wO 2014/194884 A2 |11 N0F V000 0O 0O A

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges
Eigentum
Internationales Biiro

~.
-~
~

=

\

(43) Internationales
Veroffentlichungsdatum

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer

WO 2014/194884 A2

11. Dezember 2014 (11.12.2014) WIPOIPCT
(51) Internationale Patentklassifikation:
C12Q 1/68 (2006.01)
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE2014/000292
(22) Internationales Anmeldedatum:
10. Juni 2014 (10.06.2014)
(25) Einreichungssprache: Deutsch
(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch
(30) Angaben zur Prioritit:
102013 009 654.5 7. Juni 2013 (07.06.2013) DE
(72) Erfinder; und
(71) Anmelder : OLEK, Klaus [DE/DE]; Trierer Strasse 90,
53115 Bonn (DE).
(72) Erfinder: FORAT, Sophia; An der Ohligsmiihle 31,
53127 Bonn (DE).
(74) Anwalt: SATTLER DE SOUSA E BRITO, Clara;
Patentanwaltskanzlei Liermann-Castell, Willi-Bleicher-Str.
7, 52353 Diiren (DE).
(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir

Jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,
AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW,
BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK,

DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM,
GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, JP, KE, KG, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU,
RW, SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH,
TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA,
M, ZW.

Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiighare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,
GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, SZ,
TZ, UG, ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ,
RU, TJ, TM), europdisches (AL, AT, BE, BG, CH, CY,
CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT,
LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE,
SI, SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Veroffentlicht:

ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu
veroffentlichen nach Erhalt des Berichts (Regel 48 Absatz
2 Buchstabe g)

mit dem Sequenzprotokollteil der Beschreibung (Regel 5
Absatz 2 Buchstabe a)

(54) Title: METHOD FOR LOCATING NUCLEIC ACIDS, NUCLEIC ACIDS, AND COMPLEMENTARY OLIGONUCLEOTIDES FOR
IDENTIFYING BIOLOGICAL MATERIAL, AND METHOD FOR IDENTIFYING BIOLOGICAL MATERIAL AND KIT

(54) Bezeichnung : VERFAHREN ZUM AUFFINDEN VON NUCLEINSAUREN, NUCLEINSAUREN SOWIE DAZU KOMPLEMENTARE
OLIGONUCLEOTIDE ZUR IDENTIFIKATION VON BIOLOGISCHEM MATERIAL, SOWIE VERFAHREN ZUR IDENTIFIKATION VON
BIOLOGISCHEM MATERIAL UND KIT

(57) Abstract: The present invention relates to a method for locating nucleic acids, nucleic acids, and complementary
oligonucleotides for identifying biological material, and to a method for identifying biological material and a kit.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung umfasst ein Verfahren zum Auffinden von Nuleinsdumen, Nucleinsduren sowie
dazu komplementire Oligonucleotide zur Identifikation von biologischem Material, sowie ein Verfahren zur Identifikation von

biol

ogischem Material und einen Kit.



10

15

20

25

30

35

WO 2014/194884 PCT/DE2014/000292

1

Verfahren zum Auffinden von Nucleinsiuren, Nucleinsiuren sowie dazu komplementiire Oligonu-
cleotide zur Identifikation von biologischem Material, sowie Verfahren zur Identifikation von bio-

logischem Material und Kit

Die vorliegende Erfindung umfasst ein Verfahren zum Auffinden von Nucleinsduren, Nucleinsduren so-
wie dazu komplementire Oligonucleotide zur Identifikation von biologischem Material, sowie ein Ver-
fahren zur Identifikation von biologischem Material und einen Kit.

A. Hintergrund der Erfindung

1. Problemaufriss: Zwei Fragen richtet der polizeiliche Ermittler oder die Staatsanwaltschaft an den Be-

arbeiter von biologischen Spuren an einem Tatort: Welch einen genetischen Fingerabdruck ergeben die
Spuren und um welches biologische Material handelt es sich? Der genetische Fingerabdruck ist mittler-
weile eines der wirkungsvollsten Werkzeuge zur Titeridentifizierung. Er wird aus der DNA, die aus dem
Spurenmaterial isoliert wird, gefertigt. DNA ist iiberraschenderweise eine der robustesten biologischen
Substanzen. Auch nach mehreren Jahren Einwirkung von Licht, Wirme und Feuchtigkeit ist sie oft ver-
hiltnismiBig intakt und erlaubt noch das Herstellen eines genetischen Fingerabdrucks. Die Frage nach der
Art des biologischen Materials vor allem bei Gewaltverbrechen stellt sich fast immer bei dem Versuch
den Tathergang zu rekonstruieren. Dabei geht es meistens um die sichere Identifikation von peripherem
Blut, Menstrualblut, Vaginalfliissigkeit, Sperma, Speichel oder Haut. Haufig muss die Gegenwart einer
oder mehrerer dieser Komponenten aus einer Mischung bewerkstelligt werden. Wenn solche Spuren iiber
lingere Zeit den duBeren physikalischen oder mikrobiologischen Einfliissen ausgesetzt waren, ist das
analytische Problem mit den bisher zur Verfiigung stehenden biochemischen Werkzeugen nicht 16sbar.
Das Analysensubstrat bei solchen Fragestellungen sind Proteine oder in der letzten Zeit RNA. Diese Sub-
stanzklassen sind wegen ihrer auBerordentlichen Empfindlichkeit denkbar schlecht geeignet zur Losung
forensischer Probleme. Wihrend die Bedeutung des genetischen Fingerabdrucks immer eindeutig und fast
immer die gleiche ist, kann der erwiinschten Identifikation von Korperfliissigkeiten eine Vielzahl von
konkreten Fragestellungen zugrunde liegen. Selbst der Nachweis von peripherem Blut ist manchmal sehr
schwer zu fithren, wenn das Material verschmutzt ist, lange Zeit im Freien gelegen hat und es sich um
sehr geringe Materialmengen handelt. In den folgenden Abschnitten wird die oft notwendige, in der Art
einer Stufendiagnostik durchgefiihrte Prozedur erldutert. Alle bisher verfiigbaren Methoden kranken an
der einen oder anderen, die Ermittlungen gefihrdenden Stelle. Die meisten Methoden wirken mehr oder
weniger degradierend auf die Spur ein und insbesondere die DNA, die man ja fiir den genetischen Finger-
abdruck nutzen will. Gerade bei Spuren mit wenig Material muss man sich entscheiden auf welche Kor-
perfliissigkeit hin man denn untersuchen will. Die Bluttests unterscheiden in aller Regel nicht zwischen
tierischem und menschlichem Blut. Meist setzt man zunéchst einen nicht besonders spezifischen aber
empfindlichen Test ein und dann einen mdéglichst spezifischen. Eine der gingigsten konventionellen Me-
thoden fiir den Nachweis von Blut ist ein Test mit der Chemolumineszenz Luminol. Der am meisten gra-

vierende Nachteil ist die Beeintrichtigung oder gar der Verlust des Materials fiir die DNA-Analyse. In

BESTATIGUNGSKOPIE



10

15

20

25

30

35

WO 2014/194884 PCT/DE2014/000292

2

den letzten Jahren wurden mehrere Lsungsansitze beschrieben, die mit Hilfe von Multiplex-Assays spe-
zifische mRN A-Spezies in Korperfliissigkeiten nachweisen.

1.1. Prizip der diferentiellen Methylierung: Die vorliegende Erfindung niitzt die differenzielle Methylie-

rung als Werkzeug der Korperfliissigkeitsanalyse. Es ist erwiesen, dass sich Zellen durch ihr Methylie-
rungsmuster voneinander unterscheiden lassen und als Analysensubstrat konnte man die enorm stabile
DNA einsetzen. Zu diesem Zweck wurden zwei genomweite Methylierungsstudien vorgenommen. Dabei
wurden die im forensischen Kontext relevanten Korperfliissigkeiten bzw. Gewebe studiert und entspre-
chende Markersysteme aufgebaut.

Das Phinomen der differenziellen Methylierung ist in idealer Weise fir die Identifizierung und den
Nachweis von Korperflilssigkeiten geeignet, weil das Analysensubstrat die vergleichsweise stabile DNA
1st.

1.2 Die Methylierung der DNA: Im menschlichen Genom ist fast ausschlieBlich das Cytosin in CpG-

Dinukleotiden das Ziel einer Methylierung am 5-Kohlenstoffatom, dabei entsteht 5-Methylcytosin
(CmpG). Der Transfer einer Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) an das 5°-C-Atom des Cyti-
din-Ringes wird von DNA-Methyltransferasen katalysiert.

1.2.1 Grundlagen der DNA-Methylierung beim Menschen: Die Methylierung ist bei Vertebraten praktisch

iber das ganze Genom verteilt. Aber insgesamt wird nur ein geringer Teil der Cytosinreste methyliert,
beim Menschen ca. 3% und zwar vor allem in der CpG-Form. In den Zellen des erwachsenen Organismus
findet sich nur ein geringer Teil der Methylcytosine im CpH-Kontext (H steht fiir ein beliebiges Nukleo-
tid). 5-Methylcytosin ist in den Zeitrdiumen der Evolution gesehen, chemisch nicht stabil. So verringert
sich im Laufe der Evolution die Zahl der CpG-Gruppen, weil diese stindig in TpG umgewandelt werden.
Bei einigen Spezies etwa bei der Hefe S. cerevisae und dem Fadenwurm C. elegans wird die DNA offen-
bar iiberhaupt nicht methyliert. Die Bakterien beschriinken die Methylierung auf einen Teil der Adenin-
und Cytosinreste. Hier fungiert die Methylierung als Abwehrmechanismus der Wirtszelle. — Die zelleige-
nen Restriktionsenzyme erkennen und schneiden eindringende, unmethylierte Phagen-DNA an ihren Er-
kennungssequenzen. Diese sind in der Wirtszelle methyliert und damit geschiitzt.

[01] Im Vertebratengenom ist die Hiufigkeit der CpG-Dinkleotide niedriger als statistisch anzuneh-
men. Im menschlichen Genom hat man jedoch etwa 30000 so genannte CpG-Inseln nachgewiesen (Inter-
national Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Dabei handelt es sich um bis zu einige hundert
Basen lange, relativ weniger methylierte Sequenzen, welche die normale, zu erwartende CpG-Haufigkeit
haben (>50% GC). Hiufig markieren diese Bereiche das 5’-Ende eines Gens. Hier befindet sich die Pro-
motorregion des Gens, von wo aus dessen Aktivitdt in der Zelle gesteuert wird.

Aber auch in den Introns vieler Gene finden sich CpG-Strukturen. Ein betrichtlicher Anteil an CpGs fin-
det sich in repetitiven Strukturen oder in deren unmittelbarer Nachbarschaft.

Schon bald nach der Entdeckung der Methylierung wurde ein Mechanismus postuliert, der die Vererbung

von Methylierungsmustern ermoglichen wiirde: Eine DNA- Methyltransferase erkennt auf einem Strang
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eine Methylgruppe und methyliert den gerade replizierten Strang. Ein solcher Mechanismus erklirt auch
die spezifischen Muster verschiedener Zelltypen.

Die Methylierung des Cytosin in CpG-Einheiten ist nicht nur ein Werkzeug der Genexpressionssteuerung,
sondern inaktiviert auch mobile genetische Elemente, die in das Genom eines Organismus eingepflanzt
werden. Moglicherweise verhindern sie auch Rekombination zwischen repetitiven Sequenzen — ohne
solch eine Funktion wiirde es wahrscheinlich sehr viel mehr Chomosomenanomalien geben. Die bedeut-
samste Aufgabe sieht man aber dennoch in der Expressionssteuerung der Gene. Manche Autoren speku-
lieren auch, dass die Methylierung selbst nicht unbedingt die Genexpression blockiert, sondern dass viel-
mehr andere Mechanismen dies bewirken, dass aber die Methylierung diesen urspriinglichen Vorgang in
gewisser Weise versiegelt.

1.2.2 Die differenzielle Methylierung. Wenn klar ist, dass die Methylierung Teil der Expressionssteuerung

ist, ist auch wahrscheinlich, dass die Methylierung Gewebe- bzw. Zellspezifisch ist. Auf jeden Fall aber
sollte ein spezifischer Zelityp ein charakteristisches Methylierungsmuster aufweisen. Diese Annahme ist
auf sehr prézise Art und Weise bestitigt worden, indem man einen aus mehreren Loci bestehenden Me-
thylierungsfingerabdruck zur Charakterisierung vo-n Zelltypen einsetzte. Die hochsten Anspriiche an
Reinheit der einzelnen Zellpopulationen stellt man in Behandlungskonzepten, bei denen man dem Orga-
nismus bestimmte Zellen zufithrt. Es muss sicher sein, dass es sich wirklich und ausschlieflich um die
gewollten Zellen handelt. Das trifft zu fiir das so genannte Tissue engineering z.B. den Knorpelersatz. Die
in-vitro gewachsenen Chondrozyten miissen auf Reinheit und Charakter gepriift werden, ebenso fiir die
Stammzelitherapie bei Lymphompatienten nach Chemotherapie oder fiir Behandiung von Patienten mit
Autoimmunkrankheiten.

Diesen Erfordernissen wird man nicht gerecht durch die an sich nahe liegende mRNA-Analyse. Zwei
selbst unter identischen Bedingungen geziichtete Zellen konnen sich in ganz unterschiedlichen Stoff-
wechselsituationen befinden, so dass ihre Expressionsmuster sich stark unterscheiden. Die fiir die Charak-
terisierung ausgewihlten Genprodukte werden im Grenzfall in nicht mehr nachweisbaren Mengen gebil-
det. Dass die zellspezifische Methylierung ein robustes, langlebiges Merkmal einer Zelllinie ist, war
schon frither gezeigt worden. Es existiert ein aus 4 unterschiedlichen Methylierungs-Loci bestehenden
Barcode oder Fingerabdruck, mit dessen Hilfe eindeutig Keratinozyten, Melanozyten, Adipozyten,
Chondrozyten, Fibroblasten und mesenzymale Stammzellen aus Kultur charakterisiert werden konnen.
Die Methylierungsgenorte, die einer Zell-oder Gewebespezifischen Methylierung unterworfen sind — im
Englischen tissue specific differentially methylated regions (tDMR) - sind so unterschiedlich verteilt wie
die CpG-Regionen. Sie finden sich in den Promotor-nahen CpG-Inseln, in Introns und in oder nahe bei
Repeats, aber es finden sich auch im intergenischen Bereich mit niedriger CpG-Dichte solche Regionen.
Viele dieser tDMR-Bereiche sind zwischen Maus und Mensch konserviert.

1.2.3 Zellspezifische Methylierung — wie stabil ist das Methylierungsmuster wirklich?: Nun stelit sich

aber fiir die hier diskutierte Anwendung die Frage, bleibt das Methylierungsmuster lebenslang erhalten

oder #dndert es sich im Laufe der Entwicklung und dann spéter beim Erwachsenen im Laufe des Lebens?
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Da viel dariiber spekuliert wird, dass neben dem Genotyp auch die Methylierung zum Phénotyp beitrédgt,
muss man sich auch Gedanken machen iiber das AusmaB der interindividuellen Variabilitdt der Methylie-
rung. Selbst die Erndhrung konnte einen Einfluss auf das Methylierungsmuster haben. Gesichert dagegen
ist der massive Einfluss von Tumoren auf die Methylierung. Man kann davon ausgehen, dass die CpG-
Inseln normalerweise stabil sind und als solche erhalten bleiben, aber es kbnnten z.B. in einer CpG-Insel
einzelne CpGs ihren Methylierungsgrad dndern. Das wiirde hochstwahrscheinlich keine phénotypischen
Anderungen nach sich ziehen, kénnte aber eventuell das analytische CpG betreffen und dann die hier als
Nachweis dienende SNuPE-Analyse beeintriichtigen. Das wiirde auch fiir die meisten anderen Nach-
weismethoden zutreffen, abgesehen von der NGS. Vor diesem Hintergrund erschien auch unsere Such-
strategie absolut unumginglich, ndmlich dass auf dem Wege der kompletten Genomuntersuchungen eine
groBe Zahl von differenziell methylierten Genorten verfiigbar gemacht wurde. Nur so kann man die bes-
ten und sichersten Unterscheider identifizieren.

1.2.3.1 Methylierung und Entwicklung: Entwicklung und Differenzierung eines hdheren Organismus wird

also stark beeinflusst und gesteuert von der Methylierung. Trotzdem verdndert sich das Methylierungs-
muster eines Genoms als Ganzes im Laufe der Entwicklung mehrfach dramatisch. Die DNA in den
primordialen Keimzellen des Embryos ist anfangs stark methyliert. Im Laufe der Entwicklung kommt es
zu einer fortschreitenden Demethylierung. Beim Ubergang der Urkeimzellen in die Keimdriisen sind die-
se praktisch vollstindig demethyliert. Wihrend der Entwicklung der Gonaden und der Entstehung der
ersten Keimzellen beobachtet man wieder eine Methylierung des Genoms. So ist die DNA der reifen
Spermien und Eizellen sehr stark methyliert. Das Genom der Spermien ist stirker methyliert als das der
Eizelle. In frithem Stadium ist die befruchtete Eizelle deswegen auch hoch methyliert. Bei vielen Genen
unterscheiden sich dabei die Methylierungsmuster von viterlichen und miitterlichen Allelen. Noch vor
der Einnistung des Embryos kommt es zu einer allgemeinen Demethylierung des Genoms. Wihrend des
Pri-Gastrulastadiums setzt dann wieder eine Methylierung ein. Der Grad der Methylierung unterscheidet
sich aber jetzt sehr stark zwischen den einzelnen Zelllinien.

Fiir die Suche nach zellspezifischen Methylierungsmarkern ist der Umstand wichtig, dass keineswegs
immer der Methylierungsgrad in der 5’-Region eines Gens mit dessen Expression in einer bestimmten
Zelle korreliert. Es konnen durchaus CpG-Bereiche differenziell methyliert sein, die nicht unmittelbar mit
der Expression eines Gens zu tun haben. Trotzdem gilt: Die DNA in Chromatinbereichen mit aktiver
Transkription unterscheidet sich von der DNA in inaktiven Bereichen durch eine Reihe von Merkmalen
z.B. den Grad der Komprimierung und eben auch der Methylierung. Die Methylierung von CpG-Inseln
stromabwirts von Promotoren behindert die Transkription nicht. Sicher ist dagegen, dass die Methylie-
rung von Promotor-Regionen die Transkription abschaltet.

1.2.3.2 Altersabhdingigkeit des Methylierungsgrades: Essentiell fiir das Leben hoherer Organismen ist die

phénotypische Stabilitdt der verschiedenen Zelltypen. In gewissem MaBe &ndern aber diese spezialisierten
Zellen im Laufe des Alters durchaus ihren Phinotyp. Sich &ndernder Methylierungsgrad konnte die Ex-

pression von Genen vermindern oder verstirken — mit fatalen pathogenen Folgen, aber auch als normaler,
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natiirlicher Altersvorgang. Beispielsweise wird eine altersabhzngige Anderung des Methylierungsgrades
bei IGF2 beschrieben. Von Bedeutung ist der Unterschied zwischen globaler Methylierung und der Me-
thylierung in den CpG-Inseln der Promotoren: Erstere sinkt wahrscheinlich mit zunehmendem Alter,
wihrend die Promotor-Methylierung bei einigen Genen sinkt, bei anderen aber zunimmt. Mit zunehmen-
dem Alter des Gewebes steigt der Methylierungsanteil innerhalb von CpG-Inseln, wihrend die Methylie-
rung der Loci, die auBerhalb der CpG-Inseln sich befinden, sinkt. Die DNA-Methylierung variiert sogar
starker zwischen unterschiedlichen Geweben innerhalb eines Organismus als intraindividuell, selbst im
Vergleich zum Schimpansen-Genom.

An 80 eineiigen Zwillingspaaren zwischen 3 und 50 Jahren wurde eine genomweite Methylierungs-Studie
durchgefiihrt. Dabei wurde der Gesamt-SmC-Gehalt bestimmt, es wurden dariiber hinaus mit Methylie-
rungs-sensiblen Restriktionsenzymen differenziell methylierte Regionen isoliert. Die Fragmente, die je-
weils zwischen zwei Zwillingen unterschiedlich waren — bei einem existierte das Fragment, bei dem an-
deren nicht — wurden kloniert und sequenziert. So konnte der Typus der differenziell methylierten Gen-
orte bestimmt werden. Es handelte sich in der Mehrzahl um Alu-Fragmente, um andere repetitive Struktu-
ren und in 13% um Single-Copy-Gene. Bei letzteren wurde eine Expressionsanalyse angeschlossen. Das
signifikante Ergebnis war: Je idlter die Zwillingspaare waren, desto unterschiedlicher war das Methylie-
rungsmuster. Das Methylierungsmuster korrelierte auch mit den Expressionsdaten.

1.2.3.3 Inherente Faktoren, die den Methylierungsgrad beeinflussen: Neben diesen oben erlduterten

EinflussgroBen wie Alter des untersuchten Individuums und der Herkunft einer Zelle — Keimzelle oder

somatisch — kennt man inzwischen auch solche, die individualspezifisch sind. So geht man davon aus,
dass die genetische Umgebung, also die DNA-Sequenz selbst den Methylierungsgrad eines differenziell
methylierten CpGs beeinflussen kann. Bekannt geworden sind dabei SNPs, deren Allele — auch einen z.
T. weit entfernten Methylierungsort - beziiglich des Methylierungsgrades beeinflussen kdnnen. — Prinzi-
piell also genetische Faktoren, die die Methylierung an bestimmten Genorten steuern. Man erkennt zwei
Gruppen von solchen Zusammenhingen: Zum Einen dauerhafte und nicht individualspezifische und zum
Anderen individualspezifische. Zur ersteren Gruppe gehdrt genetisches Imprinting und die Inaktivierung
des X-Chromosoms. Beides ist wahrscheinlich in engen Grenzen fiir die einzelnen Spezies fest program-
miert — sowohl den Zeitpunkt als auch den Ort betreffend. Das Instrument der Inaktivierung ist die Me-
thylierung. In der zweiten Gruppe wirkt genetische Variabilitit auf bestimmte Methylierungsorte ein.
Auch hier kann man wieder zwei unterschiedliche Phinomene erkennen: Wie aus der Genetik selbst be-
kannt, konnen mehrere im Prinzip variable Genorte — SNPs oder andere variable genetische Strukturen —
den Methylierungsgrad eines CpG oder einer CpG-Insel (CGI) beeinflussen. Da es sich dabei um beliebi-
ge Kombinationen der Allele der an der Einflussnahme beteiligten Genorte handelt, kann man den Methy-
lierungsgrad des betrachteten CpG in der Art eines QTL betrachten. Das bedeutet, der Methylierungsgrad
kann gewissermallen stufenlos alle Werte bei unterschiedlichen Individuen annehmen (mQTL). Dieses
Phinomen ist nachgewiesen worden. Auf der anderen Seite beobachtet man genetische Variablen, deren

eines Allel den Methylierungsgrad eines CpG auf 0%, wihrend das andere Allel 100% Methylierung
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bewirkt. Wirklich nachgewiesen hat man bisher nur einige wenige dieser SNP/CpG-Paarungen. Eine Ge-
nom-weite Analyse spricht allerdings dafiir, dass ein wesentlicher Teil der Methylierung der CpGs bzw.
der CGI der Steuerung einzelner genetischer Variablen unterliegt. Dieser Mechanismus wird Allel-
spezifische Methylierung genannt (ASM). Im Ergebnis duBern sich beide mQTL und ASM ganz &hnlich:
Sie fithren zu dem Befund, dass der Methylierungsgrad eines CpG zwischen 0 und 100% liegt. Bei ASM
sollten die Methylierungswerte bei reinen Zelllinien um 0%, 50% oder 100% bewegen (Heterozygo-
tie/Homozygotie), bei mQTL kann man alle Werte zwischen 0 und 100 erwarten. Ein erheblicher Teil
dieser ASM-Situationen kommt zustande durch SNPs in den CpGs selbst, und zwar vor allem in den me-
thylierten CpGs durch deren hohe Mutationsfrequenz.

Einige der in dieser Arbeit untersuchten Korperfliissigkeiten bestehen aus mehreren verschiedenen Zell-
typen. Auch deswegen wird man bei den vorliegenden Methylierungsmessungen keine mendelschen Zah-
lenverhaltnisse erwarten kdnnen.

1.2.3.4 DNA-Methylierung in Carcinom-Zellen: Das Problem aberranter Methylierung durch Tumoren

ist fiir die vorgelegte Arbeit natiirlich bedeutsam, weil eine solche Tumor-bedingte Verformung des Me-
thylierungsmusters fatale Fehlschliisse bei der Anwendung des Systems auf forensische Fragestellungen
erzeugen kann. Ob der Tumoreinfluss auf die Methylierung fiir unser Verfahren relevant ist, soll hier
experimentell geklirt werden.

Die Frage muss man aus der Sicht des Analytikers prizisieren: Kann ein Tumor beispielsweise im Lun-
gengewebe das Methylierungsmuster in Korperfliissigkeiten oder Geweben beeinflussen, die nicht unmit-
telbar mit dem Lungengewebe in Kontakt stehen? Kann ein Tumor, der in unmittelbaren Kontakt mit dem
zu untersuchenden Gewebe oder Korperfliissigkeit steht, das Methylierungsmuster dieses Gewebes oder
Korperfliissigkeit beeinflussen? Andert sich unter diesen Bedingungen der Methylierungsgrad der be-
trachteten Marker? Solche Fragen sind besonders wichtig bei der Betrachtung von Blut: Es ist bekannt,
dass Methylierungsmarker, die dem frithen Nachweis von Tumoren dienen, auch im peripheren Blut bei
ganz entfernt liegenden Tumoren zu finden sind und zwar in freier DNA. Dieser Umstand wird immer
hiufiger fiir einen frithen und spezifischen Tumornachweis genutzt. Es wurde gezeigt, dass der hyperme-
thylierte Promotor der Gluttathion-S-Transferase P1 (GSTP1) aus dem Prostata-Tumorgewebe des Pati-
enten auch in Plasma, Serum, Ejakulat und Urin nachweisbar ist — wenn auch nur in Prozentsétzen von 36
—74% der Proben.

Der Zusammenhang ,,Tumor/Methylierungsmuster” konnte experimentell belegt werden indem gezeigt
wurde, dass in Tumorzellen genomweit die Methylierung erniedrigt war. Diese Hypomethylierung findet
vor allem in und an den repetitiven bzw. parasitidren Elementen des Genoms statt.

Auf der anderen Seite beobachtet man sowohl regionale Hypermethylierung als auch Hypomethylierung,
vor allem an Promotorelementen in CpG-Inseln. Solche Methylierungseffekte finden offenbar zu einem
sehr frithen Zeitpunkt der Tumorgenese statt. Bis heute ist nicht klar, ob es sich dabei wirklich mindestens

zum Teil um die Ursachen fiir die Tumorgenese handelt oder ob man dabei Phénomene beobachtet, die
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charakteristisch sind fiir sich sehr schnell teilende Zellen. Ursichlich fiir die Tumorgenese kann aber die
DNA -Methylierung auf jeden Fall durch die erhhte Mutagenitit an 5SmC sein.

1.3 Kérperfliissigkeiten sind oft komplexe Mischungen: Korperfliissigkeiten sind in vielen Fillen komple-

xe Mischungen aus verschiedenen Zelltypen. Das macht den Einsatz der differenziellen Methylierung fiir
die Identifikation bzw. Messung von Kérperfliissigkeiten zusétzlich schwierig. Die differenziell methyl-
ierten Genloci sind natiirlich zellspezifisch und nicht gewebespezifisch. Das bedeutet, wenn es die geno-
mische Analyse auf differenziell methylierte Genorte zulésst, wird man noch versuchen eine besondere
Auswahl zu treffen: Am besten sind Genorte geeignet, die bei der gefragten Flussigkeit/Gewebe methyl-
iert sind und bei den iibrigen, in Frage kommenden nicht methyliert. Der Methylierungsgrad sollte mog-
lichst hoch sein, denn in den iibrigen Zelltypen der Korperflissigkeit ist dieser Genort moglicherweise
nicht methyliert. Wenn nun, wie bei forensischen Spuren nicht ungewohnlich, die Spur aus einer Mi-
schung von Korperfliissigkeiten besteht, sollte auch bei sehr kleinen Anteilen der fraglichen Korperfliis-
sigkeit das Methylierungssignal noch erkennbar sein. Wenn dagegen der Marker in der fraglichen Fliis-
sigkeit nicht methyliert ist und in den iibrigen methyliert, ist eine Mischungsanalyse kaum mehr moglich.
— Auch bei den iibrigen Fliissigkeiten ist der Genort nicht komplett methyliert. Das bedeutet, man kann in
Mischungen nur schwer unterscheiden, woher das Signal fiir Nichtmethylierung stammt. Trotzdem sind
solche Marker als bestitigende Marker niitzlich, weil sie die fragliche Flissigkeit in reiner Form gut cha-
rakterisieren. Wegen der hiufig existierenden zelluliren Komplexitit der Korperfliissigkeiten ist in der
vorliegenden Arbeit fiir jede Korperflissigkeit die Entwicklung mehrerer Marker angestrebt und realisiert

worden.

1.4 Die Strategie der Marker-Suche: Da, wie in den voran gegangenen Abschnitten gezeigt, ein Methylie-
rungsmarker mindestens theoretisch vielfachen EinflussgroBen ausgesetzt ist, sollte eine entsprechende
Suchstrategie so angelegt sein, dass sie moglichst dicht das ganze Genom und darin alle Arten von CpGs
erfasst. Augenblicklich erfullt diesen Anspruch am ehesten die Infinium Methylierungs Technik 450K
(Illumina). Damit werden rund 480.000 CpGs untersucht. Im Gegensatz zur schon linger verfiigbaren
27K-Version werden damit auch die intergenischen, weniger dicht mit CpG besiedelten Bereiche erfasst.
Bei beiden Techniken handelt es sich um Chip-Analysen, denen die gleichen Prinzipien zugrunde liegen.
Nanometer-Kugeln tragen kovalent gebundene 23 bp lange, einzelstringige DNA-Sequenzen, die sowohl
zur Unterscheidung der Beads als auch zum hybridisierenden Binden des 50 bp langen, das analytische
CpG enthaltenden Fragment der Probe dienen. Bei 27K werden zwei verschiedene Arten von Beads ver-
wendet. Die Einen binden das methylierte Gegenstiick aus der Probe, die Anderen das nicht mehr methyl-
ierte Gegenstiick nach Bisulfitierung. Es findet eine Primerenxtension-Reaktion statt, die entweder das
fluoreszenzmarkierte G oder am anderen Bead-Typ das fluoreszenzmarkierte A anbaut. Beide sind Rot-
markiert. Die Unterscheidung der Beads findet durch die 23 bp-Sequenzen statt. Bei 450K findet zusitz-
lich eine andere Detektionsart statt: Ein Bead-Typ und die 4 fakultativ einzubauenden ddNTPs unter-

schiedlich fluoreszenzmarkiert.
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In einer solchen Chip-Analyse erhilt man also sowohl fiir ein methyliertes CpG als auch fir ein nicht
methyliertes CpG ein eigenes Signal. Zur Identifikation von zellspezifisch differenziell methylierten
CpGs werden Bisulfit-konvertierte DNA-Proben der interessierenden Fliissigkeiten auf den Chip gege-
ben. Mit wenig komplexen Software-Hilfen kann man in kurzer Zeit den Methylierungsstatus dieser
480.000 CpGs abfragen. Die Auswertung ist nicht quantitativ aber eben auch keine Ja-Nein-Antwort. Das
bedeutet, die erhaltenen Aussagen miissen mit einer anderen Methode bestitigt werden, vor allem natiir-
lich an mehreren Individuen.

1.5 Die Bisulfitsequenzierung: Das klassische Verfahren fiir diesen ndchsten Schritt ist die Bisulfitse-

quenzierung. Die chemische Reaktion, die dahinter steht, ist die Bisulfit-Konvertierung der DNA. Dabei
werden die nicht methylierten Cs in Us umgewandelt. In den PCR-Amplifikaten tauchen diese schlieBlich
als T auf. Die methylierten Cs bleiben in der Reaktion unveridndert.

Im Einzelnen findet dabei eine reversible Addition des Bisulfitions an das C-6 Atom des Cytosinrings
statt. Das resultierende Cytosin-Sulfonat wird durch hydrolytische Desaminierung zu Uracil-Sulfonat
modifiziert und anschlieBend durch Alkali-Einwirkung zu Uracil desulfoniert wird (Abbildung 2). Alle
unmethylierten Cytosine werden in Uracile konvertiert. Bei methylierten Cytosinen lduft der nukleophile
Angriff durch das Bisulfitanion dagegen nur langsam ab, so dass die 5-Methylcytosine unverédndert blei-
ben. Nach der Bisulfit-Behandlung liegen zwei nicht mehr zueinander komplementére Einzelstrénge vor.
In der folgenden Sequenzanalyse der Ziel-DNA kann man so methylierte von nicht methylierten CpGs
unterscheiden. Da es sich um eine chemische Reaktion handelt, werden nicht alle Reaktionsprodukte in
ihre Endprodukte umgewandelt. Bisulfitierte DNA verhilt sich oft etwas anders als unbehandelte DNA,
oft ist der Untergrund der Sequenzierreaktion ausgepréagter als bei unbehandelter DNA. Zu einem trotz-
dem aussagekriftigen Analysenergebnis kommt man meist mit Hilfe einer speziellen Software. Diese
normalisiert die Signale der Sequenzanalyse, korrigiert die unvollstindige Bisulfitierungsreaktion und
erlaubt in Grenzen eine quantitative Betrachtung.

1.6 Die SNuPE Analyse: Ein langfristiges, strategisches Ziel der Arbeit war es, mit den entwickelten

Markersystemen einen Kit zu erstellen. Die Bisulfit-Sequenzierung selbst ist fiir einen diagnostischen
Test, wie hier bendtigt, ungeeignet. Vor allem nach der Bisulfitierungs-Reaktion kann eine Sanger-
Sequenzierung auf keinen Fall als quantitative Nachweismethode dienen. Sowohl bei der Bisulfit-
Sequenzierung als auch bei Single Nucleotide Primer Extension (SNuPE) wird der Verhiltniswert von
methyliert zu nicht-methyliert am betrachteten Genort bestimmt. Der zusitzliche Vorteil des SNuPE-
Assays gegeniiber der Bisulfit-Sequenzierung ist - durch ein einziges Methylierungs-Signal, der aus-
schlieBlich von markerspezifischen Fliissigkeit gesendet wird, kann die Ziel-Fliissigkeit auch innerhalb
von Gemischen nachgewiesen werden. Es ist nicht selbstverstindlich, dass alle CpG-Stellen innerhalb des
Marker-Locus gleich methyliert sind. Haufig ist es nur ein bestimmtes CpG, welches die Unterscheidung
gewihrleistet.

Bei SNuPE handelt es sich um eine Primer-Extension Reaktion, mit der an einem CpG-Ort fakultativ mit

je einem Fluoreszenzfarbstoff entweder das ddC (methyliert) enzymatisch angeheftet wird oder das ddT
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(nicht methyliert). Im Fall der reversen Detektiosrichtung des SNuPE-Primers sind es die komplementé-
ren ddG oder ddA. Die Reaktion liuft auf der Basis des SNaPshot-Kitsystems der Firma ABI ab. In der
Figur 3 ist das Prinzip der SNaPshot-Analyse nochmal verdeutlicht.

Das Verfahren ist auch fiir quantitative Messungen geeignet. Unter der Voraussetzung einer geeigneten
Zielsequenz des SNuPE-Primers, kann der wahre Methylierungs-Wert eines CpGs mit einer Genauigkeit
von plus minus 5% bestimmt werden. Ausgewertet wird das Ergebnis der im DNA-Sequenziergerit
durchgefiihrten Fragmentlingenmessung durch Vergleich der Peak-Hohen und Peak-Flichen des Methyl-
ierungs-Signals mit dem Nicht-Methylierungs-Signal. Die Methode sollte validiert werden durch ein di-
rekteres Messverfahren. Dafiir kam nach Lage der Dinge nur eine Klonierung infrage oder eine Sequen-
zierung mit Hilfe einer Methode des so genannten New Generation Sequenzierung (NGS).

1.7 NGS-Untersuchung der Methylierungsgenorte: Die massiv parallele Sequenzierung der fiir den hier

vorgestellten Ansatz eingesetzten Amplifikate diente auch der Analyse moglicher genetischer Storeinfliis-
se. SNPs am analytischen CpG wiirden eventuell ein falsches Ergebnis vortduschen oder mindestens eine
erhebliche Signalvarianz.

Dariiber hinaus ist wohl von einer relativ hohen Konstanz der Gesamtmethylierung in den Promotor-
assoziierten CGIs berichtet worden, aber innerhalb dieser CGIs kann das fiir die Genregulation verant-
wortliche CpG interindividuell ein anderes sein. Auch das konnte zu einer Verfilschung des SNuPE-
Ergebnisses filhren. Auch ASM, die durch weit entfernt positionierte SNPs bewirkt wird, scheinen zu
einer Beeinflussung mehrerer CpGs in der betrachteten CGI zu fiihren.

Es gibt in der Literatur keine Hinweise darauf, wie sich SNPs in unmittelbarer Ndhe des analytischen
CpGs auswirken.

