (Femur links)
Extrakt ~ PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789  DXS101

3 10a n.d n.d X/- 12/14 n.d 15 n.d
3 1la n.d n.d X/ 12 n.d 15 n.d
3 11b n.d n.d X/ 14 n.d 15/23 n.d
3 43 14/15 5 X 14 15 23 24
3 45 14/(15) 5/7 X 12 15/20 15 -
la 11 n.d n.d X/ 12 n.d 15 n.d
1b 11 n.d n.d X/ 14 n.d - n.d
1 43 (14)/15 - X 14 15 - 24
1 45 14/(16) 7/10 X 11/(12) - 15/23 24
2 45 14 - - 12 15 23 -
I1DS8 46 14/15/16 7 X 12/14 15 - 19/24
1DS8 48 15/(16) - X - - 15 -
11 DS8 46 15 7 X 12 15 - 24
11 DS8 48 - - - 12 - 15 -
EZ13 55a 14 7/(9/10) - - - - -
EZ13 55b 14 7/9/(10) - 14 - - -
EZ13 54 - - - - - - -
EZ13 a 61 15 - - - - - -
EZ18 62 - - - - - - -
EZ19(3) 62 15 - - - - - -
Genotyp 14/15 7/10 XX 12/14 15/- 15/23 24/-

Do 1585 (Femur links)
Extrakt ~ PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789  DXS101

DS8 46 17 7 X 8.3 15 - -
DS8 48 17 = X = = = -
DS5 46 15/17 7 X 8.3 15 - -
DS5 48 15 7 = = 21 15 =

Genotyp asy17 71(7) X(X) 8.3/- 15/- - -

Do 1911 (Femur links)
Extrakt  PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789  DXS101

1 8 n.d n.d XY 12 n.d 20 n.d
6 13 16 9 Y/- - 15 20 25
7 37b 16 9 XY 12 15 20 25
7 34 16 9 XY 12 15 20 25
EZ113 66a 16 9 XY 12 15 20 25

Genotyp 16 9 XY 12 15 20 25
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Do 2030 (Femur links)

Extrakt ~ PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789  DXS101
EZ13 1a 61 17 - XY 8.3 - - -
EZ131la 61 15 - - - - - -
EZ131la 61 15 - Y - - - -
EZ171 62 - 10 XY 8.3 15 21 24
EZ1711 62 - 10 X (14) 15 - -
EZ191 62 15 10 Y - 15 - -
EZ 1911 62 14 (10) - 8.3 - - 24
DS1 64 15 10 - - 15 21 24
EZ171 64 15 10 - - 15 21 24
1 37b 15 10 XY 8.3 - 21 24
6 27 15 10 X 8.3 15 21 19
1 21,5 (15)/16 9)/10 XY - - - -
1 4220 15 10 XY - - 21 24
Genotyp 15 10 XY 8.3 15 21 24

Do 2388 (Mandibula, Zahn)
Extrakt  PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

c 43 14/15/16 5/9/10 X 83/11/12/14 1617 21722723 24/28

3 43 (15)/16 = X 8.3 = (0)21  15/(18)/19

3 64 15/16 5/9 - 8.3 - @1 -
N 43 14/15 9 X 8.3/12 - 21 -
N 64 - - - 8.3 17/20 21 19
EZI3A 55 15/17 - - (8.3)/12 - - -
EZI3B 55 16 - - - - - -
EZ13 54 - . X - 20 - .
EZ13 60 14 10 X 11/12 - - -
EZ13a 6l - = = 8.3 = - =
EZ13a 61 - 5 X 8.3 - - -
EZ19 62 16 - - 11 17 - -
EZ19 64 - 5 - - 18 - -

1 64 - 5 . 8.3/12 17/20 23 19/24

Genotyp 14/16 5/9/10 XX 8.3/12 17/20 21/(23) 19/24
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Do 2589 (Mandibula, Zahn)
Extrakt PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

DSS  SM46 (15)/16/(17)18 (910 X 8.3 15 - 20/24

DS8 48 16/18 9 X 8.3 18 20/(21) 20/24
EZ13 54 - - - - 15 - -
EZI3 60 17 = = 8.3 = - =
EZI8 62 (16) - X 8.3 15 20/21 24
EZ18 64 16 9 8.3 - 20/21 24
EZ19 62 16 9 X - 18 21/22 -
EZ19 64 16 - - - 18 - 20
XXXI 64 - - - - 15/18 20 -
XXIX 64 16/19 . . 8.3 . - .
ez 04 71A 16/18/19 10 X 8.3 15/18 - 24
ez104  71B 16/17/19 10 X 8.3 - (19) 24
ez 04 71C 16/19 9 X 8.3 15/18 20/21 20

Genotyp 16/19 9/10 XX  8.3/83 15/18 20/21 20/24

Do 3742 (Femur links)
Extrakt PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

3 6 n.d. n.d XN(Y) (8.3)/13 nd 20/(21) n.d
3 8 n.d n.d X/- 8.3/13 n.d 20/21 n.d
1 9 n.d nd - 13 nd 20/21 nd
1 45 15 - XY 8.3 15 - 26
EZ1 47A 15 7/10 X 8.3/13 15 22 (18)/27
EZ1 47B 13 7/10 X 13 - 20 -
EZ1 48 13 - X 13 15/18 20/21 18/27
DS8 48 14/15 - - 15 (1) 27
DS8 46 13/15 7/10 X 8.3/13 - - (26)/27
DS 8 64 13 7 - 8.3/13 15 21 (26)/27
EZ171 62 - 10 - - - - -
EU 1711 62 15 7 - - - - 27
EU 1711 64 13 7 - 13 - 20 -
EZItest] 67A 13/15 7 X 8.3 15 20/21 27
EZItestl 67B 13 - X 8.3/13 15 20 -
EZltestll 67A - 10 X 8.3/13 - 20/21 26
EZltestll 67B 13 7 X - - 21 -

Genotyp 13/15 7/10 XX 8.3/13 15/- 20/21 27/-
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Do 3750 (Femur links)

Extrakt PCR  DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXSI101
1 7 n.d. n.d. X/- 14 n.d. 20 n.d.