Bis heute existiert keine sichere Methode zur Identifizierung von Korperfliissigkeiten aus forensischem
Spurenmaterial. Vor allem, wenn es sich um iltere oder starken Umwelteinfliissen ausgesetzte Materia-
lien handelte. Dieser Erfindung liegt die Idee zugrunde, dass die zellspezifische, differenzielle Methylie-
rung ein geeignetes Instrument zur Losung des Problems ist. Es sollten auf dem Wege einer Genom-
weiten Suche differenziell methylierte Genorte identifiziert werden, die die relevanten Korperfliissigkei-
ten bzw. Gewebe aus forensischem Material zu identifizieren gestatten. Es ist nicht klar, wie stabil solche
Marker unter den zu erwartenden extremen Bedingungen wirklich sind. Im Effekt und aus der Sicht der
Analytik verhilt sich ein Methylierungsmarker wie ein quantitatives Merkmal. Die den Analyten, also
den Methylierungsgrad eines CpGs, bestimmenden Einfliisse konnen verschiedenen Kategorien zugeord-
net werden: Zahlreiche Methylierungsgenorte sind elterlich geprégt — entweder das miitterliche oder das
viterliche Homologe sind per Methylierung inaktiviert. Die Inaktivierung des X-Chromosoms erfolgt
ebenfalls durch Methylierung. Das Alter eines Individuums bestimmt den Methylierungsgrad von Cp Gs.
Ein Tumor kann das Methylierungsmuster von Zellen verformen. Die entsprechende DNA wird, wenn
auch spurenweise iiber Korperfliissigkeiten weit im betroffenen Organismus verbreitet. Genetische Vari-
ablen scheinen auf bisher unverstandene Art und Weise den Methylierungsgrad einzelner CpGs, ganzer

CGIs oder sogar von Genclustern zu bestimmen.
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Die in der Korperfliissigkeitsanalyse identifizierten CpG-Orte sollten durch ausgiebige Validierungsexpe-
rimente unter forensischen Bedingungen, an gesunden Kontrollpersonen und Patienten diverser Tumoren
zu einer sicheren analytischen Basis fiir forensische Untersuchungen gemacht werden. Durch massiv pa-
rallele Sequenzierung wird ein Goldstandard fiir die Analyse der betrachteten Methylierungsloci erstellt.
Mit der gleichen Methode werden eventuelle SNP-Einfliisse untersucht.
Damit sollte zum ersten Male eine validierte, molekularbiologische Methode zur Analyse von Korperflis-
sigkeiten aus forensischem Material zur Verfiigung gestellte werden.
B. Detaillierte Beschreibung der Erfindung

Tabelle 3 Zusammenstellung des aktuellen Marker-Satzes

Marker-Name Zielfliissigkeit bzw, - Gewebe  BeadChip TargetID

Blut-1 Peripheres Blut 27 cg26285698
Blut-2 Peripheres Blut 450 cg03363565
Mens-1 Menstrualblut 450 cg0969641 1
Spei-1 Speichel 450 cg21597595
Spei-2 Speichel 27 cg15227982
Sperm-1 Sperma 27 cg22407458
Sperm-2 Sperma 27 cg05656364
Vag-1 Vaginalflussigkeit 27 cgl14991487
Vag-2 Vaginalflussigkeit 27 cg03874199
Haut-1 Haut-/Schuppen 450 cg06833110

1 Peripheres Blut: Fiir die Untersuchung von peripherem Blut wurden zwei entgegengesetzt detektieren-

de Marker entwickelt. Mit dem ersten Marker lassen sich Beimischungen anderer Fliissigkeiten im Blut
nachweisen. Der zweite Marker reagiert ausschlieSlich auf peripheres Blut mit einem spezifischen Methy-
lierungssignal.

1.2 Methylierungs-Marker Blut-1

1.2.1 Die Genort-Eigenschaften
Tabelle 4 Die Genort-Beschreibung des Markers Blut-1

Marker Chr CpG-Insel Gen Symbol  Genprodukt Locus Architektur
Blut-1 16 nein(63% GC) Cl6orf54 Transmembranprotein  Exon: 160rf54-001
8cg/344bp cléort54

Der Blutl-Marker ist in dem peripheren Blut vollstindig unmethyliert. In den iibrigen Korperfliissigkeiten
(peripheres Blut, Menstrualblut, Speichel und Vaginalfliissigkeit) und Haut zeigt er unterschiedliche An-
teile an Methylierung. Der Locus befindet sich auf der Bande p11.2 des Chromosoms 16, auf dem Minus-
Strang, in einem proteincodierenden Genbereich mit offenem Leseraster, was fiir ein Transmempranpro-
tein cl160rf54 codiert. Lokalisiert sind diese Proteine in der Membran verschiedener Zellkompartimente.
Die spezifische Funktion des Proteins in vivo ist bislang aber nicht bekannt, auch gibt es keinen nachge-
wiesenen Phinotyp. Genexpressions-Untersuchungen an normalen - und Tumorgeweben zeigen eine hohe

Expressionsrate in Blut und Nieren und nahezu keine Expression in anderen getesteten Geweben.
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1.2.2 Konstruktion des Amplifikats: Das 344bp lange Blutl-Amplikon weist keine CpG-Inseln auf. Der

durchschnittliche GC-Gehalt in der genomischen Sequenz des Amplikons liegt bei 63% (Tabelle 4). Es
enthilt zwei bekannte SNPs, die auBerhalb von Primer-Bindungsstellen liegen. Zu den beiden SNPs gibt
es keine Frequenz-Angaben. Im Verlauf der Arbeit wurde das Amplikon auf 176bp verkiirzt, so dass die
stark belasteten forensischen Proben durch kiirzere Amplifikate effektiver amplifiziert werden konnten.
Aus der Figur 4 (Genomische Sequenz des Blutl-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die
zwei bekannten SNPs griin, die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkelgrau, reverse-
Primer hellgrau), die beiden CpGs, deren Methylierung im SNuPE-Assay gemessen wird, sind rot mar-
kiert und die Bindungsstellen der beiden SNuPE-Primer sind unterstrichen) wird ersichtlich, dass fiir die
folgende SNuPE-Analyse zwei verschiedene CpG-Stellen verwendet werden.

1.2.3. Methylierungsmuster - Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung: Die Ergebnisse der Bisulfit-

Sequenzierung (Figur 5; DNA-Methylierung im Blutl-Locus. Einbezogen sind fiinf Proben von fiinf
Kbrpérﬂiissigkeiten, wobei jede Spalte eine Probe darstellt. Die Zeilen reprasentieren die 8 analysierten
CpGs innerhalb des Amplikons. Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem
Farbwert im kontinuierlichen Farbverlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylie-
rung) - entsprechend der Farbskala auf der rechten Seite. Die beiden analytischen CpGs sind durch
schwarze Rechtecke umrandet.) erméglichen einen direkten Vergleich der Methylierung in den einzelnen
Proben-Gruppen fiir den untersuchten Marker-Locus. Die beiden analytischen CpGs (cg68 und cgl25),
sowie die sechs iibrigen untersuchten CpGs, sind in den Zellen des peripheren Blutes vollstidndig unme-
thyliert. Eine Unterscheidung des peripheren Blutes von den iibrigen Korperfliissigkeiten Sperma, Spei-
chel, Vaginalfliissigkeit und Menstrualblut sollte moglich sein.

1.2.4 Zielregion — SnuPE: Die Basenzusammensetzung der Bisulfit-konvertierten Blutl-Sequenz ist mit

einem GC-Gehalt von 37% relativ unausgeglichen. Der hohe Anteil an A- und T-Basen verringert die
Schmelztemperatur des Primers. Da der normale SNuPE-Primer keine CpGs innerhalb seiner Bindungs-
stelle enthalten darf, kamen beim Primerdesign fiir diesen Kandidaten nur diejenigen CpGs in Frage, die
mindestens 25 bis 30 Basen voneinander entfernt lagen. Von drei konstruierten und getesteten SNuPE-
Primern haben sich zwei als gleich gute Unterscheider gezeigt. Der erste Extension-Primer Blutl-1f de-
tektiert in die Forward-Richtung (Figur 6; Die Reaktion des forward SNuPE-Primers Blutl-1f. Die
Amplikonsequenz ist in 3°-5"-Richtung abgebildet. Da das Amplikon sich auf dem 1. Bisulfit-Strang be-
findet, wird das 3°-Ende des Forward-Primers entweder um ein C (schwarz, a) an der methylierten Se-
quenz oder um ein T (rot, b) an der nicht methylierten Amplikon-Sequenz verlangert.), der zweite Primer
Blutl-2r in reverse-Richtung (Figur 7; Die Reaktion des reversen SNuPE-Primers Blutl-2r. Die Ampli-
konsequenz ist in 5°-3"-Richtung abgebildet. Der Reverse-Primer wird an seinem 3’-Ende entweder um
ein G (blau) an der methylierten Sequenz oder um ein A (griin) an der nicht methylierten Amplikon-
Sequenz verlidngert.).

Die beiden SNuPE-Primer unterscheiden sich in ihrer Lange um 3 Basen (28 und 31 Basen). Daher kann

bei dem Blutl-Assay die Detektion - als eine Diplex-Reaktion - mit zwei Primern gleichzeitig erfolgen
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und dementsprechend die Methylierung an zwei unterschiedlichen CG-Stellen gemessen werden. Die
Signale beider Primer sind in der Figur 8 (Gleichzeitige Detektion der Blutl-SNuPE-Primer 2r (blau-
griin) und 1f (schwarz-rot); Abbildung eines Plot-Fensters nach der Datenauswertung mit GeneMapper
ID 3.2.) dargestellt.

Grundsiitzlich hat die parallele Analyse von zwei unterschiedlichen CpGs den Vorteil, dass bei einem
Ausfall des ersten Ziel-CpGs durch eventuelle Mutationen, das zweite CpG die Identifikation der Korper-
flussigkeit gewahrleistet.

1.2.5 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: Die Detektion wurde als stabil

eingestuft, wenn mit der eingesetzten Template-Menge in vier unabhéngigen Analysen sowohl eine PCR-
Bande im Agarosegel erzeugt wurde, als auch die Signale aus der entsprechenden Korperfliissigkeits-
DNA korrekt detektiert wurden. Die Messreihen fiir Blutl wurden mit der Zielfliissigkeit - peripheres
Blut und zusitzlich mit Menstrualblut-DNA durchgefiithrt. Das Menstrualblut wurde analysiert, um
Schwankungen der Methylierungswerte in einer Fliissigkeit zu vermessen, die in dem Blutl-Locus Me-
thylierung zeigt. Das Blut ist normalerweise unmethyliert (0-3% Methylierung).

In beiden Fillen - Messung von peripheren Blut und Menstrualblut - konnten die PCR-Amplifikate be-
reits beim Einsatz von 25pg DNA in die PCR erzeugt werden (Figur 9; Marker Blutl-2r - Messung der
Nachweisempfindlichkeit in jeweils vier unabhéngigen Analysen von acht unterschiedlichen Konzentrati-
onen der Blut-DNA (a) und Menstrualblut-DNA (b); die eingesetzten DNA-Mengen pro PCR sind auf der
Abszisse aufgelistet.) Dabei ist die Streuung sehr hoch. Mit dem Einsatz von 50pg DNA und mehr ver-
lduft die Detektion von peripherem Blut jedoch stabil.

1.2.6 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Bei den meisten Spuren muss man von einer Mi-

schung verschiedener Korperfliissigkeiten ausgehen. Dabei kann es im Prinzip eine wechselseitige Beein-
flussung der Methylierungswerte geben. Deswegen wurde fiir jeden Marker der jeweils zu erwartende
Methylierungswert mit dem real gefundenen Messwert bei unterschiedlich grolen Beimengungen der
nicht spezifisch von dem Marker nachgewiesenen Korperflissigkeiten verglichen.

Hierzu wurden DNA-Proben angesetzt, die 100%, 80%, 60%, 40%, 20% und 0% Blut-DNA enthielten.
Der jeweils restliche Anteil der Proben enthielt ein Gemisch gleicher Konzentration (20ng/ul), bestehend
aus der DNA der iibrigen vier Flissigkeiten.

Der errechnete Soll-Methylierungswert der Proben mit 0% peripherem Blut miisste 75% Methylierung
zeigen, der Sollwert der reinen Blut-Probe 0% Methylierung. Die Soll-Werte der Proben, die 20, 40, 60
und 80% Blut-DNA enthielten, konnen dem Diagramm (Figur 10; Marker Blutl - Messung von periphe-
rem Blut in einem Fliissigkeitsgemisch mit den Primern 1f (a) und 2r (b). Der Sollwert (schwarz) ent-
spricht dem errechneten Methylierungswert, der sich aus den Werten der fiinf Korperfliissigkeiten ergibt,
und dem Anteil der Blut-DNA in der jeweiligen Mischprobe. Der Istwert (rot) entspricht dem tatsichlich
detektierten Wert.) entnommen werden.

Die Methylierungswerte der beiden SNuPE-Primer 2r und If fallen in den 20-, 40-, 60- und 80%-

Mischproben kleiner aus als errechnet. Grundsiitzlich ist jedoch eine plausible lineare Abnahme der Me-
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thylierung zu beobachten. Bei 0% und 100% Blut-DNA in der Mischung stimmen bei dem 1f-Primer der
Erwartungswert und der tatsichlich detektierte Wert tiberein. Bei dem 2r-Primer liegt bei der Messung
von der Probe mit 0% Blut-DNA der detektierte Wert hoher als der Sollwert. Insgesamt gesehen ist eine
Beeinflussung des blutspezifischen Signals zu beobachten.

1.2.7 Individuelle Streuung der Methylierungswerte: In der ersten Validierungsrunde wurden jeweils 20

Proben (verschiedene Probanden) von fiinf Kérperfliissigkeiten - peripheres Blut, Menstrualblut, Vaginal-
fliissigkeit, Speichel und Sperma - vermessen. Damit sollte die maximale Streuung der Methylierungs-
werte aus den Korperfliissigkeiten, die in dem Locus Blutl methyliert sind, bestimmt werden. Zudem
konnte hiermit iiberpriift werden, ob eine andere Fliissigkeit, aufler peripherem Blut, ein falsch positives
Signal liefern kann. In der Figur 11 (Marker Blutl - Box-Plot zur Streuung der Methylierungswerte in 20
DNA-Proben von 5 Korperfliissigkeiten, vermessen mit SNuPE-Primer 1f (a) und 2r (b).) sind die Ergeb-
nisse dieses Experimentes zusammengefasst.

1.2.8 Erweiterte Validierung: Fir die weitergehende statistische Validierung der beiden Blut-Marker

wurden zu den 20 Blut-Proben, die fiir die erste Validierungsrunde untersucht wurden, weitere 80 Proben
von peripherem Blut herangezogen. Die Ergebnisse beider Validierungsexperimente wurden jeweils zu-
sammengefasst. Figur 12 (Alter der Probanden/innen fiir peripheres Blut, deren Proben in die Untersu-
chung der beiden Blut-Marker Blut]l und Blut2 einbezogen wurden; 49 ménnliche und 51 weibliche Per-
sonen (n=100).) zeigt die Altersverteilung der Blut-Spender.

Vier Proben sind bei der Untersuchung ausgefallen. Die Methylierungswerte des 2r-SNuPE-Primers zei-
gen eine schiefe Verteilung - die meisten Werte (40 von 96) weisen eine Methylierung von 1,0 bis 1,9
Prozent auf (Figur 13; Marker Blutl - Verteilung der Methylierungswerte von n= 96 Blut-Proben. Die
Werte der beiden SNuPE-Primer 2r und 1f sind farblich unterschiedlich dargestellt. Die roten Balken
zeigen die Ergebnisse des 1f-Primers und die blauen die des 2r-Primers. Auf der Abszisse sind die Werte-
Gruppen angegeben, wobei die Einteilung in Gruppen in Abhingigkeit von der Gesamtheit der Werte,
willkiirlich gewihlt ist. Auf der Ordinate ist die Anzahl der Proben aufgezihlt, deren Werte in die ent-
sprechende Kategorie fallen.). Der durchschnittliche Methylierungswert fiir den 2r-Primer bei allen Blut-
Proben liegt bei 1,3%. Der 1f-SNuPE-Primer ist in 90 von 96 Proben vollstindig unmethyliert, wobei sein
durchschnittlicher Methylierungswert 0,3% betrigt. Eine Alters- und Geschlechtsabhidngigkeit war nicht
zu beobachten.

1.2.9 Forensische Validierung: Forensische Spuren sind normalerweise diversen Umwelteinfliissen aus-

gesetzt. Um die Stabilitdt bzw. die Zuverlissigkeit eines Messsystems zu bestimmen, miissen diese duBe-
ren Einfliisse in entsprechenden Kontrollexperimenten simuliert werden. Es musste gepriift werden, ob
die exogenen Einfliisse die Stabilitit des Methylierungssignals bei der Zielfliissigkeit (hier peripheres
Blut), aber auch bei den iibrigen zur Diskussion stehenden Korperfliissigkeiten beeintrichtigen (Figur 14;
Marker Blut1-2r - Methylierungsergebnisse der simulierten forensischen Spuren, die unter trockenen und
feuchten Bedingungen, sowie auBen, gelagert wurden. Die Lagerungsdauer betrédgt 1, 2, 3 und 6 Monate.

Die Werte aus den verschiedenen Alterungszeitpunkten sind farblich differenziert (sieche Legende). Peri-
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pheres Blut (a), Menstrualblut (b), Vaginalfliissigkeit (c), Speichel (d) und Sperma (e). Der Ausgangsme-
thylierungswert der entsprechenden Fliissigkeit in dem Marker Blutl ist als t0 vorangestellt.). Theoretisch
konnte solch ein Einfluss dazu fithren, dass sich die Methylierungssignale der Zielfliissigkeit denen der
iibrigen Korperfliissigkeiten anndhern.

Die Blut-Proben waren sowohl bei trockenen als auch feuchten Lagerung iiber 6 Mo stabil unmethyliert
bei einer Schwankung der Methylierungswerte von 0 bis 3% (Figur 14a und Figur 15; Marker Blut1-2r -
Box-Plot zur Streuung der Methylierungs-Werte im Spurenalterungs-Experiment. Einbezogen sind alle
Werte der entsprechenden Fliissigkeit aus dem gesamten Experiment.). Bei AuBenlagerung entstehen mit
der Zeit hohere Materialverluste, so dass einige 6 Monate alte Blut-Proben nicht amplifizierbar waren.

1.2.10 Next Generation Sequenzierung: Die erste NGS-Messreihe sollte dazu dienen, die tatsdchliche

Methylierung an den Ziel-CpGs der SNuPE-Primer zu prizisieren und damit die Messgenauigkeit der in
der Arbeit angewendeten Methoden zu iiberpriifen. Das Diagramm in Figur 16 (Marker Blutl - Gegen-
iiberstellung der Methylierungsergebnisse von einer gleichen Blut-Probe aus vier verschiedenen Analy-
semethoden: Bisulfit-Sequenzierung, Single Nucleotide Primer Extension sowie Next Generation Se-
quencing mit Roche454 (2769 Reads) und Illumina MiSeq (47400 Reads). Die Werte des 2r-CpGs sind
dunkelviolett, die Werte des 1f-CpGs hellviolett dargestellt.) fasst die Ergebnisse zusammen.
Insgesamt gesehen zeigen diese Ergebnisse, dass die Messung der Methylierung per Primer-Extension
empfindlicher ist als mit Hilfe der konventionellen Sequenzierung nach Sanger.
1.2.11 Methylierungs-Marker Blut-2
1.2.1.1 Die Genort-Eigenschaften

Tabelle 5 Die Genort-Beschreibung des Markess Blut-2

Marker Chr  CpG-lnsel Gen Symbol Genprodukt Locus Architektur
Blut-2 16 Nein(47% GC) RABIIFIP3 Rabl] Family Interacting 5'UTR: RAB1!FIP3
Tcp/232bp Protein

Der Marker Blut2 zeigt in dem peripheren Blut ein Methylierungssignal, in den iibrigen relevanten Kor-
perfliissigkeiten ist er unmethyliert. Der Locus befindet sich auf der Bande p13.3 des Chromosoms 16,
auf dem Minus-Strang, in einem nicht klassifizierten und nicht codierenden regulatorischen Sequenzbe-
reich, etwa 1000bp in 5°-Richtung entfernt von dem proteincodierenden Gen RAB11FIP. Das Rabll
Effektor Protein reguliert den Vesikeltransport aus dem endosomalen recycling Compartiment in der
Plasmamembran und ist an der Rezeptor-vermittelten Endozytose der Endosomen beteiligt. Auflerdem
agiert es als ein Regulator der Zellpolaritit. In der Literatur wird das RAB11FIP auch als ein Onkogen
beschrieben, dessen Uberexpression bei einigen Brusttumor-Arten beobachtet wurde (Melchor et al.
2006). Ob zwischen dem Blut2-Locus und dem RAB11-Gen Zusammenhang besteht, ist fraglich. Jeden-
falls befinden sich cis-aktive regulatorischen Elemente oft in weiter Entfernung von ihrem Zielgen, so
dass der Blut2-Genort durchaus in einer Beziehung zu RAB11FIP stehen konnte.

1.2.1.2 Konstruktion des Amplifikats: Das 232bp lange Blut2-Amplikon enthilt, wie auch Blut-1, keine

CpG-Inseln. Der durchschnittliche GC-Gehalt in seiner genomischen Sequenz liegt bei 47% (Tabelle 5).
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In dem Fragment befinden sich drei SNPs. Ein SNP liegt in der Zielsequenz des 2r-SNuPE-Primers. Die-
ses SNP (rs73494349) wurde bislang nur in einer einzigen Arbeit an zwei untersuchten Genotypen einer
afrikanischen Population beschrieben. Die Allele C und T sind fiir den Plusstrang angegeben, mit jeweils
einer Haufigkeit von 0,5. Zu den beiden anderen SNPs gibt es keine Frequenz-Angaben.

Fiir die SNuPE-Analyse werden bei dem Blut2-Marker zwei verschiedene CpGs verwendet (Figur 17;
Genomische Sequenz des Blut2-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die drei bekannten
SNPs griin, die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkelgrau, reverse-Primer hellgrau),
die beiden Cytosine, deren Methylierung im SNuPE-Assay gemessen wird, sind rot markiert und die Bin-
dungsstellen der beiden SNuPE-Primer sind unterstrichen.).

1.2.1.3 Methylierungsmuster - Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung: Figur 18 (DNA-Methylierung im

Blut2-Locus. Einbezogen sind fiinf Proben von Menstrualblut, Speichel, Sperma und Vaginalfliissigkeit,
sowie sechs Proben vom peripheren Blut. Jede Spalte stellt eine Probe dar. Die Zeilen repréasentieren die 7
analysierten CpGs innerhalb des Amplikons. Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen
einem Farbwert im kontinuierlichen Farbverlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Me-
thylierung) - entsprechend der Farbskala auf der rechten Seite. Die beiden analytischen CpGs sind durch
schwarze Rechtecke umrandet.) zeigt die Ergebnisse der Bisulfitierungssequenzierung einschlieBlich der
beiden analytischen CpGs (cgl02 und cg163). Das Menstrualblut ist in diesem Locus schwach methyliert,
was durch den Anteil an peripherem Blut in Menstrualblut zustande kommt. Das Ziel-CpG (cgl02) des
f1-SNuPE-Primers zeigt das hdchste Unterscheidungspotential.

1.2.1.4 Zielregion — SnuPE: Die Bisulfit-konvertierte Sequenz des Blut2-Markers besitzt einen GC-

Gehalt von 30%, so dass auch in diesem Fall der hohe Anteil an A- und T-Basen die Schmelztemperatu-
ren der Primer verringert. Dennoch konnten zwei SNuPE-Primer entworfen werden, die sich als gute
Unterscheider gezeigt haben (siehe Figur 17). Der erste Extension-Primer Blut2-f1 detektiert in die For-
ward-Richtung (Figur 19; Die Reaktion des forward SNuPE-Primers Blut2-f1. Die Amplikonsequenz ist
in 3°-5"-Richtung abgebildet. Da das Amplikon sich auf dem 1. Bisulfit-Strang befindet, wird das 3"-Ende
des Forward-Primers entweder um ein C (schwarz, a) an der methylierten Sequenz oder um ein T (rot, b)
an der nicht methylierten Amplikon-Sequenz verlidngert.), der zweite Primer Blut2-r2 in Reverse-
Richtung (Figur 20; Die Reaktion des reversen SNuPE-Primers Blut2-r2. Die Amplikonsequenz ist in 5°-
3°-Richtung abgebildet. Der r2-Primer wird an seinem 3”-Ende entweder um ein G (blau, a) an der methy-
lierten Sequenz oder um ein A (griin, b) an der nicht methylierten Amplikon-Sequenz verldngert.). Auch
hier kann die simultane Analyse von zwei unterschiedlichen CpGs zusétzliche Analysensicherheit brin-
gen. .

Die beiden Primer sind 25 und 26 Basen lang und konnen in einem Diplex-Ansatz gleichzeitig analysiert
werden. Auf Grund der unterschiedlich groBen Farbmarkierungen der eingebauten ddNTPs haben die
blau-griin detektierenden Primer ein etwas anderes Laufverhalten in dem POP7-Polymer als die rot-

schwarz detektierenden Primer. Deswegen ist der Abstand zwischen den beiden Primer-Signalen in der
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Figur 21 (Gleichzeitige Detektion der Blut2-SNuPE-Primer r2 (blau-griin) und f1 (schwarz-rot); Abbil-
dung eines Plot-Fensters nach der Datenauswertung mit GeneMapper ID 3.2.) grofer als eine Base.

1.2.1.5 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: Fiir den Blut2-Marker wurde die
Messreihe mit DNA aus peripherem Blut durchgefiihrt. In der Figur 22 (Marker Blut2 - Messung der

Nachweisempfindlichkeit der SNuPE-Primer f1 (a) und r2 (b) in jeweils vier unabhingigen Analysen von
acht unterschiedlichen Konzentrationen von Blut-DNA; die eingesetzten DNA-Mengen pro PCR sind auf
der Abszisse aufgelistet.). sind die Ergebnisse der Analyse-Wiederholungen fiir die beiden 1f- und 2r-
Primer getrennt dargestellt. Die PCR-Amplifikate konnten bereits beim Einsatz von 25pg DNA in die
PCR erzeugt werden. Als stabil kann man die Analyse ab 500 pg DNA ansehen.

1.2.1.6 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Fiir den Marker Blut2 wurde dieselbe Probenreihe

mit unterschiedlichen Blut-DNA-Anteilen verwendet, wie fir den Marker Blutl. Der jeweils restliche
Anteil der Proben enthielt einen gleich konzentrierten Gemisch (20ng/ul), bestehend aus der DNA von
Vaginalfliissigkeit, Sperma und Speichel.

Die Figur 23 (Marker Blut2 - Messung von peripherem Blut in einem Fliissigkeitsgemisch mit den Pri-
mern f1 (a) und r2 (b). Der Sollwert (schwarz) entspricht dem errechneten Methylierungswert, der sich
aus den Werten der fiinf Korperfliissigkeiten ergibt, und dem Anteil der Blut-DNA in der jeweiligen
Mischprobe. Der Istwert (rot) entspricht dem tatsichlich detektierten Wert.) zeigt, dass die Erwartungs-
werte im Wesentlichen deckungsgleich mit den in den Mischungen gemessenen Werten sind. Eine wech-
selseitige Beeinflussung der verschiedenen Proben findet offenbar nicht statt.

1.2.1.7 Individuelle Streuung der Methylierungswerte: Fiir die Validierung des Blut2-Markers wurden in

einer ersten Runde ebenfalls jeweils 20 verschiedene Proben von fiinf Korperfliissigkeiten - peripheres
Blut, Menstrualblut, Vaginalfliissigkeit, Speichel und Sperma - vermessen. In der Figur 24 (Marker Blut2
- Box-Plot zur Streuung der Methylierungswerte in 20 DNA-Proben von 5 Korperfliissigkeiten, vermes-
sen mit SNuPE-Primer f1 (a) und r2 (b)) sind die Ergebnisse dieses Experimentes zusammengefasst.

Die Werte von Menstrualblut iiberschneiden sich geringfiigig mit den Blutwerten. Die iibrigen Fliissigkei-
ten sind gut zu unterscheiden. Der f1-Primer (Figur 24a) unterscheidet das periphere Blut eindeutiger von
den iibrigen Fliissigkeiten und ist vor allem fiir den Nachweis von Blut in Mischungen besser geeignet.

1.2.1.8 Erweiterte Validierung: Fiir die weitergehende statistische Validierung des Blut2-Markers wurden

dieselben 80 Blutproben verwendet, die auch mit dem Blutl-Marker analysiert wurden. Die Altersvertei-
lung der Blutspender ist in der Figur 12 abgebildet. Die Blut2-Ergebnisse fiir peripheres Blut aus der ers-
ten Validierungsrund und dieser groBen Validierung wurden im Folgenden zusammengefasst. Zwei Pro-
ben sind bei der Analyse ausgefallen.

In der Figur 25 (Marker Blut2 - Verteilung der Methylierungswerte von n= 98 Blut-Proben. Die Werte
der beiden SNuPE-Primer fl und 2 sind farblich unterschiedlich dargestellt. Die blauen Balken zeigen
die Ergebnisse des f1-Primers und die roten die des 2r-Primers. Auf der Abszisse sind die Werte-Gruppen
angegeben, wobei die Einteilung in Gruppen in Abhingigkeit von der Gesamtheit der Werte, willkiirlich
gewihlt ist. Auf der Ordinate ist die Anzahl der Proben aufgezihlt, deren Werte in die entsprechende
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Kategorie fallen.) sind die Ergebnisse dargestellt. Die Methylierungswerte beider SNuPE-Primer f1 und
r2 zeigen eine relativ gute Normalverteilung. Die meisten Werte liegen zwischen 31 und 40 Prozent Me-
thylierung. Der durchschnittliche Methylierungswert von beiden Primern betrigt 35% Methylierung. Die
Streuung der f1-Werte reicht von 20 bis 50% Methylierung, bei dem r2-Primer sind es 19 bis 52% Methy-
lierung. Insofern stimmen die Ergebnisse mit der kleineren Validierungsstudie iiberein.

Fiir die Ermittlung der Ausreifler wurde die zweifache Standardabweichung von dem Mittelwert als statis-
tisches MaB verwendet. Demnach liegen alle Werte des f1-Primers innerhalb des Toleranzbereichs (21,4
bis 48,2%). Bei dem 2r-Primer (Toleranzbereich 20,1 bis 50,5%) gibt es nach dieser Ausreifier-Definition
5 Werte, die auBerhalb der Toleranzgrenzen liegen. Die Proben mit den extremen Messwerten wurden
wiederholt analysiert und deren Werte sind bestétigt worden.

Es zeigte sich keine Alters-oder Geschlechtsabhingigkeit.

1.2.1.9 Forensische Validierung: Der Marker Blut2 wurde an dem gleichen Satz forensischer Proben

getestet wie die iibrigen Marker.

In der Figur 26 (Marker Blut2-f1 - Methylierungsergebnisse der simulierten forensischen Spuren, die
unter trockenen und feuchten Bedingungen, sowie auBen, gelagert wurden. Die Lagerungsdauer betrégt 1,
2, 3 und 6 Monate. Die Werte aus den verschiedenen Alterungszeitpunkten sind farblich differenziert
(siehe Legende). Peripheres Blut (a), Menstrualblut (b), Vaginalfliissigkeit (c), Speichel (d) und Sperma
(e). Der Ausgangsmethylierungswert der entsprechenden Fliissigkeit in dem Marker Blut2 ist als t0 vo-
rangestellt.) sind die Ergebnisse dieses Experimentes fiir den ersten SNuPE-Primer f1 dargestellt. Das
Methylierungssignal der Blut-Probe ist mit 19% Methylierung zum Zeitpunkt Null relativ gering. Dieser
Wert bleibt bei den Blut-Proben bei trockener Lagerung iiber 6 Mo nahezu unveridndert. Die Blut-Proben,
die auBen gelagert wurden, zeigen ein stetig steigendes Methylierungssignal im Verlauf der Zeit. Eine 6-
Monate alte Probe war nicht amplifizierbar — wahrscheinlich war durch mikrobiologische Einwirkung das
Material zersetzt (Figur 26a).

1.2.1.10 Next Generation Sequenzierung: Die Ergebnisse aus dem ersten NGS-Experiment, das zur Uber-

priifung der Messgenauigkeit der in der Arbeit angewendeten Methoden dienen sollte, sind in der Figur
28 (Marker Blut2 - Gegeniiberstellung der Methylierungsergebnisse von einer gleichen Blut-Probe aus
vier verschiedenen Analysemethoden: Bisulfit-Sequenzierung, Single Nucleotide Primer Extension sowie
Next Generation Sequencing mit Roche454 (786 Reads) und Illumina MiSeq (7494 Reads). Die Werte
des r2-CpGs sind dunkelviolett, die Werte des f1-CpGs hellviolett dargestellt.) zusammengefasst. Die
Werte der beiden im SNuPE-Assay verwendeten CG-Stellen (f1 und 2r) weisen in allen Messungen rela-
tiv vergleichbare Methylierungswerte auf.

2 Menstrualblus: Fiir den Nachweis von Menstrualblut wurden zwei Marker entwickelt. Die Ergebnisse

des 2. Markers werden in dieser Arbeit nicht dargestellt.

2.1 Methylierungs-Marker Mens-1

2..1.1 Die Genort-Eigenschaften
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Fabelle 6 Die Genort-Beschreibung des Markers Mens- 1
Murker Chr  CpG-Insel Gen Symbol Genprodukt Locus Architektur
Mens-1 12 Ja(69% GC) SLC26A10 Solute Carrier Family 26 STUTR: SLC26A10 in der
25cg/293bp Member 10 Pseudogene Region von NMD
(Chloride/bicarbonate
exchanger)

Der Marker Mens-1 ist in Menstrualblut und Endometrium methyliert. In tibrigen relevanten Korperfliis-
sigkeiten, einschlieBlich peripheren Bluts, ist er unmethyliert. Der Mensl-Locus befindet sich auf dem
Chromosom 12 und dem Plusstrang der Bande q13.3. Er verlauft mitten in einer genassoziierten prozes-
sierten Transcript-Sequenz - dem Nonsense-mediated mRNA Decay (NMD) - von dem proteincodieren-
den Gen SLC26A10. Das NMD ist ein Qualitiits-Kontrollmechanismus in eukaryotischen Zellen, der die
Expression verkiirzter Proteine verhindert in dem er vorzeitige (Nonsense) Stoppcodons in der mRNA
erkennt und diese fehlerhaften Transkripte beseitigt Das SLC26A10 codiert fiir ein Solute-
Transportprotein und gehért zu der Genfamilie SLC26 (Solute carrier family). Das Transportprotein hat
normalerweise eine zelluldre Funktion als multifunktionaler Anion-Austauscher fiir mono- und bivalente
Anionen wie beispielsweise Chlorid und Bikarbonat. Das Mitglied A10 der SLC26-Familie ist aber ver-
mutlich ein Pseudogen, da es kein offenes Leseraster zeigt. Viele von den anderen intakten Mitgliedern
der Gen-Familie weisen eine gewebespezifische Genexpression auf.

2.1.1.1 Konstruktion des Amplifikats: Das 293bp lange Mens1-Amplikon enthiilt nach den Angaben des

CpG-Insel-Suchprogramms des européischen Instituts fir Bioinformatik (http://www.ebi.ac.uk) mindes-
tens eine CpG-Insel am 5°-Ende des Fragments. Gemél der Definition sind CpG-Inseln Regionen im
Genom, die einen GC-Gehalt von mindestens 60% und eine statistisch erhohte Dichte an CG-
Dinukleotiden aufweisen. Sie finden sich am hiufigsten innerhalb von Promotorbereichen im 5°-UTR vor
den Genen (Beck 2003). Die Eigenschaften des Mens1-Locus entsprechen weitgehend diesen Angaben
(siehe Tabelle 6).

In dem Mensl-Fragment befindet sich auBerdem ein bekanntes SNP, zu dem es jedoch keine Frequenz-
angaben gibt. Fiir die SNuPE-Analyse werden zwei benachbarten CpGs in einem einzigen Detektions-
System verwendet (Figur 29; Genomische Sequenz des Mens1-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb
markiert, ein bekanntes SNP griin und die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkelgrau,
reverse-Primer hellgrau). Die beiden Cytosine, die im SNuPE-Assay fiir die Messung der Methylierung
verwendet werden, sind rot markiert und die Bindungsstelle der beiden methylierungs- und nichtmethylie-
rungsspezifischer SNuPE-Primer ist unterstrichen.)

2.1.1.2 Methylierungsmuster - Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung: Die Farbenverteilung der Endomet-

riumprobe in Figur 30 (DNA-Methylierung im Mens1-Locus. Einbezogen sind sechs Proben vom peri-
pheren Blut, eine Endometriumprobe, sechs Proben von Menstrualblut, sowie jeweils fiinf Proben von
Speichel, Sperma und Vaginalfliissigkeit. Jede Spalte stellt eine Probe dar. Die Zeilen reprisentieren die
21 analysierten CpGs innerhalb des Amplikons. Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entspre-
chen einem Farbwert im kontinuierlichen Farbverlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100%

Methylierung) - entsprechend der Farbskala auf der rechten Seite. Die beiden analytischen CpGs sind
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durch schwarze Rechtecke umrandet) macht deutlich, dass der im Vergleich zu den iibrigen Korperfiiis-
sigkeiten hohe Methylierungsgrad des Mentruationsblutes bei den gezeigten 21 CpGs von dem Anteil an
Endometriumgewebe herriihrt. In letzterem scheinen die CpGs 155-247 zu 100% methyliert zu sein. Die
beiden fiir diese Arbeit ausgewihlten analytischen CpGs cgl55 und cgl70 zeigen einen relativ hohen
Grad an Methylierung und sind andererseits in den iibrigen vier Fliissigkeiten vollstindig unmethyliert
(0%).

2.1.1.3 Zielregion — SnuPE: Die Bisulfit-konvertierte Sequenz des Mens1-Markers besitzt einen GC-
Gehalt von 46% und 25 CG-Dinukleotide. Auf Grund der hohen CpG-Dichte in dem Amplikon (sieche

Figur 29) konnten keine konventionellen Extension-Primer entworfen werden. Die normalen Primer diir-
fen keine CpGs innerhalb der Bindungsstellen enthalten, damit sie unabhingig von dem Methylierungs-
status der Sequenz binden koénnen. Daher wurden zwei Primer entwickelt, die jeweils an die methylierten
oder die nicht methylierten Mensl-Amplifikate spezifisch binden. Dieses Konstruktions-Prinzip wurde
bereits in dem Kapitel 2.2.5.4 ausfiihrlich beschrieben. Die Lage der Fm- und Fnm-Primer ist in der Figur
31 (Die Reaktion der sequenzspezifischen SNuPE-Primer Mens1-Fm und Fnm. Das Amplikon befindet
sich auf dem 1. Bisu-Strang. Die Amplikonsequenz ist in 3°-5"-Richtung abgebildet. Der methylierungs-
spezifische Fm-Primer (a) bindet nur an diejenigen Amplifikate, die an den beiden unterstrichenen Ziel-
CpGs methyliert sind, und wird an seinem 3"-Ende um ein G (blau) verldngert. Der nicht-
methylierungsspezifische Fnm-Primer (b), bindet dagegen an Amplifikate, die an den beiden CpGs nicht
methyliert sind, und wird um ein T (rot) verldngert.) dargestellt. Beide detektieren in die Forward-
Richtung.

Der methylierungsspezifische Primer Fm (blaues Signal) besteht aus 19 und der nicht-
methylierungsspezifische Primer Fnm (rotes Signal) aus 21 Basen, so dass beide Signale in einem gewis-
sen Abstand von einender detektiert werden (Figur 32; Detektion des Mens]-SNuPE-Primer-Systems.
Der methylierungsspezifische Fm-Primer zeigt das blaue Signal und der nicht-methylierungsspezifische
Fnm-Primer das rote Signal. Abbildung eines Plot-Fensters nach der Datenauswertung mit GeneMapper
ID 3.2.). Unter der Voraussetzung, dass die Primer gleiche Bindungsaffinitit zu ihrer Zielsequenz aufwei-
sen, gibt das Verhiltnis der beiden Primersignale zueinander, den Methylierungs-Status der Probe wieder
(in der Figur 32: 75% Methylierung).

2.1.1.4 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: In der Figur 33 (Marker Mensl -

Messung der Nachweisempfindlichkeit in jeweils vier unabhidngigen Analysen von acht unterschiedlichen
Konzentrationen von Menstrualblut-DNA; die eingesetzten DNA-Mengen pro PCR sind auf der Abszisse
aufgelistet.) werden die Ergebnisse der Sensitivitidtsbestimmung gezeigt. Die Messung wurde mit Menst-
rualblut-DNA durchgefiihrt. Aus vier verschiedenen DNA-Extrakten wurden die angegebenen Mengen
vermessen.

Stabile und reproduzierbare Messwerte werden ab 1000pg erreicht.

2.1.1.5 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Zur Bestimmung eventueller gegenseitiger Beein-

flussung der verschiedenen Fliissigkeits-DNA wurde nach dem vorher beschriebenen Muster eine Mi-
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schungsanalyse vorgenommen (Figur 34; Marker Mens] - Messung von Menstrualblut in einem Fliissig-
keitsgemisch. Der Sollwert (schwarz) entspricht dem errechneten Methylierungswert, der sich aus den
Werten der fiinf Korperfliissigkeiten ergibt, und dem Anteil der Blut-DNA in der jeweiligen Mischprobe.
Der Istwert (rot) entspricht dem tatséchlich detektierten Wert.).

Die Messpunkte fiir die Methylierung der Menstrualblut-DNA verlaufen bei 20, 40 und 60% Anteil
Menstrualblut-DNA in Mischung etwas hoher als die Erwartungswerte. Das ldsst nicht auf wechselseitige
Beeinflussung der Fliissigkeiten schliefien.

2.1.1.6 Individuelle Streuung der Methylierungswerte: Der Grad der Uberlappung der einzelnen Werte-

gruppen ist in Figur 35 (Marker Mens] - Box-Plot zur Streuung der Methylierungswerte in 20 DNA-
Proben von 5 Korperfliissigkeiten, vermessen mit SNuPE-Primern F3m+F3nm. ) dargestellt. Der durch-
schnittliche Methylierungsstatus der Menstrualblutproben betriigt 50,4%. Eine Blut-Probe hat ein Methyl-
ierungssignal von 13% und eine Speichelprobe 3% gezeigt. Die iibrigen Proben vom peripheren Blut,
Vaginalfliissigkeit, Speichel und Sperma sind 0% methyliert.

2.1.1.7 Erweiterte Validierung: Zur Analyse der Werteverteilung wurden 96 Proben von 60 Probandinnen

untersucht. Einige Probandinnen haben keine genauen Altersangaben gemacht (Figur 36; Alter der Pro-
bandinnen fiir Menstrualblut (n=60).). In das Diagramm der Figur 37 (Marker Mens| - Verteilung der
Methylierungswerte von n= 96 Menstrualblut-Proben (60 Probandinnen). Auf der Abszisse sind die Wer-
te-Gruppen angegeben, wobei die Einteilung in Gruppen in Abhingigkeit von der Gesamtheit der Werte,
willkiirlich gewihlt ist. Auf der Ordinate ist die Anzahl der Proben aufgezihlt, deren Werte in die ent-
sprechende Kategorie fallen.) sind alle Proben, unabhingig vom Zyklustag aufgenommen worden. Damit
sollte zunichst die forensische Realitit abgebildet werden. Trotzdem handelt es sich offenbar anndhernd
um eine Normalverteilung. Der Mittelwert der Methylierung in der erweiterten Validierung betréigt 48%.
Von 10 Personen wurden jeweils an Tag 1 bis zum letzten Blutungstag Proben genommen. Der letzte
Blutungstag war abhingig von dem Zyklus der jeweiligen Probandin Tag 3 bis 6. Daraus ergaben sich 46
Werte. In der Figur 38 (Marker Mens1 - Methylierungswerte im Verlauf der Blutungstage. Die Daten-
punkte der Blutungstage 1. bis 5. sind in Form von einzelnen Séulen dargestellt; 16 Werte fiir 1. Tag, 28
Werte fiir 2. Tag, 22 Werte fiir 3.Tag, 15 Werte fiir 4. Tag und 11 Werte fiir 5.Tag. Die Methylierungswer-
te sind in den fiinf Blutungstag-Gruppen von Minimalwert zum Maximalwert sortiert angeordnet. Die
horizontalen Linien kennzeichnen den Mittelwert der Methylierungswerte.) sind alle 96 Messwerte nach
den Blutungstagen aufgeteilt.

Die Anzahl der Werte fiir die einzelnen Blutungstage sind unterschiedlich, weil von weitaus den meisten
Probandinnen nur eine Probe genommen wurde. Bei der Mehrzahl der Probandinnen war Tag 2 der Tag
der stirksten Blutung, an dem dann auch die Probe genommen wurde. Demgegeniiber wird der Tag 5 bei
den meisten Probandinnen gar nicht mehr als Blutungstag wahrgenommen, entsprechend geringer ist die
Zahl der erhaltenen Werte. Bei den extrem niedrigen Methylierungswerten (n=12) handelt es sich in den
meisten Fillen mit hochster Wahrscheinlichkeit um Artefakte, die durch die Art der Probennahme zu

erkliren sind: Der Marker ist ein differenziell methyliertes CpG im Endometrium.
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2.1.1.8 Forensische Validierung: Auch die Menstrualblutproben sind den beschriebenen simulierten und

standardisierten, forensischen Einfliissen unterworfen worden. Die Methylierungswerte des Markers blei-
ben unter den hier untersuchten forensischen Bedingungen in der Zielfliissigkeit Menstrualblut weitge-
hend stabil. Bei einer Menstrualblut-Probe, die 6 Monate feucht gelagert wurde, ist das Methylierungs-
signal ausgefallen (Figur 39b; Marker Mensl - Methylierungsergebnisse der simulierten forensischen
Spuren, die unter trockenen und feuchten Bedingungen, sowie auflen, gelagert wurden. Die Lagerungs-
dauer betrigt 1, 2, 3 und 6 Monate. Die Werte aus den verschiedenen Alterungszeitpunkten sind farblich
differenziert (siehe Legende). Peripheres Blut (a), Menstrualblut (b), Vaginalfliissigkeit (c), Speichel (d)
und Sperma (e). Der Ausgangsmethylierungswert von Marker Mens] ist als tO gekennzeichnet.). In den
iibrigen Korperfliissigkeiten bleiben die Methylierungswerte beim Ausgangswert t0. Die einzige Aus-
nahme stellt dabei der Methylierungswert einer Speichel-Probe - 2 Monate feucht gelagert - dar (Figur
39d).

2.1.1.9 Next Generation Sequenzierung; In welchem MaB die SNuPE-Nachweismethode die tatsdchliche

Methylierungssituation einer gegebenen Menstrualblutprobe widerspiegelt, ist per NGS gepriift worden.
Der methylierungsspezifische SNuPE-Primer bindet an das Amplifikat nur wenn beide CG-Positionen -
155 und 170 - methyliert sind. Der nicht-methylierungsspezifische Primer bindet nur an diejenigen Se-
quenzen, die an beiden Stellen nicht methyliert sind. Die Probe (Figur 41; Marker Mens] - Gegeniiber-
stellung der Methylierungsergebnisse von einer gleichen Menstrualblut-Probe aus vier verschiedenen
Analysemethoden: Bisulfit-Sequenzierung, Single Nucleotide Primer Extension sowie Next Generation
Sequencing mit Roche454 (977 Reads) und Illumina MiSeq (4404 Reads). Bei der Bisulfit-Sequenzierung
gab es fiir die beiden Positionen CG155 und CG170 zwei separate Werte; sie sind getrennt dargestellt.
Bei den Ergebnissen der beiden NGS-Experimente sind die Werte nur von denjenigen Sequenzen gezeigt,
die in den beiden Ziel-CpGs CG155 und CG170 methyliert sind.) zeigt in beiden NGS-Experimenten
(Roche-454 und Ilumina MiSeq) 7% Sequenzen mit methyliertem CG155 und nicht-methyliertem
CG170 und 1% Sequenzen mit nicht-methyliertem CG155 und methyliertem CG170. Der Anteil der Se-
quenzen, die an beiden Stellen methyliert sind, betrégt bei Roche-454 27% und bei Illumina MiSeq 29%.
3 Speichel.: Fiir den Nachweis von Speichel wurden zwei Marker entwickelt. Beide Marker detektieren
Speichel durch die Anwesenheit eines Methylierungssignals. Der erste Marker Spei-1 unterscheidet Spei-
chel von allen iibrigen Korperfliissigkeiten. Der zweite Marker Spei-2 unterscheidet Speichel von Vagi-
nalfliissigkeit. '

3.1 Methylierungs-Marker Spei-1

3.1.1 Die Genort-Eigenschaften
Tahellk 7 Die Genort-Besclireibung des Markers Speil

Marker Chr  CpG-lnsel Gen Symbal Genprodukt Locus Architektur
Spei-1 2 Nein (38% GC) SOX11 Transkriptions-Faktor 332500bp-5'UTR:

13cp/f21 1bp Sox1i SOXi1
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Der Marker Spei-1 zeigt im Speichel ein Methylierungssignal. In iibrigen getesteten Geweben wie peri-
pheres Blut, Menstrualblut, Sperma, Vaginalflissigkeit Urin und Haut ist er vollstandig unmethyliert. Der
Speil-Locus befindet sich auf dem Minusstrang, auf der letzten Bande p25.2 des 2. Chromosoms. In die-
sem Bereich verliuft eine unklassifizierte und nicht codierende regulatorische Sequenz, die einen erhth-
ten GC-Gehalt und einen Zinkfinger-Motif aufweist. Das nichste proteincodierende Gen SOX11 liegt
332500bp in 3"-Richtung von dem Locus entfern. Das Gen gehort zu den SRY (sex determinating region
of Y)-box verwandten Genen. Die Sox-Proteine enthalten, wie auch SRY, eine DNA-bindende HMG-
box-Domine, die bei vielen Siugern stark konserviert ist (Jay et al. 1995). Der Transkriptionsfaktor
SOX11 spielt vor allem in der frilhen embryonalen Entwicklung des zentralen Nervensystems eine Rolle
und wird in unreifen Neuronen, normalerweise jedoch nicht in allen anderen erwachsenen Geweben, ex-
primiert. Somit sollte erwartungsgemiB die Promotorregion dieses Gens in allen erwachsenen Geweben
methyliert sein. Ausschlaggebend fiir die Expression des Gens scheint jedoch nur die unmittelbar an Pro-
motor anschlieBende CpG-Insel zu sein. Da der Speil-Locus jedoch iiber 3 Millionen Basen von SOX11
entfernt liegt, ist es unwahrscheinlich, dass er einen unmittelbaren Bezug zu der Regulation des Gens hat.

Die Expression des SOX11-Gens im erwachsenen Organismus wird mit der Progression von diversen
Tumoren in Verbindung gebracht. Die Hochregulation des SOX11-Gens wird daher hidufig zu diagnosti-
schen Zwecken fiir verschiedene Tumoren verwendet. Beispielsweise werden hohe Konzentrationen des
Sox11-Proteins bei der konventionellen Form der Mastzellenleukimie (¢cMCL) nachgewiesen, bei der
milden Form - mit einer besseren Uberlebensrate, jedoch nicht. Auch bei der Entwicklung von malignen
Hautmelanomen, Lungencarcinom, bestimmten Brust- und Ovarialcarcinom-Arten scheint SOX11 invol-
viert zu sein.

3.1.1.1 Konstruktion des Amplifikats: Das211bp lange Speil-Amplikon enthilt keine CpG-Inseln. Der

durchschnittliche GC-Gehalt in seiner genomischen Sequenz liegt bei 58% (Tabelle 7). Auf dem Plus-
Strang befinden sich zwei SNPs. Das Erste (rs17356301) weist die Allele A und G auf, wobei das A das
Wildtyp-Allel ist. Dieses SNP wurde bei 980 Individuen aus Europa, Asien und Afrika getestet. Die meis-
ten Europider und alle Asiaten besitzen das homozygote A-Allel, die Frequenz von A/G-Heterozygoten
liegt je nach Population zwischen 0,033 und 0,333. Das zweite SNP (rs1722379) liegt in der Zielsequenz
des Reverse-Primers (Figur 42; Genomische Sequenz des Speil-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb
markiert, zwei bekannte SNPs griin und die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkel-
grau, reverse-Primer hellgrau). Die beiden Cytosine, die im SNuPE-Assay fiir die Messung der Methylie-
rung verwendet werden, sind rot markiert und die Bindungsstelle der beiden methylierungs- und nichtme-
thylierungsspezifischer SNuPE-Primer ist unterstrichen.). Zu der Frequenz dieses SNPs gibt es jedoch
keine Angaben. Fiir die SNUPE-Analyse werden zwei benachbarten CpGs in einem einzigen Detektions-
System verwendet.

3.1.1.2 Methylierungsmuster - Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung: Das Amplikon Speil enthdlt 10

CpGs, die in der Bisulfitsequenzierung auf ihren Methylierungsgrad hin untersucht wurden. Die groBte

Unterscheidungskraft zwischen Speichel und den ubrigen Flissigkeiten zeigt in dieser Untersuchung das
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cg49 und cg82 (Figur 43; DNA-Methylierung im Speil-Locus. Einbezogen sind jeweils sechs Proben
vom peripheren Blut, Menstrualblut, Speichel, Sperma und Vaginalflissigkeit. Jede Spalte stellt eine
Probe dar. Die Zeilen reprisentieren die 10 analysierten CpGs innerhalb des Amplikons. Die prozentualen
Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem Farbwert im kontinuierlichen Farbverlauf von gelb (=
0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylierung) - entsprechend der Farbskala auf der rechten Seite.
Die beiden analytischen CpGs sind durch schwarze Rechtecke umrandet.). Fiir die SNuPE-Analyse wer-
den allerdings cg82 und cg88 verwendet. Dies hat einen Grund. Das CpG 49 wurde vorher ebenfalls per
SNuPE untersucht. Anders als in der Bisulfit-Sequenzierung zeigte das CpG hier Methylierungssignale
nicht nur in Speichel, sondern auch in Vaginalfliissigkeit und Sperma. Daher erschien das CpG 49 fiir ein
SNuPE-Assay als ungeeignet. Der Farbskala ist zu entnehmen, dass diese beiden Marker Speichel von
den 4 iibrigen Korperfliissigkeiten unterscheiden.

3.1.1.3 Zielregion — SnuPE: Die Bisulfit-konvertierte Sequenz des Speil-Markers besitzt einen GC-

Gehalt von 36% und 13 CG-Dinukleotide. Aus den Ergebnissen der Bisulfit-Sequenzierung wird deutlich,
dass die groBten Unterschiede im Methylierungsstatus am 5°-Ende des Amplikons vorliegen (in der Figur
43 oben). Um die Ziel-CpGs zu messen, wurde das bereits beim Menl-Marker (Kapitel 3.4.1.4 und
2.2.5.4) beschriebene Detektionssystem mit zwei sequenzspezifischen Primer entwickelt. Diese binden
spezifisch an die methylierten oder die nicht methylierten Speil-Amplifikate und detektieren in Forward-
Richtung. Die Lage der Fm- und Fnm-Primer ist in der Figur 50 (Die Reaktion der sequenzspezifischen
SNuPE-Primer Speil-Fm und Fnm. Das Amplikon befindet sich auf dem 2. Bisu-Strang. Die Amplikon-
sequenz ist in 3°-57-Richtung abgebildet. Der methylierungsspezifische Fm-Primer (a) bindet nur an die-
jenigen Amplifikate, die an den beiden unterstrichenen Ziel-CpGs methyliert sind, und wird an seinem
3’-Ende um ein T (rot) verlangert. Der nicht-methylierungsspezifische Fnm-Primer (b), bindet dagegen an
Amplifikate, die an den beiden CpGs nicht methyliert sind, und wird um ein C (schwarz) verlingert.)
dargestellt.

Der Fm-Primer besteht aus 20 und der Fnm-Primer aus 21 Basen. Auf Grund der etwas groBeren roten
Flureszenzgruppe der ddNTPs, erscheint das rote Signal des Fm-Primers groBer als das schwarze Signal
des Fnm-Primers (Figur 45; Detektion des Speil-SNuPE-Primer-Systems. Der methylierungsspezifische
Fm-Primer zeigt das rote Signal und der nicht-methylierungsspezifische Fnm-Primer das schwarze Sig-
nal. Abbildung eines Plot-Fensters nach der Datenauswertung mit GeneMapper ID 3.2.). Unter der Vo-
raussetzung, dass die Primer gleiche Bindungsaffinitit zu ihrer Zielsequenz aufweisen, gibt das Verhilt-
nis der beiden Primersignale zueinander, den Methylierungs-Status der Probe wieder. In Figur 45 sind es
68% Methylierung.

3.1.1.4 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: Die Nachweisempfindlichkeit des

Systems ist in Figur 46 (Marker Speil - Messung der Nachweisempfindlichkeit in jeweils drei unabhin-
gigen Analysen von acht unterschiedlichen Konzentrationen von Speichel-DNA; die eingesetzten DNA-
Mengen pro PCR sind auf der Abszisse aufgelistet.) dargestellt. Fiir den Speil-Marker wurde die Mess-
reihe mit Speichel-DNA durchgefiihrt. Stabile Signale ergeben sich ab 200 pg eingesetzter DNA.
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3.1.1.5 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Auch dieser Marker wurde in Mischungen aus Ziel-

flissigkeit und den ubrigen Korperfliissigkeiten iiberpriift. Dazu wurden DNA-Proben eingesetzt, die
100%, 80%, 60%, 40%, 20% und 0% Speichel-DNA enthielten. Der jeweils restliche Anteil der Proben
bestand aus einer gleich konzentrierten (20ng/ul) DNA-Mischung der iibrigen 4 Fliissigkeiten. Die Figur
47 (Marker Speil - Messung von Speichel in einem Flussigkeitsgemisch. Der Sollwert (schwarz) ent-
spricht dem errechneten Methylierungswert, der sich aus den Werten der fiinf Korperfliissigkeiten ergibt,
und dem Anteil der Blut-DNA in der jeweiligen Mischprobe. Der Istwert (rot) entspricht dem tatséchlich
detektierten Wert.) zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung. Die Messpunkte fiir die Methylierung der
Speichel-DNA verlaufen fast parallel zu den Erwartungswerten. Bei 0% Speichel-DNA in der Mischung
entspricht der Erwartungswert dem tatsichlich gemessenen Wert (0% Methylierung), so dass keine nen-
nenswerte Beeinflussung des speichelspezifischen Signals durch andere Fliissigkeiten stattfinden kann.

3.1.1.6 _Individuelle Streuung der Methylierungswerte: Die Zuverldssigkeit der Differenzierung zwischen

Speichel und den iibrigen 4 Fliissigkeiten wurde in einer ersten Validierungsrunde mit jeweils 20 Proben
von jeder der 5 Fliissigkeiten untersucht (Figur 48; Marker Speil - Box-Plot zur Streuung der Methylie-
rungswerte in 20 DNA-Proben von 5 Korperfliissigkeiten, vermessen mit SNuPE-Primern Fm+Fnm. Die
Speichel-Proben weisen eine relativ breite Streuung auf und eine durchschnittliche Methylierung von
46%. Der niedrigste detektierte Methylierungswert betrdgt 20%. Menstrualblut und Vaginalfliissigkeit
zeigen sehr kleine Streuung, peripheres Blut und Sperma gar keine. Eine Vaginalfliissigkeits-Probe hat
ein Methylierungssignal von 9% gezeigt.

3.1.1.7 Erweiterte Validierung: Wegen der theoretisch moglichen exogenen Einflussgrolen wurde eine

groflere Validierungsstudie mit 80 weiteren Proben vorgenommen. Die Proben stammten aus dem Pro-
benlager der Firma LFA GmbH. Es handelt sich dabei in jedem Fall um Proben von Individuen, die ihre
Zustimmung zur wissenschaftlichen Nutzung dieses Materials schriftlich gegeben haben. Die Figur 49
(Alter der Probanden/innen fiir Speichel, deren Proben in die Untersuchung der beiden Speichel-Marker
Speil und Spei2 einbezogen wurden; 45 minnliche und 55 weibliche Personen (n=100).) gibt die Alters-
verteilung des gesamten Probandenkollektivs wieder. Die Anteile der Probanden in den verschiedenen
Alterskategorien sind gut verteilt.

Die Speichel-Ergebnisse der ersten Validierungsrunde (vorhergehendes Kapitel, Figur 48) und der erwei-
terten Validierung mit 80 Proben sind im Folgenden zusammengefasst. Eine Probe ist ausgefallen. Die
Ergebnisse sind in der Figur 50 (Marker Speil - Verteilung der Methylierungswerte von n= 99 Speichel-
Proben. Auf der Abszisse sind die Werte-Gruppen angegeben, wobei die Einteilung in Gruppen in Ab-
hiingigkeit von der Gesamtheit der Werte, willkiirlich gewahlt ist. Auf der Ordinate ist die Anzahl der
Proben aufgezihlt, deren Werte in die entsprechende Kategorie fallen.) dargestellt. Die Gesamtheit der
Methylierungswerte des Speil-Markers ist annihernd normalverteilt. Die meisten Proben weisen 51 bis
60% Methylierung auf. Der durchschnittliche Methylierungswert betrigt 53% und liegt damit hoher als
der Durchschnittswert der Speichel-Proben von 46% Methylierung in der kleinen Validierungsrunde. Fiir

die Ermittlung der Ausreifler wurde die zweifache Standardabweichung von dem Mittelwert als statisti-
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sches MaB verwendet. Demnach liegen 4 Werte unterhalb des Toleranzbereichs (13,8 bis 89,1%). Eine
ausgeprigte Altersabhingigkeit der Methylierungswerte kann auch in der forensischen Betrachtung wich-
tig sein, weil sie eventuell Riickschliisse auf das Alter des Spurenlegers zuldsst. Auch das Geschlecht
kann Einfluss auf die Methylierung nehmen. In der Figur 51 (Marker Speil - Geschlechts-und Altersab-
hingigkeit der Methylierungswerte Die Datenpunkte der beiden Geschlechter der Probanden ist farblich
differenziert, die Ergebnisse der mannlichen Probanden sind blau dargestellt und die Ergebnisse der
weiblichen Proben pink. Das Alter ist auf der Abszisse aufgetragen. An die Datenpunkte ist eine lineare
Trendlinie gelegt, die ebenfalls in den oben genannten Geschlechtsfarben abgebildet ist.) sind die Werte
aus der statistischen Validierung nach Alter und Geschlecht differenziert.

Die durchschnittliche Methylierung betrigt 56% bei mannlichen Proben und 48% bei weiblichen Proben.
Die Darstellung in der Figur 51 zeigt auch, dass tatséichlich eine Abhangigkeit von dem Alter existiert. Im
forensischen Kontext ist diese aber vermutlich nicht stark genug.

3.1.1.8 Forensische Validierung: Die Figur 52a-e (Marker Speil - Methylierungsergebnisse der simulier-

ten forensischen Spuren, die unter trockenen und feuchten Bedingungen, sowie auen, gelagert wurden.
Die Lagerungsdauer betréagt 1, 2, 3 und 6 Monate. Die Werte aus den verschiedenen Alterungszeitpunkten
sind differenziert (siche Legende). Peripheres Blut (a), Menstrualblut (b), Vaginalfliissigkeit (c), Speichel
(d) und Sperma (e). Der Ausgangsmethylierungswert von Marker Speil ist als tO gekennzeichnet.) zeigt
die Ergebnisse der forensischen Simulationsstudie. Die Bedingungen entsprechen dem im Methoden-
Kapitel beschriebenen, standardisierten Vorgehen. Unter feuchten Lagerungsbedingungen bleibt entweder
die Methylierung nicht erhalten oder die komplette DNA ist — wahrscheinlich — durch Mikroben- oder
Pilzeinwirkung nach 3 Monaten in der Speichelprobe abgebaut (Figur 52d). Unter den iibrigen Bedingun-
gen — ,trocken” und ,,auflen” bleiben die Signale aller Fliissigkeiten stabil. Die in Figur 53 (Marker Speil
- Box-Plot zur Streuung der Methylierungs-Werte im Spurenalterungs-Experiment. Einbezogen sind alle
Werte der entsprechenden Fliissigkeit aus dem gesamten Experiment.) dargestellten Messwerte zeigen,
dass auch nach Zusammenfassen aller Werte aus dem Alterungsexperiment keine Uberlappung zwischen
den Speichel-Werten auf der einen Seite und den Werten von Blut, Menstrualblut, Vaginalfliissigkeit und
Sperma auf der anderen Seite entsteht.

3.1.1.9 Next Generation Sequenzierung: Mit Hilfe von NGS wurde iiberpriift, inwieweit die routinemiBig

angewendete SNuPE-Nachweismethode die tatsachliche Methylierungssituation des Speil-Locus wider-
spiegelt. Die im Augenblick objektivste Messmethode ist NGS, weil man damit im Prinzip den Methylie-
rungsstatus der einzelnen Molekiile bestimmt.

In der SNuPE-Analyse ist der Methylierungswert des Markers von den Methylierungseigenschaften der
beiden benachbarten CpGs - CG82 und CG88 - abhingig (die Zahl bezeichnet die Position des CpGs in
dem Amplikon). Der methylierungsspezifische Fm-Primer bindet an das Amplifikat nur wenn es an bei-
den CG-Positionen 82 und 88 methyliert ist. Der nicht-methylierungsspezifische Fnm-Primer bindet nur
an diejenigen Sequenzen, die an beiden Stellen nicht methyliert sind. Wie auch bei dem Marker Mens|,

stellt sich hier die Frage - gibt es Sequenzen, die entweder nur an der ersten oder nur an der zweiten Posi-
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tion methyliert sind. Diese Frage kann mit Hilfe von NGS beantwortet werden. Die Probe aus der Figur
54 (Marker Speil - Gegeniiberstellung der Methylierungsergebnisse von einer gleichen Speichel-Probe
aus vier verschiedenen Analysemethoden: Bisulfit-Sequenzierung, Single Nucleotide Primer Extension
sowie Next Generation Sequencing mit Roche- und lllumina-Technologie. Bei der Bisulfit-Sequenzierung
gab es fiir die beiden Positionen CG82 und CG88 zwei separate Werte; sie sind getrennt dargestellt. Bei
den Ergebnissen der beiden NGS-Experimente sind die Werte nur von denjenigen Sequenzen gezeigt, die
in den beiden Ziel-CpGs CG82 und CG88 methyliert sind.) zeigt bei der NGS 22% (Roche454) und 26%
(Illumina MiSeq) Sequenzen mit methyliertem CG82 und nicht-methyliertem CG88. Es gab keine Se-
quenzen mit nicht-methyliertem CG82 und methyliertem CG88. Der Anteil der Sequenzen, die an beiden
Stellen methyliert sind, betrigt bei Roche454 33% und bei [llumina MiSeq 36%. Wodurch die niedrige-
ren Werte bei SNuPE (23%) und die hoheren Werte bei der Bisulfit-Sequenzierung (46% und 83%) zu-
stande kommen wird in dem Kapitel 4.5 diskutiert. Nach der Erkenntnis, dass die beiden analytischen
CpGs ungleich methyliert sind, wurde ein zweiter methylierungsspezifischer SNuPE-Primer entwickelt,
dessen Zielsequenz an Position CG82 methyliert ist und an Position CG88 nicht methyliert.

3.1.2 Methylierungs-Marker Spei-2

3.1.2. 1 Die Genort-Eigenschaften
Tabeile 8 Die Genort-Beschreibunyg des Markers Speil

Markey Chr  CpGelnsel Gen Symbol Genprodukt Locus Avchitektur
Spei-2 10 Nein(55% CGC) WBPIL WW  domain binding 3-Ende: Exon WBPIL-
9cp/292bp OPALL protein 1-like 001 (OPALL, C10orf26)

Der Marker Spei-2 unterscheidet Speichel und Vaginalfliissigkeit voneinander. Er zeigt im Speichel ein
Methylierungssignal und in der Vaginalfliissigkeit ist er unmethyliert. In Sperma, peripherem Blut und
Menstrualblut ist der Marker ebenfalls methyliert. Der Spei2-Locus befindet sich auf dem Plusstrang, auf
der Bande q24.32 des Chromosoms 10.

Das 3°-Ende des Amplikons (169 von 305bp) liegt in einem Exon des Pseudogens WBP1L (WW domain
binding protein 1-like). Dieses Gen ist unter dem Namen OPAIL (Outcome predictor in acute leukemia
1) bekannt geworden, da es eine Zeit lang zu diagnostischen Zwecken der akuten lymphoblatischen Leu-
kidmie in der Kindheit (ALL) eingesetzt wurde. Die OPA1L-Expression kann nicht als ein unabhingiges
und alleiniges diagnostisches Merkmal fiir ALL verwendet werden. Vor allem bei Patienten mit intensi-
ver medikamentoser und chemotherapeutischer Behandlung war die OPA1L-Expression nicht signifikant
hoch. Desweiteren erstreckt sich iiber den gesamten Spei2-Lokus eine unklassifizierte regulatorische Se-
quenz mit Bindungsstellen fiir Proteine, die ein Helix-Turn-Helix-Motiv aufweisen.

3.1.2..2 Konstruktion des Amplifikats: Das 292bp lange Spei2-Amplikon enthélt keine CpG-Inseln. Der

durchschnittliche GC-Gehalt in seiner genomischen Sequenz liegt bei 55% (Tabelle 8). In dem Abschnitt
befinden sich mehrere SNPs. Zu keinem dieser Polymorphismen gibt es Frequenz-Daten. Zwei SNPs
liegen innerhalb von CpG-Dinukleotiden und Eines in der Zielsequenz des Reverse-Primers (Figur 55;
Genomische Sequenz des Spei2-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die bekannten SNPs

griin und die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkelgrau, reverse-Primer hellgrau).
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Das CpG-Dinukleotid, das im SNuPE-Assay fiir die Messung der Methylierung verwendet wird, ist rot
markiert und die Bindungsstelle des 3r-SNuPE-Primers ist unterstrichen.). Fir die SNuPE-Analyse wird
ein CpG verwendet, welches kein SNP enthilt.

3.1.2.3 Methylierungsmuster - Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung: In Figur 56 (DNA-Methylierung im

Spei2-Locus. Einbezogen sind jeweils fiinf Proben vom peripheren Blut, Menstrualblut, Speichel, Sperma
und Vaginalfliissigkeit. Jede Spalte stellt eine Probe dar. Die Zeilen reprisentieren die 7 analysierten
CpGs innerhalb des Amplikons. Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem
Farbwert im kontinuierlichen Farbverlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylie-
rung) - entsprechend der Farbskala auf der rechten Seite. Das analytische CpG ist durch das schwarze
Rechteck umrandet.) werden die Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung an 7 CpGs des Spei2-Amplikons
gezeigt. Anhand der Farbunterschiede wird deutlich, dass das cg245 Speichel und Sperma von den iibri-
gen Korperfliissigkeiten unterscheidet. Dieses CpG kann auch dazu dienen, Vaginalfliissigkeit von allen
iibrigen Korperfliissigkeiten zu unterscheiden. In Vaginalfliissigkeit ist es komplett unmethyliert.

3.1.2.4 Zielregion — SnuPE: Die Bisulfit-konvertierte Sequenz des Spei2-Markers besitzt einen GC-

Gehalt von 29% und 9 CpGs. Der hohe Anteil an A- und T-Basen verringert die Schmelztemperaturen der
Primer. Diese miissen entsprechend linger sein, um unter einheitlichen Temperaturbedingungen mit ande-
ren Markern zusammen analysiert zu werden. Von drei getesteten SNuPE-Primern, hat ein Primer die
beste Unterscheidung zwischen Speichel und Vaginalfliissigkeit gezeigt. Daher wird im Spei2-Assay, im
Gegensatz zu den vorher beschriebenen Markern, die Methylierung nur an einem Ziel-CpG gemessen
(Figur 57, Die Reaktion des reversen SNuPE-Primers Spei2-3r. Das Amplikon befindet sich auf dem 2.
Bisu-Strang. Die Amplikonsequenz ist in 5°-3"-Richtung abgebildet. Der 3r-Primer wird an seinem 3'-
Ende entweder um ein C (schwarz, a) an der methylierten Sequenz oder um ein T (rot, b) an der nicht
methylierten Amplikon-Sequenz verlingert. Der SNuPE-Primer 3r besteht aus 28 Basen. Bei der Detekti-
on des Primers représentiert das schwarze Signal den Anteil der methylierten Amplikon-Kopien und das
rote Signal den Anteil der nicht methylierten Kopien in der Probe. Das Verhiltnis der beiden Primersig-
nale zueinander, gibt den Methylierungs-Status der Probe wieder (in der Figur 58 (Detektion des Spei2-
SNuPE-Primers 3r. Abbildung eines Plot-Fensters nach der Datenauswertung mit GeneMapper ID 3.2.)
sind es 73% Methylierung).

3.5.2.5 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: Die Nachweisempfindlichkeit des

Spei2-Markers ist in der Figur 59 (Marker Spei2 - Messung der Nachweisempfindlichkeit in jeweils vier
unabhingigen Analysen von acht unterschiedlichen Konzentrationen der DNA aus Speichel (a) und der
DNA aus Vaginalfliissigkeit (b); die eingesetzten DNA-Mengen pro PCR sind auf der Abszisse aufgelis-
tet.) dargestellt. Die Messreihen wurden mit der Zielfliissigkeit - Speichel und zusétzlich mit Vaginalfliis-
sigkeit durchgefiihrt. Die Vaginalfliissigkeit wurde analysiert, um zu priifen, ob eine Fliissigkeit, die in
dem Spei2-Marker nicht methyliert ist, bei extrem niedrigen Konzentrationen falsch-positive Ergebnisse
zeigt. Die Vaginalfliissigkeit ist normalerweise nicht methyliert (durchschnittlich 5% Methylierung).

Stabil verlaufen in beiden Fliissigkeiten die Bestimmungen ab 500 pg.
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3.1.2.5 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Das nach dem gleichen Prinzip wie vorher gestaltetes

Mischungsexperiment zeigt eine deutliche Emiedrigung der Methylierungswerte von Speichel-DNA ge-
geniiber dem Erwartungswert. Hier muss man deswegen von einer Beeinflussung durch die iibrigen Fliis-
sigkeiten ausgehen (Figur 60; Marker Spei2 - Messung von Speichel in einem Fliissigkeitsgemisch. Der
Sollwert (schwarz) entspricht dem errechneten Methylierungswert, der sich aus den Werten der fiinf K6r-
perfliissigkeiten ergibt, und dem Anteil der Blut-DNA in der jeweiligen Mischprobe. Der Istwert (rot)
entspricht dem tatsichlich detektierten Wert.)

3.1.2.6 Individuelle Streuung der Methylierungswerte: Wie aus Figur 61 (Marker Spei2 - Box-Plot zur

Streuung der Methylierungswerte in 20 DNA-Proben von 5 Korperfliissigkeiten, vermessen mit SNuPE-
Primer 3r.) ersichtlich, gibt es eine komplette Uberlappung zwischen der Zielfliissigkeit Speichel (durch-
schnittlich 67% methyliert) und Sperma (durchschnittlich 82% methyliert). Dagegen gibt es keinerlei
Uberlappung zwischen Speichel und peripherem Blut, Menstrualblut und Vaginalfliissigkeit.

3.1.2.7 Erweiterte Validierung: Fiir die groBe statistische Validierung des Spei2-Markers wurden die 80

Speichelproben verwendet, welche auch mit dem Speil-Marker analysiert wurden. Die Altersverteilung
der Speichelprobanden ist in der Figur 49 dargestellt. Die Ergebnisse fiir Speichel aus der ersten Validie-
rungsrunde und der erweiterten Validierung wurden im Folgenden zusammengefasst. Fiinf Proben sind
bei der Analyse mit Spei2-Marker ausgefallen.

Die Methylierungswerte der 95 vermessenen Proben sind anndhernd normalverteilt (Figur 62; Marker
Spei2 - Verteilung der Methylierungswerte von n= 95 Speichel-Proben. Auf der Abszisse sind die Werte-
Gruppen angegeben, wobei die Einteilung in Gruppen in Abhingigkeit von der Gesamtheit der Werte,
willkiirlich gewihlt ist. Auf der Ordinate ist die Anzahl der Proben aufgezihlt, deren Werte in die ent-
sprechende Kategorie fallen.)

Im Gegensatz zu dem Marker Speil besteht bei dem Spei2-Marker keine signifikante Abhédngigkeit der
Methylierungswerte vom Alter und Geschlecht.

3.1.2.8 Forensische Validierung: Die Figur 63a-e (Marker Spei2 - Methylierungsergebnisse der simulier-

ten forensischen Spuren, die unter trockenen und feuchten Bedingungen, sowie auBen, gelagert wurden.
Die Lagerungsdauer betrégt 1, 2, 3 und 6 Monate. Die Werte aus den verschiedenen Alterungszeitpunkten
sind differenziert (siehe Legende). Peripheres Blut (a), Menstrualblut (b), Vaginalfliissigkeit (c), Speichel
(d) und Sperma (e). Der Ausgangsmethylierungswert von Marker Spei2 ist als t0 gekennzeichnet.) zeigt
die Ergebnisse der forensischen Simulationsstudie.

Die Methylierungs&erte des Spei2-Markers bleiben unter den untersuchten forensischen Bedingungen
sowohl in Speichel als auch in Vaginalfliissigkeit, Sperma und Menstrualblut weitgehend stabil. Bei Spei-
chel sind Ausfille des Signals unter feuchten Bedingungen und bei AuBenbedingungen zu beobachten.
Generell werden die Speichelsignale hoéher mit der Zeit (Figur 63d). Bei der Untersuchung des Blutes
zeigen drei Monate alte Spuren unter feuchten Bedingungen und auBen hohere Signale als der Blut-
Nullwert (Figur 63a).
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Die Figur 64 (Marker Spei2 - Box-Plot zur Streuung der Methylierungs-Werte im Spurenalterungs-
Experiment. Einbezogen sind alle Werte der entsprechenden Fliissigkeit aus dem gesamten Experiment.)
zeigt, dass bis auf einen Wert jeweils bei Speichel und Blut die Werte unter den forensischen Bedingun-
gen stabil bleiben.

3.1.2.9 Next Generation Sequenzierung: Auch der Marker Spei2 ist per NGS untersucht worden, um die

tatsichliche Methylierungssituation des Spei2-Locus zu iiberpriifen (Figur 65; Marker Spei2 - Gegen-
tiberstellung der Methylierungsergebnisse an dem Ziel-CpG (3r-Detektionsstelle) von einer gleichen
Speichel-Probe aus vier verschiedenen Analysemethoden: Bisulfit-Sequenzierung, Single Nucleotide
Primer Extension sowie Next Generation Sequencing mit Roche454 (415 Reads) und Illumina (2998
Reads)).