0 10 n.d. n.d. X/- 12/14 n.d. - n.d.
XXVI 43 15/16 6/9 X 12 ((15))/19 20/22 18/25/(26)
0 9 n.d. n.d. X/- 12/14 n.d. 20 n.d.

o 46 15/16 9 X 12/(14) 15/19 - 18/25
0 48 16 9 X 12/14 15/19 19/20/22 18/25
0 64 11 - - 12/14 15/19 20/22 18/25
EZ13 54 - - - - - 20 -
Genotyp 15/16 9/- XX 12/14 15/19 20/22 18725
Do 3756 (Femur links)
Extrakt PCR  DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXSI101
1 8 n.d. n.d. X/- 8.3/14 n.d. 20/22 n.d.
5 9 n.d. n.d. X 8.3/14 n.d. 20/22 n.d.
5 12 n.d. n.d. X/- 8.3/14 n.d. 20/22 n.d.
5 43 11/15 10/11 X 8.3/14 19/20 20/22 18/24
* 12 n.d. n.d. - 8.3 n.d. 20/22 n.d.
< 43 (14)/15 10/11 X 8.3 18 20 -
XXVII 46 11/15 10 X 8.3/14 15/19 - 18/24
XXVII 48 11 - X 8.3/14 20 20 18
1v2 46 (11) 10/11 X 8.3 - - 18/24
TS IV2 48 - 10 XY 8.3 20 - 27
EZ13 55a - - - - - 16 -
EZ13  55b 11 . = . (15) = =
Genotyp 11/15 10/11 XX 8.3/14 1920 20/22 18/24
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Do R1 (Maxilla, Zahn)

Extrakt ~ PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101
3a 10 n.d. n.d. X/- 11/12 n.d. (19)/20 n.d.
3b 10 n.d. n.d. X/- 11/12 n.d. (19)/20 n.d.

3 12 n.d. n.d. - - nd.  (19/20)24  nd.
la 12 n.d. n.d. X/- 11/12 n.d. 19 n.d.
1b 12 n.d. n.d. X/- 11/12 n.d. (19)/20 n.d.
1 43 13 9/10 X 11/12 15/20 20 20/25
1 45 13/16 10 X 11/12 20 20/22 20
3 43 13/16 9/10 X 11/12 15/20 20 20/25
3 64 13/16 9/10 - 11/12 15/20 20 20/25
EZ13 54 13/16 10 X 11/12 15/20 20 20/25
Genotyp 13/16 9/10 XX 11/12 15/20 20/(20) 20/25
Gs 84 (Femur links)

Extrakt  PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

iv 64 - 9 Y 11 - 20 23
i 64 - 9 - 11 15 20 23
ii 64 13 9 - 11 15 20 23
iii 64 - 9 - 11 15 20 23

EZ1 47A 13 9 X 11 15 20 23

EZ1 47B 13 9 XY - 15 - -

EZ17 62 13 - X) - 15 20 26

Genotyp 13 9 XY 11 15 20 23
Gs 97 (Femur links)

Extrakt PCR DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101
EZ1 47A 13 9 XY 11 15 20 23
EZ1 47B 13 9 XY 11 15 - -

EZIRP 59a 13 9 XY 11 15 - 23

EZ1RP 59b 13 9 Y - - 20 -

EZIRPPh  59a 13 9 XY 11 15 20 -

EZ1RPPh  59b 13 9 XY 11 15 20 23

EZITC 59a 13 9 XY 11 15 20 -

EZ1TC 59b 13 9 XY 11 15 20 23

EZITCPh 59a 13 9 XY 11 15 - -

EZITCPh 59b 13 9 XY 11 15 20 23
EZ1 48a 13 ) XY 11 15 20 21/23
EZ1 48b 13/(18) 9 XY 11 15 20/22 23

Genotyp 13 9 XY 11 15 20 23
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Do Gs 76 (Femur links)
Extrakt PCR  DXS7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

EZ1 4TA 1417 719 X 11/12 16/18 21 16/24
EZ1 47B (1417 9 X 11/12 16 21 24
EZ1 48a 14/17 7 X 11/12 16/18 21 16/24
EZ1 48b 14/17 7 X 11/12 16/18 21 16/24
RP 59a 14/17 - X - 18 - 16/24
RPPh 59 14/17 9 X 12 16 20 -
RP 59b 14 7 X 11/13 16 - 24
RPPh 5% 14/17 - (XY) 11/12 - 21 (26)
IFeExtr. 48 14 - X 8.3/11 16/18 2122 (16)/19/24/25
Genotyp 14/17 719 XX 11/12 16/18 21/- 16/24

12.2.2 MC1R-Typisierungsergebnisse fiur archaologische
Proben

Tab. 53 Typisierungsergebnisse fiir phianotypenassoziierte Marker flir die untersuchten
Individuen der Lichtensteinhdhle, Goslar/Hinter den Briidern und Enger

Do 26 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84 Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
7 143 - - - - 1 1 1 1
v 143 - - - - 1 1 1 1
Genotyp - - - - 111 11 11 11

ASIP: Agouti signal protein, 160-294: untersuchte Codonpositionen (vgl. Kaptitel 6.1.1, Tab.
44). 1: Wildtypallel, 2: mutiertes Allel, - : kein Typisierungsergebnis

Do 35 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp

2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
2 143 n.d. n.d n.d n.d - - 1 1
2 114 1 1 1 1 - = - -
2 143b n.d n.d n.d n.d 1 - 1 1
Genotyp /1) (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) - 11 1/1

n.d. : nicht untersucht
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Do 58.3 (Femur links)

Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ15TC 129a 1 172 1 1 1 1 1 1
EZ15TC 129b 1 - - 172 1 1 1 -
EZ15TC 128 1 - - - 1 - - -
Genotyp 111 () asn) ) asn) /1) asn) an)
Do 902 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
8 110 1 1 172 1 1 1 172 1
8 114 1 1 172 - 1 1 1/2 1
6 114 1 1 1 1 1 1 12 1
MEX 133 1 1 1 1 1 1 1/2 1
EZ18 126 1 1 1 1 1 1 172 1
Genotyp 171 11 1/(2) 11 11 11 172 171
Do 1076 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
7 143 n.d. n.d n.d n.d n.d 1 - 1
3 143 n.d n.d n.d n.d n.d 1 1 1
7 144b n.d n.d n.d n.d n.d - - 1
3 144 - 1 1 - - - - 1
Genotyp - an ) - - an ) 11
Do 1103 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
2 143 1 1 1 1 1 1 1 1
EZ1Testl 143 - 1 1 1 1 1 1 1
2 144 12 172 1 1 1 1 1 1
EZ1Testl 144 n.d. n.d. n.d. n.d. 1 1 1 1
Genotyp (1/2) 1/(2) 111 111 111 11 111 11
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Do 1247 (Mandibula, Zahn)

Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
XXVII 143 n.d. n.d. n.d. n.d. - - - 1
XXVIIT 114 1 1 1 1 1 1 1 1
XXX 114 1 1 12 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
Genotyp 11 111 1/(2) 111 (1/1) (1/1) (€VA)) 11
Do 1500 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
8 108 n.d. n.d. n.d. n.d. 1 1 1 1
EZ1.3 135 1 - - - - - - 1
3 143 1/2 1 1 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
1 143 1 1 1 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
1 144b n.d. n.d. n.d. n.d. 1 1 1 1
3 144b n.d. n.d. n.d. n.d. - 1 - -
8 145a 1 1 1 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
Genotyp 11 11 1/1 11 11 11 1/1 1/1
Do 1585 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
8 143 1 - - - n.d.. n.d. n.d. n.d.
5 143 1 - - - 1 1 1 1
Genotyp 11 - - - s an a1 an
Do 1911 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ1.3 130 1 1 1 12 1 1 1 -
MEX 133 1 1 1 172 1 1 1 1
EZ1.3 135 1 1 1 172 1 1 1 1
Genotyp 11 11 1/1 1/2 11 11 1/1 1/1
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Do 2030 (Femur links)

Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ131 108 - 1 1 1 1 1 1 1
EZ13 11 108 n.d. n.d. n.d. n.d. 1 1 1 1
EZ1.711 143 1 1 1 2 1 1 1 1
EZ1.71 143 1 1 1 1 1 1 1 1
EZ1.711 143 1 1 1 1 1 1 - 1
Genotyp 11 11 11 11 11 11 11 1/1
Do 2388 (Mandibula, Zahn)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84 Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
0 143 (172) 1 1 1 1 1 1 1
1 143 172 1 1 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
o 144b n.d. n.d. n.d. n.d. 1 1 1 1
1 144b n.d. n.d. n.d. n.d. 1 1 1 1
Genotyp 1/(2) 11 11 11 11 11 11 11
Do 2589 (Mandibula, Zahn)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84 Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
8 108 1/2 1 1 1 1 1 1 1
8 111 172 1 1 - 1 1 1 1
8 114 172 1 1 1 1 1 1 -
EZ1.8 129 - 1 - 1 1 1 - -
EZ1.8 135 1/2 1 1 1 1 1 1 1
EZ1.9 143 n.d. n.d. n.d n.d 1 1 1 1
EZ1.04 143 n.d. n.d. n.d n.d 1 1 1 1
EZ1.04 144 172 1 1 1 1 1 1 1
Genotyp 12 11 11 11 1/1 11 1/1 11
Do 3742 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ1.3 108 - 1 1 1 1 1 12 1
EZ1.3 111 1 1 1 1 1 1 1/2 1
EZ1Test 135 - - - 1 1 - 2 1
EZ1 143 n.d. n.d. n.d. n.d. 1 - 2 1
Genotyp 1/1) a1 /1) 11 11 s 2 11
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Do 3756 (Femur links)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
XXVII 143 - 1 1 1 1 1 1 1
Genotyp - (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) 1/1)
Do R1 (Mandibula, Zahn)
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
3 130 1 1 1 1 1 1 1 -
3 133b 1 - - - 1 - 1 1
1 144b n.d. n.d. n.d. n.d. 1 1 - 1
3 144b n.d. n.d. n.d. n.d. 1 1 - 1
1 143 1 1 1 1 1 1 1 1
3 143 1 1 1 1 1 1 1 1
1 145a 1 1 1 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
3 145a 1 - - 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
Genotyp 11 11 11 11 11 11 11 11
Gs 58
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84 Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ1 11 1 1 1 1 1 1 12 1
Genotyp /1) (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) 1/2) 1/1)
Gs 76
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ1.3 110 1 1 1 1 1 1 1 1
EZ1.5RP 128 1 1 1 1 1 1 1 1
EZ1.5RP 129 1 - - 1 1 1 1 1
Genotyp 171 11 11 11 11 11 11 171
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Gs 84
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
DCH4 123 172 - - - 1 - 1 1
EZ1.7 126 172 1 - - n.d. n.d. n.d. n.d.
EZ1 111 1 1 1 1 1 1 1 1
DCH4 134 1 1 1 1 1 1 1 1
Genotyp 1/2 11 11 11 11 11 11 11
Gs 97
Extrakt PCR  4SIP  Argl160 Argl5l Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ1 124 12 1 1 172 1 1 1 1
EZ15RP 124 172 - - 172 1 1 1 1
EZ15RPPh 128 172 1 1 12 1 1 1 1
EZ15RPPh  129a 172 1 1 172 1 1 1 1
EZ15RPPh  128b 1/2 1 1 1/2 1 1 1 1
Genotyp 12 11 11 1/2 11 11 11 171
EN 388
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84 Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ1.3 108 1/2 172 12 1 1 1 1 1
EZ1.3 110 172 172 1/2 1 1 1 1 1
Mex 118 172 172 172 1 1 1 1 1
Mex7 148 172 1/12 12 1 1 1 1 1
Genotyp 12 12 12 11 11 11 11 11
EN 452
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ1.3 108 1 1 1 1 1 1 1 1
EZ1.3 110 1 1 1 1 1 1 1 1
II 135 1 1 1 1 1 1 1 1
Genotyp 11 111 1/1 111 1/1 111 11 11
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EN 447
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
K1 Mex7 148 172 1 1 1 1 1 1 1
Z Mex7 148 172 1 1 1 12 1 1 1
Genotyp 12 11 11 11 1/(2) 11 11 11
EN 462
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84 Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
EZ1.3 108 1 1 1 1 1 1 1 1
II 135 1 1 1 1 1 1 1 1
Z1 81 1 1 1 1 1 1 1 1
Z1 Mex7 148 1 1 1 1 1 1 1 1
72 Mex7 148 1 1 172 1 1 1 1 1
Genotyp 11 11 11 11 1/1 11 11 1/1
EN 463
Extrakt PCR ASIP Arg 160  Arg 151 Val 60 Asp 84  Arg 142 Val 92 Asp
2.8818 Trp Cys Leu Glu His Met 294His
Z1 81 1 1 1 1 1 1 1 1
K1 Mex7 148 1 1 1 1 1 1 1 1
K2 Mex7 148 1 1 1 1 1 1 1 1
Genotyp 1/1 11 11 11 11 11 11 1/1
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12.2.3 MC1R-Typisierungsergebnisse fur rezente Proben