Bei diesem Marker ist offenbar die Messgenauigkeit zwischen Bisulfitsequenzierung, SNuPE-Methode,
NGS-Roche 454 und NGS-Illumina sehr gut vergleichbar.

4 Vaginalfliissigkeit: Fir den Nachweis von Vaginalfliissigkeit wurden zwei Marker entwickelt. Beide

Marker detektieren Vaginalfliissigkeit durch die Anwesenheit eines Methylierungssignals. Beide Marker
Vag-lund Vag-2 unterscheiden Vaginalfliissigkeit von allen iibrigen Korperfliussigkeiten.
4.2.1 Methylierungs-Marker Vag-1/1628

4.2.1.1 Die Genort-Eigenschaften
Tabelle ¥ Die Genort-Beschreibung des Markers Vagl

Marker Chr  CpG-Insel Gen Symbol Genprodukt Locus Architektur
Vag-1 2 Ja (58% GC) HOXD4 Sequenzspezifischer TF  Exon: HOXD4-001
20c/272bp HXD4

Der Marker Vag-1 unterscheidet Vaginalfliissigkeit von Speichel, Sperma und peripherem Blut. In
Menstrualblut ist er leicht methyliert. Der Vagl-Locus liegt auf dem Plusstrang, zentral auf dem langen
Arm des Chromosoms 2, auf der Bande q31.1.

Das gesamte Amplikon (272bp) liegt in einem Exon des HOXD4-Gens, dessen Genprodukt ein sequenz-
spezifischer Transkriptionsfaktor ist. Die Homeobox- (Hox-) Gene kodieren Transkriptionsfaktoren, die
die Expression verschiedener essentieller Proteine kodierender Zielgene fiir Zelldifferentation und -
proliferation regulieren. So sind sie beispielweise in die Skelett-Morphogenese und Chondrozyten-
Differenzierung involviert. Die vier Gencluster A, B, C und D aus 9 bis 11 Genen sind an unterschiedli-
chen Chromosomen lokalisiert. Das HOXD4 Gen wird vorwiegend wihrend der Entwicklung in meso-
dermalen Geweben und im zentralen Nervensystem exprimiert und ist fiir die gewebespezifische morpho-
logische Entwicklung von Extremititen zustéindig (Rastegar et al 2004). Nach den Informationen aus
mRNA-Expressions-Daten und der UniProtKB Datenbank wird dieses Gen ubiquitdr exprimiert. Grund-
sdtzlich weisen die HOX-Gene jedoch ein kompliziertes Expressionsmuster auf und werden vorwiegend
in der Entwicklungsphase des Korpers exprimiert.

4.2.1.2 Konstruktion des Amplifikats: Das 272bp lange Vagl-Amplikon enthdlt nach den Angaben des

CpG-Insel-Suchprogramms des europdischen Instituts fiir Bioinformatik (http://www.ebi.ac.uk) mindes-

tens eine CpG-Insel. Der durchschnittliche GC-Gehalt in seiner genomischen Sequenz liegt bei 58% (Ta-
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belle 9). In dem Abschnitt befinden sich mehrere SNPs. Zu dem Ersten der vier SNPs gibt es Frequenz-
angaben. Dieses C/T-Polymorphismus (rs75770990) wurde in einer Gruppe von 118 Personen untersucht.
In der entsprechenden Arbeit zeigte das C-Allel die Hiufigkeit von 0,941, das T-Allel 0,059. Eine Auftei-
lung in homo- und heterozygote Genotypen wurde nicht vorgenommen. Alle SNPs liegen auferhalb der
Primerzielsequenzen (Figur 66; Genomische Sequenz des Vagl-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb
markiert, die bekannten SNPs griin und die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkel-
grau, reverse-Primer hellgrau). Das CpG-Dinukleotid, das im SNuPE-Assay fiir die Messung der Methyl-
ierung verwendet wird, ist rot markiert und die Bindungsstelle des 1r-SNuPE-Primers ist unterstrichen.)

4.2.1.3 Methylierungsmuster - Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung: Der zur Identifizierung der Vaginal-

flilssigkeit eingesetzte Marker wurde ausschlieBlich mit Hilfe der Illumina-Chip-Analyse und der sofort
nachfolgenden SNuPE-Analyse ausgewihlt, weil sich die Sequenzierung nach Bisulfitierung oft als nicht
zuverlissig herausgestellt hatte. Es handelte sich um das CpG cg38. Im spidteren Verlauf der Arbeit wurde
die Bisulfitsequenzierung trotzdem durchgefiihrt, um einen Methodenvergleich zu erméglichen. Die Figur
67 (DNA-Methylierung im Vagl (AMP1628)-Locus. Einbezogen sind jeweils fiinf Proben vom periphe-
ren Blut, Menstrualblut, Speichel und Sperma, sowie sechs Proben von Vaginalfliissigkeit. Jede Spalte
stellt eine Probe dar. Die Zeilen reprisentieren die 19 analysierten CpGs innerhalb des Amplikons. Die
prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem Farbwert im kontinuierlichen Farbverlauf
von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylierung) - entsprechend der Farbskala auf der
rechten Seite. Das analytische CpG ist durch das schwarze Rechteck umrandet.) zeigt, dass auch bei der
Sequenzierung die Unterscheidung der Vaginalfliissigkeit von Speichel, Blut und Sperma sehr deutlich
ist. Die geringsten Unterschiede ergeben sich zwischen Vaginalfliissigkeit und Menstrualblut.

4.2.1.4 Zielregion — SnuPE: Die Bisulfit-konvertierte Sequenz des Vagl-Markers besitzt einen GC-
Gehalt von 40% und 20 CpG-Dinukleotide. Vor allem das 3°-Ende des Amplikons ist von CpGs dicht

besiedelt. Von mehreren entworfenen SNuPE-Primern, hat ein Primer eine gute Unterscheidung zwischen
Vaginalfliissigkeit und anderen Korperfliissigkeiten gezeigt. Im Vagl-Assay wird die Methylierung nur
an einem CpG gemessen. Der 1r-SNuPE-Primer detektiert die Methylierung des Ziel-CpGs in reverse
Richtung (Figur 68; Die Reaktion des reversen SNuPE-Primers Vagl-1r. Das Amplikon befindet sich auf
dem 1. Bisu-Strang. Die Amplikonsequenz ist in 5”-3"-Richtung abgebildet. Der 1r-Primer wird an sei-
nem 3°-Ende entweder um ein G (blau, a) an der methylierten Sequenz oder um ein A (griin, b) an der
nicht methylierten Amplikon-Sequenz verldngert.)

Der SNuPE-Primer Ir besteht aus 29 Basen. Er arbeitet nach dem konventionellen Prinzip der Methylie-
rungs-Messung per SNuPE - der Extensions-Primer wird entweder um die methylierte oder die nicht me-
thylierte Base verldngert. Bei der Detektion des Primers reprisentiert das blaue Signal den Anteil der
methylierten Amplikon-Kopien und das griine Signal den Anteil der nicht methylierten Kopien in der
Probe. Der Methylierungs-Prozentsatz wird errechnet aus dem Verhiltnis der Peakhohe des Methylie-

rungs-Peaks (blau) zur Summe der Peakhohen fiirr Methylierung und Nichtmethylierung (in der Figur 69
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(Detektion des Vagl-SNuPE-Primers 1r. Abbildung eines Plot-Fensters nach der Datenauswertung mit
GeneMapper ID 3.2.) sind es 52%).
4.2.1.5 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: In Figur 70 (Marker Vagl - Mes-

sung der Nachweisempfindlichkeit in jeweils vier unabhingigen Analysen von acht unterschiedlichen
Konzentrationen von DNA aus Vaginalfliissigkeit; die eingesetzten DNA-Mengen pro PCR sind auf der
Abszisse aufgelistet.) wird das Ergebnis eines Sensitivitits- und Stabilitdtstestes mit jeweils 4 Proben
einer Konzentration gezeigt.

Als Nachweisgrenze wird diejenige DNA-Menge angesehen, von der ab sich eine stabile Wiederholbar-
keit zeigt. Dieser Wert liegt fiir Marker Vagl bei 200 pg. Jede Messung wurde in diesem Fall vier Mal
durchgefiihrt, so dass man erkennen kann, ob man sich im Bereich fiir eine stabile Messung befindet oder
nicht.

4.2.1.6 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Im Mischungsexperiment ergab der Vaginalmarker

Vagl hohere Methylierungswerte als die Erwartungswerte. Also muss man von einer wechselseitigen
Beeinflussung der 5 Fliissigkeits-DNAs ausgehen (Figur 71; Marker Vagl - Messung von Vaginalfliis-
sigkeit in einem Fliissigkeitsgemisch. Der Sollwert (schwarz) entspricht dem errechneten Methylierungs-
wert, der sich aus den Werten der fiinf Korperfliissigkeiten ergibt, und dem Anteil der Blut-DNA in der
jeweiligen Mischprobe. Der Istwert (rot) entspricht dem tatsédchlich detektierten Wert.)

4.2.1.7 Individuelle Streuung der Methylierungswerte: In Figur 72 (Marker Vagl - Box-Plot zur Streuung

der Methylierungswerte in 20 DNA-Proben von 5 Korperfliissigkeiten, vermessen mit SNuPE-Primer Ir.
) Ist das Differenzierungspotential des Markers Vagl gegeniiber den iibrigen Korperfliissigkeiten darge-
stellt. Eine Uberlappung der Werte beobachtet man nur beim Menstruaiblut.

Die Vaginalfliissigkeits-Proben weisen eine relativ breite Streuung auf und eine durchschnittliche Methyl-
ierung von 33%. Der niedrigste detektierte Methylierungswert betrigt 15%. Peripheres Blut, Speichel und
Sperma zeigen sehr geringe Streuung. Der Mittelwert bei Menstrualblut betrigt 16% Methylierung. Zwi-
schen der Wertegruppe fiir die Vaginalfliissigkeit und der fiir das Menstrualblut ist eine ca. 10%ige Uber-
lappung zu erkennen.

4.2.1.8 Erweiterte Validierung: Um statistisch relevante Daten zu erhalten, wurden 55 Personen mit den

beiden Markern Vagl und Vag2 iiberpriift. Die Altersverteilung der Probandinnen ist in der Figur 73
(Alter der Probandinnen fiir Vaginaifliissigkeit, deren Werte in die Untersuchung der Vagl und Vag2-
Marker einbezogen wurden (n=55).) dargestelit.

Da eine deutliche Abhingigkeit zwischen Methylierungsgrad und Zykluszeitpunkt bzw. Hormonstatus
besteht (siehe Figur 75; Marker Vagl - Zykluszeitpunkt-und Altersabhingigkeit der Methylierungswerte.
Die Datenpunkte der verschiedenen Zykluszeitpunkte sind farblich differenziert. Die Ergebnisse der Pro-
ben aus Zyklusanfang (n=14) sind schwarz, die Ergebnisse aus Zyklus-Mitte/Eisprung (n=5) griin, die
Ergebnisse aus Zyklus-Ende (n=20) blau und die Ergebnisse der Proben von Frauen mit erniedrigtem
Ostrogenspiegel (Menopause oder nach einer Entbindung, n=6) sind rot dargestelit. Das Alter ist auf der

Abszisse aufgetragen. An die Datenpunkte ist eine lineare Trendlinie gelegt, die in den entsprechenden
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Farben abgebildet ist.), ist keine Normalverteilung zu erwarten. Die meisten Methylierungswerte liegen
zwischen 41 und 50% Methylierung (Figur 74; Marker Vagl - Verteilung der Methylierungswerte von n=
55 Vaginalfliissigkeits-Proben. Auf der Abszisse sind die Werte-Gruppen angegeben, wobei die Eintei-
lung in Gruppen in Abhzngigkeit von der Gesamtheit der Werte, willkiirlich gewahlt ist. Auf der Ordinate
ist die Anzahl der Proben aufgezihlt, deren Werte in die entsprechende Kategorie fallen.). Der Mittel wert
der Methylierung betrdgt 39%.

Signifikante Abhzngigkeiten vom Zykluszeitpunkt und vom Alter konnten fur die Beurteilung einer Spur
von Bedeutung sein. In der Figur 75 ist die Abhingigkeit des Methylierungssignal von dem Alter und
Zyklustag der Frauen dargestellt. In das Diagramm sind 41 von 55 Werten einbezogen, da nicht von allen
55 Probandinnen Angaben zum Zyklustag vorlagen.

Die Methylierungswerte sind eindeutig abhingig vom Ostrogenspiegel: Frauen in der Menopause oder
nach der Schwangerschaft zeigen im Vergleich zu den drei iibrigen Gruppen deutlich erniedrigte Methyl-
ierungswerte mit einem Mittelwert von 29%. Die iibrigen Gruppen zeigen héhere Methylierungswerte
und ihr Mittelwert unterscheidet sich kaum voneinander (44% bei Zyklus-Anfang, 43% bei Zyklus-Mitte
und 43% bei Zyklus-Ende). Eine signifikante Altersabhingigkeit ist nicht zu beobachten.

4.2.1.9 Forensische Validierung: Die forensischen Simulationsexperimente sind in Figur 76 (Marker

Vagl - Methylierungsergebnisse der simulierten forensischen Spuren, die unter trockenen und feuchten
Bedingungen, sowie auBien, gelagert wurden. Die Lagerungsdauer betrégt 1, 2, 3 und 6 Monate. Die Wer-
te aus den verschiedenen Alterungszeitpunkten sind farblich differenziert (siehe Legende). Peripheres
Blut (a), Menstrualblut (b), Vaginalfliissigkeit (c), Speichel (d) und Sperma (e). Der Ausgangsmethylie-
rungswert von Marker Vagl ist als t0 gekennzeichnet.) dargestellt.

Abgesehen von dem Methylierungswert der im Feuchtmedium gelagerten Vaginalfliissigkeits-Probe (Fi-
gur 76c) bleiben die Werte aller Fliissigkeiten unter den untersuchten forensischen Bedingungen relativ
stabil. Eine drei Monate alte Speichel-Probe, die feucht gelagert wurde, hat keine Ergebnisse gezeigt (Fi-
gur 76¢)

Figur 77 (Marker Vagl - Box-Plot zur Streuung der Methylierungs-Werte im Spurenalterungs-
Experiment. Einbezogen sind alle Werte der entsprechenden Flissigkeit aus dem gesamten Experiment.)
zeigt, dass die Methylierungswerte durch die simulierten, forensischen Bedingungen ihr Differenzie-
rungspotential nicht verlieren.

4.2.1.10 Next Generation Sequenzierung: Inwieweit die routinemiflig angewendete SNuPE-

Nachweismethode die tatsichliche Methylierungssituation widerspiegelt, ist per NGS gepriift worden
(Figur 84; Marker Vagl - Gegeniberstellung der Methylierungsergebnisse an dem Ziel-CpG (Ir-
Detektionsstelle) von einer gleichen Vaginalfliissigkeits-Probe aus vier verschiedenen Analysemethoden:
Bisulfit-Sequenzierung, Single Nucleotide Primer Extension sowie Next Generation Sequencing Ro-
che454 (1638 Reads) und Illumina MiSeq (15746 Reads).).

Die Bisulfitsequenzierung zeigt die niedrigsten Messwerte. Von der Auswertemethode her ist die Bisul-

fitsequenzierung von allen vier Methoden die ungenauste. Den hochsten Aussagewert haben die beiden
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angewendeten, verschiedenen NGS-Methoden. Das SNuPE-Verfahren kann nicht so exakt wie NGS sein
aber das Auswerteprinzip ist sehr viel klarer und einfacher als die Bisulfitsequenzierung.
4.2.2 Methylierungs-Marker Vag-2

4.2.2.1 Die Genort-Eigenschaften
Tabelle 10 Dic Genoet-Beschreibung des Markers Vagl

Marker Chr  CpG-insel Gen Symbol Genprodukt Locus Architektur
Vag-2 2 Ja (57% GC) BOXD12 Sequenzspezifischer TF - 74bp-3°UTR: HOXD12-
8cp/188bp HXD12 001

Der Marker Vag2 unterscheidet, wie auch der erste Vaginalmarker Vagl, die Vaginalfliissigkeit von
Speichel, Sperma und peripherem Blut. In Menstrualblut ist er ebenfalls leicht methyliert. Der Vag2-
Locus liegt auf dem Plusstrang, auf dem Chromosom 2, etwa 19000bp 5 -stromaufwirts entfernt von dem
Vagl-Locus, auf derselben Bande q31.1. Vag?2 liegt im 5'UTR-Bereich des Gens HOXD12, 74bp entfernt
von dem ersten Exon. Das HOXDI12-Genprodukt ist ein sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor, der
wie HOXD4, in dem HOXD-Gencluster auf dem Chromosom 2 kodiert ist. Die Hox-Gene werden wih-
rend der Embryonalentwicklung entlang der vegetativen Achse exprimiert und regulieren die Morphoge-
nese der Extremititen. Im erwachsenen Korper kontrollieren diese Gene die Gewebe- oder Organspezifi-
tit. Eine gestorte Expression der Hox-Gene - auch diejenige von HOXD12 - ist mit der Entwicklung von
Tumoren und Progression von Metasthasen assoziiert.

4.2.2.2 Konstruktion des Amplifikats: Das 188bp lange Vag2-Amplikon enthilt keine CpG-Inseln. Jedoch

befindet sich eine Insel in unmittelbarer Nihe in 5°-Richtung entfernt von dem Locus. Der durchschnittli-
che GC-Gehalt in der genomischen Sequenz des Amplikons liegt bei 57% (Tabelle 10). Es befinden sich
2 SNPs in dem Abschnitt. Zu einem zweiten SNP gibt es Frequenz-Angaben, zu dem ersten nicht. Das
SNP rs114010776 ist ein G/T-Polymorphismus und wurde in einer Gruppe von 120 Personen untersucht.
Das G-Allel zeigt die Haufigkeit von 0,975, das T-Allel 0,025. Auch hier wurde keine Aufteilung in ho-
mo- und heterozygote Genotypen vorgenommen Das zweite SNPs liegt in der Zielsequenz des reversen
Primers (Figur 79; Genomische Sequenz des Vag2-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die
zwei bekannten SNPs griin und die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkelgrau, rever-
se-Primer hellgrau). Das CpG-Dinukleotid, das im SNuPE-Assay fiir die Messung der Methylierung ver-
wendet wird, ist rot markiert und die Bindungsstelle des 1f-SNuPE-Primers ist unterstrichen.).

4.6.2.3 Zielregion — SnuPE: Die Bisulfit-konvertierte Sequenz des Vag2-Markers besitzt einen GC-

Gehalt von 32%. Acht CpG-Dinukleotide sind enthalten. Auch in diesem Fall zeigte ein einzelner SNu-
PE-Primer die beste Unterscheidung zwischen Vaginalfliissigkeit und anderen Korperfliissigkeiten. So
wird Vag2-Assay die Methylierung ebenfalls nur an einem CpG gemessen. Der 1{-SNuPE-Primer detek-
tiert die Methylierung des Ziel-CpGs in die forward-Richtung (Figur 80; Die Reaktion des forward SNu-
PE-Primers Vag2-1f. Das Amplikon befindet sich auf dem 1. Bisu-Strang. Die Amplikonsequenz ist in
3°-5"-Richtung abgebildet. Der 1f-Primer wird an seinem 3’-Ende entweder um ein C (schwarz, a) an der

methylierten Sequenz oder um ein T (rot, b) an der nicht methylierten Amplikon-Sequenz verlingert.).
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Der SNuPE-Primer 1f besteht aus 27 Basen. Der Primer arbeitet nach dem konventionellen Prinzip der
Methylierungs-Messung per SNuPE - er wird entweder um die methylierte oder die nicht methylierte
Base verldngert. Bei der Detektion des Primers reprisentiert das schwarze Signal den Anteil der methyl-
ierten Amplikon-Kopien und das rote Signal den Anteil der nicht methylierten Kopien in der Probe. Das
Verhiltnis der beiden Primersignale zueinander, gibt den Methylierungs-Status der Probe wieder (in der
Figur 81(Detektion des Vag2-SNuPE-Primers 1f. Abbildung eines Plot-Fensters nach der Datenauswer-
tung mit GeneMapper ID 3.2) sind es 47% Methylierung).

4.2.2.4 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: Die Figur 82 (Marker Vag2 -

Messung der Nachweisempfindlichkeit in jeweils vier unabhingigen Analysen von acht unterschiedlichen
Konzentrationen von DNA aus Vaginalfliissigkeit; die eingesetzten DNA-Mengen pro PCR sind auf der
Abszisse aufgelistet.) zeigt das Ergebnis des Sensitivitits- und Stabilititstestes mit jeweils 4 Proben Va-
ginalfliissigkeits-DNA einer Konzentration.

Stabile Messungen erreicht man ab 500 pg. Auch bei diesem Marker definieren wir diesen Wert als Emp-
findlichkeitsgrenze.

4.2.2.5 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Die eventuelle gegenseitige Beeinflussung der ver-

schiedenen Korperfliissigkeiten wird im Mischungsexperiment iiberpriift (Figur 83; Marker Vag2 - Mes-
sung von Vaginalfliissigkeit in einem Fliissigkeitsgemisch. Der Sollwert (schwarz) entspricht dem er-
rechneten Methylierungswert, der sich aus den Werten der fiinf Korperfliissigkeiten ergibt, und dem An-
teil der Blut-DNA in der jeweiligen Mischprobe. Der Istwert (rot) entspricht dem tatsachlich detektierten
Wert.)

Auch hier verlaufen die Messpunkte fiir die Methylierung der Vaginalfliissigkeits-DNA etwas hoher als
die Erwartungswerte.

4.2.2.6 Individuelle Streuung der Methylierungswerte: In Figur 84 (Marker Vag2 - Box-Plot zur Streuung

der Methylierungswerte in 20 DNA-Proben von 5 Korperfliissigkeiten, vermessen mit SNuPE-Primer 1f.)
ist das Differenzierungspotential des Markers Vag2 gegeniiber den iibrigen Korperfliissigkeiten darge-
stellt. Eine Uberlappung der Werte beobachtet man nur beim Menstrualblut.

Die Vaginalfliissigkeits-Proben weisen eine vergleichsweise breite Streuung auf und eine durchschnittli-
che Methylierung von 34%. Der niedrigste Methylierungswert betrigt hier 17%. Wie auch bei dem Vagl-
Marker, zeigen Peripheres Blut, Speichel und Sperma sehr geringe Streuung. Der Durchschnittswert bei
Menstrualblut betrigt 16% Methylierung.

4.2.2.7 Erweiterte Validierung: Die Probandengruppe entspricht der beim Marker Vagl eingesetzten
(siehe Figur 73).

Wegen der auch bei diesem Marker beobachtbaren Abhingigkeit vom Zykluszeitpunkt bzw. Hormonsta-
tus ist nicht unbedingt eine Normalverteilung zu erwarten. Im Gegensatz zu dem Vagl-Marker zeigen
hier die meisten Werte 31 bis 40% Methylierung (Figur 85; Marker Vag2 - Verteilung der Methylie-
rungswerte von n= 55 Vaginalfliissigkeits-Proben. Auf der Abszisse sind die Werte-Gruppen angegeben,

wobei die Einteilung in Gruppen in Abhéngigkeit von der Gesamtheit der Werte, willkiirlich gewihilt ist.
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Auf der Ordinate ist die Anzahl der Proben aufgezihlt, deren Werte in die entsprechende Kategorie fal-
len.). Der Mittelwert der Methylierung betrégt hier 40%.

In der Figur 86 (Marker Vag2 - Zykluszeitpunkt-und Altersabhéngigkeit der Methylierungswerte. Die
Datenpunkte der verschiedenen Zykluszeitpunkte sind farblich differenziert. Die Ergebnisse der Proben
aus Zyklusanfang (n=13) sind schwarz, die Ergebnisse aus Zyklus-Mitte/Eisprung (n=8) griin, die Ergeb-
nisse aus Zyklus-Ende (n=14) blau und die Ergebnisse der Proben von Frauen mit erniedrigtem Ostrogen-
spiegel (Menopause oder nach einer Entbindung, n=6) sind rot dargestellt. Das Alter ist auf der Abszisse
aufgetragen. An die Datenpunkte ist eine lineare Trendlinie gelegt, die in den entsprechenden Farben
abgebildet ist.) ist die Abhingigkeit des Methylierungssignal von dem Alter und Zyklustag der Frauen
dargestellt. In das Diagramm sind 41 von 55 Werten einbezogen, da nicht von allen Probandinnen Anga-
ben zum Zyklustag vorlagen.

Auch hier zeigen Frauen in der Menopause oder nach der Schwangerschaft im Vergleich zu den drei iib-
rigen Gruppen niedrigeren Methylierungswerte (durchschnittlich 22%). Die Vaginalfliissigkeits-Proben
aus Zyklus-Mitte zeigen den hochsten Mittelwert von 53%. Die Proben aus Zyklus-Anfang und Zyklus-
Ende weisen den gleichen durchschnittlichen Wert von 41% Methylierung auf. Damit besteht bei dem
Vag2-Marker eine groBere Differenz der Werte zwischen den verschiedenen Zyklus-Zeitpunktgruppen als
bei dem Marker Vagl.

4.2.2.8 Forensische Validierung: Die forensischen Simulationsexperimente sind in der Figur 87 (Marker

Vag?2 - Methylierungsergebnisse der simulierten forensischen Spuren, die unter trockenen und feuchten
Bedingungen, sowie auflen, gelagert wurden. Die Lagerungsdauer betrégt 1, 2, 3 und 6 Monate. Die Wer-
te aus den verschiedenen Alterungszeitpunkten sind farblich differenziert (siehe Legende). Peripheres
Blut (a), Menstrualblut (b), Vaginalfliissigkeit (c), Speichel (d) und Sperma (e). Der Ausgangsmethylie-
rungswert von Marker Vag2 ist als t0 gekennzeichnet.) dargestellt.

Bei Vaginalfliissigkeits-Spuren bleiben die Werte, abgesehen von dem Methylierungswert der im
Feuchtmedium 2 Monate gelagerten Probe (100% Methylierung) und einem Signalausfall nach sechsmo-
natiger Lagerung, unter den hier simulierten forensischen Bedingungen stabil (Figur 87c). Die Methylie-
rungswerte der iibrigen Fliissigkeiten weichen ebenfalls nur geringfiigig von dem Nullwert ab.

Figur 88 (Marker Vag2 - Box-Plot zur Streuung der Methylierungs-Werte im Spurenalterungs-
Experiment. Einbezogen sind alle Werte der entsprechenden Fliissigkeit aus dem gesamten Experiment.)
zeigt, dass die Methylierungswerte durch die simulierten, forensischen Bedingungen ihr Differenzie-
rungspotential nicht verlieren.

4.2.2.9 Next Generation Sequenzierung: Auch hier wurde mit Hilfe von NGS {iberpriift, wie gut die SNu-

PE-Nachweismethode die tatséichliche Methylierungssituation widerspiegelt (Figur 89; Marker Vag?2 -
Gegeniiberstellung der Methylierungsergebnisse an dem Ziel-CpG (1f-Detektionsstelle) von einer glei-
chen Vaginalfliissigkeits-Probe aus vier verschiedenen Analysemethoden: Bisulfit-Sequenzierung, Single
Nucleotide Primer Extension sowie Next Generation Sequencing mit Roche454 (949 Reads) und Illumina

MiSeq (9690 Reads).)
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Der SNuPE-Messwert ist mit 43% auch hier etwas niedriger als die Werte der beiden Goldstandard-
Methoden der NGS. Sie betragen 46% bei der Roche-Messung und 49% bei der Illumina-Messung. Fir
diesen Marker liegen keine Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung vor.

3. 3 Sperma: Fiir die Untersuchung von Sperma wurden zwei entgegengesetzt detektierende Marker ent-
wickelt. Mit dem ersten Marker lassen sich Beimischungen anderer Fliissigkeiten im Sperma nachweisen.
Der zweite Marker reagiert ausschlieBlich auf Sperma mit einem spezifischen Methylierungssignal.

3.3.1 Methylierungs-Marker Sperm-1

3.3.1.1 Die Genort-Eigenschaften
Tabelle 11 Die Genort-Beschireibung des Markers Spermi

Marker Chr  CpG-Insel Gen Symbol Genprodukt Locus Architektur
Sperm-1 6 Nein (665 GC)y TCP11 T-complex protein 11 5%-Ende: Exon TCP1l-
13cg/217bp homolog 009

Der Marker Sperm1 ist normalerweise in dem minnlichen Sperma vollstindig unmethyliert. In den {ibri-
gen Korperfliissigkeiten (peripheres Blut, Menstrualblut, Speichel und Vaginalfliissigkeit) und Haut zeigt
er nahezu vollstindige Methylierung. Der Locus befindet sich auf der Bande p21.31 des Chromosom®,
auf dem Plus-Strang. Sein 5°-Ende (116bp) liegt in einem Exon des Gens TCP11. Das Gen kodiert einen
hodenspezifischen T-Komplex Protein 11 - ein Peptidrezeptor fiir FPP (Fertilization promoting peptide).
Die biologische Funktion des FP-Peptids ist die Vermittlung der Kapazitation (physiologischer Reifungs-
prozess des Spermiums, aktiviert durch die Zervixfliissigkeit in dem weiblichen Genitaltrakt) und Akro-
somreaktion in dem Spermiumkopf .Das TCP11-Gen wird spezifisch nur in reifen und erwachsenen Ho-
den exprimiert. Genexpressions-Untersuchungen an normalen - und Tumorgeweben zeigen eine hohe
Expressionsrate in normalen Hodengewebe und nahezu keine Expression in anderen getesteten Geweben
sowie in dem Hodengewebe beim Vorhandensein von Hodencarcinom.

3.3.1.2 Konstruktion des Amplifikats: Das 217bp lange Sperml-Amplikon weist, trotzt des relativ hohen

GC-Gehalts in seiner genomischen Sequenz (66%), keine CpG-Inseln auf (Tabelle 11). Der Abschnitt
enthilt zwei bekannte SNPs, die auflerhalb von Primer-Bindungsstellen liegen. Zu dem zweiten SNPs gibt
es Frequenzangaben. Dieses C/T-Polymorphismus (rs117820670) wurde in einer Gruppe von 120 Perso-
nen untersucht. In dieser Arbeit zeigte das C-Allel die Haufigkeit von 0,942, das T-Allel 0,058. Eine Auf-
teilung in homo- und heterozygote Genotypen wurde auch hier nicht vorgenommen.Fiir die folgende
SNuPE-Analyse wird ein - im Amplikon relativ zentral gelegenes - CpG verwendet (Figur 90; Genomi-
sche Sequenz des Sperml-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die zwei bekannten SNPs
griin und die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkelgrau, reverse-Primer hellgrau).
Das CpG-Dinukleotid, das im SNuPE-Assay fiir die Messung der Methylierung verwendet wird, ist rot
markiert und die Bindungsstelle des 4r-SNuPE-Primers ist unterstrichen.).

3.3.1.3 Methylierungsmuster - Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung: Die in Figur 91 (DNA-Methylierung

im Sperml-Locus. Einbezogen sind jeweils fiinf Proben vom peripheren Blut, Menstrualblut, Speichel
und Sperma, sowie sechs Proben von Vaginalfliissigkeit. Jede Spalte stellt eine Probe dar. Die Zeilen

reprisentieren die 9 analysierten CpGs innerhalb des Amplikons. Die prozentualen Werte der DNA-
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Methylierung entsprechen einem Farbwert im kontinuierlichen Farbverlauf von gelb (= 0% Methylie-
rung) nach blau (= 100% Methylierung) - entsprechend der Farbskala auf der rechten Seite. Das analyti-
sche CpG ist durch das schwarze Rechteck umrandet.) gezeigten Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung
machen wahrscheinlich, dass an diesem Genort alle CpGs eine Unterscheidung zwischen Sperma und den
iibrigen Korperflissigkeiten gestatten. Den insgesamt schérfsten Unterschied zeigte das CpG cgl01, wel-
ches in dem SNuPE-Assay als das analytische CpG verwendet wird.

3.3.1.4 Zielregion — SnuPE: Die Bisulfit-konvertierte Sequenz des Sperml-Markers besitzt einen GC-
Gehalt von 38% und es sind 13 CpG-Dinukleotide in dem Amplikon enthalten. Der 4r-SNuPE-Primer

zeigte die beste Unterscheidung zwischen Sperma und anderen Korperfliissigkeiten, so dass in dem
Sperm1-Assay die Methylierung nur an einem CpG gemessen. Der 4r-Primer detektiert die Methylierung
des Ziel-CpGs in die reverse-Richtung (Figur 92; Die Reaktion des reversen SNuPE-Primers Sperm]-4r.
Das Amplikon befindet sich auf dem 2. Bisu-Strang. Die Amplikonsequenz ist in 5°-3"-Richtung abgebil-
det. Der 4r-Primer wird an seinem 3°-Ende entweder um ein C (schwarz, a) an der methylierten Sequenz
oder um ein T (rot, b) an der nicht methylierten Amplikon-Sequenz verlédngert.).

Der SNuPE-Primer 4r besteht aus 24 Basen. Der Primer funktioniert nach dem konventionellen Prinzip
der Methylierungs-Messung per SNuPE - er wird entweder um die methylierte oder die nicht methylierte
Base verldangert. Bei der Detektion des Primers reprisentiert das schwarze Signal den Anteil der methyl-
ierten Amplikon-Kopien und das rote Signal den Anteil der nicht methylierten Kopien in der Probe. Der
Sperm1-Marker ist in seiner Zielflussigkeit Sperma — nahezu vollstindig unmethyliert und zeigt somit ein
einziges rotes Signal (Figur 93a; Detektion des Sperm1-SNuPE-Primers 4r in einer Sperma-Probe (a) und
einer Blut-Probe (b). Abbildung von zwei Plot-Fenstern nach der Datenauswertung mit GeneMapper ID
3.2). Die restlichen Fliissigkeiten — peripheres Blut, Menstrualblut, Speichel und Vaginalfliissigkeit - sind
methyliert und zeigen dementsprechend schwarze Signale (Figur 93b). Ein Mischsignal (schwarz und rot)
— wie es in den anderen beschriebenen Markern zu sehen ist - bedeutet in diesem Fall, dass neben Sperma
noch mindestens eine weitere Fliissigkeit in der Probe enthalten ist.

3.3.1.5 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: In Figur 94 (Marker Sperm] -

Messung der Nachweisempfindlichkeit in jeweils vier unabhédngigen Analysen von acht unterschiedlichen
Konzentrationen von Sperma-DNA; die eingesetzten DNA-Mengen pro PCR sind auf der Abszisse aufge-
listet) wird das Ergebnis des Sensitivitits- und Stabilitétstestes mit jeweils 4 Proben Sperma-DNA einer
Konzentration gezeigt.

Die Nachweisgrenze liegt fiirr den Marker Sperml bei 100 pg. Grundsitzlich wird jede Messung an einer
biologischen Spur als Triplikatmessung durchgefiihrt, so dass man erkennen kann, ob man sich im Be-
reich fiir eine stabile Messung befindet oder nicht.

3.3.1.6 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Die eventuelle gegenseitige Beeinflussung der ver-

schiedenen Korperfliissigkeiten wird im Mischungsexperiment iiberpriift (Figur 95; Marker Sperm] -

Messung von Sperma in einem Flissigkeitsgemisch. Der Sollwert (schwarz) entspricht dem errechneten
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Methylierungswert, der sich aus den Werten der fiinf Korperfliissigkeiten ergibt, und dem Anteil der Blut-
DNA in der jeweiligen Mischprobe. Der Istwert (rot) entspricht dem tatséchlich detektierten Wert.)

Die Ubereinstimmung zwischen Soll - und Istwert ist bei dem Sperml-Marker nahezu perfekt. Keine
Beeinflussung des spermaspezifischen Signals ist festzustellen.

3.3.1.7 Individuelle Streuung der Methylierungswerte: In Figur 96 (Marker Sperm1 - Box-Plot zur Streu-

ung der Methylierungswerte in 20 DNA-Proben von 5 Kérperfliissigkeiten, vermessen mit SNuPE-Primer
4r.) ist das Differenzierungspotential des Markers Sperml gegeniiber den ubrigen Korperfliissigkeiten
dargestellt. Eine Uberlappung der Werte beobachtet man nicht.

Das Sperma weist einen Streuungsbereich von 1 bis 11% auf und einen durchschnittlichen Methylie-
rungswert von 6%. Die Durchschnittswerte der Methylierung bei den iibrigen Fliissigkeiten liegen zwi-
schen 91% bei Speichel und 96% bei peripherem Blut.

3.3.1.8 Erweiterte Validierung: Um statistisch relevante Daten zu erhalten, wurden insgesamt 91 ménnli-

che Personen mit den beiden Sperma-Markern Sperm] und Sperm?2 tberpriift. Die Altersverteilung der
Probanden ist in der (Figur 97; Alter der Sperma-Probanden, deren Werte in die Untersuchung der Mar-
ker Sperm1 und Sperm?2 einbezogen wurden (n=91).) dargestellt.

Die Messergebnisse der ersten Validierungsrunde (vorhergehendes Kapitel, Figur 96) und der groen
Validierung mit weiteren 71 Proben sind im Folgenden zusammengefasst. Drei Proben sind ausgefallen.
Die Verteilung der Methylierungswerte ist in der Figur 98 (Marker Sperml - Verteilung der Methylie-
rungswerte von n= 88 Sperma-Proben. Auf der Abszisse sind die Werte-Gruppen angegeben, wobei die
Einteilung in Gruppen in Abhingigkeit von der Gesamtheit der Werte, willkiirlich gewahlt ist. Auf der
Ordinate ist die Anzahl der Proben aufgezihlt, deren Werte in die entsprechende Kategorie fallen.) darge-
stellt.

Die Gesamtheit der Methylierungswerte des Sperml-Markers entspricht einer extrem schiefen Verteilung.
Die meisten Proben weisen 0 bis 2% Methylierung auf. Der durchschnittliche Methylierungswert betragt
8% und liegt damit 2% hoher als der Durchschnittswert der Sperma-Proben in der kleinen Validierungs-
runde (siehe Figur 96). Von den 88 gemessenen Proben zeigen 9 Proben Werte, die iiber 20% Methylie-
rung betragen. Vier Proben liegen auBerhalb der zweifachen Standardabweichung von 35% und fallen
damit in die Kategorie der statistischen Ausreier-Werte. Die zugehorigen Probanden sind im Alter von
25 bis 35 Jahren. Die Ursache ist durch Einsatz des Vaginalmarkers gefunden worden: Die Vaginalfliis-
sigkeit ist in dem Sperml-Marker vollstindig methyliert. Die Probanden hatten offenbar kurz vor der
Probenabgabe Geschlechtsverkehr hatten. Alle Proben stammten aus der Samenbank der dermatologi-
schen Klinik der Universitidt Bonn.

In der Figur 99 (Marker Sperm1 - Altersabhingigkeit der Methylierungswerte. Einbezogen sind die Werte
der Probanden, deren Alter bekannt war (n=57). An die Datenpunkte ist eine lineare Trendlinie gelegt; sie
zeigt normalerweise die gleichmaBige Zunahme oder Abnahme von Werten.) sind die Werte aus der sta-

tistischen Validierung nach Alter der médnnlichen Probanden gegliedert.
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Auf den ersten Blick scheint tatsichlich eine Abhingigkeit der Methylierungswerte von dem Alter zu
existieren. Lidsst man jedoch die 4 Werte der statistischen Ausreifler weg, verlduft die Regressionsgerade
vollkommen parallel zu der X-Achse und zeigt keine Altersabhéngigkeit mehr.

3.3.1.9 Forensische Validierung: Die forensischen Simulationsexperimente sind in Figur 100 (Marker

Sperml - Methylierungsergebnisse der simulierten forensischen Spuren, die unter trockenen und feuchten
Bedingungen, sowie auBen, gelagert wurden. Die Lagerungsdauer betrigt 1, 2, 3 und 6 Monate. Die Wer-
te aus den verschiedenen Alterungszeitpunkten sind farblich differenziert (sieche Legende). Peripheres
Blut (a), Menstrualblut (b), Vaginalfliissigkeit (c), Speichel (d) und Sperma (e). Der Ausgangsmethylie-
rungswert von Marker Sperml ist als tO gekennzeichnet.) dargestellt.

Die Methylierungswerte der meisten Fliissigkeitsspuren sind auch unter den simulierten, forensischen
Bedingungen stabil. Eine 3 Monate alte Blut-Probe zeigt unter feuchten Lagerbedingungen ein um 50%
herabgesetztes Methylierungssignal. Nach weiteren 3 Monaten Lagerung unter den gleichen Bedingungen
ldsst sich das erniedrigte Signal jedoch nicht wieder bestitigen (Figur 100a). Die feuchte Umgebung
scheint sich auch auf die Methylierung der Sperma-Proben auszuwirken. Hier verursacht sie den entge-
gengesetzten Effekt - die Methylierung steigt im Verlauf der Zeit (Figur 100e).

Die forensische Differenzierungskraft geht unter den forensischen Bedingungen nicht verloren, wie aus
Figur 101 (Marker Sperml - Box-Plot zur Streuung der Methylierungs-Werte im Spurenalterungs-
Experiment. Einbezogen sind alle Werte der entsprechenden Fliissigkeit aus dem gesamten Experiment.)
hervor geht.

3.3.1.10 Next Generation Sequenzierung: Von der Auswertungsmethode her ist es nicht iberraschend,

dass bei erwarteten annihernd 0% Methylierung die Bisulfitsequenzierung das ungenaueste Ergebnis
liefert beim Vergleich mit SNuPE und NGS (Figur102; Marker Sperm1 - Gegeniiberstellung der Methyl-
ierungsergebnisse an dem Ziel-CpG (4r-Detektionsstelle) von einer gleichen Sperma-Probe aus vier ver-
schiedenen Analysemethoden: Bisulfit-Sequenzierung, Single Nucleotide Primer Extension sowie Next
Generation Sequencing mit Roche454 (821 Reads) und llumina MiSeq (7276 Reads).).

Die Differenz zwischen den Werten aus SNuPE-Analyse und NGS-Messung betrégt weniger als 1%. Mit
Hilfe von Bisulfit-Sequenzierung konnte der geringe Methylierungsstatus der Spermaprobe nicht detek-
tiert werden. Hier war das Ergebnis 0% Methylierung.

3.3.2 Methylierungs-Marker Sperm-2/Men3

3.3.2.1 Die Genort-Eigenschaften

Tabelle 12 Dic Genort-Beschreibung des Markers Sperm2

Marker Chr  CpG-lInsel Gen Symbol Genprodukt Locus Architektur
Sperm-2 2 Nein (62% G(.l') VAMPS Vasicle-Associated 158bp-3'UTR: VAMPS-
Jeg/215bp Membrane Protein 8 003

Der Marker Sperm2 zeigt in der Regel in dem minnlichen Sperma vollstindige Methylierung. In den
ibrigen Korperfliissigkeiten (peripheres Blut, Menstrualblut, Speichel und Vaginalfliissigkeit) und Haut

ist er nahezu vollstindig unmethyliert. Der Sperm2-Marker arbeitet somit in entgegengesetzte Richtung,
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verglichen mit dem Sperml-Marker. Der Locus befindet sich auf der Bande p11.2 des Chromosoms 2,
auf dem Minus-Strang. Sein 3°-Ende liegt 158 bp entfernt von einem Exon des Gens VAMP8 (Vasicle-
associated mambrane protein §). Das Gen kodiert ein integrales Membranprotein (Rezeptor), das die Fu-
sion Transportvesikeln mit ihrer Zielmembran bei der rezeptorvermittelten Exocytose reguliert. Bei-
spielsweise ist es bei der geregelten Sekretion in pankreasspezifischen Acinarzellen, Mastzellen, cytotoxi-
schen T-Lymphocyten, Thrombozyten und Epithelzellen der Nieren-Sammelrohre beteiligt (Behrendorff
et al. 2011). Nach Angaben der Proteindatenbank des UniProt Consortiums (www.uniprot.org) wird das
VAMPS8-Gen spezifisch in Thrombozyten exprimiert. Das Gen scheint bei der Cancerogenese von Mela-
nomen beteiligt zu sein, in dem es in Melanozyten herunter reguliert wird. Es konnte auch eine Hypome-
thylierung des VAMPS-Gens in 82 % der Proben von Brusttumorgewebe festgestellt werden.

3.3.2.2 Konstruktion des Amplifikats: Das 215bp lange Sperm2-Amplikon enthilt keine CpG-Inseln und

weist einen durchschnittlichen GC-Gehalt von 62% auf (Tabelle 12). In dem Fragment sind zwei bekann-
te SNPs enthalten, die auBerhalb von Primer-Bindungsstellen liegen. Zu dem ersten SNP in Figur 103
(Genomische Sequenz des Sperm2-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die zwei bekannten
SNPs griin und die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkelgrau, reverse-Primer hell-
grau). Das CpG-Dinukleotid, das im SNuPE-Assay fiir die Messung der Methylierung verwendet wird, ist
rot markiert und die Bindungsstelle des 3r-SNuPE-Primers ist unterstrichen.) gibt es Frequenzangaben.
Das C/T-Polymorphismus (rs117820670) liegt im Gegensatz zu dem Sperm2-Amplikon auf dem Plus-
Strang. In einer Gruppe von 180 Personen zeigte das C-Allel die Haufigkeit von 0,907 und das T-Allel
die Hiaufigkeit von 0,093. Eine Aufteilung in homo- und heterozygote Genotypen wurde auch hier nicht
vorgenommen. Fiir die folgende SNuPE-Analyse wird ein am 3°-Ende des Amplikons gelegenes CpG
verwendet.

3.3.2.3 Methylierungsmuster - Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung: Die Ergebnisse der Bisulfitsequen-

zierung in der Figur 104 (DNA-Methylierung im Sperm2 (AMP10008)-Locus. Einbezogen sind jeweils
funf Proben vom peripheren Blut, Menstrualblut, Speichel und Sperma, sowie sechs Proben von Vaginal-
fliissigkeit. Jede Spalte stellt eine Probe dar. Die Zeilen reprisentieren die 6 analysierten CpGs innerhalb
des Amplikons. Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem Farbwert im kontinu-
ierlichen Farbverlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylierung) - entsprechend der
Farbskala auf der rechten Seite. Das analytische CpG ist durch das schwarze Rechteck umrandet.) weisen
das analytische CpG der SNuPE-Nachweismethode cg57 als das am deutlichsten differenzierende aus. Es
ist danach hoch methyliert in Sperma, wihrend der Methylierungsgrad bei den iibrigen Fliissigkeiten ge-
gen 0 geht.

3.3.2.4 Zielregion — SnuPE: Die Bisulfit-konvertierte Sequenz des Sperm2-Markers besitzt einen GC-

Gehalt von 33% und enthilt 7 CpG-Dinukleotide. Von drei getesteten SNuPE-Primem zeigte der 3r-
Primer die beste Unterscheidung zwischen Sperma und anderen Korperfliissigkeiten. Der 3r-Primer de-
tektiert die Methylierung des Ziel-CpGs in die reverse-Richtung (Figur 105; Die Reaktion des reversen
SNuPE-Primers Sperm2-3r. Das Amplikon befindet sich auf dem 2. Bisu-Strang. Die Amplikonsequenz
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ist in 5°-3"-Richtung abgebildet. Der 3r-Primer wird an seinem 3°-Ende entweder um ein C (schwarz, a)
an der methylierten Sequenz oder um ein T (rot, b) an der nicht methylierten Amplikon-Sequenz verlan-
gert.).

Der SNuPE-Primer 3r besteht aus 17 Basen und funktioniert, wie auch der Sperml-Marker, nach dem
konventionellen Prinzip der Methylierungs-Messung per SNuPE. Bei der Detektion des Primers stellt das
schwarze Signal den Anteil der methylierten Amplikon-Kopien dar und das rote Signal - den Anteil der
nicht methylierten Kopien in der Probe. Der Sperm2-Marker ist in seiner Zielfliissigkeit Sperma — nahezu
vollstindig methyliert und zeigt in einer solchen Probe ein schwarzes Signal (Figur 106a; Detektion des
Sperm2-SNuPE-Primers 3r in einer Sperma-Probe (a) und einer Blut-Probe (b). Abbildung von zwei Plot-
Fenstern nach der Datenauswertung mit GeneMapper ID 3.2) Die restlichen Fliissigkeiten — peripheres
Blut, Menstrualblut, Speichel und Vaginalfliissigkeit - sind nicht methyliert und zeigen entsprechend rote
Signale (Figur 106b). Ein Methylierungssignal in einer unbekannten Mischprobe weist auf das
Vorhandensein von Sperma hin.

3.3.2.5 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: In Figur 107 (Marker Sperm2 -

Messung der Nachweisempfindlichkeit in jeweils vier unabhéngigen Analysen von acht unterschiedlichen
Konzentrationen von Sperma-DNA; die eingesetzten DNA-Mengen pro PCR sind auf der Abszisse aufge-
listet.) wird das Ergebnis eines Sensitivitits- und Stabilitdtstestes mit jeweils 4 Proben einer Konzentrati-
on gezeigt.

Stabile Signale ergeben sich bei dem Marker Sperm?2 ab 100 pg eingesetzter DNA.

3.3.2.6 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Die Figur 108 (Marker Sperm2 - Messung von

Sperma in einem Fliissigkeitsgemisch. Der Sollwert (schwarz) entspricht dem errechneten Methylie-
rungswert, der sich aus den Werten der fiinf Korperfliissigkeiten ergibt, und dem Anteil der Blut-DNA in
der jeweiligen Mischprobe. Der Istwert (rot) entspricht dem tatsichlich detektierten Wert.) zeigt das Er-
gebnis des Mischungs-Experimentes.

Bei dem Marker Sperm?2 findet offensichtlich insofern eine Beeinflussung durch die DNA der uibrigen
Korperfliissigkeiten statt, als systematisch zu hohe Anteile gemessen werden. Je geringer der Anteil an
Sperma-DNA ist, desto hoher ist die Abweichung vom Sollwert.

3.3.2.7 Individuelle Streuung der Methylierungswerte: In der Figur 109 (Marker Sperm2 - Box-Plot zur

Streuung der Methylierungswerte in 20 DNA-Proben von 5 Korperfliissigkeiten, vermessen mit SNuPE-
Primer 3r. ) ist das Differenzierungspotential des Markers Sperm2 gegeniiber den iibrigen Korperfliissig-
keiten dargestellt. Auch bei diesem Sperma-Marker ist keine Uberlappung der Werte zu beobachten.

Das Sperma weist einen Methylierungswerte von 70 bis 96% auf und einen Durchschnittswert von 89%.
Die durchschnittliche Methylierung liegt bei den iibrigen Flissigkeiten zwischen 2,7% bei Vaginalfliis-
sigkeit und 7,4% bei Menstrualblut. Speichel zeigt, trotz einer relativ breiten Streuung der Werte, im
Durchschnitt 5,4% Methylierung.

3.3.2.8 Erweiterte Validierung: Es wurde das gleiche Probenkollektiv verwendet wie fiir Sperm1.




10

15

20

25

30

35

WO 2014/194884 PCT/DE2014/000292
42

Die Methylierungswerte der 91 gemessenen Sperma-Proben zeigen eine schiefe Verteilung. Die meisten
Proben zeigen 91 bis 99% Methylierung (Figur 110; Marker Sperm2 - Verteilung der Methylierungswerte
von n= 91 Sperma-Proben. Auf der Abszisse sind die Werte-Gruppen angegeben, wobei die Einteilung in
Gruppen in Abhingigkeit von der Gesamtheit der Werte, willkiirlich gewihlt ist. Auf der Ordinate ist die
Anzahl der Proben aufgezihlt, deren Werte in die entsprechende Kategorie fallen.).

Der durchschnittliche Methylierungswert von 88,3% und liegt damit nur 0,7% niedriger als in der kleinen
Validierungsrunde (siehe Figur 109).

Von den 91 gemessenen Proben zeigen 6 Proben Werte unter 60% Methylierung. Funf Proben liegen
auBerhalb der zweifachen Standardabweichung von 56% und fallen damit in die Kategorie der statisti-
schen AusreiBer-Werte. Drei von den fiinf Proben zeigen auch bei dem Marker Sperm1 Werte, die auler-
halb der zweifachen Standardabweichung liegen. Die entsprechenden Probanden sind 28, 29 und 35 Jahre
alt. Es handelt sich um die gleichen Personen. Das untermauert die Erkldrung durch die Prisenz von Va-
ginalfliissigkeit in den entsprechenden Sperma-Proben.

Ohne Beriicksichtigung der AusreiBer ergibt sich auch fiir diesen Marker keine Altersabhingigkeit (Figur
111; Marker Sperm2 - Altersabhingigkeit der Methylierungswerte. Einbezogen sind die Werte der Pro-
banden, deren Alter bekannt war (n=58). An die Datenpunkte ist eine lineare Trendlinie gelegt; sie zeigt

normalerweise die gleichmaBige Zunahme oder Abnahme von Werten).

3.3.2.9 Forensische Validierung: Die forensischen Simulationsexperimente fiir den Marker Sperm2 sind
in der Figur 112 (Marker Sperm2 - Methylierungsergebnisse der simulierten forensischen Spuren, die
unter trockenen und feuchten Bedingungen, sowie auflen, gelagert wurden. Die Lagerungsdauer betrégt 1,
2, 3 und 6 Monate. Die Werte aus den verschiedenen Alterungszeitpunkten sind farblich differenziert
(siehe Legende). Peripheres Blut (a), Menstrualblut (b), Vaginalfliissigkeit (c), Speichel (d) und Sperma
(e). Der Ausgangsmethylierungswert von Marker Sperm? ist als t0 gekennzeichnet) dargestellt.

Der exogene Einfluss auf den mit Sperm2 gemessenen Methylierungsgrad ist am groBten bei den auBlen
gelagerten Proben. Moglicherweise ist das die Wirkung von Mikroben (Figur 112e). Die Blut- und
Menstrualblut-Proben zeigen unter feuchten und AuBen-Bedingungen ebenfalls Werte, die von dem
Normalzustand abweichen (Figur 112a und 112b). Bei Vaginalflissigkeits- und Speichel-Spuren zeigen
nur Proben, die 6 Monate feucht gelagert wurden, Einfluss auf den Methylierungssignal. Die tibrigen
Messwerte dieser Fliissigkeiten weisen keine Abweichungen von dem Nullwert auf (118c und 118d).

Bei Vaginalflussigkeit und bei Speichel gibt es einen Wert (feucht gelagert), der sich im Bereich der
Spermawerte befindet (Figur 113; Marker Sperm2 - Box-Plot zur Streuung der Methylierungs-Werte im
Spurenalterungs-Experiment. Einbezogen sind alle Werte der entsprechenden Fliissigkeit aus dem gesam-
ten Experiment.).

3.3.2.10 Next Generation Sequenzierung: Im Vergleich zu Sperm1 erscheint bei hohem Methylierungs-

grad auch die Bisulfitsequenzierung beim Sperm?2 zuverldssig (Figur 114; Marker Sperm2 - Gegeniiber-
stellung der Methylierungsergebnisse an dem Ziel-CpG (3r-Detektionsstelle) von einer gleichen Sperma-

Probe aus vier verschiedenen Analysemethoden: Bisulfit-Sequenzierung, Single Nucleotide Primer Ex-
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tension sowie Next Generation Sequencing mit Roche454 (426 Reads) und Illumina MiSeq (1598
Reads).)
Der Wert der SNuPE-Analyse liegt mit 92% Methylierung sehr nah bei den Ergebnissen aus der NGS-
Messung (Roche-454: 91%, MiSeq: 88%). Bisulfit-Sequenzierung der untersuchten Sperma-Probe zeigt
den kleinsten Methylierungswert von 79%.
3. 4 Haut: Die Idee - zusitzlich zu den fiinf zentralen Korperfliissigkeiten, auch Haut nachweisen und
unterscheiden zu konnen, kam im Verlauf der Arbeit nach zahlreichen Gesprichen mit Kriminaltechni-
kern und Tatortermittlern. Vor allem der sichere Nachweis von Hautschuppen als solche, schien bislang
ein wesentliches Problem darzustellen. Fiir den Nachweis von Haut und Hautschuppen wurde ein Marker
Hautl entwickelt.
3.4.1 Methylierungs-Marker Haut-1
3.4.1.1 Die Genort-Eigenschaften

Takelle 13 Die Cenort-Beschreibung des Markers Hautl

Marker Chr  CpG-lnsel Gen Symbaol Genprodukt Locus Architektur
Haut-1 2 Nein (64% GC) MEISI Homeobox-Protein Intron: MEIS]
12cg/173bp MEIS1, HOX-Cofaktor

Der Marker Haut1 weist Haut durch ein spezifisches Methylierungssignal nach. In den Hautproben und
den meisten Haut- und Kopfhautschuppen ist der Marker methyliert. In den Korperfliissigkeiten - peri-
pheres Blut, Menstrualblut, Speichel, Vaginalfliissigkeit und Sperma - ist er unmethyliert. Der Hautl-
Locus befindet sich auf der Bande p14 des Chromosoms 2, auf dem Plus-Strang, in dem Intron-Bereich
des Gens MEIS1. Das 5°-Ende des Locus liegt knapp 820 bp entfernt von dem Exon 017 des Gens. Das
MEIS1-Protein ist ein Homeobox-(HOX)-Cofaktor. Es reguliert die Transkription von PAX6 (Paired Box
Proteine Pax-6) und dient gemeinsam mit PBX1 oder PBX2 als Transkriptions-Aktivator von PF4 (Pla-
teled Factor 4). Dieses chemotaktische Cytokin wirkt als ein Wachstumsinhibitor von Endothelzellen, als
ein Heparin-neutralisierendes Protein sowie als ein Aktivierungsfaktor fiir Megakaryocyten (Okada et al.
2003). Das MEIS!-Protein ist somit bei Himatopoese sowie der Megakaryocyten- und GefidBsystem-
Entwicklung beteiligt. Es wird schwach in normalen immunohepatopoietischen Geweben und der fetalen
Leber, stirker im Kleinhim, exprimiert. Eine differentielle Uberexpression des Gens wird bei einigen
myeloiden und lymphoblastischen Leukdmie-Formen beobachtet, wie beispielsweise der akuten
myeloblastischen Leukiimie. Bei dem kolorektalen Carcinom wurde eine Hypermethylierung des MEIS1-
Promoters beobachtet, die mit einer emiedrigten Expression des Gens einhergeht. Besonders bedeutsam
fiir den Verlauf der Cancerogenese ist der Ausfall von Exon 8, welches die Funktion eines Tumorrepres-
sors zu besitzen scheint.

3.4.1.2 Konstruktion des Amplifikats: Das 173bp lange Hautl-Amplikon weist keine CpG-Inseln auf. Der

durchschnittliche GC-Gehalt in der genomischen Sequenz liegt bei 64% (Tabelle 13). Der Abschnitt ent-
hilt zwei SNPs, von denen sich eins in der Zielsequenz des Forward-Primers befindet (Figur 115; Geno-
mische Sequenz des Hautl-Locus. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die zwei bekannten SNPs

griin und die Primer-Stellen sind grau unterlegt (forward-Primer dunkelgrau, reverse-Primer hellgrau).
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Die beiden CpG-Dinukleotide, die im SNuPE-Assay fiir die Messung der Methylierung verwendet wer-
den, sind rot markiert und die Bindungsstellen der f- und r-SNuPE-Primer sind unterstrichen.). Dieses
A/C-Polymorphismus (rs116331472) zeigt in einer Gruppe von 118 Personen die Haufigkeit 0,975 fiir
das A-Allel (Wildtyp) und 0,025 fiir das C-Allel. Eine Aufteilung in homo- und heterozygote Genotypen
wurde auch hier nicht vorgenommen . Zu dem zweiten SNP liegen keine Frequenz-Angaben vor. Fir die
folgende SNuPE-Analyse werden zwei CpGs verwendet.

3.4.1.3 Zielregion — SnuPE: Die Bisulfit-konvertierte Sequenz des Hautl-Markers besitzt einen GC-

Gehalt von 50% und enthilt 12 CpG-Dinukleotide. Es konnten zwei SNuPE-Primer entworfen werden,
die sich zugleich als gute Unterscheider gezeigt haben. Der erste Extension-Primer Haut1-f detektiert die
Methylierung in die Forward-Richtung (Figur 116; Die Reaktion des forward SNuPE-Primers Hautl-f.
Die Amplikonsequenz ist in 3°-5"-Richtung abgebildet. Da das Amplikon sich auf dem 1. Bisulfit-Strang
befindet, wird das 3°-Ende des Forward-Primers entweder um ein C (schwarz, a) an der methylierten Se-
quenz oder um ein T (rot, b) an der nicht methylierten Amplikon-Sequenz verlangert.), der zweite Primer
Hautl-r in Reverse-Richtung (Figur 117; Die Reaktion des reversen SNuPE-Primers Hautl-r. Die Ampli-
konsequenz ist in 5°-3"-Richtung abgebildet. Der r-Primer wird an seinem 3°-Ende entweder um ein G
(blau, a) an der methylierten Sequenz oder um ein A (griin, b) an der nicht methylierten Amplikon-
Sequenz verlidngert.).

Die beiden SNuPE-Primer sind 20 (r-Primer) und 23 (f-Primer) Basen lang und konnen in einem Diplex-
Ansatz gleichzeitig analysiert werden. Beide Primer funktionieren nach dem konventionellen Prinzip der
Methylierungs-Messung per SNuPE - sie werden entweder um die methylierte oder die nicht methylierte
Base verlangert. Bei der Detektion des f-Primers reprisentiert das schwarze Signal den Anteil der methyl-
ierten Amplikon-Kopien und das rote Signal den Anteil der nicht methylierten Kopien in der Probe. Beim
r-Primer entspricht das blaue Signal dem Anteil an methylierten Amplikon-Kopien und das griine Signal
dem Anteil an nicht methylierten Kopien in der Probe (Figur 118; Gleichzeitige Detektion der Hautl-
SNuPE-Primer r (blau-griin) und f (schwarz-rot); Abbildung eines Plot-Fensters nach der Datenauswer-
tung mit GeneMapper ID 3.2.). Das Verhiltnis der beiden Primersignale zueinander (schwarz zu rot und
blau zu griin), gibt den Methylierungs-Status der Probe wieder.

3.4.1.4 Nachweisempfindlichkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse: In Figur 119 (Marker Hautl -

Messung der Nachweisempfindlichkeit der SNuPE-Primer f (a) und r (b) in jeweils drei unabhingigen
Analysen von acht unterschiedlichen Konzentrationen von Haut-DNA; die eingesetzten DNA-Mengen
pro PCR sind auf der Abszisse aufgelistet.) wird das Ergebnis eines Sensitivitéts- und Stabilititstestes mit
jeweils 3 Proben einer Konzentration gezeigt.

Stabile Messungen erreicht man ab 200 pg DNA.

3.4.1.5 Nachweis der Zielfliissigkeit in Mischungen: Die eventuelle Beeinflussung des hautspezifischen

Signals durch Korperfliissigkeiten wird im Mischungsexperiment iiberpriift. Dazu wurden DNA-Proben
eingesetzt, die 100%, 80%, 60%, 40%, 20% und 0% Haut-DNA enthielten. Der jeweils restliche Anteil
der Proben bestand aus einer gleich konzentrierten (20ng/ul) DNA-Mischung der 5 Korperfliissigkeiten -
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peripheres Blut, Menstrualblut, Vaginalfliissigkeit, Speichel und Sperma. In der Figur 120 (Marker Hautl
- Messung von Haut in einem Fliissigkeitsgemisch mit den Primern f (a) und r (b). Der Sollwert (schwarz)
entspricht dem errechneten Methylierungswert, der sich aus den Werten der fiinf Korperfliissigkeiten
ergibt, und dem Anteil der Blut-DNA in der jeweiligen Mischprobe. Der Istwert (rot) entspricht dem tat-
sachlich detektierten Wert.) die Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt.

Es ergab sich kein Hinweis auf wechselseitige Beeinflussung.

3.4.1.6 Individuelle Streuung der Methylierungswerte: Die Messungen der fiinf Korperfliissigkeiten wur-

den an den Probenextrakten vorgenommen, die bereits fiir die Validierung anderer Marker verwendet
wurden. Als Haut-Proben wurden fiir dieses Experiment 5 Biopsie-Proben von verschiedenen Personen
aus dem Unterarm und einzelne Hautschuppen herangezogen. In Figur 121 (Marker Haut] - Box-Plot zur
Streuung der Methylierungswerte in jeweils 20 DNA-Proben von peripherem Blut, Menstrualblut, Spei-
chel, Vaginalfliissigkeit und Sperma; in 5 Proben von Hautbiopsien und 46 (in Abb. a) und 55 (in Abb. b)
Proben von Kopfhaut- und Armhautschuppen, vermessen mit SNuPE-Primer f (a) und r (b).) ist das Dif-
ferenzierungspotential der beiden SNuPE-Primer des Hautl-Markers gegeniiber den fiinf untersuchten
Korperfliissigkeiten dargestellt. Keine Uberlappung der Werte ist zu beobachten.

Da einzelne Hautschuppen aus unterschiedlichen Hautschichten stammen konnen, ist zu erwarten, dass
auch die DNA von Schuppe zu Schuppe sehr heterogen sein kann beziiglich Methylierung. Die Werte der
Hautschuppen reichen von nahezu 0 bis 100%. Die Haut-Biopsien zeigen dagegen einen stabilen Methyl-
ierungsstatus: 42 bis 55% Methylierung bei dem f-Primer und 28 bis 46% bei dem r-Primer. Der mittlere
Methylierungswert des f-Primers in den Hautbiopsie-Proben betriagt 49% und liegt damit hoher als die
mittlere Methylierung der Hautschuppen (45%). Der r-Primer zeigt dagegen durchschnittlich 35% Methy-
lierung in den Hautbiopsie-Proben und durchschnittlich 51% Methylierung in den Hautschuppen.

3.4.1.7 Erweiterte Validierung: Insgesamt wurden 5 Haut-Biopsien (Unterarm) und 217 einzelne Haut-

schuppen (Kopfhautschuppen und Hautschuppen von dem Unterarm) von 41 verschiedenen Personen
untersucht. In Figur 122 (Alter der Probanden/innen fiir die Haut-Biopsien sowie Kopfhaut- und Unter-
armschuppen, deren Werte in die Untersuchung des Hautl-Markers einbezogen wurden; 11 ménnliche
und 30 weibliche Personen (n=41).) ist die Altersverteilung der Probengeber dargestellt.

103 Hautschuppenproben (48%) enthielten sehr wenig oder gar keine DNA und wurden nicht in die Un-
tersuchung einbezogen. Von den restlichen 114 analysierten Proben zeigten die beiden SNuPE-Primer f
und r in 14 Proben (13%) kein Signal. In 20 Proben (18%) zeigte nur einer der beiden Primer ein Signal.
Die Ergebnisse dieser 34 Proben wurden in der Statistik ebenfalls nicht beriicksichtigt.

In der Tabelle 14 sind die durchschnittlichen Methylierungswerte der Kopfhaut- und Armschuppen-
Proben fiir die beiden SNuPE-Primer f und r zusammengefasst. Angegeben ist der Durchschnitt von der
Gesamtheit der Probenwerte (1. Spalte), der Durchschnitt ohne 0%-Werte (2. Spalte) und der Durch-
schnitt ohne 0%- und 100%-Werte (3. Spalte). Die Anzahl der Proben, die bei der Berechnung des jewei-
ligen Durchschnitts beriicksichtigt wurde, ist in den Spalten rechts angegeben. In der letzten Tabellenspal-

te ist die Standardabweichung der entsprechenden Datenreihe angegeben.
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Tabelle 14 Marker Houtl £ und ¢ auf Kopfhout- and A rmschuppen - die durchschuittlichen Methylicrongswerte
StdABRW
BTl Anabln | Oobne0%  Auabla | D0MC0% L Mo | olue 0% und
und 1004 100%
F-Kopf 22.8% 70 44.1% ky) 38 1% 3 204%
v-Kopf 367% 60 51.1% 44 43,1% 38 184%
f-Arm 31.6% 16 56,2% 9 34,4% 6 12,7%
rArm 48,9% 12 55,09 10 40.9% 7 21.5%

Einen Uberblich iiber die Ergebnisse aller Proben, einschlieBlich der 0%- und 100%-Werte, gibt die Figur
123 (Marker Hautl - Verteilung der Methylierungswerte von Arm- und Kopfhautschuppen-Proben. Die
Werte der beiden SNuPE-Primer f und r sind farblich unterschiedlich dargestellt. Die roten Balken zeigen
die Ergebnisse des f-Primers (86 Werte) und die blauen die des r-Primers (72 Werte). Von dem r-Primer
gibt es 14 Werte weniger, da er in einigen Proben kein Signal zeigte. Auf der Abszisse sind die Werte-
Gruppen angegeben, wobei die Einteilung in Gruppen in Abhéngigkeit von der Gesamtheit der Werte,
willkiirlich gewdéhlt ist. Auf der Ordinate ist die Anzahl der Proben angegeben, deren Werte in die ent-
sprechende Kategorie fallen.).

Beide Wertegruppen — Hautschuppen und Kopfhautschuppen haben den Charakter einer trimodalen Ver-
teilung, ebenso wie das beide Gruppen enthaltende Diagramm in der Figur 123. Da Hautschuppen durch-
aus verschiedene Zelltypen enthalten konnen, wire eine solche Unterteilung der Methylierungswerte
moglich. Einen tieferen Einblick in dieses Phinomen der trimodalen Verteilung gestattet aber die NGS-
Analyse der Hautzellen (siche Kapitel Diskussion 4.3). Ein dhnliches Bild zeigte sich auch an einer Fall-
untersuchung, die fir das LKA Hessen durchgefithrt wurde: Von 13 Hautschuppen zeigte eine iiberhaupt
kein PCR-Signal, drei waren nicht methyliert und 9 waren methyliert.

3.4.1.9 Next Generation Sequenzierung: Mit Hilfe von NGS wurde auch bei dem Haut-Marker iiberpriift,

wie gut die SNuPE-Nachweismethode die tatsichliche Methylierungssituation widerspiegelt (Figur 124;
Marker Hautl - Gegeniiberstellung der Methylierungsergebnisse von einer gleichen Haut-Probe aus drei
verschiedenen Analysemethoden: Single Nucleotide Primer Extension sowie Next Generation Sequencing
mit Roche454 (2769 Reads) und Illumina MiSeq (47400 Reads). Die Werte des f-CpGs sind dunkelvio-
lett, die Werte des r-CpGs hellviolett dargestellt.).

Fiir den Haut-Marker liegen keine Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung vor. Auch erscheinen die Werte
dieser nur semiquantitativen SNuPE-Messung mit den NGS-Daten vergleichbar.

3.5 Einfluss von Tumoren auf die verwendeten Methylierungs-Loci: Es ist bekannt, dass Tumoren das

Methylierungsmuster dndern konnen In der hier konzipierten Kontrolluntersuchung konnte natiirtich nur
eine begrenzte Auswahl von Tumoren auf ihren moglichen Einfluss auf die von mir entwickelten Methyl-
ierungsmarker iiberpriift werden. Im Allgemeinen kann man davon ausgehen, dass ein Effekt nur in dem
betroffenen Gewebe oder Korperfliissigkeit zu beobachten ist. Eine Ausnahme konnte das Blut sein, weil
es Spuren freier DNA transportiert, die natiirlich auch aus anderen Geweben oder Kérperfliissigkeiten
stammen kdnnten.

Die Figur 125 (Anzahl der Proben der verschiedenen Tumorpatienten (n=34). CA=Carcinom,
CLL=chronische lymphatische Leukimie, CML-=chronische myeloische Leukémie,
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MPS=myeloproliferatives Syndrom) gibt Zahl und Art der Tumorproben wieder.. Die Studie wurde von
der Ethik-Kommission der Universitit Bonn und der Ethik-Kommission Bad Homburg genehmigt.

Das Konzept der Untersuchung war: Alle Leukdmieformen wurden ausschlieBlich im Blut untersucht. Es
wurden aber alle 10 Marker analysiert. Die Speiserohrentumorprobe wurde in Speichel untersucht — eben-
falls fur alle 10 Marker. Endometrium-, Cervix- und Ovarial-Carcinom sowie Endometriose wurden im
Vaginalabstrich untersucht, und dort fiir alle 10 Marker. Die Hodentumorprobe wurde in Sperma fiir alle
10 Marker untersucht. Brustkrebs und zwei Formen von Darmkrebs - familidre adenomatdse Polyposis
(FAP) und hereditiires nicht-Polyposis-assoziiertes kolorektales Karzinom (HNPCC) - wurden in Blut und
ebenfalls unter Einsatz von allen 10 Markern untersucht.

Ein Methylierungssignal wurde als beeinflusst durch den Tumor angesehen, wenn der Methylierungswert
in mindestens einer Probe auflerhalb des Normbereichs fiir die entsprechende Fliissigkeit lag.

Die Figur 126 (Ergebnisse der Carcinom-Untersuchung. Die obere Zahl gibt an, wie viele Proben von der
Gesamtzahl der untersuchten Proben einer Tumorart eine Abweichung des Methylierungswertes gezeigt
haben. Die untere Zahl in Klammern gibt die Differenz zwischen dem gemessenen Methylierungswert
und dem Durchschnittswert des Markers in der untersuchten Fliissigkeit wieder, wobei der Pfeil die Rich-
tung der Abweichung angibt. Wenn mehrere Proben einer Tumorart abweichend waren, werden die
kleinste und groBte Abweichung als eine Range angegeben.) zeigt die Wirkung der verschiedenen Tumo-
ren auf die Methylierungsgenorte. Aufgefiihrt sind nur diejenigen Marker, die eine Signalabweichung in
mindestens einem Tumor gezeigt haben. Genauso sind nur diejenigen Tumorarten dargestellt, die in min-
destens einem Marker eine Abweichung aufwiesen. Letzteres gilt fiir 8 von 12 getesteten Tumorarten.
Von drei getesteten Darmkrebs-Proben hat eine HNPCC-Probe ein abweichendes Signal in Form eines
herabgesetzten Methylierungswertes in dem Blut2-Marker (15% r-Primer, 12% f-Primer) gezeigt. Die
restlichen 9 Marker blieben in dieser Probe unauffillig. Der Menstrualblutmarker Mens1 zeigte in einer
einzigen Probe - CLL-Blutprobe von einer 67-jahrigen Patientin- ein falsch positives Signal. Dieselbe
CLL-Probe zeigte auflerdem in Blut2 ein erniedrigtes Methylierungssignal und in den Markern Spei2,
Vagl, Vag2, Sperml und Hautl ein erhohtes Signal. Die Marker Blutl, Speil und Sperm2 blieben in
dieser Probe unauffillig. Der zweite Spermamarker Sperm2 zeigte nur in einer Tumorart (CML) Signal-
abweichungen. Die beiden Speichelmarker, die beiden Vaginalmarker und der Sperm1-Marker zeigten in
zwei oder mehr Tumorarten abweichende Signale. Die Methylierungseigenschaft des Vag2-Locus scheint
von den meisten getesteten Tumoren (5 von 12) beeinflusst zu werden. Interessant ist, dass das Ziel-CpG
des r-Primers in dem Hautl-Marker weniger von Tumoreinwirkung betroffen ist als das Ziel-CpG des f-
Primers. Von allen getesteten Tumoren zeigt CLL im peripheren Blut den meisten Einfluss auf fast alle
Marker, mit Ausnahme von Sperm?2.

Der Marker Blutl zeigte in keiner Tumorprobe eine Abweichung von dem erwarteten Normwert. Die
Vaginalfliissigkeitsproben von den Endometriumcarcinom- und Endometriose-Patientinnen und die

Spermaprobe von dem Hodentumor-Patienten wiesen in keinem der 10 Marker einen Einfluss auf.



10

15

20

25

WO 2014/194884 PCT/DE2014/000292

48

In der Tabelle 15 sind Hiufigkeiten des Vorkommens der untersuchten Tumorarten unter der deutschen
Bevolkerung aufgefiihrt. Die hiufigste Erkrankung in der mittleren Lebensphase ist Endometriose bei
Frauen und HNPCC-Form des Darmkrebses bei Ménnern.

Tabelle 15 Priivalenz und durchschnittliches Erkrankungsolter der untersuchten Carcinomformen.