Tab. 54 Untersuchte Individuen zur Berechnung von Genotyp-Phénotyp-Korrelationen
(vgl. Kap. 6), ihre phénotypischen Charakteristika und Typisiserungsergebnisse
fiir die phénotypenassoziierten SNPs Val60Leu, Asp84Glu, Val92Met,
Argl51Cys, Argl60Trp, Argl42His, Asp294His, ASIPg. 8818.

Probe Anthro Haarf Augen Licht- ASIP Arg160 Arg151 Val60 Asp 84 Arg142 Val92 Asp 294
typ ¢.8818 Trp Cys Leu Glu His Met His

BH 1 3 4 3 12 11 11 11 11 11 12 11
EG 1 3 4 3 11 11 11 11 11 11 11 11
PS 1 3 4 2 11 11 11 11 11 11 11 11
R4 1 3 4 3 11 11 11 11 11 11 11 11
HS 1 3 4 2 11 12 11 11 11 11 11 11
JK 1 3 4 2 11 11 11 11 11 11 11 11
RW 1 3 1 2 11 11 11 11 11 11 11 12
CH 1 3 2 3 11 11 11 11 11 11 11 11
NS 1 3 2 2 11 11 11 11 11 11 11 11
140 1 3 4 3 12 11 11 11 11 11 12 11
142 1 3 1 2 11 11 11 n.d. 11 11 11 11
184 1 3 2 3 11 12 12 11 11 11 11 11
1618 1 3 2 3 11 11 11 11 11 11 11 11
2702 1 3 4 3 11 11 11 n.d. 11 11 11 11
2816 1 3 2 2 11 12 11 11 11 11 11 11
2832 1 3 2 2 11 11 11 11 11 11 11 11
2833 1 3 1 2 12 11 11 11 11 11 12 11
2834 1 3 1 3 11 11 11 n.d. 11 11 12 11
2894 1 3 2 2 22 11 11 11 11 11 11 11
2895 1 3 4 3 12 12 11 11 11 11 11 11
2896 1 3 2 3 11 11 11 11 11 11 11 11
2930 1 3 2 2 12 11 11 n.d. 11 11 11 11
2931 1 3 2 3 11 11 11 n.d. 11 11 11 11
2932 1 3 1 2 11 12 12 n.d. 11 11 11 11
2933 1 3 2 3 12 11 11 n.d. 11 11 11 11
2934 1 3 1 3 11 12 11 n.d. 11 11 11 11
2935 1 3 2 3 11 11 11 11 11 11 11 11
2936 1 3 2 2 12 11 11 12 11 11 11 11
3715 1 3 4 2 11 11 11 11 12 11 11 11
3716 1 3 4 2 12 11 12 11 11 11 12 11
3867 1 3 4 3 11 11 11 11 11 11 11 11
3737 1 3 1 2 11 11 11 11 11 11 11 11

3742 1 3 4 3 11 11 11 11 11 11 11 11
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Probe Anthro Haarf Augen Licht- ASIP Arg160 Arg151 Val60 Asp 84 Arg142 Val92 Asp 294
typ g¢.8818 Trp Cys Leu Glu His Met His

3880 1 3 4 2 11 11 11 12 11 11 12 11
3759 1 3 1 2 11 11 11 12 11 11 11 11
3760 1 3 2 2 11 11 11 11 11 11 11 11
3828 1 4 4 3 11 11 11 12 11 11 11 11
3765 1 3 2 3 11 11 11 11 11 11 11 11
3819 1 3 4 3 11 11 11 11 11 11 12 11
3812 1 3 4 3 11 11 11 11 11 11 11 11
3791 1 3 1 2 12 11 11 11 11 11 12 11
3792 1 3 1 3 11 11 11 11 11 11 11 11
3801 1 4 2 2 11 11 12 11 11 11 11 11
3830 1 3 1 3 11 11 11 11 11 11 11 11
3714 0 3 2 2 n.d. 11 11 12 11 11 11 11
3722 0 3 1 2 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3736 0 3 4 3 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3740 0 3 1 2 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3741 0 3 2 3 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3744 0 3 2 2 n.d. 11 12 11 11 11 11 11
3753 0 3 1 2 n.d. 12 11 11 11 11 11 11
3756 0 3 1 3 n.d. 11 11 12 11 11 11 11
3758 0 3 4 2 n.d. 11 11 11 11 12 11 11
3766 0 3 4 3 n.d. 11 11 12 11 11 11 11
3821 0 3 1 2 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3769 0 3 1 3 n.d. 11 11 12 11 11 11 11
3771 0 3 4 3 n.d. 12 11 11 11 11 11 11
3775 0 3 2 2 n.d. 12 11 11 11 11 11 11
3781 0 3 1 2 n.d. 11 11 12 11 11 11 11
3782 0 3 2 2 n.d. 11 11 12 11 11 11 11
3790 0 3 4 3 n.d. 11 12 11 11 11 11 11
3793 0 3 4 3 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3794 0 3 4 3 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3807 0 3 2 3 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3808 0 3 4 3 n.d. 12 11 11 11 11 11 11
3809 0 3 1 3 n.d. 11 11 11 11 11 12 11
3814 0 3 2 2 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3816 0 3 2 2 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3817 0 3 1 2 n.d. 12 11 11 11 11 11 11
3820 0 3 2 2 n.d. 11 11 11 11 11 11 12

3826 0 3 4 3 n.d. 12 11 11 11 11 11 11
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Probe Anthro Haarf Augen Licht- ASIP Arg160 Arg151 Val60 Asp 84 Arg142 Val92 Asp 294
typ g¢.8818 Trp Cys Leu Glu His Met His

3827 0 3 1 3 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3859 0 3 2 3 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3870 0 3 4 3 n.d. 11 11 11 11 11 12 11
3873 0 3 4 3 n.d. 11 11 12 11 11 11 11
3786 0 4 4 2 n.d. 11 11 11 11 11 11 11
3803 0 3 4 3 n.d. 11 11 12 11 11 11 11
R2 1 1 1 1 11 11 12 11 11 11 11 11
R7 1 1 1 1 11 12 12 11 11 11 11 11
RS 1 1 1 1 11 12 11 11 11 11 11 11
R1 1 1 1 1 11 11 12 11 12 11 11 11
R6 1 1 1 1 12 11 12 11 11 11 11 12
R3 1 1 1 1 11 12 11 11 11 11 11 11
RS 1 1 1 1 11 11 12 11 11 11 11 12
RY 1 1 1 1 11 12 11 11 11 11 11 11
25 1 1 4 2 11 11 11 11 11 11 11 11
26 1 1 2 2 11 11 11 11 11 11 12 11
27 1 1 1 3 11 11 11 12 11 12 11 11
28 1 1 4 3 11 11 11 12 11 11 12 11
3881 1 1 4 2 11 12 12 11 11 11 11 11
3743 1 1 2 2 11 12 11 11 11 11 11 11
3717 1 1 1 1 12 12 12 11 11 11 11 11
3739 1 1 1 1 12 11 12 11 11 11 11 11
3755 1 1 4 2 11 12 11 11 11 11 11 11
3761 1 1 1 2 11 11 12 11 11 11 11
3774 1 1 2 2 11 12 12 11 11 11 11 11
3789 1 1 2 1 11 12 11 11 11 11 11 11
3796 1 1 2 1 11 12 11 11 11 11 11 11
3831 1 1 2 1 11 11 12 11 11 12 11 11
3872 0 1 2 2 11 11 12 11 11 11 11
STS 1 2 2 II 11 12 11 11 11 11 11 11
AJ 1 2 2 II 11 11 12 11 11 11 12 11
Sw 1 2 2 II 12 11 11 11 11 11 12 11
SH 1 2 2 1T 11 11 11 11 11 11 11 11
DS 1 2 2 II 11 11 11 11 11 11 11 11
IB 1 2 2 1T 12 11 12 12 11 11 11 11
29 1 2 2 2 11 11 11 11 11 11 12 11
32 1 2 2 2 11 11 11 11 11 11 12 11

34 1 2 2 3 11 11 11 11 11 11 11 11
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Probe Anthro Haarf Augen Licht- ASIP Arg160 Arg151 Val60 Asp 84 Arg142 Val92 Asp 294
typ g.8818 Trp Cys Leu Glu His Met His

39 1 2 1 1 11 12 12 11 11 11 11 11
40 1 2 1 2 11 11 11 11 11 11 11 11
41 1 2 4 2 12 12 11 11 11 11 11 11
42 1 2 1 3 11 12 11 11 11 11 11 11
56 1 2 1 2 11 11 11 11 11 11 11 11
58 1 2 4 3 11 11 11 11 11 11 11 11
60 1 2 2 2 11 11 12 11 11 11 12 11
63 1 2 2 3 11 11 11 11 11 11 11 11
920 1 2 1 3 11 11 11 11 11 11 12 11
92 1 2 2 2 12 11 11 11 11 11 12 11
93 1 2 2 3 12 11 11 11 11 11 12 11
94 1 2 2 2 11 11 12 11 11 11 11 11
95 1 2 1 2 11 11 11 12 11 11 12 11
96 1 2 1 2 11 11 11 11 11 12 11 11
929 1 2 2 3 11 11 11 11 11 11 12 11
100 1 2 2 3 11 11 11 11 11 11 12 11
113 1 2 2 3 11 11 11 11 11 11 11 11
118 1 2 4 3 12 11 11 11 11 11 11 11
132 1 2 2 2 12 11 12 11 11 11 11 11
3810 1 2 4 3 12 11 11 11 11 11 11 11
3798 1 2 2 2 11 11 11 11 11 11 11 11
3785 1 2 1 2 11 11 11 11 11 11 11 11
3768 1 2 2 3 11 11 11 11 11 11 11 11
3829 1 2 2 2 11 11 11 11 11 11 12 11
3806 1 2 2 3 11 11 11 12 11 11 11 11
3832 1 2 2 2 11 11 12 11 11 11 11 11
3865 1 2 2 2 12 11 11 11 11 11 11 11
3866 1 2 4 3 12 11 11 11 11 11 12 11
3764 1 2 2 3 12 11 11 12 11 11 11 11
3879 1 2 1 2 11 11 12 11 11 11 11 11
3718 1 2 1 3 11 11 11 12 11 11 12 11
3797 0 2 2 3 n.d. 11 11 11 11 11 12 11
3719 0 2 4 3 n.d 12 11 11 11 11 12 11
3738 0 2 1 2 n.d 11 11 11 11 11 12 11
3745 0 2 2 3 n.d 11 11 12 11 11 11 11
3754 0 2 2 3 n.d 11 11 12 11 11 11 11
3757 0 2 1 2 n.d 11 11 11 11 11 11 11