Carcinom Priivalenz Durchschnittliches
Erkrankungsalter

Speiserhren-CA 4-7 . 100.000 EW 66-70 1, Miinner hufiger

Endometrium-CA 25 ;100000 Frauen 66-85% Frauen in der Menopause

Cervix-CA 13,3 : 100.0600 Frauen 45-551

Ovarial-CA 11,5 100.000 Prauen 691

Endometriose 40600-12000 : 100,000 Frauen 361

Hoden-CA 8-10: 100.000 Minner 20401

CLL 4. 100000 EW 70-75 3, Minner hiufiger

CLM 1,5 : 100.000 EW 55-60 J, Miinner hilufiger

MPS 1-2: 100000 EW 50-60 J, Minner hiiufiger

B-Zell-Lymphom 7. 100.000 EW 55-60 1, Minner hiiufiger

Brust-CA 123 : 100.000 Frauen 63)

HNPCC 200 : 100.000 EW 45)

FAP 5-10: 100.000 EW 39}

3.6 Genetischer Einfluss auf die Methylierung: Fiir das vorgelegte Projekt wéren solche Einfliisse von

groBer Bedeutung, weil sie die Aussagen iiber die Prisenz von bestimmten Korperflissigkeiten eventuell
verfilschen wiirden. Obwohl die Verteilung der Methylierungswerte bei den einzelnen Markern anna-
hernd normal ist, gibt es bei jedem Marker Ausreier und natiirlich Extremwerte. Die Validierungsstudie
besagt, dass solche Abweichungen gering sind. Wegen der meist enormen prozessualen Bedeutung der
Korperflussigkeitsanalyse muss aber geklidrt werden, ob und in welchem AusmaB solche genetische Me-
chanismen bei den verwendeten Marker-Loci existieren.
Denkbar und z.T. in der Literatur beschrieben sind die folgenden Ereignisse:
- Ein weit auflerhalb des Amplikons liegendes SNP steuert diec Methylierung eines CpGs oder einer
CpG-Insel.
- Ein innerhalb des Amplikons liegendes SNP steuert die Methylierung eines CpGs oder einer
CpG-Insel..
- Ein SNP innerhalb der SNuPE-Primer-Bindungsstelle beeinflusst das AusmaB der Primerbindung
und damit der Signalhohe.
- Ein SNP befindet sich unmittelbar an der Position des analytischen CpGs. Damit wiirde direkt der
Nachweis beeintrichtigt.
Formalgenetisch kann man die eventuellen Einflussnahmen zusammenfassen in:
- die so genannte mQTL-Wirkung
- Allel-spezifische Methylierung
- Imprinting Effekte
Die 10 Marker wurden in einem einzigen Pool auf dem MiSeq von Illumina analysiert. Die Anteile der

pro Marker auswertbaren Reads sind in der Figur 127 (Anzahl der generierten Reads von den einzelnen
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Amplikons in dem Library-Pool 813.E, bei der Durchfilhrung von NGS auf MiSeq (Illumina); die Ge-
samtzahl der Reads betridgt 430669.) angegeben. Die Auswertung der 250bp-paired Reads erfolgte mit
dem Programm CLC Genomisc Workbench 6.5.1.

Da in jeder Marker-Probe die DNA von 50 verschiedenen Individuen vertreten war, miisste ein bei min-
destens einer Person vorhandenes SNP in etwa 2% der Reads bei Homozygotie bzw. in 1% der Reads bei
Heterozygotie zu sehen sein. Dementsprechend wurde nach Abweichungen von der Referenz-Sequenz
gesucht, die in mindestens 1% der Reads vorkamen und sowohl in forward- als auch in reverse-
Sequenzen beobachtet wurden.

Vier verschiedene Konstellationen wurden untersucht: SNPs, Kombinationen von SNPs — Haplotypen,
kleine Deletionen/Insertionen und unvollstindige Methylierung.

Es wurden verschiedene Arten von Abweichungen gefunden. Héufig waren es Insertionen oder Deletio-
nen einzelner oder mehrerer Basen. Viele Einzel - oder Mehrfachbasen-Transitionen wurden beobachtet.
Meist waren es T-C-Transitionen bei Markern, die sich auf dem 1. Bisu-Strang befinden (Blutl, Blut2,
Mensl1, Vagl, Vag2 und Hautl) oder A-G-Transitionen, bei den Markern auf dem 2. Bisu-Strang (Speil,
Spei2, Sperml und Sperm2). Es handelte sich dabei um Positionen in der Amplikon-Sequenz, aber aufer-
halb von CpG-Dinukleotiden. Es kann sich nicht um SNPs handeln; das sieht man beim Vergleich der
Bisulfit-konvertierten mit der genomischen Sequenz.

3.7 Das Phéiinomen der unvollstindigen Methylierung: Eine Erklidrung ist: Die chemische Reaktion der

Bisulfitierung ist an diesen Stellen nur unvollstindig abgelaufen. Das allein wiirde aber nicht erkléren,
dass bei einigen Markern eine solche unvollstindige Bisulfitierung einen signifikanten Einfluss auf die
Methylierung der benachbarten CpGs ausiibt. Im folgenden Text werden diese Positionen als nicht
konvertierte Cytosine bezeichnet.

Die meisten Varianten wiesen eine Frequenz von ca. 1% auf. Einige der nicht konvertierten Cytosine
kamen jedoch viel hiufiger vor (bis zu 8%). In einigen Fillen wurde eine Beeinflussung der Methylierung
beobachtet, die auf einen Haplotyp aus bestimmten Varianten und zusitzlich einem unkonvertierten C
zuriick zu fithren war.

3.7.1Ergebnis - Blutl: Bei der Untersuchung des Markers Blut 1 wurde eine Reihe von Varianten gefun-

den. Alle waren die nicht konvertierten Cytosine. Die hdufigsten kamen mit einer Frequenz von 1,3 bis
1,7% in den 18254 Blutl-Reads vor. Kein Einfluss dieser Stellen auf die Methylierung der insgesamt 9
CpGs ist zu beobachten.

3.7.2 Ergebnis - Blur2- Bei Marker Blut2 (18178 Reads) gab es keine Varianten, abgesehen von zwei

benachbarten nicht konvertierten Cytosinen. Sie wurden aufgrund der hohen Frequenz (7,6% und 5,7%)
fiir die Untersuchung ausgewihlt. Sie iiben keinen Einfluss auf die Methylierung aus.

In den 25901 Reads von Markerlocus Mens1l wurde eine Deletion mit einer Frequenz von 2,6% (T-91)
gefunden. Diese Variante erniedrigt die Methylierung von CpGs - Cg25 bis Cgl80- stark (Figur 128,
Marker Mensl - Einfluss von Sequenz-Varianten auf die Methylierung. Die CpG-Positionen in dem

Amplikon sind in der obersten Zeile aufgefiihrt. Die Sternchen (*) und (**) markieren die beiden analyti-
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schen CpGs. Die zweite Zeile zeigt die Methylierung, die im Normalfall an den einzelnen CpGs vorliegt.
Die nachfolgenden Zeilen zeigen die Methylierungswerte, die in den Reads, die die links angegebene
Abweichung tragen, gegeben sind. Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem
Farbwert im kontinuierlichen Farbverlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylie-
rung); ausgewertet aus 25901 Reads.). Die nicht konvertierte Cytosinstelle (C-157, Frequenz 1,8%) er-
niedrigt die Methylierungsrate an Cg86 und Cg203, hat aber sonst keinen Effekt, obwohl sie in der
Zielsequenz liegt (Figur 129; Bisulfit-konvertierte Sequenz des Markers Mens1. Die CpG-Dinukleotide
sind gelb markiert, das nicht konvertierte C orange, die Deletion blau und die Primer-Stellen sind grau
unterlegt. Die Bindungsstelle der Fm und Fnm-SNuPE-Primer ist unterstrichen.).

3.7.3 Ergebnis - Speil: In den 27208 Speil-Reads wurden die in Figur 130 (Marker Speil - Einfluss von

Sequenz-Varianten auf die Methylierung. Die CpG-Positionen in dem Amplikon sind in der obersten
Zeile aufgefiihrt. Die Sternchen (*) und (**) markieren die beiden analytischen CpGs. Die zweite Zeile
zeigt die Methylierung, die im Normalfall an den einzelnen CpGs vorliegt. Die nachfolgenden Zeilen
zeigen die Methylierungswerte, die in den Reads, die die links angegebene Abweichung tragen, gegeben
sind. Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem Farbwert im kontinuierlichen
Farbverlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylierung); ausgewertet aus 27208
Reads.) und Figur 131 (Bisulfit-konvertierte Sequenz des Markers Speil. Die CpG-Dinukleotide sind
gelb markiert, die drei SNPs rot, das nicht konvertierte C orange, die Position der Insertion lila, die Dele-
tion blau und die Primer-Stellen sind grau unterlegt. Die Bindungsstelle der Fm und Fnm-SNuPE-Primer
ist unterstrichen.) gezeigten Varianten gefunden. Das SNP an der Position176 kam ausschlieBlich mit
dem SNP an der Position 99 vor und konnte daher nur als Haplotyp bewertet werden. Dies ist gleichzeitig
die Variante, die den signifikantesten Einfluss auf die Methylierung zeigt, namlich auf Cgl03 (0% Me-
thylierung gegeniiber normalen 18,8%) und Cg123 (100% Methylierung gegeniiber normalen 19,0%).
Die Transition in Position 99 ist ein nicht konvertiertes C. Alleinstehend iibt sie den gleichen nicht methy-
lierenden Effekt auf das Cgl03 aus und einen schwicheren methylierenden Effekt auf das Cgl123 aus
(57,4% Methylierung gegeniiber normalen 19,0%).

Die beschriebenen Effekte betreffen in keinem Fail die beiden analytischen CpGs - Cg83 und Cg89.

3.7.4 Ergebnis - Spei2: In den 13293 Spei2-Reads wurden die in Figur 132 (Marker Spei2 - Einfluss von

Sequenz-Varianten auf die Methylierung. Die CpG-Positionen in dem Amplikon sind in der obersten
Zeile aufgefiihrt. Das Sternchen (*) markiert das analytische CpG. Die zweite Zeile zeigt die Methylie-
rung, die im Normalfall an den einzelnen CpGs vorliegt. Die nachfolgenden Zeilen zeigen die Methylie-
rungswerte, die in den Reads, die die links angegebene Abweichung tragen, gegeben sind. Die prozentua-
len Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem Farbwert im kontinuierlichen Farbverlauf von gelb
(= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylierung); ausgewertet aus 13293 Reads.) und Figur 133
(Bisulfit-konvertierte Sequenz des Markers Spei2. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die zwei
nicht konvertierten C orange, die Deletion blau, die zwei SNPs rot und die Primer-Stellen sind grau unter-

legt. Die Bindungsstelle der Fm und Fnm-SNuPE-Primer ist unterstrichen.) gezeigten Varianten gefun-
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den. Da sich der Spei2-Marker wie auch der Speil-Marker auf dem 2. Bisu-Strang befindet, erscheint ein
nicht konvertiertes C als ein G, wobei in der Bisulfit-konvertierten Referenz-Sequenz an der Stelle ein A
steht.

Die A-Deletion an der Position 81 zeigt keine auffilligen Auswirkungen auf die Methylierung. Sie liegt
am Anfang einer poly-A-Sequenz und ist wahrscheinlich analysebedingt (Figur 139).

Das SNP an Position 167 befindet sich an dem G eines CpG-Dinukleotids (G>A-Transition) und ist auf
dem 2. Bisu-Strang der Normalzustand des CpGs in seiner nicht methylierten Form. Dementsprechend
lasst sich das A-Allel des SNPs in der unmethylierten Sequenz nicht von der normalen unmethylierten
CA-Sequenz des CpGs unterscheiden. In die Auswertung wurden nur die Reads einbezogen, die das A an
der G-Stelle enthalten - d.h. Reads, die an dem Cg167 nicht methyliert sind. Daher erscheint dieses CpG
in der Figur 132 als vollstandig nicht methyliert. Die tibrigen CpGs in den Reads, die diese Abweichung
enthalten, sind 21 bis 43% methyliert. Somit ist das Cgl67 in diesen Reads das am wenigsten methylierte
CpG. In normalen Reads ist es dagegen das am hochsten methylierte CpG.

Das SNP an der Position 209 ist eine T>C-Transition. Die geringe Haufigkeit des seltenen Allels spricht
dafiir, dass es sich nur um eine heterozygot betroffene Person im untersuchten Pool handelt. Es iibt seine
Wirkung auf das benachbarte Cg253 aus (8% gegeniiber normalen 51,3 %).

Das analytische Cg93 ist nicht oder im gleichen MaB wie die restlichen CpGs in dem Amplikon betroffen.
3.7.5 Ergebnis - Vagl: Bei der Untersuchung der 18000 Vagl-Reads wurden die in Figur 134 (Marker

Vagl - Einfluss von Sequenz-Varianten auf die Methylierung. Die CpG-Positionen in dem Amplikon sind
in der obersten Zeile aufgefiihrt. Das Sternchen (*) markiert das analytische CpG. Die zweite Zeile zeigt
die Methylierung,‘ die im Normalfall an den einzelnen CpGs vorliegt. Die nachfolgenden Zeilen zeigen
die Methylierungswerte, die in den Reads, die die links angegebene Abweichung tragen, gegeben sind.
Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem Farbwert im kontinuierlichen Farb-
verlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylierung); ausgewertet aus 18000 Reads.)
gezeigten Varianten und ihre Auswirkung auf die Methylierung der benachbarten CpGs gefunden.
Auffallend ist die Erhohung der Methylierung durch die nicht konvertierten Cytosine an Positionen 174,
182 und 196 - zwischen Cg85 und Cg235. Einen dhnlichen Effekt hat ein Haplotyp aus 182 und dem -T-
Allel der Deletion in Position 52. Ein Haplotyp aus nicht konvertierten Cytosinen 182 und 152 fiihrt bei
Cg21, Cg34 und dem analytischen CpG Cg37 zur volistandigen Demethylierung (Figur 134).

3.7.6 Ergebnis - Vag2: Bei Marker Vag2 (58374 Reads) wurden eine Deletion, zwei SNPs und ein nicht

konvertiertes Cytosin auf ihre Wechselwirkung mit den benachbarten CpGs hin untersucht (Figur 136;
Marker Vag2 - Einfluss von Sequenz-Varianten auf die Methylierung. Die CpG-Positionen in dem
Amplikon sind in der obersten Zeile aufgefiihrt. Das Sternchen (*) markiert das analytische CpG. Die
zweite Zeile zeigt die Methylierung, die im Normalfall an den einzelnen CpGs vorliegt. Die nachfolgen-
den Zeilen zeigen die Methylierungswerte, die in den Reads, die die links angegebene Abweichung tra-

gen, gegeben sind. Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem Farbwert im kon-
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tinuierlichen Farbverlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylierung); ausgewertet
aus 58374 Reads.).

Die Deletion eines Thymins an der Position 38 liegt am Anfang einer Poly-T-Sequenz aus 8 Ts. Sie be-
findet sich in der Zielsequenz des SNuPE-Primers (Figur 137; Bisulfit-konvertierte Sequenz des Markers
Vag2. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die Deletion blau, die beiden SNPs rot, das nicht
konvertierte C orange und die Primer-Stellen sind grau unterlegt. Die Bindungsstelle des 1f-SNuPE-
Primers ist unterstrichen.). Sie iibt offenbar keinen Einfluss auf die Methylierung der 8 CpGs des Ampli-
kons aus — eventuell, weil es sich um ein Sequenzierartefakt handelt.

Das SNP an Position 151 setzt den Methylierungsgrad aller CpGs herab, bis auf Cgl01. Am stirksten
verdndert ein Haplotyp, bestehend aus den jeweils selteneren Allelen von SNPs an Positionen 109 und
151 sowie dem nicht konvertierten C-143, den Methylierungsgrad von allen CpGs im Amplikon (stark
demethyliert), abgesehen von Cgl01, welches dagegen 100% methyliert ist.

Das zweite SNP an der Position 151 ist eine A>G-Transition, die zu einer schwach herabgesetzten Me-
thylierung des gesamten Bereichs fiihrt.

3.7.7 Ergebnis - Sperml: In 50928 Reads des Marker Sperm! wurden 5 verschiedene Varianten auf ihren

Methylierungs-Einfluss hin untersucht. Zwei A-Deletionen an Positionen 57 und 119 befinden sich am
Anfang einer Poly-A-Sequenz und sind wahrscheinlich Sequenzierartefakte. Zwei G-Deletionen an Posi-
tionen 38 und 128 bewirken den Ausfall eines CpGs. Das SNuPE-Detektions-CpG ist dabei nicht betrof-
fen. Ein nicht konvertiertes C mit einer Frequenz von 1,7% wurde ebenfalls mit untersucht. Kein Einfluss
der gefundenen Abweichungen auf die Methylierung der insgesamt 13 CpGs ist zu beobachten.3.7.8 Er-
gebnis - Sperm2

In den 46382 Reads des Markers Sperm2 wurden zwei Deletionen, zwei Insertionen und ein SNP auf
ihren Methylierungseinfluss hin untersucht. Die Deletionen und die Insertionen sind wahrscheinlich Se-
quenzierartefakte (Anfang einer poly-A-Sequenz). Das SNP ist eine T>C-Transition mit einer Frequenz
von 3,6%. Keine der gefundenen Abweichungen iibt einen Einfluss auf die Methylierung aus.

3.7.9 Ergebnis - Hautl: Die 200286 Reads des Markers Hautl zeigten 4 Varianten (Figur 138; Marker

Hautl - Einfluss von Sequenz-Varianten auf die Methylierung. Die CpG-Positionen in dem Amplikon
sind in der obersten Zeile aufgefiihrt. Das Sternchen (*) markiert das analytische CpG. Die zweite Zeile
zeigt die Methylierung, die im Normalfall an den einzelnen CpGs vorliegt. Die nachfolgenden Zeilen
zeigen die Methylierungswerte, die in den Reads, die die links angegebene Abweichung tragen, gegeben
sind. Die prozentualen Werte der DNA-Methylierung entsprechen einem Farbwert im kontinuierlichen
Farbverlauf von gelb (= 0% Methylierung) nach blau (= 100% Methylierung); ausgewertet aus 200286
Reads.). Alle Abweichungen iiben einen enormen Einfluss auf die Methylierung aus. Die Insertion eines
Thymins zwischen zwei benachbarten CpGs - Cg22 und Cg25 (Figur 139; Bisulfit-konvertierte Sequenz
des Markers Hautl. Die CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, die Position der Insertion lila, die Mul-

ti(Di-)nukleotid-Variation rot, zwei nicht konvertierten Cytosine orange und die Primer-Stellen sind grau
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unterlegt. Die Bindungsstellen der beiden'SNuPE-Primer sind unterstrichen.) wirkt auf die CpGs des ge-
samten Amplikons stark demethylierend.

Vergleichbar wirkt sich auch der Austausch von einem Guanin und einem Cytosin durch zwei Thymine
an den Positionen 29 und 30 aus. Diese Dinukleotid-Transition ist jedoch kein echter Austausch von zwei
Basen, sondern eine einzelne G>T-Transition, die dem nicht methylierten Cg30 (TpG) benachbart ist.
Dieser Haplotyp kommt in 1% der Reads vor.

Das T an der Position 29 wurde in den Reads nicht mit dem methylierten Cg30 zusammen gefunden. Das
bedeutet, das SNP kommt ausschlieSlich in Reads vor, die an dem Cg30 nicht methyliert sind.

Das nicht konvertierte C-41 (Frequenz 6,2%) fiihrt dazu, dass alle CpGs hoch oder vollstindig methyliert
sind. Ist dagegen das unmittelbar benachbarte nicht konvertierte C-42 in dem Read enthalten, sind die
CpGs 5 bis maximal 14,5% methyliert.

3.8 Validierungsexperimente: Zur Absicherung der Markereigenschaften ist in dieser Arbeit eine Reihe

verschiedener Validierungsstudien durchgefiihrt worden.

3.8 .1 Test auf Trennkraft: Fur diese Studie sind mit dem jeweils spezifischen Marker die Zielfliissigkeit

und die iibrigen 4 Fliissigkeiten untersucht worden. Fiir jede Fliissigkeit wurden 20 Personen analysiert.
Ziel des Experimentes war den Grad der Uberlappung der Wertegruppe fiir die Zielfliissigkeit mit den
Wertegruppen der iibrigen Korperfliissigkeiten zu ermitteln. Der Marker Blutl (beide SNuPE-Primer 1f
und 2r) zeigte keine Uberschneidung mit den Werten aus Sperma, Speichel, Menstrualblut und Vaginal-
flissigkeit. Das gleiche gilt fiir den Menstrualblutmarker Mensl und den Speichelmarker Speil in Bezug
auf die iibrigen Fliissigkeiten. Die Werte des Blut2 (beide SNuPE-Primer f1 und r2) im peripheren Blut
iiberschneiden sich zu ca. 10% mit den Werten der Menstrualblut-Proben. Unter Einbezug von 50% der
Werte in die Verteilung (die "Box" in der BoxPlot-Darstellung) ergibt sich bei Blut2 ein Abstand von 7%
(f1) und 10% (r2) zwischen den Wertegruppen von peripherem Blut und Menstrualblut. Spei2 iiberlappt
bei Speichel komplett mit dem Sperma-Signal, aber mit keinem anderen. Der Vaginalfliissigkeits-Marker
Vag] iiberlappt bei Vaginalfliissigkeit zu 9% mit der Wertegruppe aus Menstrualblut. Der Marker Vag2
weist 19% Uberlappung zwischen den beiden Wertegruppen auf. Unter Einbezug von 50% der Werte in
die Verteilung (die "Box" in der BoxPlot-Darstellung) ergibt sich bei Vagl ein Abstand von 8% zwischen
den Wertegruppen von Vaginalfliissigkeit und Menstrualblut, bei Vag2 sind es 14% Abstand. Beide
Sperma-Marker Sperml und Sperm2 zeigen keine Uberlappung mit den Werten der iibrigen Wertegrup-
pen.

Fiir die Entwicklung des Hautmarkers gab es im Vergleich zu den Korperfliissigkeiten andere forensisch-
genetische Argumente: NaturgemiB ist bei einer solchen Spur nicht die Frage nach der Unterscheidung zu
Blut und anderen Fliissigkeiten relevant, sondern der positive Nachweis, dass es sich um Haut handelt.
Aus diesem Grunde ist bei der Uberpriifung der Trennkraft der einzelnen Marker keine Haut eingesetzt
worden. Der Hautmarker selbst ist aber in allen iibrigen Fliissigkeiten iiberpriift worden, es gab keine

Uberlappung der Werte mit den Korperfliissigkeiten.
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Peripheres Blut und Vaginalfliissigkeit sind natiirliche Bestandteile von Menstrualblut. Am 1. bis 3. Blu-
tungstag betrigt der Blutanteil in ausgeschiedenem Menstrualblut bis zu 50%. Die Uberlappung der Va-
ginalmarker-Signale und des Blutmarkers Blut2 mit den Menstrualblutwerten beeintrichtigt die Aussage-
sicherheit des Systems nicht, weil grundsitzlich alle Marker zur Korperfliissigkeitsanalyse eingesetzt
werden und in diesem Fall trifft bei Grenzwerten der Menstrualblutmarker Mens1 eine eindeutige Ent-
scheidung. Er ist in peripherem Blut und Vaginalfliissigkeit vollstindig unmethyliert (ein roter Peak), so
dass ein Methylierungssignal (ein blauer Peak) ausschlieBlich die Anwesenheit von Menstrualblut an-
zeigt.

3.8.2 Nachweis der spezifischen Fliissigkeit aus Mischungen: Vorstellbar ist, dass das Signal eines spezi-

fischen Markers verfélscht wird durch die Prisenz der entsprechenden Template-DNA aus anderen Kor-
perfliissigkeiten. Deswegen ist fiir jeden Marker ein Mischungsexperiment durchgefiihrt worden, in wel-
chem neben der DNA der Zielfliissigkeit die DNA der vier iibrigen Korperfliissigkeiten (6 verschiedene
Konzentrationen) auf ihren Methylierungsgrad hin untersucht wurden.

Gegeniiber dem Erwartungswert waren die Methylierungswerte aus der Mischung bei Blutl, Spei2 z.T.
bis zu 20% erniedrigt. Die Werte von Blut2, Speil, Sperm1, Haut] entsprachen dem Erwartungswert. Die
Werte von Mensl, Vagl, Vag2, Sperm2 waren gegeniiber dem Erwartungswert leicht erhoht in Sperm2
2.T. bis zu 20%.

In den meisten Fliissigkeiten ist die untere noch sicher detektierbare Menge der Zielfliissigkeit ca. 20%
Anteil an der Mischung.

Vor allem bei Blutspuren ist es eine hiaufige Ermittlerfrage, ob es sich um reines Blut oder eine Mischung
aus mehreren Korperfliissigkeiten handelt. Deswegen wurden zwei beziiglich Thres Methylierungssignals
komplementire Marker entwickelt: Blut2 hat ausschlieBlich bei peripherem Blut ein Methylierungssignal.
Blutl ist bei Blut komplett demethyliert und bei allen anderen Korperfliissigkeiten methyliert. Das bedeu-
tet, Blut 2 identifiziert Blut — auch in Mischungen — Blutl zeigt an, ob es sich um eine Blut enthaltende
Mischung handelt oder um reines peripheres Blut.

Auch fiir den Nachweis von Sperma konnten zwei komplementire Marker entwickelt werden: Sperm2 ist
in Sperma hochgradig methyliert (89% durchschnittlich) und in den iibrigen Fliissigkeiten ist er demethyl-
iert. Insofern identifiziert Sperm2 das Sperma auch in Mischungen. Dagegen ist Sperm] in Sperma kom-
plett demethyliert und in den iibrigen Fliissigkeiten fast vollstindig methyliert, so dass er die Reinheit
einer Sperma-Probe anzeigen kann.

3.8.3 Test auf Stabilitiit unter forensischen Bedingungen: Alle Marker bis auf Haut 1 sind in einem stan-

dardisierten Simulationsversuch bis zu 6 Monate getestet worden. Grundsitzlich ergaben sich die groBten
Verdnderungen gegeniiber dem Ausgangswert bei den feucht gelagerten Proben: In einigen Fillen war
nach 6 Monaten das Ausgangsmaterial nicht mehr nachzuweisen (Mensl: 6 Monate, Speil und Spei2: 3
Monate, Vag2: 6 Monate), bei Sperm1 erh6ht sich nach 3 Monaten der Methylierungsgrad. Diese Signal-
verdnderungen oder -ausfille haben primir nichts mit der Nachweismethode zu tun, sondern mit dem

Zerfall des Probenmaterials: Unter den Feuchtbedingungen konnen auch Mikroben eine weitgehende
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Zersetzung des Probenmaterials bewirken. Das ist nicht beeinflussbar. Auf der anderen Seite sind mit der
in dieser Arbeit entwickelten Methode eindeutig z.B. Spermaspuren nachgewiesen worden, die iiber 15
Jahre als Asservate gelagert worden sind. In einem weiteren Experiment wurde uiberpriift, ob sich die
Uberlappung der Wertegruppen aus den einzelnen Fliissigkeiten im Verlauf der forensischen Lagerungs-
bedingungen dnderte. Abgesehen von den oben genannten Extremwerten einzelner Proben, war dies bei
keinem Marker der Fall.

Diie Ausbeute und Stabilitit von RNA in simulierten umweltbelasteten Vaginalfliissigkeits-, Blut-, Sper-
ma- und Speichelspuren wurden untersucht. Getestet wurden der Einfluss von trockener Umgebung bei
Raumtemperatur, feuchter und warmer Umgebung, AuBenbcdingungen (Regen, Sonne, Mikroorganis-
men) und der Einfluss von UV-Strahlen auf die Proben. In der Arbeit wird der eigentliche Schwachpunkt
der mRNA-Analyse in Zahlen dargestellt. Wird bei Probenlagerung Feuchtigkeit zugelassen, ist nach
folgenden Zeitabschnitten die jeweilige Zielfliissigkeit nicht mehr nachweisbar: Blut 3Tage, Speichel 1
Tag, Sperma 7 Tage, Vaginalfliissigkeit 3 Tage.

3.8.4 Validierung mit 80-100 Proben pro Kérperfliissigkeit: Um die Zuverldssigkeit der Analysenmetho-

de genauer zu bestimmen, erschien eine grofiere Studie notwendig, in welcher der Verteilungscharakter
der einzelnen Wertegruppen uiberpriift werden konnte. Die Validierungsstudie wurde mit den folgenden
Probenzahlen vorgenommen: peripheres Blut: n=96/98, Menstrualblut n=96 (die Proben stammen von 60
Probandinnen), Speichel n=99/95, Vaginalabstriche n=55, Sperma n=88/ 91, Kopthautschuppen n=70,
Armhautschuppen n= 16. Zwei Werte werden fiir die Probenzahl n angegeben, wenn bei den beiden ver-
wendeten Markern fiir eine Fliissigkeit nicht bei allen Proben Signale erhalten wurden.

Blutmarker Blutl zeigt die erwartete schiefe Verteilung (Maximum der Werte bei 0% Methylierung).
Blut2 ist anndhernd normal verteilt. Beide zusammen erfiillen die einander erginzende Funktion: Marker
2 identifiziert peripheres Blut, Marker 1 zeigt an, ob das Blut rein ist oder ein Gemisch. Fiir beide Marker
konnen bei gleich bleibender Analysenqualitdt zwei unterschiedliche Primer verwendet werden.

Obwohl bewusst keine Gliederung nach Alter und nach dem Tag der Menstruation vorgenommen wurde,
ergab sich beim Menstrualblutmarker Mens!1 fiir die Wertegruppe annéhernd eine Normalverteilung. Im
Verlauf der Validierungs-Studie wurde festgestellt, dass Mensi in 15 von 96 untersuchten Proben kein
menstrualblutspezifisches Methylierungssignal anzeigt. Acht dieser Proben sind vom 5. Tag der Blutung.
Die restlichen 7 Proben sind von fritheren Blutungstagen (1 von Tag 1., 3 von Tag 2., 2 von Tag 3. und 1
von Tag 4.). Allerdings stammen sie aus Tampons und nicht aus Binden. Welche Folgen sich dadurch fiir
Menstrualblutprobe ergeben konnen, wird weiter unten diskutiert.

Die normale Monatsblutung dauert bei den meisten Frauen 5 bis 6 Tage. Bei Einnahme von Antibabypille
verkiirzt sich die Blutungsphase um 1 bis 2 Tage und die Menge an ausgeschiedenem Blut nimmt signifi-
kant ab (Mihm et al. 2011). Unabhingig von der Dauer der Blutung zeigen die letzten beiden Blutungsta-
ge nur einen Blutschmier und enthalten erwartungsgemiB viel Vaginalfliissigkeit. Der Blutanteil in der

ausgeschiedenen Fliissigkeit betrdgt an starken Blutungstagen bis zu 50%. An den letzten bzw. "leichten”
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Tagen reduziert sich der Blutanteil auf rund ein Viertel der ausgeschiedenen Fliissigkeitsmenge (Fraser et
al. 1985). Die meisten Frauen geben den zweiten Tag als den der stirksten Blutung an.

In der Validierungs-Untersuchung haben die Proben von dem 2. Blutungstag auch die hochste durch-
schnittliche Methylierung von 50% (n=28) gezeigt. Aus den Ergebnissen der Bisulfit-Sequenzierung wird
deutlich, dass die fiir das spezifische Methylierungssignal verantwortliche Komponente des Menstrualblu-
tes aus dem Endometrium stammt. Die Ausscheidung des abgebauten Endometriumgewebes nimmt im
Verlauf der Regelblutung ab und ist individuellen Schwankungen unterlegen. Dies duBert sich in den
Validierungsergebnissen von Mens1 durch die weitreichende Streuung der Methylierungssignale und den
gelegentlichen Signalausfall. Insofern spielt der Blutungstag in dem forensischen Kontext eine wichtige
Rolle. Eine Menstrualblut-Spur von dem 5. Blutungstag als Menstrualblut zu identifizieren wird nicht in
allen Fillen mit Mens1 moglich sein. In solchen Grenzfillen wird der im hier beschriebenen Verfahren
eingesetzte Vaginalmarker je nach Art des Falles eine Entscheidung erméglichen. Im oben beschriebenen
EDNAP-Ringversuch - Studie 4 - gelingt mit MMP-Triplex bei der Probe vom 3. Blutungstag 75% der
Labors ein Nachweis, am 4. Blutungstag 41%. Mit dem MB-Triplex sind es 45% bzw. 36%. Menstrual-
blutproben vom 5. Blutungstag wurden in diese Untersuchung gar nicht einbezogen.

Ein weiterer Grund fiir den Ausfall des Methylierungssignals ist die Benutzung von Tampons fiir die er-
weiterte Validierung des Markers. In einen Tampon wird signifikant mehr Vaginalsekret mit aufgenom-
men als in eine Binde. Der Tampon wird intravaginal eingefiihrt und befindet sich somit direkt an den
Driisenausgingen Dieser Zusammenhang bestitigt sich in den Ergebnissen der beiden Validierungsstu-
dien. Fir die erste Runde wurden 20 Proben auf Binden gesammelt - es gab keine Signalausfille. Dage-
gen wurden die Proben fir die erweiterte Validierung auf Tampons gesammelt. Alle 15 Signalausfille
wurden hier beobachtet.

Die Werte der beiden Speichelmarker haben annihernd eine Normalverteilung. Das Differenzierungspo-
tenzial bleibt auch in dieser grolen Wertegruppe erhalten. Der Vaginalmarker Vagl hat einen verhiiltnis-
miBig hohen Anteil an Werten mit hohem Methylierungsgrad, so dass die gesamte Wertegruppe nicht
normal verteilt erscheint. Annéhernd normal verteilt sind dagegen die Werte aus Vag2. Der Marker
Sperm1 erscheint nicht normal verteilt oder enthilt moglicherweise mehrere Grundgesamtheiten. Sperm2
stellt eine schiefe Normalverteilung dar. Die Methylierungswerte des Hautmarkers zeigen klar erkennbar
drei verschiedene Grundgesamtheiten, die sich wahrscheinlich mit den aus den NGS-Experimenten erge-
benden Befunden erkldren lassen.

Fiir forensische Aspekte wire eine signifikante Alters-und/oder Geschlechtsabhingigkeit bedeutsam.
Allein bei den beiden Speichelmarkem ist eine geringfiigige Abhéngigkeit von Alter und Geschlecht zu
erkennen. Die Korrelation ist aber fiir forensische Erwigungen beispielsweise zum Tathergang nicht stark
genug.

3.9 Einfluss von Tumoren auf die Aussagesicherheit des Systems: Da Tumoren Einfluss auf das Methyl-

ierungsmuster haben, wurde in einer Reihe von Patienten gepriift, ob die Existenz eines Tumors zu einem

falsch-positiven oder einem falsch-negativen Ergebnis bei der hier konzipierten forensischen Kérperfliis-
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sigkeits- oder Gewebeidentifizierung fithren kann. Anhand der Ergebnisse und mit Hilfe der Tumorpri-
valenzen (siehe Tabelle 15) sollte abschlieBend eine Einschétzung der quantitativen Bedeutung dieses
potentiellen Storfaktors vorgenommen werden.
In der Arbeit sind 12 verschiedene, relativ hiufige Krebsformen untersucht worden, die von ihrem Auf-
trittsorgan her im Zusammenhang mit einer zur Debatte stehenden Korperfliissigkeit relevant erschienen.
Es handelte sich um:
Speiser6hrencarcinom — Speichel; Ovarialcarcinom, Endometriumcarcinom, Cervixcarcinom, Endometri-
ose — Vaginalflissigkeit; Hodencarcinom — Sperma/Samenfliissigkeit; CLL, B-Zell-Lymphom, CML,
MPS, Brustkrebs und zwei Formen von Darmkrebs ( — peripheres Blut. Bei Menstrualblut stand uns nur
eine Probe zur Verfiigung von einer Patientin mit Cervixcarcinom.
In jeder Flissigkeit wurden alle Marker untersucht. Fiir einige Tumoren wurde in der jeweiligen Korper-
flussigkeit/Gewebe eine Abweichung beim spezifischen Methylierungsmarker vom erwarteten Normwert
gefunden:
Eine der 7 getesteten CLL-Proben zeigte in dem Blut2-Marker eine Erniedrigung des spezifischen Signals
um 19 bis 22%. Das Methylierungssignal derselben Probe war auch in den iibrigen Markern auffillig. Die
Probe stammt von einer 67-jahrigen Patientin.
Die beiden Cervixcarcinom-Proben haben in dem Vaginalmarker Vagl ein um 13 bis 17% herabgesetztes
Signal gezeigt. Eine der beiden Proben hat auch in dem zweiten Marker Vag2 ein 12% erniedrigtes Me-
thylierungssignal gezeigt. Die Abstrich-Probe, die in beiden Markern abweichende Signale lieferte, ent-
hielt einen duBerlich sichtbaren Blutanteil, da die Patientin eine Operation hinter sich hatte. Insofern wur-
de hier der Anteil der DNA aus der Vaginalfliissigkeit durch die DNA aus dem peripheren Blut verdiinnt.
Die iibrigen getesteten Tumoren wiesen keine Abweichung beim spezifischen Methylierungsmarker auf.
Mogliche Ebenen der Verformung des Methylierungsmuster:
- Es ist nachgewiesen worden, dass im Tumorgewebe selbst das Methylierungsmuster an vielen
Stellen verdndert ist.
- Entartete Zellen konnen in die betrachtete Korperfliissigkeit gelangen — je mehr sie mit dem Tu-
mor in Beriihrung kommt.
- Die hier entwickelten Marker kénnen bei manchen Tumoren von Zellen stammen, die selbst von
der Entartung betroffen sind.
- Freie DNA des Tumorgewebes kann in Korperfliissigkeiten gelangen. Bei den Blutmarkern wire
eine Beeinflussung des Methylierungsgrads im Blut durch Bluttumoren bzw. dabei betroffenen
Zellen nicht iiberraschend gewesen, weil der Marker-Locus mit seinem charakteristischen, die
Korperfliissigkeit identifizierenden Methylierungsgrad mdglicherweise in einem betroffenen Zell-
typ liegt. Beim Hodentumor wire in der Samenfliissigkeit die Prasenz freier DNA aus Tumorge-
webe denkbar, in welchem der Methylierungsgrad des Markerlocus stark verdndert ist. Auch bei
Speiserohrencarcinom hitte freie DNA mit stark verandertem Methylierungsmuster am Marker-

Genort storen konnen.
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Bei fast allen Patienten mit CLL, CML, MPS, B-Zelllymphom zeigte der Vaginal-Marker im Blut Ab-
weichungen von der Norm. Das bedeutet, eine Tatort-Blutspur, von der man keinerlei Vorinformation
hitte, wiirde von einem Blutmarker als Blut identifiziert werden, der zweite Blutmarker wiirde beispiels-
weise die Information liefern, dass es sich um reines peripheres Blut handelt. Der Vaginalmarker wiirde
aber Vaginalfliissigkeit anzeigen. - An sich kein falsch positives Ergebnis, aber ein Konflikt.

Die Loci Vagl und Vag2 befinden sich innerhalb des Genclusters HOXD. Vagl liegt innerhalb eines
Exons des HOXD4-Gens und Vag2 im 5'UTR-Bereich des HOXD12-Gens. Die HOX-Gene haben 39
Mitglieder in 4 Genclustern. Sie codieren fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren, die unter anderem die
zelluldre Differenzierung reifer Leukozyten wahrend der Himatopoese steuern. Es ist bekannt, dass eini-
ge HOX-Gene bei der Entwicklung verschiedener Tumorarten, unter anderem diversen Leukidmie-
Formen, beteiligt sind. Sie weisen - in Abhingigkeit vom Gewebe - sowohl eine Tumorsupressor- als
auch eine Onkogen-Aktivitdt auf. Bei der Initiierung und Progression des Tumors spielen epigenetische
Veridnderungen eine entscheidende Rolle

Der grofite Einfluss liegt bei Patienten mit chronischer lymphatischer Leukimie in dem Vag2-Marker vor.
Alle sieben getesteten Proben weisen hier ein Methylierungssignal im peripheren Blut auf.