3776 0 2 2 2 n.d 12 11 11 11 11 11 11
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Probe Anthro Haarf Augen Licht- ASIP Arg160 Arg151 Val60 Asp84 Arg142 Val92 Asp 294
typ g.8818 Trp Cys Leu Glu His Met His
3780 0 2 2 2 n.d 11 12 11 11 11 11 11
3783 0 2 2 3 n.d 11 11 11 11 11 11 11
3784 0 2 2 3 n.d 11 11 11 11 11 11 11
3788 0 2 1 2 n.d 12 11 11 11 11 11 11
3799 0 2 1 3 n.d 11 11 12 11 11 11 11
3800 0 2 2 2 n.d 11 11 11 11 11 12 11
3802 0 2 2 2 n.d 11 11 12 11 11 11 11
3804 0 2 2 2 n.d 11 12 11 11 11 11 11
3811 0 2 4 2 n.d 11 11 12 11 11 11 11
3813 0 2 2 2 n.d 11 11 12 11 11 11 11
3815 0 2 2 3 n.d 11 11 11 11 11 11 11
3818 0 2 2 2 n.d 11 12 11 11 11 11 11
3825 0 2 1 2 n.d 12 11 11 11 11 11 11
3852 0 2 2 2 n.d 11 12 11 11 11 11 11

Anthro: Im Institut fiir Zoologie und Anthropologie, Abteilung Historische Anthropologie und
Humandokologie Gottingen, typisiert;, 1: ja, 0: nein (nur Abteilung fiir Dermatologie). Haarf:
Haarfarbe; 1: rot, 2: blond, 3: braun, 4: schwarz. Augen: Augenfarbe; 1: griin, 2: blau, 4: braun.
Lichttyp: Hauttyp klassifiziert nach Fitzpatrick-Skala: I: bei UV-Einwirkung immer Sonnen-
brand, keine Braunung, II: immer Sonnenbrand, braunt leicht nach einmaliger und mehrmali-
ger UV-Exposition, III: selten Sonnenbrand, gute Braunung, IV: kein Sonnenbrand, tiefe Briu-
nung. Typisierung der untersuchten Loci: 1: Wildtypallel, 2: mutiertes Allel
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Tab. 55

6.1.4) fiir Loci des MCIR-Gens (30 Individuen) und der AS/P UTR (10 Individuen).

Mit zwei verschiedenen Methoden erhaltene Typisierungsergebnisse (vgl. Kapitel

Probe ASIP Arg 160 Arg 151 Val 60 Asp 84 Arg 142 Asp 294 Val 92

2.8818 Trp Leu His His

Seq SBE Seq BE Seq SBE Seq SBE Seq SBE Seq SBE Seq SBE Seq SBE
3715 - - 11 11 11 11 11 11 12 12 11 11 11 11 11 11
3716 2 12 11 11 12 12 11 11 11 1t 1 11 11 11 12 12
3718 - - 11 11 11 11 12 12 11 11 11 11 11 11 12 12
3737 11t 11 1r 1t 1r 1r 1 1 1 11 11 11 11 11 11
3742 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
3743 - - 22 22 11 111 11 1 11 11 1r 11 11 11 11
3759 11 11 111 11 112 12 1 11 11 1r 111 11 11
3760 - - 11 11 11 111 11 1 11 11 1r 1111 11 11
3764 - - 1 11 11 112 12 1 11 11 1 111 11 11
3765 - - 11 11 11 111 11 1 11 11 1r 11 11 11 11
3768 - - 11 11 11 o111 111 11111 11 11
3785 - - 11 11 11 111 11 1 11 11 1r 1111 11 11
3791 - - 1 11 11 11 1 111 11111 12 12
3792 - - 11 11 11 111 11 1 11 11 1r 1111 11 11
3798 - - 1 11 11 o111 11111111 11 11
3801 - - i1 12 12 11 11 1r 11 11 1r 11 11 11 11
3806 - - 1 11 11 112 12 1 11 11 1 111 11 11
3810 - - 11 11 11 111 11 1 11 11 1r 11 11 11 11
3812 - - 1 11 11 o111 111111111 11 11
3819 - - 11 11 11 111 11 1 11 11 1r 1111 12 12
3828 - - 1 11 11 112 12 1 11 11 1r 111 11 11
3829 - - 11 11 11 111 11 1 11 11 1r 1111 12 12
3830 - - 1 11 11 o111 11111111 11 11
3832 - - i1 12 12 11 11 1r 11 11 1r 11 11 11 11
3865 - - 1 11 11 o111 11111111 11 11
3866 - - 11 11 11 i 11 11 1 11 11 1r 11 11 12 12
3867 11 11 111 11 o111 11111111 11 11
3879 - - i1 12 12 11 11 1r 11 11 11 11 11 11 11
3880 - - 11 11 11 12 12 1 11 1 1 1111 12 12
3881 - - 12 12 12 12 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
1618 12 12 - - - - - - - - - - - - - -
2816 12 12 - - - - - - - - - - - - - -
2894 22 22 - - - - - - - - - - - - - -
2936 12 12 - - - - - - - - - - - - - -
2937 22 22 - - - - - - - - - - - - - -

Seq: Ergebnis aus Direktsequenzierung, SBE: Ergebnis aus Single Base Extension, 1:

Wildtypallel, 2: mutiertes Allel
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12.3 Allelleiter fiir X-STR-Multiplex

Fir die Bestimmung der Allele der X-chromosomalen STRs sowie des
Amelogenins wurde fiir jedes System eine Allelleiter angefertigt, um eine auf
Langenberechnung der Fragmente basierende Allelbestimmung, bei der
Laufunterschiede zwischen Gelen (z.B. Ziegle et al. 1992, Kimpton et al. 1993)
zu Ungenauigkeiten fithren, zu vermeiden. Bei einer Allelleiter handelt es sich
um einen Vergleichsstandard, in dem mdglichst viele der bekannten Allele fiir
das betreffende System enthalten sind (flir eine Population vergleichbaren
biogeographischen Ursprungs und damit dhnlicher Allelreprisentanz wie der
untersuchten). Die Kalibrierung erfolgte durch die Festlegung eines
Referenzallels nach Typisierung der DNA der Zellinie K562, fiir welche die
Allelauspragung fiir die untersuchten Systeme bekannt war (Edelmann J.,
Hering S., personliche Kommunikation). Zur Erstellung der Allelleitern
wurden einzeln generierte PCR-Produkte mehrerer Individuen bekannten
Genotyps gepoolt. Die fiir die Allelteiter verwendeten Systeme einzelner

Individuen sowie die

Tab. 56 Typisierungsergebnisse fiir X-chromosomale Marker fiir rezente Proben

Probe DXS 7424 GATA172D05 Amelo DXS9898 DXS6800 DXS6789 DXS101

K562 17 11* X/? 12 20 21 24

SH 13/15 7/10%* XX 8.3/13 18/18* 20/22%* 19/26%*

DS 15/17 5/11 XX 11/13 15/15 20/21 24/30%*

HS 15/17* 5/9* XX 12/13* 15/18 21/21 18/25%*

BK 14 5/9 XX 8.3/11% 15/18 20 25/26*

RS 14/16* 5/10 XX 8.3/12 15/19* 15/21%* 21/27*

NS 15/16 7/9 XX 11/12 15/15 22 27/28*

STS 13* 5 XY* 8.3 20%* 20 27

BH 17 7 XY 83 15 21 24

FS 17 10 XY 11 15 21 19

EA 16/16 7/9 XX 8.3/11 18/20 16 18/27

UB 13/16 7/9 XX 11/11 18/18 21/22 27/27

gednapD - - - 14 - - -

Allele in 13/14/15/1 5/7/9/10/11 XY 8.3/11/12/ 15/18/19/20 15/20/21/ 18/19/21/2

Leiter 6/17 13/14 22 4/25/26/27/
28/30

* zum Erstellen der Allelleiter verwendete Systeme, ?: nicht bekannt (vgl. Kapitel 4.1)
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Fiir die Allelleiter wurden Systeme verschiedener Individuen (in der Tabelle
mit * markiert) singleplex amplifiziert. AnschlieBend wurden 0,5 pl des
Produktes auf ein PAGE-Gel aufgetragen und die Fluoreszenzeinheiten (FU)
der Peaks protokolliert. Die Berechnung der zusammenzugebenden PCR-
Produktmengen wurde snach der empirisch gefundenen Formel (1000/FU)*5
[ul] durchgefiihrt. Die unterschiedlich fluoreszenzgelabelten Systeme (blau,
griin, gelb) wurden im Verhiltnis 1: 3: 4 vermischt, da sie verschieden sensitiv

detektiert werden.



12 Anhang e Einheiten und Abklrzungen 222

12.4Einheiten und Abkiirzungen

% Prozent

® Copyright

™ eingetragene Marke

Abb. Abbildung

Abk. Abkiirzung

A.D. anno Domini, nach Christus
aDNA ancient DNA

APS Ammoniumpersulfat

bp Basenpaare

bidest bidestillata, zweifach destilliert
bzw. beziehungsweise

ca. circa

C.1.95% 95%iges Konfidenzintervall
cm Zentimeter

cM Zentimorgan, Rekombinationsdistanz
cR Zentiray, physische Distanz
DNA engl. deoxyribonucleic acid
dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytidintriphosphat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
d.h. das heif3t

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
dTTP Desoxythymidintriphosphat
ed(s) engl. editor(s), Herausgeber
EDTA Ethylendiamintetraacetat
engl. englisch

et al. et alii, und weitere

evtl. eventuell

6-Fam 6-Carbofluorescein

g Gramm

ggf. gegebenenfalls

h Stunde
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Hex
i.d.R.
Jhd.(s).
Kap.
kb

mA
MgCl,
min

ml

mM
mtDNA

n.d.
nm
PAGE
PCR
pH

pmol
RFLP
ROX
RT

s

s.

S.

STR
s/w

Tab.
Tag-Polymerase
TBE
TEMED
Tris

U

6-Carboxyl-2’,4°,7° ,4,7-Hexachlorofluorescein
in der Regel

Jahrhundert(s)

Kapitel

Kilobase

molar, mol/l

Milliampére, 10> A

Magnesiumchlorid

Minute(n)

Milliliter, 10”1

millimolar, mmol/l

mitochondriale DNA

Mikroliter, 10 1

non determinandum, nicht zu bestimmen
Nanometer, 10°m
Polyacrylamidgelelektrophorese

engl. polymerase chain reaction

potentia hydrogenii, Protonenaktivititsexponent
picomolar, pmol/l

picomol, 10"%1
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
6-Carboxylrhodamin
Raumtemperatur

Sekunde

siche

Seite

engl. short tandem repeat
schwarz/weil}

Tabelle

Poymerase aus Thermus aquaticus
Trsi-Borat-EDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tri[hydroxymethylJaminomethan
Unit, Einheit fiir Enzymaktivitét

U/min Umdrehungen pro Minute



12 Anhang e Einheiten und Abklrzungen

224

Uv

v. Chr.
vgl.
w/v

z.B.

ultraviolett

Volt

vor Christi Geburt

vergleiche

engl. weight per volume, Gewicht pro Volumen

zum Beispiel
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12.5Verwendete Gerate und Chemikalien

Geriite:
DNA-Extraktor GenePure™ Typ 341A, Applied Biosystems
DNA-Extraktor EZ1, Qiagen

DNA-Sequencer Modell 373 stretch mit Genescan Collection Software 672,
Applied Biosystems

DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler® Gradient, Eppendorf
DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler® Personal, Eppendorf

Dremel®Multi™Handbohrer 395 mit 3,2 mm Hochgeschwindigkeitsfraser-
Aufsatz

Elektrophoresekammer Horizon™ 1060BD (5 x 8 cm), Gibco BRL
Elektrophoresekammer Horizon™ 1060BD (11 x 14 cm), Gibco BRL
Glaskapillaren, 310 Capillaries 47-cm x 50 um 5/pkg, Applied Biosystems
Kugelschwingmiihle Typ MM2 mit Zirkonium-Mahlbechern, Retsch
Magnetriihrer [kamag®RET, Ikamag®Rh, Janke und Kunkel Ika-Werk
Polaroid™-Film, ISO 3000°, Typ 667, Polaroid

Polaroid™-Kamera MP4 Land Camera, Polaroid™ mit Orange Filter Typ 15
fiir Ethidiumbromidfarbung, Polaroid

Matrixdrucker iDP-560RS, Secoman

Prizisionswaage excellence Typ E 1200s, Sartorius

Prazisionswaage research, Sartorius

Quadra 650, Apple Computer Inc.