Aus dieser Studie ergibt sich kein Hinweis auf Tumor-bedingte falsch-positive oder falsch-negative Ana-
lysenergebnisse. Trotzdem gebietet die allgemein hohe prozessuale Bedeutung einer Koérperfliissigkeits-
analyse eine konservative Einschitzung der Fehlerhdufigkeit. In der fiir forensische Betrachtungen rele-
vanten Altersklasse fiir Frauen und Minner (20 bis 64 Jahre) muss man fiir das Jahr 2014 eine Privalenz
aller Krebserkrankungen von ca. 370.000 Betroffenen annehmen (Krebsregister Robert-Koch-Institut,
Stand 2013). Damit wire statistisch jeder 170ste Spurenleger ein Tumorpatient. Bei den 10 von uns ge-
priiften Krebsarten sehen wir keine Hinweise auf falsch-positive oder falsch-negative Aussagen, wohl
aber vor allem bei den verschiedenen Leukidmieformen einander eventuell widersprechende Aussagen bei
der Messung verschiedener Korperfliissigkeiten. Solche Konflikte sind aber erkennbar. Auch wenn man
letztere mit in die Fehlerbetrachtung einbezieht, kime man auf eine Aussagesicherheit von ca. 99,5%.

3.10 Einfluss von Sequenzvarianten und nicht konvertierten Cytosinen auf die Aussagesicherheit des Sys-

tems. Die Marker Blutl und Blut2 zeigen keinerlei Sequenzvarianten mit Auswirkung auf die Methylie-
rung der jeweiligen CpG-Cluster.

Bei Marker Mensl wurde eine Deletion (T-91) gefunden, die wohl den Methylierungsgrad betriichtlich
herabsetzt, aber nicht wirklich die Analysenqualitit mindert (Frequenz 2,6% der Reads).

Bei Marker Speil ist keine Beeinflussung des analytischen CpGs zu erkennen.

Bei Marker Spei2 ist eine Sequenzvariante in 14,7% der Reads nachgewiesen worden (SNP G>A 167),
die zu einer emiedrigten Methylierung des analytischen CpG fiihrt. Auch hier wird nicht die Nachweis-
kraft des Markers wirklich eingeschrinkt.

Beim Marker Vagl fiihrt ein Haplotyp aus zwei nicht konvertierten Cs (182, 152) zu einer kompletten
Demethylierung des analytischen CpG und zweier weiteren benachbarten CpGs. Bemerkenswert ist, dass

demgegeniiber die meisten {ibrigen CpGs hoher methyliert sind als in der Normalsequenz. Die Frequenz
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dieses Haplotyps liegt bei ca. 1%. Die Konvertierungsrate der DNA liegt bei dem fiir die Arbeit verwen-
deten Kit (EpiTect Plus DNA Bisulfite Kit, Qiagen) bei iiber 99%. Insofern ist eine unvollstindige Bisul-
fitkonvertierung als Grund fiir dieses Phiinomen nicht auszuschlieBen. Man miisste sich jedoch fragen,
weswegen die Konvertierung nur an diesen beiden Stellen unvollstindig ist und dies einen solch starken
Effekt auf die Methylierung in der benachbarten Sequenz ausiibt.
Ein ghnliches Phinomen beobachtet man beim Marker Vag2: Ein aus zwei Sequenzvarianten und einem
nicht konvertierten C bestehender Haplotyp (109, 143, 151) fiihrt zu einer fast kompletten Demethylie-
rung des gesamten CpG-Clusters. Die Frequenz dieses Haplotyps liegt ebenfalls bei ca. 1%.
Beim Hautmarker Haut]l wurden 2 Sequenzvarianten und 2 nicht konvertierte Cytosine nachgewiesen, die
alle extremen Einfluss auf die Methylierung des gesamten CpG-Clusters haben - einschlieBlich des analy-
tischen CpGs (Ins-T25%26, MNV-TT29730, nicht konvertiertes C-41 und C-42). Insertion (T25426) und
Dinukleotidvariation (TT29430) fithren zur fast kompletten Demethylierung, C41 erhoht die Methylie-
rung am gesamten CpG-Cluster stark, wihrend C42 zu leichter Erniedrigung fiihrt. Die Validierungsstu-
die mit 111 Hautschuppen-Proben (Unterarm-und Kopfhautschuppen) spiegelt eigentlich diese Verhilt-
nisse wieder. Wihrend die Hautbiopsien erwartungsgemifl mit beiden Primern stabile Methylierungs-
Signale lieferten, beobachtet man vier klar voneinander zu unterscheidende Datengruppen bei den Schup-
pen:

- kein PCR-Produkt

- PCR-Produkt, aber 0-2% Methylierungsignal

- PCR-Produkt und 24-87% Methylierungssignal

- PCR-Produkt und 100% Methylierungssignal
Die anfingliche Vermutung, dass es sich bei den verschiedenen Wertegruppen (2-4) um Methylierungs-
signale unterschiedlicher Zelltypen handele, wurde nach Auswertung der NGS-Ergebnisse verworfen:
Hier zeigt sich ein klares Beispiel fiir ASM — Allel-spezifische Methylierung (Shoemaker et al. 2010). Bei
klassisch genetischer Betrachtungsweise und unter der Annahme, dass die Sequenzvarianten ausschlief3-
lich in cis-Orientierung wirken,ist allerdings der Prozentsatz mit 0%-Methylierungssignalen erstaunlich
hoch.
Die beschriebene NGS-Studie zeigt, dass die in der Literatur fir Gehirngewebe beschriebenen geneti-
schen Einwirkungen in Gestalt von Sequenzvarianten auch in den in dieser Arbeit diskutierten differenti-
ell methylierten Genorten existieren. In den meisten Fillen haben sie den Charakter von mQTLs (Deng et
al. 2009), weil eine Sequenzvariante nur graduell den Methylierungsgrad an einem oder mehreren CpGs
verandert. Demgegeniiber handelt es sich bei dem Haut-Marker! offensichtlich um ASM.
Uberraschend ist der Effekt, den manche nicht-konvertierte Cytosine auf die benachbarte Methylierung
ausiiben.
Man weif} inzwischen, dass neben der Methylgruppe noch mindestens drei weitere Modifikationsarten an
den Cytosin-Basen in der DNA existieren. Das 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC) entsteht aus dem 5-mC

nach einer Konversion, die von den so genannten ten-eleven translocation (TET) Hydroxylasen kataly-
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siert wird. Weitere Oxidationsschritte des 5-hmC fithren zur Entstehung von Oxidations-Derivaten 5-
Formylcytosin (5-fC) und S5-Carboxylcytosin (5-caC) (Dawson & Kouzarides 2012). Das 5-
Hydroxymethylcytosin ist nach 5-mC die am besten bekannte DNA-Modifikation. Es kommt vor allem in
den Purkinje-Zellen des Gehimns und den embryonalen Stammzellen vor. Hier betréigt sein Anteil bis zu
20% aller Cytosine innerhalb von CG-Dinukliotiden. In anderen Geweben wird das 5-hmC in geringerem
MaBe auch gefunden.. Die Schliisselfunktion von 5-hmC liegt in der Regulation der Transkription auf
mehreren Ebenen. Unter anderem ist es aktiv und passiv an dem Prozess der DNA-Demethylierung betei-
ligt. Zusitzlich scheinen alle Oxidations-Derivate des 5-Methylcytosins einige noch unerforschte epigene-
tische Signalfunktionen aufzuweisen. Es konnte festgestellt werden, dass sich das methylierte und das
hydroxymethylierte Cytosin nach der Bisulfit-Behandlung nicht voneinander unterscheiden lassen. Au-
Berdem scheinen mehrere aufeinander folgende 5-hmC’s die Aktivitat der Tag-Polymerase beeintrachti-
gen und somit die Amplifikation der 5-hmC-Regionen in der bisulfitierten DNA zu storen.

In der Saugetier-DNA kommt sowohl das konventionelle 5-mC als auch das 5-hmC am hiufigsten in dem
Kontext der CG-Dinukleotide vor - jedoch nicht ausschlieBlich. Das methylierte Cytosin kann sich auch
an den sogenannten CpH-Stellen befinden, wobei das H fiir A, T oder C steht. In den embryonalen
Stammzellen (ES) befinden sich etwa 25% methylierte Cytosine aulerhalb von den CpGs. Auch in indu-
zierten pluripotenten Stammzellen, Oozyten und Gehimnzellen ist das Methylcytosin im nicht-CpG-
Kontext in nennenswerten Mengen vorhanden. In geringeren Mengen wurde die nicht-CpG-Methylierung
auch in somatischen Geweben, wie Skelettmuskulatur und Placenta, nachgewiesen. Der Sequenz-
Kontext, in dem sich das nicht-CpG-Methylcytosin befindet, scheint variabel zu sein. In ES tritt es am
hdufigsten in CAG-Trinukleotiden auf. In menschlichen Gehirmnzellen ist es eine CAC-Sequenz .In der
DNA minnlicher Keimzellen wurden insgesamt 23% der methylierten Cytosine auBerhalb von CpG-
Stellen beobachtet. Die hiufigste nicht-CpG-Dinukleotid-Sequenz war CpA (9,8% aller methylierten
Dinukleotide), die am seltensten gefundene - CpC.

Die nicht konvertierten Cytosine, die in dieser Arbeit einen Einfluss auf die benachbarte Methylierung
gezeigt haben, befinden sich vor unterschiedlichen Basen. Auffillig ist jedoch die Base, die vor dem nicht
konvertierten Cytosin steht. Von insgesamt 6 Einfluss nehmenden Cytosinen in den Markern Vagl, Vag2
und Hautl, befinden sich 4 vor einem Guanin und 2 vor einem Cytosin. Die iibrigen in dieser Arbeit ge-
fundenen, nicht konvertierten Cytosine, die keine Auswirkung auf die Methylierung erkennen lieBen,
befinden sich ebenfalls alle vor einem G oder C.

Damit lassen die NGS-Experimente dieser Arbeit zwei Arten von Einwirkungen auf den Methylierungs-
grad eines CpGs erkennen: Zum einen Sequenzvarianten, die sich in ihrem intra — und interindividuellen
Vorkommen genetisch verhalten — sie tauchen in einer bestimmten Frequenz in einer Population auf und
sie sind im betroffenen Organismus in allen Zellen heterozygot oder homozygot enthalten, und zum ande-
ren die nicht-konvertierten, Methylierungs-relevanten Cytosine, die durchaus in jedem Individuum und

dort zellspezifisch vorhanden sein konnten, weil es sich um ein epigenetisches Phanomen handelt.
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3.11 Kurzbeschreibung der Methode: Mit Hilfe einer Variante der Primer-Extension-Methode, ndmlich

dem so genannten SNuPE-Verfahren (Single Nucleotide Primer Extension) werden Methylierungs-
Genorte untersucht, die in Korperfliissigkeit A methyliert sind und in den Korperfliissigkeiten B, C, D, E
nicht methyliert sind. Die zu untersuchende genomische DNA wird der Bisulfitierungsreaktion unterwor-
fen. Dabei bleibt methyliertes C unverdndert C, wihrend das nicht methylierte C im ersten Schritt in U
und in der Nachfolgereaktion in T umgewandelt wird. Aus der doppelstringigen genomischen DNA-
Sequenz entstehen am Ende 4 unterschiedliche Bisulfit-DNA-Stridnge. Je nach der Basen-Verteilung in
der bisulfitierten Sequenz, eignet sich entweder der 1. oder der 2. Bisu-Strang besser fiir die Lage des
SNuPE-Primers. Die schematische Darstellung der Bisulfit-Konvertierung und die verschiedenen Varian-
ten ein methyliertes und unmethyliertes C zu detektieren ist in der Figur 142 dargestellt.

Das Reaktions-Produkt vervielfiltigt man zunichst an diesem Genort per PCR dergestalt, dass der Methy-
lierungs-/Unterscheidungsgenort (CpG-Stelle) im Amplifikat einen moglichst groen Abstand zum néchs-
ten Methylierungsgenort aufweist. Mit der im néchsten Schritt einzelstringig gemachten DNA ldsst man
einen DNA-Primer hybridisieren, der genau vor der Ziel-CpG-Stelle endet. Man bietet diesem System
gleichzeitig eine Polymerase und unterschiedlich fluoreszenmarkierte ddNTPs an. Nur dasjenige ddNTP,
das komplementir zur ersten Base nach Ende des Primers auf dem Template-Strang ist, verldngert den
Primer um eine weitere Base. Diese erste Base ist auf dem ersten Bisulfit-Strang entweder ein C oder ein
T - ein C, wenn dieses C vorher methyliert war, ein T, wenn das C vorher nicht methyliert war. Auf der
zweiten Bisulfit-Strang ist es entweder ein G oder ein A — ein G, wenn das C vorher methyliert war, ein
A, wenn das C vorher nicht methyliert war. Da es sich hier um ein epigenetisches Phinomen handelt,
kann die quantitative Verteilung zwischen solch einem C und einem T im Prinzip jeden Wert annehmen:
Das C kann komplett methyliert sein, damit wiirde nur ein markiertes ddGTP eingebaut; es ist iiberhaupt
nicht methyliert, dann wiirde nur ein markiertes ddATP eingebaut. — Dazwischen sind aber eben auch alle
anderen Verhiltnisse moglich.

Obwobhl die Produkte der SNuPE-Primerverlingerung gleich lang sind, konnen sie in einem Kapillarelekt-
rophorese-Gerit (DNA-Sequencer) sauber aufgetrennt werden. Auf diese Art und Weise kann letztendlich
bestimmt werden, wie hoch der Anteil Methylierung am Ziel -CpG ist. Das Verhiltnis ,, methyliert* zu
»nicht methyliert“ wird in dem hier vorgelegten Verfahren zur Identifizierung von Korperfliissigkeiten
aus forensischem Material heran gezogen. Voraussetzung fiir das Funktionieren der Methode ist die
Auswahl eines geeigneten, differenziell methylierten CpG-Ortes im Genom.

Die Methode ist in Figur 141 in Form eines Blockdiagramms abgebildet. Darin sind auch die fiir die Pro-
zedur empfohlenen Materialien aufgefiihrt.

Zur Absicherung des Analysenergebnisses wenden wir bei zwei Korperfliissigkeiten - peripheres Blut und
Sperma - zwei in ihrer Aussage einander erginzende Methylierungs-Marker an. Der erste Genort zeigt im
Falle der Methylierung die Prasenz der gefragten Korperfliissigkeit an; wenn er nicht methyliert ist, han-

delt es sich bei der zu untersuchenden Probe um eine beliebige andere Korperfliissigkeit.
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Der zweite spezifische Marker ist bei der fraglichen Korperfliissigkeit nicht methyliert und bei den ande-
ren methyliert.

3.2 Identifizieren der Genorte fiir die differenzielle Methylierung: Die Genorte sind in zwei genomweiten

Studien identifiziert worden. Beide Studien sind mit dem Illumina-Chip-System (Infinum HumanMethyl-
ation27 BeadChip, Infinum HumanMethylation450 BeadChip) durchgefiihrt worden. Es wurden dabei 2
gepoolte DNA-Proben aus jeder der zur Debatte stehenden Korperfliissigkeiten auf den Chip gebracht.
Mit dem ersten Chip-Experiment wurden iiber 27.000 CpG-Stellen im Genom untersucht, im zweiten
waren es iiber 485.000. Nach Bifulfitierung wurden die Regionen der folgenden CpG-Stellen sequenziert.
Als besonders geeignet erwiesen sich die im nichsten Abschnitt eingehend geschilderten Positionen.

3.3 Die Methylierungsmarker

3.3.1 Peripheres Blut

Marker fiir peripheres Blut: Blut-1

Name Marker fiir Marker- Genom-Locus AMP SNuPE

Aussage Size Primer-Size
SNP: Blutl-2r+1f Peripheres Blut | BlutunM; | Cl6orf54: 139 bp 32bp (2r)
AMP: Blutl_o/p Rest Meth | Single-pass 344 bp 24 bp (1f)
{(Bisu-Strang 1) membrane protein

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 1)

>chromosome:GRCh37:16:29757100:29757443:-1
TGGGTTGCTTTGGAAACAAACACTCCCCAGGGGCAGACGAGTTGGGGCACAGTTGCCCAGC
AACAGGCGGTGCCCTCCCTTCCGCCTTCATCCGAGGCCGGGCCTCTACGTCTGAGAGGCGGA
CCGCCCTGCACCCTCCAAGCCTGCACCTCTTAGTCCAGCACCAGGAAGAGTGGCTCTAGGAG
GGAGAGGAGCCCAGGGACTGACCCAAGGTGAGTTGAGGGGTGCAGGAGGCCCCCTGCAGAT
GGAGGATGTGGGGGACAGAGAGGTGTGCAGAGACAAACGAGAGATAGAGACAGGCCAGAG
CCTGGGCAAAGCTGGGGAGCCCAGGAGGGGTGCAGAGG

Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 50)
TGGGTTGTTTTGGAAATAAATATTTTTTAGGGGTAGACGAGTTGGGGTATAGTTGTTTAGTA
ATAGGCGGTGTTTTTITTTTTICGTTTTTATTCGAGGTCGGGTTTTTACGTTTGAGAGGCGGATC
GTTTTGTATTTITTTAAGTTTGTATTTTITAGTTTAGTATTAGGAAGAGTGGTTTTAGGAGGGA
GAGGAGTTTAGGGATTGATTTAAGGTGAGTTGAGGGGTGTAGGAGGTTTTTTGTAGATGGAG
GATGTGGGGGATAGAGAGGTGTGTAGAGATAAACGAGAGATAGAGATAGGTTAGAGTTTGG
GTAAAGTTGGGGAGTTTAGGAGGGGTGTAGAGG

Primer

Genomische Sequenz

AMP_Blutl-o TGGGTTGCTTTGGAAACAAACA (SEQ ID NO: 12)
AMP_ Blutl-p CCTCTGCACCCCTCCTGGG (SEQ ID NO: 13)
SNP_ Blutl-2r CTAAGAGGTGCAGGCTTGGAGGGTGCAGGGC

(SEQID NO: 14)
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SNP_ Blutl-1f GGGGCACAGTTGCCCAGCAACAGG (
SEQ ID NO: 15)
Bisu-Sequenz
AMP_ Blutl-o TGGGTTGTTTTGGAAATAAATA
AMP_ Blutl-p CCTCTACACCCCTCCTAAA
SNP_ Blutl-2r CTAAAAAATACAAACTTAAAAAATACAAAAC
SNP_ Blutl-1f GGGGTATAGTTGTTTAGTAATAGG
Bedeutung der Peaks
Blau methyliert
Griin unmethyliert
Schwarz methyliert
Rot unmethyliert
Marker fiir peripheres Blut: Blut-2
Name Marker fiir Marker- Genom-Locus AMP SNuPE
Aussage Size Primer-Size
SNP: Blut2-f+12 Peripheres Blut | Blut Meth; | unclassified 232 bp 25 bp ()
AMP: Blu2_ofp Rest unM regulatory 24 bp (12)
(Bisu-Strang 1) features;
5°-UTR of
RABIIFIP3

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 2)
>chromosome:GRCh37:16:474399:474630:-1

CATAATTTGTATCAGGGAAATGATGAACTTGTATTTTTACACACCATGGGCACCAACACAAG
ATATGGTTTCGTAAGCAGCTTTGGCAAGAACCAAAGGAACGGAACCTCTGCTTCCAAGTGTA
CGGTCAGGAGCAGCGTGTTAATTAAGTGAGTCATCTTCCGTGGCAGAATCCCAGGGTACATG

GGACCAGACTTCGCGAGGCTGGCATTAGGAAAAGGAATGTGAGGGA

Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 51)

TATAATTTGTATTAGGGAAATGATGAATTTGTATTTTTATATATTATGGGTATTAATATAAGA
TATGGTTTCGTAAGTAGTTTTGGTAAGAATTAAAGGAACGGAATTTTTGTTTTTAAGTGTACG

GTTAGGAGTAGCGTGTTAATTAAGTGAGTTATTTTTCGTGGTAGAATTTTAGGGTATATGGG

ATTAGATTTCGCGAGGTTGGTATTAGGAAAAGGAATGTGAGGGA

Primer

Genomische Sequenz

AMP_Blut2-o0 CATAATTTGTATCAGGGAAATGA (SEQ ID NO: 16)
AMP_Blut2-p TCCCTCACATTCCTTTTCC (SEQ ID NO: 17)
SNP_Blut2-f GCAGCTTTGGCAAGAACCAAAGGAA

(SEQID NO: 18)
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SNP_Blut2-r2 CCATGTACCCTGGGATTCTGCCAC

(SEQ ID NO: 19)
Bisu-Sequenz
AMP_Blut2-0 TATAATTTGTATTAGGGAAATGATGA
AMP_Blut2-p TCCCTCACATTCCTTTTCC
SNP_Blut2-f GTAGTTTTGGTAAGAATTAAAGGAA
SNP_Blut2-r2 CCATATACCCTAAAATTCTACCAC

Der Marker Blut2 besteht aus zwei SNuPE-Primern, d.h. es werden in dem Marker-Amplikon 2 unter-
schiedliche CpG-Stellen analysiert. Die Lage der beiden Primer ist in der oben angegebenen Sequenz

unterstrichen.

Bedeutung der Peaks

Blau methyliert
Griin unmethyliert
Schwarz methyliert
Rot unmethyliert
3.3.2 Menstrualblut

Marker fiir Menstrualblut: Mens-1

Name Marker fir Marker- Genom-Locus AMP SNuPE
Aussage Size Primer-Size
SNP: Mensi-Faim+nm | Menstrualblut Men Meth; | unclassified 320 bp 18 bp (F3m)
AMP: Mens1_o/v.2p Rest unM regulatory 19 bp (F3nm)
(Bisn-Stamg 1) features:
5"-UTR of
SLC26AI10

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 3)

>chromosome:GRCh37:12:58013390:58013709:1
GACCAGGCTCAGGGAAGCTCTCACCGAGGCTCGGTTCCATCAGCTCTTCAGGGGCGAAGAG
CAGGAACCGGAGCTACCTGAAGAGCGCGGCTTTCCCCGGCTCTTCGGGCTGTGGAGGCTGCG
GGCTCGCGCTTGTTCCGGGACAGGGGCGTGGCGCCTGCTGCTGGCTCGGCTGCCCGCGCTGC
ACTGGCTGCCCCATTACCGCTGGCGGGCCTGGCTGCTCGGAGATGCGGTGGCCGGAGTGACC
GTGGGCATCGTGCACGTGCCCCAGGGTGAGAGGCCCTAACAGCAGCCTGTCGGGAGCACAA
GCTCTAGAGGGC

Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 52)
GATTAGGTTTAGGGAAGTTTTTATCGAGGTTCGGTTTTATTAGTTTTTTAGGGGCGAAGAGTA
GGAATCGGAGTTATTTGAAGAGCGCGGTTTTTTTCGGTTTTTCGGGTTGTGGAGGTTGCGGGT
TCGCGTTTGTTTCGGGATAGGGGCGTGGCGTTTGTTGTTGGTTCGGTTGTTCGCGTTGTATTG
GTTGTTTTATTATCGTTGGCGGGTTTGGTTGTTCGGAGATGCGGTGGTCGGAGTGATCGTGGG
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TATCGTGTACGTGTTTTAGGGTGAGAGGTTTTAATAGTAGTTTGTCGGGAGTATAAGTTTITAG
AGGGT

Primer

Genomische Sequenz

AMP_Mensl-o GACCAGGCTCAGGGAAGCTCTCAC
(SEQ ID NO: 20)
AMP_Mensl-p-V.2 GCCCTCTAGAGCTTGTGCTCCC
(SEQ ID NO: 21)
SNP_Mens1-F3m GGCGCCTGCTGCTGGCTC (SEQID
NO: 22)
SNP_Mens1-F3nm GCGCCTGCTGCTGGCTCGG (SEQ ID
NO: 23)
Bisu-Sequenz
AMP_ Mensl-o GATTAGGTTTAGGGAAGTTTTTAT
AMP_ Mensl-p-v.2 ACCCTCTAAAACTTATACTCCC
SNP_ Mensl1-F3m GGCGTTTGTTGTTGGTTC

SNP_ Mensl-F3nm  GTGTTTGTTGTTGGTTTGG.

Bedeutung der Peaks

Blau methyliert

Rot unmethyliert

Marker fiir Menstrualblut: Mens-2
Name Marker fiir Marker- Genom-Locus AMP SNuPE

Aussage Size Primer-Size

SNP: Mens2-f Menstrualblut Men Meth; | MGATI-023, 3°- 291 bp 26 bp ()
AMP: Mens2_g/r Rest unM end in exon
(Bisu-Strang 2)

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 4)

>chromosome:GRCh37:5:180230890:180231180:1
CTGCCATGTGATCAGGACCCACGCCCCTGACATCAACCCCTCCCCCGTGTTCCAGAGCACGG
AGCAGCCCGGAACTCTGCGGCCTGTGGTTACTGACTGACTGCTCACTAACTTGTTTCTACATG
AAACCACGAATCGTGCAGGGTTCTAGAGAAACAAAGGGCCGCGCGCACCCGCAGGCCCCTG
CGTGGAGGCGAGGACCTAAATCAAAACTGCTAAGGGGTCACCAGGCATGGTGAGGGGCCTC
ACGGGCCAAACCCTCCCTCGGCCTGTCCTTCAAGCCTCAGCAGC

Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 53)
CTACCATATAATCAAAACCCACGCCCCTAACATCAACCCCTCCCCCGTATTCCAAAACACGA
AACAACCCGAAACTCTACGACCTATAATTACTAACTAACTACTCACTAACTTATTTCTACATA
AAACCACGAATCGTACAAAATTCTAAAAAAACAAAAAACCGCGCGCACCCGCAAACCCCTA
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CGTAAAAACGAAAACCTAAATCAAAACTACTAAAAAATCACCAAACATAATAAAAAACCTC
ACGAACCAAACCCTCCCTCGACCTATCCTTCAAACCTCAACAAC

Primer
Genomische Sequenz
AMP_Mens2-q CTGCCATGTGATCAGGACCCA
(SEQ ID NO: 24)
AMP_ Mens2-r GCTGCTGAGGCTTGAAGGACA
(SEQ ID NO: 25)
SNP_ Mens2-f ACTAACTTGTTTCTACATGAAACCAC

(SEQ ID NO: 26)

Bisu-Sequenz

AMP_ Mens2-q CTACCATATAATCAAAACCCA

AMP_ Mens2-r GTTGTTGAGGTTTGAAGGATA

SNP_ Mens2-f ACTAACTTATTTCTACATAAAACCAC

Bedeutung der Peaks

Blau methyliert

Griin unmethyliert

3.3.3 Speichel

Marker fiir Speichel: Spei-1
Name Marker fiir Marker- Genom-Locus AMP- SNuPE.-

Aussage Size Primer-
Size

SNP: Speil-Fm+nm | Speichel Spei Meth; | Unclassified 211 bp | 22 bp (Fm)
AMP: Speil _g/r Rest unM regulatory feature; 24 bp (Fom)
(Bisu-Strang 2) 3-UTR of SOX11

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 5)

>chromosome:GRCh37:2:5506107:5506316:-1
CTACAGAGATAAGTATGAATGTGAGGCGATTTAAACGTGTCTACCGAGCGCAGGGTAGGAA
ATCACTTCCTTCTTTCACAACGCTCACGTCCAAAACTGCCCGTGTCAGTCCACCAGGGGGCG
CTGCCTCACCGAAAGGGGAGGGCGGTGCGGCTCCCATCACTTGACTGACGCCAGCCCAATG
GAAGGCGTGGGCCCCAGGCCACCAGAG

Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 54)
CTACAAAAATAAATATAAATATAAAACGATTTAAACGTATCTACCGAACGCAAAATAAAAA
ATCACTTCCTTCTTTCACAACGCTCACGTCCAAAACTACCCGTATCAATCCACCAAAAAACG
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CTACCTCACCGAAAAAAAAAAACGATACGACTCCCATCACTTAACTAACGCCAACCCAATA
AAAAACGTAAACCCCAAACCACCAAAA
Primer

Genomische Sequenz

AMP_Speil-q CTACAGAGATAAGTATGAATGTGAGG
(SEQ ID NO: 27)

AMP_Speil-r CTCTGGTGGCCTGGGGCCCA
(SEQ ID NO: 28)

SNP_Speil-Fm CTTTCACAACGCTCACG
(SEQ ID NO: 29)

SNP_Speil-Fnm CTTCTTTCACAACGCTCACGT

(SEQ ID NO: 30)
Bisu-Sequenz

AMP_ Speil-q CTACAAAAATAAATATAAATATAAAA
AMP_ Speil-r TTTTGGTGGTTTGGGGTTTA

SNP_ Speil-Fm CTTTCACAACGCTCACG

SNP_ Speil-Fnm CTTCTTTCACAACACTCACAT,
Bedeutung der Peaks

Rot methyliert

Schwarz unmethyliert

Marker fiir Speichel: Spei-2

Name Marker fir Marker- Genom-Locus AMP- SNuPE-
Aussage Size Primer-
Size
SNP: Spei2-3r Speichel Spei Meth; | $"-end in exon of 202 bp 28 bp
AMP: Spei2_qg/r Vag unM WBPIL-001
(Bisu-Strang 2) (C100rf26)

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO. 6)
>chromosome:GRCh37:10:104535870:104536161:1
ATTTCCCCCTTGGCAGACAGCTTCGGCTTTGCTGCGTCTGAGATATGTCACGAGAAGGTGGG
GGTGGGCCAGAGCCAGGCAGGGGGAGTAGCGAGGAGAGCAGGAGACAGTGTGCCTGCTCG
GTCCCAGGACTCTGTTTACTTTGTCTGCTTTGCTAAAGAAGGCCGGTGAACCAGGACCACCG
CACACACAGGCCCACCAGGGGCAATGCTCATTCCAAGACCTTAACTTTTAAGAGCCCTTTGT
TCCAACGTTAGTGTGGACGATGCTCTTGCAGGATGCCTTTCCTTTT

Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 55)
ATTTCCCCCTTAACAAACAACTTCGACTTTACTACGTCTAAAATATATCACGAAAAAATAAA
AATAAACCAAAACCAAACAAAAAAAATAACGAAAAAAACAAAAAACAATATACCTACTCG
ATCCCAAAACTCTATTTACTTTATCTACTTTACTAAAAAAAACCGATAAACCAAAACCACCG
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CACACACAAACCCACCAAAAACAATACTCATTCCAAAACCTTAACTTTTAAAAACCCTTTAT
TCCAACGTTAATATAAACGATACTCTTACAAAATACCTTTCCTTTT

Primer

Genomische Sequenz

AMP_Spei2-q ATTTCCCCCTTGGCAGACAG
(SEQ ID NO: 31)

AMP_ Spei2-r AAAAGGAAAGGCATCCTGCAAGAG
(SEQID NO-: 32)

SNP_ Spei2-3r GAGCAGGCACACTGTCTCCTGCTCTCCT

(SEQID NO: 33)
Bisu-Sequenz
AMP_ Spei2-q ATTTCCCCCTTAACAAACAA
AMP_ Spei2-r AAAAGGAAAGGTATTTTGTAAGAG
SNP_ Spei2-3r GAGTAGGTATATTGTTTTTTGTTTTTTT
Bedeutung der Peaks
Schwarz methyliert
Rot unmethyliert
3.3.4 Vaginalfliissigkeit
Marker fiir Vaginalfliissigkeit: Vag-1

Name Marker fiir Marker- Genom-Locus AMP- | SNuPE.
Aussage Size Primer-
Size
SNP: Vagl-1r Vaginalflitssigke | Vag Meth; | In Exon of HOXD4- | 272 bp 29bp
AMP: Vagl_olp it Spei + Rest | 001 (Sequence-
(Bisu-Strang 1) unM specific TF which is
part of a

developmental
regulatory system
that provides cells
with specific
positional identities
on the anterior-
posterior axis;
Expressed in the
developing limb
buds.=

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 7)

>chromosome:GRCh37:2:176987283:176987554:1
GGCACATGGACCTGGGCCTGCGGGCTCTAATTGCGGCGCTTATGTTGATGATTTTTTTTITTAA
TCACAGCAGCCCCCAGTTTAGCGGACTGATTTACTCCCGGTATTGGTAAATATGATCACGTG
GGCCGCGCGACCAATGGTGGAGGCTGCAGCCTGCGAACTAGTCGGTGGCTCGGGCGCCGGC
GGGGAGCTGCTCGGCGGCGGACAGTGTAATGTTGGGTGGGAGTGCGGGACGCCTCAAAATG
TCTTCCAGTGGCACCCTCAGCAACT
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Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 56)
GGTATATGGATTTGGGTTTGCGGGTTTTAATTGCGGCGTTTATGTTGATGATTTTTTTTITAAT
TATAGTAGTTTTTAGTTTAGCGGATTGATTTATTTTCGGTATTGGTAAATATGATTACGTGGG
TCGCGCGATTAATGGTGGAGGTTGTAGTTTGCGAATTAGTCGGTGGTTCGGGCGTCGGCGGG
GAGTTGTTCGGCGGCGGATAGTGTAATGTTGGGTGGGAGTGCGGGACGTTTTAAAATGTTTT
TTAGTGGTATTTTTAGTAATT

Primer

Genomische Sequenz

AMP_Vagl-o GGCACATGGACCTGGGCCTG
(SEQ ID NO: 34)

AMP_ Vagl-p AGTTGCTGAGGGTGCCACTGGAAGACAT
(SEQ ID NO: 35)

SNP_ Vagl-Ir TGATTAAAAAAAAAATCATCAACATAAGC

(SEQ ID NO: 36)
Bisu-Sequenz
AMP_ Vagl-o GGTATATGGATTTGGGTTTG
AMP_ Vagl-p AATTACTAAAAATACCACTAAAAAACAT
SNP_ Vagl-1r TAATTAAAAAAAAAATCATCAACATAAAC

Bedeutung der Peaks
Blau methyliert
Griin unmethyliert

Marker fiir Vaginalfliissigkeit: Vag-2

Name Marker fiir Marker- Genom-Locus AMP- SNuPE-
Aussage Size Primer-
Size
SNP: Vag2-if Vaginalfliissigke | Vag Meth; | 5*-UTR of HOXD12 | 188 bp 27 bp
AMP: Vag2_NEWo/p | it Spei + Rest
(Bisu-Strang I) unM

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 8)

>chromosome:GRCh37:2:176964196:176964383:1
ACCAAGAAGAGTCCCAGGGGACACTTGGGCAGAGTCACCCTCTTGCCCGATGTCCCCAGCTG
CTGAAGCCGGGCCTGGAAACCCGCAGACAGTTAGTCTTCGCTCAACCTGATTTGGCTCTGCT
GGCAGCCTCGTCCTTCGCCATCGAACATTGCGGGTGTTATCATAATACTCTGAAGGGGGGGA
AA

Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 57)
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ATTAAGAAGAGTTTTAGGGGATATTTGGGTAGAGTTATTTTTTTGTTCGATGTTTTTAGTTGT
TGAAGTCGGGTTTGGAAATTCGTAGATAGTTAGTTTTCGTTTAATTTGATTTGGTTTTGTTGG
TAGTTTCGTTTTTCGTTATCGAATATTGCGGGTGTTATTATAATATTTTGAAGGGGGGGAAA

Primer

Genomische Sequenz

AMP_Vag2-NEWo ACCAAGAAGAGTCCCAGGGGACAC
(SEQ ID NO: 38)

AMP_ Vag2-p TTTCCCCCCCTTCAGAGT
(SEQ ID NO: 38)

SNP_ Vag2-1f ACACTTGGGCAGAGTCACCCTCTTGCC

(SEQ ID NO: 39)
Bisu-Sequenz

AMP_ Vag2-NEWo ATTAAGAAGAGTTTTAGGGGATAT
AMP_ Vag2-p TTTCCCCCCCTTCAAAAT
SNP_ Vag2-1f ATATTTGGGTAGAGTTATTTTTITTGTT
Bedeutung der Peaks
Schwarz methyliert
Rot unmethyliert
3.3.5 Sperma
Marker fiir Sperma: Sperm-1
SNP: Sperm1-4r Spemmoa Sperm 3°-end in exon of 217 bp 24 bp
AMP: unM: Rest | TCP11-009 (T-
Spenni_NEWg/r Meth complex protein 11
{Bisu-Strang 2) homolog;
May play an

important role in
sperm function and
fertility. Single-pass
membrane protein.
Tissue specificity:
Expressed only in
fertile adult testis.)