Rotator (Eigenbau), 15 U/min

Schiittelapparat Typ 3011, GFL

Stromversorgung Power Supply Typ P25, 400 V/1000 mA, Biometra
Stromversorgung Electrophoresis Power Supply Typ ST504, Gibco BRL
Stromversorgung Electrophoresis Power Supply Typ ST606, Gibco BRL
Thermomixer Typ 5437, Eppendorf

Thermostat Typ 5320, Eppendorf

Transilluminator Typ IL-350K, 254 nm, Bachofer

Trockenschrank, Memmert

UV-Handlampen Typ UVK-12, 254 nm, Neolab
UV-Spektralphotometer Typ S.750, Secoman

UV-Spektralphotometer Typ DU 500, Beckmann
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variable Mikroliterpipetten Typ Reference® 4810, Satz 0,5-10 pl, 10-100 pl,
100-1000 pl

Wasser-Destilliergerdt Typ Muldestar, Wagner & Munz
Zentrifuge miniSpin, Eppendorf

Zentrifuge Typ 5402, Eppendorf

Zentrifuge Typ 5415C, Eppendorf

Zentrifuge Typ 5415R, Eppendorf

Chemikalien:

1 kb DNA-Leiter (Molekulargewichts-Langenstandard), Life Technologies
2 x Lyse-Puffer, DNA purification grade, Applied Biosystems
310 10X Buffer with EDTA, Applied Biosystems

310 POP-6™ Polymer, Applied Biosystems

Acrylamid / Bisacrylamid 29:1, 40% (w/v), Amresco®
Agarose Ultra Qualitdt, Roth

Alconox (Detergenz), Aldrich

Ammoniumpersulfat, ACS grade, Amreco®

Ampuwa® (steriles Wasser), Fresenius

Aqua bidest, eigene Herstellung

Borséure, p.a., Merck

Bromphenolblau Natriumsalz, p.a., Serva

Chloroform, DNA purification grade, Applied Biosystems
Dextran-Blau, Fluka

EDTA (Ethylendinitrotetraacetat Dinatriumsalz-Dihydrat): Titriplex®III,
Merck

Ethanol absolut, p.a., Abgabestellen der Bundesmonopolverwaltung: Zander-
Gottingen, Nordbrand-Nordhausen (Abfiillung Universititsklinikumsapotheke
Gottingen)

Ethidiumbromid, wéssrige Losung 1% (w/v), 10 mg/ml, Serva
Extran® Typ Ap 13 alkalisch mit Detergenzien, Merck
Formamid, Sigma

Genescan-500™ ROX-Kit (spurinterner Standard, loading buffer), Applied
Biosystems

Glassmilk® Typ Ultra Clean®, 15 Ultra Bind, Bio 101, QBioGene
Harnstoff, Rotiphorese®, Roth
Isopropanol p.a., Merck
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LSV, Langenstandard, Roche

Natriumacetatpuffer, 2 M, pH 4,5, DNA purification grade, Applied
Biosystems

Natriumhydroxyd (s), p.a., Merck

Proteinase K, DNA purification grade, Applied Biosystems

Proteinase K, Qiagen

Roti®-Phenol/Chloroform, Phenol, Chloroform, Isoamylalkohol 25:24:1, Roth
Salzsdure rauchend 37%, Merck

TEMED (Tetramethylethylendiamin), Amresco®

TEMED (Tetramethylethylendiamin), Fluka

Tris, Trizma™ Base, p-a-, Sigma

PCR-Reagenzien und Enzyme

AmpliTaq Gold™ DNA-Polymerase (5U/ul), Perkin Elmer Cetus

Ampuwa®, Fresenius

dATP, dCTP, dGTP, dTTP — Set, Sigma-Aldrich

GeneAmp® 10xPCR Buffer II & MgCl, Solution 25 mM, Perkin Elmer Cetus
Mineralol NUJOL, Perkin Elmer Cetus

12.5.1.1.1 Kits

QIAGEN Multiplex PCR Kit, Qiagen

ABI PRISM SNaPshot™ Multiplex Kit, Applied Biosystems
Wizard ® Genomic DNA Purification Kit, Promega

EZ1 DNA Tissue Kit, Qiagen

QIAquick™ Gel Extraction Kit, Qiagen

MinElute PCR Purification Kit, Qiagen

Einwegmaterialien:

Dental-Diamantsédgeblétter Typ Diaflex-T H 350 220, Horico
Einmaluntersuchungshandschuhe Peha®-safe, Peha®-soft, Hartmann
Eppendorf Reaktionsgefifle (0,5 ml) safe-lock, Eppendorf
Eppendorf Reaktionsgefifle (2,0 ml) safe-lock, Eppendorf
GeneAmp® PCR-Reaktionsgefille (0,5 ml), Perkin Elmer Cetus
Gesichtsmasken: Surgine face mask, Johnson + Johnson

Kimwipes® Prizisionstiicher, Kimberley-Clark
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Kleenex® Tiicher, Kimberley Clark

Tissue Kit fiir Biorobot EZ1, Qiagen

Parafilm® M, American National Can™

Pippettenspitzen: blaue Spitzen 1ml, Sarstedt

Pippettenspitzen: gelbe Spitzen 100ul, Sarstedt

Pippettenspitzen: Standardtips 2,5ml. Eppendorf

Pippettenspitzen: Standardtips 10ul, Eppendorf

Prazipitetten: 13 mm Precipitette™-II Cartridge, Applied Biosystems

Langenstandards:

1 KB Leiter (Groflen in bp)

75 134 154 201 220 298 344 396 506 517 1018

1636 2036 3054 4072 5090 6108 7126 8144 9162 10180 11198

12216

LSV (Groflen in bp)

51 57 64 80 89 123/124 184 192 213 234 267

GS 500 ROX (GrofBien in bp)

35 50 75 100 139 150 160 200 250 300 340
350 400 450 490 500
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