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 9)

>chromosome:GRCh37:6:35109309:35109525:1
CATGCATGGGGCTTTTCTTCAGGCTGTTTGGACAGCCGAGAAGCCGAGCCACACCCAGGAGG
GTTGTTTCACAGCGTGTGCCGCAGGGGCGCAGGGGCCGCGCTCTTTCCTCACATGTGGGAGA
AGCGGAGGAGCCGCCAGGGCTGGGGCCAGGCTCTGCCCACTGGGGTTCCGCCCGTTGTCGC
CCTCCGCCTCCTGGGCTCTAGCCCTTGCCTTT

Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 58)
CATACATAAAACTTTTCTTCAAACTATTTAAACAACCGAAAAACCGAACCACACCCAAAAAA
ATTATTTCACAACGTATACCGCAAAAACGCAAAAACCGCGCTCTTTCCTCACATATAAAAAA
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AACGAAAAAACCGCCAAAACTAAAACCAAACTCTACCCACTAAAATTCCGCCCGTTATCGC
CCTCCGCCTCCTAAACTCTAACCCTTACCTTT
Primer
Genomische Sequenz
5 AMP_Sperml-NEWq CATGCATGGGGCTTTTCTTCAGGCTGT
(SEQ ID NO: 40)

AMP_ Sperml-r AAAGGCAAGGGCTAGAGCCCAG
(SEQID NO: 41)

SNP_ Sperm1-4r CTTCTCCCACATGTGAGGAAAGAG
10 (SEQ ID NO: 42)

Bisu-Sequenz

AMP_ Sperml-q CATACATAAAACTTTTCTTCAAACTAT

AMP_ Sperml-r AAAGGTAAGGGTTAGAGTTTAG

SNP_ Sperm1-4r TTTTTTTTATATGTGAGGAAAGAG
15 Bedeutung der Peaks

Schwarz methyliert

Rot unmethyliert

Marker fiir Sperma: Sperm-2

Name Marker fur Marker- Genom-Locus AMP- SNuPE-
Aussage Size | Primer-Size
1.SNP: Sperm2-3r Spermau Sperm 3-UTR of VAMP8 | 2i5bp 17 bp
AMP: Sperm2_g/NEWr Meth; Rest | (Vesicle-associated 26 bp
(Bisu-Strang 2) unM membrane protein 8;
Involved in the
targeting andfor

fusion of transpont
vesicles to their
target membrane.
Involved for dense-
granule secretion in
platelets. Plays a role
in regulated enzyme
secretion 1n
pancreatic acinar
cells. Involved in the
abscission of the
midbody during cell
division, which leads
to completely
separate daughter
cells. Involved in the
homotypic fusion of
early and late
endosomes;

Tissue specificity:
Platelets)

20  Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 10)
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>chromosome:GRCh37:2:85804931:85805145:-1
GCTGGAATCTGAACTGGGAACTGCCCAGGCGCTGCCTGGTGTGGTGTCACAACACCCGCCTC
GGGCTCCCTGGAGGAGGAAGGCACAACAACTCTTTGCCTGGAATTCGGAGCCCCCATCGGC
GCTGGCACGGAAGCCCAGCTCCCCACCAGCACAGAGGTCAGGGGAGGGAGGGAGAAGGAG
TAGAAACACCTGCCAGGACAGCTCAGAGCTAT

Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 59)
ACTAAAATCTAAACTAAAAACTACCCAAACGCTACCTAATATAATATCACAACACCCGCCTC
GAACTCCCTAAAAAAAAAAAACACAACAACTCTTTACCTAAAATTCGAAACCCCCATCGAC
GCTAACACGAAAACCCAACTCCCCACCAACACAAAAATCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
TAAAAACACCTACCAAAACAACTCAAAACTAT

Primer

Genomische Sequenz

AMP_Sperm2-q GCTGGAATCTGAACTGGGAACTGCCC
(SEQ ID NO: 43)

AMP_ Sperm2-NEWTr ATAGCTCTGAGCTGTCCTGGCAGGTG
(SEQ ID NO: 44)

SNP_ Sperm2-3r GTGGGGAGCTGGGCTTC

(SEQ ID NO: 45)
Bisu-Sequenz

AMP_ Sperm2-q ACTAAAATCTAAACTAAAAACTACCC

AMP_ Sperm2-NEWr ATAGTTTTGAGTTGTTTTGGTAGGTG

SNP_ Sperm2-3r GTGGGGAGTTGGGTTTT

Bedeutung der Peaks

Schwarz methyliert

Rot unmethyliert

3.3.6 Haut

Marker fiir Haut, Haut-und Kopfhautschuppen: Haut-1
Name Marker fiir Marker- Genom-Locus AMP- SNuPE-

Aussage Size Primer-
Size

SNP: Hautl-f+12 Haut (-Schuppen) | Haut Meth; | Intron-region of 173bp | 23 bp (D
AMP: Haul_ofp Rest uaM MEIS! 20 bp (r2)
(Bisu-Strang 1)

Amplikon - genomische Sequenz (SEQ ID NO: 11)

>chromosome:GRCh37:2:66673252:66673424:1
GAGGGGGGCCATGATGCTAGGCGTCGAGGCGAGGGTTGAGCCTGTTITGGCTTCAGAGAACG
ATGCGGGTTCGACCGGAAGCGGGGCGCGTGTTCTAGGGGCCCTTGGGTGGATTAGGGGGCG
CCAAGAGGGGTTAGGCGAGGAGAGGCCTGGCCACCCAGTTGCTAGACTTTA
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Amplikon - Bisu-konvertierte Sequenz (SEQ ID NO: 60)
GAGGGGGGTTATGATGTITAGGCGTCGAGGCGAGGGTTGAGTITTGTTTGGTTTTAGAGAACGA
TGCGGGTTCGATCGGAAGCGGGGCGCGTGTTTTAGGGGTTTTTGGGTGGATTAGGGGGCGTT
AAGAGGGGTTAGGCGAGGAGAGGTTTGGTTATTTAGTTGTTAGATTTTA

Primer

Genomische Sequenz

AMP_Hautl-o GAGGGGGGCCATGATGCTAG
(SEQ ID NO: 46)
AMP_Hautl-p TAAAGTCTAGCAACTGGGTGGCCAGGC
(SEQ ID NO: 47)
SNP_Haut1-f TGAGCCTGTTTGGCTTCAGAGAA
(SEQ ID NO: 48)
SNP_Hautl-r2 CCCAAGGGCCCCTAGAACAC

(SEQ ID NO: 49)

Bisu-Sequenz

AMP_Hautl-o GAGGGGGGTTATGATGTTAG
AMP_Hautl-p TAAAATCTAACAACTAAATAACCAAAC
SNP_Haut1-f TGAGTTTGTTTGGTTTTAGAGAA
SNP_Haut1-r2 CCCAAAAACCCCTAAAACAC
Bedeutung der Peaks

Blau methyliert

Griin unmethyliert

Schwarz methyliert

Rot unmethyliert

Definitionen

Bevor die vorliegende Erfindung unten im Detail beschrieben werden wird,wird darauf hingewiesen, dass
die Erfindung nicht auf die besonderen, hierin beschriebenen bevorzugten Verfahren, Versuchsvorschrif-
ten und Reagenzien beschrinkt ist, da diese variieren kénnen. Es ist auch selbstverstindlich, dass die
hierin verwendete Terminologie nur dem Zweck der Beschreibung besonderer Ausfiihrungsformen dient
und nicht den Umfang der vorliegenden Erfindung begrenzen soll, der nur durch die angehingten Pa-
tentanspriiche begrenzt werden wird. Sofern hierin nichts anderes angegeben ist, haben alle technischen
und wissenschaftlichen Begriffe die gleichen Bedeutungen wie sie iiblicherweise von einem gewohnli-
chen Fachmann des Fachgebiets verstanden werden. Wie in der Beschreibung und anhidngigen Ansprii-
chen verwendet, beinhaltet die singuldre Form “ ein” und “ das™ Pluralreferenzen, es sei den, der Zusam-

menhang zwingt klarerweise zu einem anderen Schluss .
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“Komplementir”, wie in dieser Beschreibung verwendet, bezieht sich auf eine Nukleotid-Sequence, wel-
che eine Basenpaarung durch kovalente Bindungen zu einer Region einer Zielnukleinsiuresequenz, auf-
weist. Nach der kanonischen Watson-Crick Basenpaarung, paart Adenin (A) mit Thyin (T) und Guanin
(G) mit Cytosin (C). Liegt RNA vor, so wird Thymin durch Uracil (U) ersetzt. So ist A komplementir zu
T und G komplementér zu C. Bei RNA ist A zu U komplementir. Ublicherweise bezieht sich “komple-
mentdr” auf eine Nukleotidsequenz, die mindestens teilweise komplementir ist. Der Begriff “komple-
mentédr” kann auch Duplexe umfassen, die komplett komplementér sind, wobei jedes Nukleotid aus dem
einen Strang komplementér zu jedem Nukleotid in dem anderen Strang in den entsprechenden Positionen
ist. In manchen Fillen, kann ein Nukleotid teilweise komplementir zu einem Ziel sein, in welchem nicht
alle Nukleotide komplementér zu jedem Nukleotide in der Zielnukleinsiure an der entsprechenden Positi-
on sind. Beispielsweise kann ein Primer komplett komplementér (100%) zur Zielnukleinsiure sein oder
der Primer und Zielnukleinsduresequenz weisen ein bestimmtes Mall an Komplementaritit, welches ge-
ringer als komplett ist (z.B. 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99%).

Die PCR Reaktion (polymerase chain reaction) wird eingesetzt, um einen kurzen, genau definierten Teil
eines DNA-Strangs zu vervielfiltigen. Dabei kann es sich um ein Gen oder auch nur um einen Teil eines
Gens handeln oder auch nichtcodierende-Sequenzen. Im Gegensatz zu lebenden Organismen kann der
PCR-Prozess nur relativ kurze DNA-Abschnitte kopieren. Bei einer Standard-PCR kénnen dies bis zu
etwa dreitausend Basenpaare (3 kbp) lange DNA-Fragmente sein. Mithilfe bestimmter Polymerasen-
Gemische, weiterer Additive in der PCR und optimalen Bedingungen konnen sogar Fragmente mit einer
Linge von iiber 20-40 kbp vervielfiltigt werden. In ihren momentanen Anwendungsgebieten benotigt
PCR mehrere grundlegende Komponenten. Diese sind: Die Original-DNA, die den zu vervielfiltigenden
Abschnitt enthilt (Template), zwei Primer, um auf den beiden Einzelstringen der DNA jeweils den Start-
punkt der DNA-Synthese festzulegen, wodurch der zu vervielfdltigende Bereich von beiden Seiten be-
grenzt wird, eine DNA-Polymerase, die bei hohen Temperaturen nicht zerstért wird, um den festgelegten
Abschnitt zu replizieren(kopieren) (z.B. Taq-Polymerase), Desoxyribonucleosidtriphosphate, die Baustei-
ne fiir den von der DNA-Polymerase synthetisierten DNA-Strang, Mg2+-Ionen, fiir die Funktion der Po-
lymerase essentiell und Pufferldsungen die eine fir die DNA-Polymerase geeignete chemische Umge-
bung sicherstellen. Die Polymerase-Kettenreaktion findet in einem sogenannten Thermocycler statt. Diese
Maschine erhitzt und kiihlt die in ihr befindlichen Reaktionsgefide priazise auf die Temperatur, die fiir
den jeweiligen Schritt bendtigt wird. Um Verdunstung zu verhindern, wird ein dicht schlieBendes Reakti-
onsgefiB oder eine Olschicht auf dem Reaktionsgemisch verwendet. Etwaige Kondensatbildung im De-
ckel des GefiBes wird durch einen beheizbaren Geritedeckel (iiber 100 °C) verhindert.

Der Begriff *“ Sequenzbestimmung” wie in dieser Beschreibung verwendet, bezieht sich auf eine Vielzahl
von Methoden zur Bestimmung der exakten Anordnung von Nukleotiden in einem DNA oder RNA Mo-
lekiil, mit anderen Worten die Bestimmung der Anordnung der vier Basen - Adenin, Guanin, Cytosin und
Thymin- in einem DNA-Strang, oder Uracil anstatt Thymin im Falle von RNA. Die DNA Sequenzierung

kann verwendet warden, um die Sequenz von individuellen Genen, groBeren genetischen Regionen (z.B.
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Gencluster oder Operoncluster), ganzen Chromosomen oder ganze Genomem zu bestimmen. Sequenzie-
rung kann die Anordnung von individuellen Nukleotiden in DNA oder RNA, welche aus Zellen von Tie-
ren, Pflanzen, Bakterien, Archae isoliert wurden oder virtuell aus jeder anderen Quelle genetischer In-
formation bereitstellen.

Bevorzugte Ausfiihrungsformen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Auffinden von Nucleinsduren zur Identifikation von biologi-
schem Material, welches DNA beinhaltet, aus einer Vergleichsgruppe, die folgenden Schritte umfassend:
a) Detektion des Methylierungstatus durch Bisulfid-Behandlung und Sequenzierung einer aus einem bio-
logischen Material aus der Vergleichsgruppe extrahierten DNA

b) Detektion des Methylierungstatus durch Bisulfid-Behandlung und Sequenzierung einer aus einem wei-
teren biologischen Material aus der Vergleichsgruppe extrahierten DNA

¢) Auswihlen einer Position die bei der durch den Schritt a) erhaltenen DNA entweder methyliert oder
unmethyliert vorliegt und bei der durch den Schritt b) erhaltenen DNA entgegengesetzt entweder unme-
thyliert oder methyliert vorliegt und

d) Auswihlen der Nuleinsduren, dass sie zu der Position der DNA im biologischen Material entweder
komplementir oder teilweise komplementér sind.

Vorteilhafterweise werden die Schritte b) bis d) fiir weitere biologische Materialien aus der Vergleichs-
gruppe wiederholt werden. Weiter vorteilhafterweise ist das biologische Material ausgewihlt aus der
Gruppe: fliissige oder feste Biopsie oder davon abstammend, eine Gewebeprobe insbesondere eine Haut-
probe, eine Korperfliissigkeitsprobe vorzugsweise eine Vollblutprobe, eine Plasmaprobe, eine Serumpro-
be, insbesondere eine Probe aus periphirem Blut, eine Mensturalblutprobe, eine Speichelprobe, eine
Spermaprobe, eine Vaginalfliissigkeitsprobe, ein Abstrich einer epithelialen Oberfliche, eine Sputumpro-
be, eine Stuhlprobe, eine Ejakulatprobe, eine Lymphfliissigkeitsprobe, eine Bronchiallavageprobe, eine
Probe aus der Bauchholenfliissigkeit, eine Probe aus der Pleurahshlenfliissigkeit, eine Probe aus der Ce-
rebrospinalfliissigkeit, eine Urinprobe, eine Trinenprobe, eine SchweiBprobe, Pleuraergussprobe, Menin-
galfliissigkeitsprobe, Driisenfliissigkeitsprobe, Nippelaspiratsfliissigkeit, Spinalfliissigkeitsprobe, Kon-
junktivalflissigkeitsprobe, Diinndarmfliissigkeitsprobe, Pankreassaftprobe oder Gallenfliissigkeit. Eine
Gewebeprobe kann insbesondere eine Epithelgewebeprobe insbesondere eine Oberfldchen- und Drii-
senepitheliengewebeprobe, Binde- und Stiitzgewebeprobe insbdesondere eine Knochen-, Knorpel- und
Fettgewebeprobe, eine Muskelgewebeprobe oder eine Nervengewebeprobe insbesondere eine Gehirn-

oder Riickenmarksgewebeprobe sein.

Ein zweiter Aspekt der Erfindung betrifft Nukleinsiduren zur Identifikation von biologischem Material,
welches DNA beinhaltet, aus einer Vergleichsgruppe, dadurch charakterisiert, dass wobei die Nuleinsiu-
ren zu einer Position der DNA im biologischen Material entweder komplementiér oder teilweise komple-

mentédr sind und diese Position fiir ein Probenmaterial aus einer Vergleichsgruppe entweder methyliert
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oder unmethyliert vorliegt und fiir alle weiteren Probenmateriale aus der Vergleichsgruppe entgegenge-
setzt entweder unmethyliert oder methyliert vorliegt.

Vorteilhafterweise sind diese Nukleinsduren ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO: 1-11.
Ein dritter Aspekt der Erfindung betrifft ein Oligonucleotid, das komplimentir oder teilweise komplimen-
tdr zu den Nukleinséduren ist.

Dieses ist vorteilhafterweise ausgewihlt aus der Gruppe SEQ ID NO.: 13- 49,

Ein vierter Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifikation von biologischem Material,
welches DNA beinhaltet, aus Probenmaterial, die folgenden Schritte umfassend:

a) die Bereitstellung einer Probe, welche die zu untersuchende DNA enthilt

b) Extraktion der DNA aus Schritt a)

¢) Bisulfit-Konvertierung der extrahierten DNA

d) optional die Aufreinigung der DNA aus Schritt ¢)

e) Hybridisieren von Oligonucleotiden nach einem der Anspriiche 6 bis 7 und Verldngerung der DNA
ausSchritt d) mit fluoreszenzmarkierten ddGTP oder ddATP

f) Detektion der DNA aus Schritt e).

Vorteilhafterweise wird in Schritt ) mit ddGTP und ddATP verldngert wird und das Verhiltnis der DNA
mit ddGTP und ddATP bestimmt wird.

Weiter von Vorteil ist, wenn das Verhiltnis durch eine Auftrennung der DNA mit ddGTP und ddATP
durch Kapilarelectrophorese bestimmt wird.

Weiter von Vorteil ist, wenn das Probenmaterial ein Spurentréger ist.

Dabei kann der Spurentriager aus einem Gemisch aus mindestens zwei biologischen Materialien bestehen.
Ein fiinfter Aspekt der Erfindung betrifft einen Kit, umfassend

a) durch eine Auftrennung der DNA mit ddGTP und ddATP durch Kapilarelectrophorese bestimmt wird,
b) Reagentien, um eine Bisulfit-Konvertierung der extrahierten DNA durchzufiihren,

¢) Reagentien zur Aufreinigung der DNA aus Schritt b,

d) Oligonucleotide gemaB der Anspriiche 6 bis 7,

e) ein Enzym zur Verlingerung von DNA und

f) fluoreszenzmarkiertes ddNTP.

Ein letzter Aspekt der Erfindung betrifft eine Verwendung dieses Kit zum Nachweis von biologischem
Material aus Probenmaterial. Vorteilhafterweise kann das Probenmaterial ein Spurentréger sein.

Beispiele

Beispiel 1: Sammlung von biologischem Probenmaterial: Fiir die erste Validierungsrunde wurden Proben
von 20 — 30 verschiedenen Probanden pro relevante Korperfliissigkeit gesammelt. Daraufhin wurde eine
groBe Validierungsstudie durchgefiihrt wegen der vielfiltigen Parameter, die auf den Methylierungsgrad

Einfluss nehmen koénnen. Fiir diesen Zweck wurden von weiteren 70-80 Probanden Proben von jeder
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Korperfliissigkeit genommen. Die Proben fiir peripheres Blut, Speichel und Haut sind von rund 600 Per-
sonen gesammelt worden.

Beispiel 2: DNA-Extraktion: Das Menstrualblut sowie die Speichel- und Vaginal-Abstriche wurden mit
dem DNeasy® Blood & Tissue Kit oder dem Qlamp® DNA Mini Kit, beide von Qiagen, nach dem Stan-
dard-Protokoll fiir getrocknete Blut-/Korperfliissigkeits-Proben bearbeitet (QIAamp® DNA Mini and
Blood Mini Handbook, 2007). Dafiir wurden die Binden- oder Tampon-Stiicke bzw. die Watte von den
Abstrich-Stiabchen verwendet.

Das periphere Blut wurde mit dem Qlamp® DNA Mini Kit nach dem Protokoll fiir fliissiges
Blut/Kérperfliissigkeiten extrahiert.

Die Spermaproben wurden ebenfalls mit dem Qlamp® DNA Mini Kit nach demselben Protokoll fiir fliis-
siges Blut/Korperfliissigkeiten bearbeitet. Zusitzlich wurden fir die Dauer der Lyse 20ul 1M DTT
(Dithiothreitol) zugegeben.

Fiir die Extraktion der einzelnen Hautschuppen wurde die SwabSolution™ von Promega verwendet.

Eine Anderung des Standardprotokolls wurde hierbei lediglich bei den Spermaproben vorgenommen. Da
die Spermatozooen, insbesondere die Spermienképfe, sehr widerstandsfihig sind, lassen sich diese
schwerer lysieren. Daher werden diese mit der Proteinase K und dem AL-Puffer anstatt nur 10min, iiber
Nacht bei 56°C inkubiert um die vollstindige Lyse der Spermatozooen zu gewéhrleisten. Zusitzlich wer-
den fiir die Dauer der Lyse 20ul 1M DTT zugegeben.

Beim Probenmaterial kann es sich um Abstrichstabchen, Binden oder um Hautpartikel handeln. Diese
wurden zunichst in moglichst kleine Stiicke geschnitten und in einem 1,5ml Eppendorf-Cap mit 180ul
ATL-Puffer sowie 20ul Proteinase K versehen. Dieses Gemisch wird gevortext und bei 56°C im Ther-
momixer bis zur vollstindigen Lyse inkubiert. Binden und Abstrichstdbchen wurden hierbei 1h inkubiert.
AnschlieBend wurden 200u1 AL-Puffer zupipettiert, gevortext und 200! Ethanol (>99,8%) zugegeben.
Zu den Hautproben wurden, um die Ausbeute an DNA zu maximieren, jeweils 1pl SwabSolution pipet-
tiert. Dieser Mix wurde anschlieend fiir 90 Minuten auf 70°C erhitzt und anschlieBend auf 8°C abge-
kithlt. Fiir die folgende Bisulfitierung wurde jeder Mix mit destilliertem Wasser auf 40ul aufgefiillt.
Beispiel 3: DNA-
einem Nanodrop™ ND-1000 der Firma NanoDrop Technologies bestimmt. Hierbei wird die Absorption

uantifizierung un

d —Qualitétsbestimmung: Die UV/Vis-Spektrophotometrie wurde in

(optische Dichte = OD) der Nukleinsdurelosung bei 260 und 280 nm gemessen.

Die Bisulfit-Konvertierung erfolgte mit den Kits Epi Tect Plus Bisulfite Kit und dem EpiTect® 96 Bisulfi-
te Kit (Qiagen) nach Hersteller-Protokoll (EpiTect Plus Bisulfite Conversion Handbook, 2010 und Epi-
Tect 96 Bisulfite Handbook, 2009). Jeweils 40pl DNA-Extrakte wurden mit 85p1 in gel6sten Bisulfit-Mix

und 15p1 Protection-Buffer (zum Schutz der DNA vor dem alkalischen Reaktions-Milieu) zu einem To-
tal-Volumen von 140ul gemischt und im Thermo-Cycler dem folgenden Inkubations-Programm (ca. 5h

Dauer) unterworfen:
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Programm-Parameter Dauer Temperatur
(1) Denaturierung 5 min 95°C
(2) Inkubation 25 min 60°C
(3) Denaturierung 5 min 95°C
{4) Inkubation 85 min 60°C
(5) Denaturierung S min 95°C
(6} Inkubation 175 min 60°C
{7) Kihiung haiten sa 20°C

Zur Aufreinigung der konvertierten DNA wurden 310ul Puffer BL (bei Bedarf mit 1ug Carrier-RNA
versetzt) hinzu pipettiert, die Proben gevortext, 150p1 Ethanol (>99,8%) zugegeben und nochmal gevor-
text. Dieser Ansatz wurde auf die DNA-Bindungssidulen (MinElute-Spin Colums) iiberfiihrt und zentrifu-
giert. Dann folgten ein Waschschritt mit Buffer BW und ein Waschschritt mit Buffer BD. Der letztere
Puffer dient der Desulfonierung und sollte 15 Minuten auf die Sdulen-Membran mit gebundener DNA
einwirken, bevor die Sdulen wieder zentrifugiert werden. Nach zwei weiteren Waschschritten mit Buffer
BW und einem mit reinem Ethanol (>99,8%), wurde die Bisulfit-konvertierte DNA mit Elutions-Puffer
EB eluiert.

Welche Menge an Elutions-Puffer eingesetzt wurde, war abhingig von der Konzentration des eingesetz-
ten DNA-Extraktes und von dem Ziel des Experimentes. Beispielsweise wurden bei den Standard Vali-
dierungsproben einer Konzentration von 50 ng/pl in 40 pl Extrakt 2000ng DNA erwartet. Diese wurden
mit 60pl Elutions-Puffer eluiert und enthielten dementsprechend ca. 33ng/ul Bisu-DNA.

3.2. Bisulfitierung: Die DNA-Proben wurden unter Zuhilfenahme des EpiTect® 96 Bisulfite Kits von

Qiagen bisulfitiert. Da sich die DNA-Konzentration in den Extrakten samtlicher verwendeter Proben im
Bereich von 1ng — 2pg/ul befand, konnte das Standard-Protokoll aus dem Handbuch des Kit-Herstellers
verwendet werden. Auf den Einsatz von Triger-RNA, welche die Bindung von sehr geringen Mengen
DNA an die EpiTect 96-Platten verbessert, kann bei frischen Fliissigkeits-/Gewebeproben verzichtet wer-
den.

Beispiel 4: Suche nach Kandidaten-Markern und Primer-Design:

4.1 lllumina - Infinium HumanMethylation-27 und -450 BeadChip: Um alle CpG-Orte des Genoms, auch

auBerhalb der CpG-Inseln, moglichst umfassend zu untersuchen wurden zwei Genom-weite Discovery-
Analysen mit dem Infinium Methylation Assay - Infinium HumanMethylation27 und 450 BeadChip - von
Hlumina durchgefiihrt.

Pro Korperfliissigkeit (peripheres Blut, Menstrualblut, Speichel, Sperma und Vaginalfliissigkeit) wurden
8 DNA-Proben einer Konzentration von 50ng/pl zu 2 Proben gepoolt, erneut vermessen und bisulfitiert.
Zusitzlich zu den zehn Proben-Pools wurden im 1. Experiment zwei Endometrium-Proben und im 2.
Experiment jeweils eine Endometrium-, Haut-, Penisschleimhaut und spermafreie Samenfliissigkeits-
Probe mit getestet. Die 1. Untersuchung wurde auf dem Methylation27 BeadChip durchgefiihrt, die 2.
Analyse auf dem Methylation450 BeadChip.
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Die Methylierungsergebnisse liegen als eine Excel-Datei vor. In den Tabellen-Zeilen sind die einzelnen
ClusterCGs des Chips aufgelistet (27.580 Cluster beim 27BeadChip und iiber 485.000 Cluster beim
450BeadChip). Pro Cluster wird der Methylierungsstatus eines bestimmten CpGs im Genom gemessen.
Die Spalten enthalten neben diversen Cluster-Informationen (Chromosom-Nummer, Genort-Koordinaten,
Strang-Informationen, RefGene-Namen- und Accession, genomische Sequenz etc., und falls zutreffend
CpG-Insel-Namen und SNP-Nummer) die Methylierungs-Werte 0 bis 1 (AVG_Beta-Wert) der gemesse-
nen DNA-Proben. Diese geben den prozentualen Methylierungswert des gemessen CpGs wieder. Anhand
von diesen Zahlenwerten wurde nach denjenigen CG-Clustern gesucht, die vordefinierte Unterschei-
dungskriterien erfiillten.

4.2 Kandidaten-Auswahl: Die notwendige Eigenschaft fiir einen geeigneten Marker-Locus war - der Me-

thylierungsstatus sollte sich in den Zielfliissigkeiten/Gewebe von dem der iibrigen Fliissigkeiten maximal
unterscheiden. Um diesen Marker spiter zum Nachweis der spezifischen Korperfliissigkeit auch innerhalb
von Gemischen einsetzen zu konnen, musste eine zusitzliche Bedingung gegeben sein - die iibrigen
Fliissigkeiten sollten in dem Locus vollstindig unmethyliert und nur die Zielfliissigkeit methyliert sein. In
diesem Fall wiirde ein Methylierungssignal das Vorhandensein der Zielfliissigkeit in einem unbekannten
Gemisch nachweisen, unabhidngig davon welche und wie viele andere Fliissigkeiten/Geweben beige-
mischt sind. Andererseits kann ein Locus in der Zielfliissigkeit vollstindig unmethyliert sein, in allen
iibrigen Geweben aber mehr oder weniger methyliert. Dann war das ein geeigneter Marker-Kandidat, um
durch den Methylierungssignal unbekannte Beimischungen anderer Korperfliissigkeiten in der Ziel-
Fliissigkeit anzuzeigen.

Dementsprechend wurde in den Methylierungsergebnissen von den Illumina-Chips nach jenen Cluster-
CGs gesucht, die in der Zielfliissigkeit/Gewebe methyliert und in den uibrigen Korperfliissigkeiten nicht
methyliert waren oder umgekehrt. Die AVG-Werte iiber 0,4 wurden als methyliert und Werte unter 0,05
als nicht-methyliert definiert. In Tabelle 1 ist ein Beispiel fiir zwei reziproke Kandidaten fiir peripheres
Blut dargestellt. Der obere Kandidat (Nr. 320596) ist in Blut durchschnittlich iiber 50% und in iibrigen
Fliissigkeiten unter 5% methyliert. Der untere Kandidat (Nr. 23060) ist dagegen in Blut unmethyliert

(unter 3%) und in iibrigen Proben 50 bis 95% methyliert.

Tabelle 1 Methylierungs-Werte zweler Blut-Kandidaten aus dem luming 450 BendChip
peripheres Blut Menstruaiblut  Vaginal- Rlssigkeit Speichal Sperma Endometrium

index  ClustercGD ? AVG_Beta BAVG_Bets  @AVG_Bets  PAVG Beta  @GAVG Beta P AVG Beta
320596 ¢cgl7525495 0,53592230 0,3676791 0,02070355 0,04307932 0,01693343 0,0606476
23060 ¢g23093436 0,02836053 0,49814470 0,73875040 0,50809840 0,94879920 0,8654272

Um die besten CG-Cluster fiir diese Auswahlprinzipien zu finden wurde die Excel-Formel "UND" ver-
wendet. Dabei werden fiir eine Zeile bestimmte Bedingungen formuliert, und falls sie zutreffen als
WAHR gekennzeichnet. Diese Funktion kann fiir alle Zeilen in der Tabelle iibernommen werden.

Die in der Ergebnis-Tabelle mit angegebenen Ursprungs-Sequenzen (ca. 50 Basen) der Kandidaten-

Cluster mit dem hochsten Unterscheidungspotential wurden in das Such-Programm BLAST auf der Inter-
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net-Seite des Ensembl Genome-Browsers eingesetzt. Die erhaltenen genomischen Sequenzen der Kandi-
daten-Regionen, etwa 300 Basen vor und nach dem gesuchten Sequenzfragment, wurden auf weitere Ei-
genschaften untersucht. Ausschluss-Kriterien in diesem Stadium waren erstens eingeschlossene
Repeatsequenzen in unmittelbarer Umgebung des Ziel-CpGs. Dies wurde mit Hilfe des Online-
Programms Repeat-Masker tiberpriift. Zweitens wurden die Kandidaten-Sequenzen auf integrierte be-
kannte SNPs kontrolliert. Daftir wurde eine Recherche in der SNP-Datenbank durchgefiihrt. An den in
dieser ersten Kontrollrunde aussortierten Sequenzen wurden Assay-Primer entworfen.

Die entwickelten Kandidaten-Assays wurden jeweils gruppenweise getestet. Die eingehenden Untersu-
chungen wurden an den Proben durchgefiihrt, die auch auf dem Illumina-Chip analysiert wurden. Wenn
sich das Unterscheidungspotential in diesen Proben bestitigte, wurden in weitergehenden Analysen ande-
re Proben einbezogen.

4.3 Design der Amplifikations-Primer: Nach der Bisulfit-Behandlung liegen zwei nicht mehr zueinander

komplementire Einzelstrange vor. Diese gehen aus den beiden Komplementirstringen der genomischen
DNA hervor.. Fiir den Primer-Design wi’rd die genomische DNA-Sequenz zunichst virtuell Bisulfit-
konvertiert. Dafiir gibt es ein spezielles Online-Tool, genannt Big-Analyzer. Wenn man den Forward-
Strang fiir die Konvertierung verwendet erhilt man den 1. Bisu-Strang. Konvertiert man den komplemen-
tdren Reverse-Strang, so entsteht daraus der 2. Bisu-Strang. Das Primer-Design findet sowohl an dem 1.
als auch an dem 2. Bisu-Strang immer an dem Forward- (5°—3") Strang statt. Somit konnen die Primer
fiir einen und denselben bisulfitierten DNA-Locus an zwei unterschiedlichen Sequenzen konstruiert wer-
den. Siehe auch Figur 139.
Die Basen-Verteilung in den beiden Bisu-Strangen ist nicht identisch. Ein Strang ist GC-reich, der andere
AT-reich. Dies hat Auswirkung auf die Schmelztemperatur der Primer. Je hoher der GC-Gehalt des Oli-
gonukleotids, desto hoher ist seine Schmelztemperatur und umso héher muss die Annealing-Temperatur
in der PCR gewihlt werden. Die Schmelztemperatur (Ty,) eines DNA-Doppelstrangs ist definiert als jene
Temperatur bei der 50% des Doppelstrangs in einzelstrangiger Form vorliegt. Sie ist abhdngig von Liange,
Basenzusammensetzung, Salzkonzentration der PCR-Reaktion sowie der Konzentration des Oligonukleo-
tids. Die Primer binden an die Zielsequenz solange deren Schmelztemperatur erreicht ist. Bei der PCR
wihlt man normalerweise eine Temperatur, die ca. 3 °C unter der errechneten Schmelztemperatur liegt,
damit ein Annealing der Primer an die Zielsequenz sichergestellt ist.
Damit die PCR unter einheitlichen Bedingungen ablaufen kann, sollten die Schmelztemperaturen aller
Amplifikations-Primer fiir alle Marker ungefahr gleich sein. Aus diesem Grund und wegen der unausge-
glichenen Basen-Verteilung in den beiden bisulfitierten DNA-Strangen eignete sich entweder der 1. oder
der 2. Strang besser fiir das Primer-Design.
Die folgenden Kriterien wurden bei dem Design der Amplifikationsprimer beachtet:

- Schmelztemperatur Ty = 57-58°C; Ty [Primer Fwd] = Ty [Primer Rev]

- Die Primersequenzen miissen auflerhalb von CpGs liegen, damit sowohl methylierte als auch

demethylierte DNA-Molekiile amplifiziert werden konnen.
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- Die Amplikons sollten maximal 300 bp lang sein, damit die PCR auch mit degradierter DNA
funktioniert.

- Die Linge der Primer sollte zwischen 17 und 30bp liegen.

- Die Primer-Sequenz wird stets in 5°—3 "-Richtung geschrieben; somit werden die reversen Primer
als reverse Komplementir-Sequenz angegeben

- Die Primer diirfen keine Homodimer- und Heterodimerstrukturen ausbilden (Selbstdimerisierung:
AG > - 5 kcal/mol, Heterodimerisierung: AG > -8 kcal/mol)

Die Schmelztemperatur und die Dimerisierungsenergie der Primer wurden mit Hilfe des Online-

Programms Oligoanalyzer errechnet (http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer).

Dabei wurden die folgenden Reaktions-Parameter in Oligoanalyzer eingegeben: Oligokonzentration:
0,25uM; Na* Konz.=50mM; Mg**=2,5mM; dNTP=0,2mM.
4.4 Design der SNuPE-Primer: Die Methode der Single Nukleotid Primer-Extension basiert auf dem

Oligonukleotid, welches ein Nukleotid vor der Position der variablen bzw. diskriminierenden Zielbase
endet. In der SNaPshot-Reaktion verlingert dann die Polymerase den Primer an seinem 3 -Ende um ein
einziges - zu der polymorphen Base komplementires - ddNTP. Die Zielbase ist das methylierte C oder
das unmethylierte T des CpG-Dinukleotids, welches vorher auf dem Illumina-Chip in dem ausgewihlten
Kandidaten-Cluster gemessen wurde. Der SNuPE-Primer kann fiir die Detektion sowoht als forward- als
auch in reverse-Primer entworfen werden. Er sollte aber mit seinem 3’-Ende immer vor der diskriminie-
renden Base enden. In Figur 140 t eine methylierte und eine unmethylierte Beispiel-Sequenz eines ersten
Bisu-Strangs und die Lage der moglichen forward- und reverse-Primer fiir das Ziel-CpG (gelb und griin
markiert) abgebildet. In diesem Fall ist die diskriminierende Base das C oder das T in dem oberen 5°-
3’Forward-Strang bzw. G oder A in dem unteren komplementidren 3°-5°-Reverse-Strang. Im zweiten
Bisu-Strang waren es G/A im 5°-3"-Strang und C/T im 3°-5"-Strang, Leider ist es vor allem in Amplikons
mit hoher CpG-Dichte nicht immer moglich den Primer so zu positionieren, dass er die gewiinschte Base
erreicht. Die Zielsequenz des Primers darf keine CpGs enthalten, da an dieser Stelle eine variable Base
vorliegt. Der Primer hitte dann entweder in der methylierten oder in der unmethylierten Sequenz ein
Missmatch in der Bindungsstelle und konnte an die entsprechenden Sequenzen nicht spezifisch binden.

Fiir derartig schwierigen Amplikons wurde ein alternatives Detektions-System entwickelt, welches das
Problem mit CpGs in der Primer-Bindungsstelle iiberlistet und diese sich sogar zunutze macht. Die not-
wendige Bedingung fiir das System ist - es miissen zwei oder mehrere CpGs in der Primer-Zielsequenz
enthalten sein. Der Methylierungsanteil wird dabei nicht mit einem Standard SNuPE-Primer gemessen,
sondern mit zwei sequenzspezifischen Primemn - einem methylierungsspezifischen und einem nicht-
methylierungsspezifischen Primer. Ersterer bindet nur an methylierte DNA-Molekiile. Der zweite Primer
bindet an derselben Stelle, aber an unmethylierte DNA-Kopien. Beide Primer werden spiter gleichzeitig
in einem Reaktions-Ansatz analysiert. Sie miissen daher unterschiedlich lang sein und mit dem 3’-Ende
vor zwei unterschiedlichen Basen enden. In Figur 141 (Schematische Darstellung der Lage von einem

methylierungs-und einem nicht-methylierungsspezifischen Primer der alternativen SNuPE-Detektions-
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Systems) ist die Konstruktion von zwei sequenzspezifischen Forward-Primern, die sich iiber zwei CpGs
erstrecken, abgebildet. Der methylierungsspezifische Primer, der an methylierte DNA-Kopien bindet,
wird spater bei der Analyse der SnaPshot-Produkte als blaues Signal detektiert. Durch den Lingenunter-
schied von 2bp erreicht man beim nicht-methylierungsspezifischen Primer ein anderes Laufverhalten, was
sich in einem getrennten roten Signal zeigt.

Die SNuPE-Primer wurden ebenfalls mit Hilfe des Oligoanalyzers auf die notigen Eigenschaften hin un-
tersucht, wobei dieselben Konzentrationsangaben wie fiir die Amplifikations-Primer verwendet wurden.
Die Bedingungen beziiglich der Primer-Lénge und der Homodimerisierungs-Energie waren ebenso iden-
tisch. Die angestrebte Schmelztemperatur Ty der Oligonukleotide lag bei 58 bis 60°C. Siehe auch Figur
140.

Beispiel 5: Methylierungsanalyse mittels Bisulfit-Sequenzierung: Die Methode der Bisulfit-

Sequenzierung ermoglicht es den Methylierungsstatus aller Cytosine in CpG-Dinukleotiden eines DNA-
Amplifikates zu bestimmen. Die Bisulfit-Konvertierung gewihrleistet die Unterscheidung zwischen me-
thylierten und nicht-methylierten Cytosinen. Letztere erscheinen als TpG-Dinukleotide in der Sequenz.
Diese Unterschiede werden nach einer Sanger-Sequenzierung durch den Vergleich der Ergebnisse mit der
Ausgangssequenz mit Hilfe einer speziellen Software bestimmt.

Mit Hilfe der Bisulfit-Sequenzierung konnte ein Uberblick iiber den Methylierungs-Status der einzelnen
CpG-Stellen innerhalb der Marker-Loci gewonnen werden.

5.1 PCR-Amplifikation: Fir bestimmte Amplifikations-Primer erwies sich eine Reaktionszusammenset-

zung mit einer hoheren MgCl,-Konzentration ais optimal, um unspezifische PCR-Produkte zu vermeiden.
Andere Primer haben besser in einem PCR-Gemisch ohne zusitzliche MgCl,-Zugabe funktioniert. Des-
wegen beinhaltet das PCR-Protokoll zwei verschiedene Zusammensetzungen. Alle Primer wurden fiir die
Amplifikation in einer Konzentration von 4,5 pmol benotigt.

Es werden fiir jeden Marker zwei Namen verwendet. Der zweite Name stellt eine systematische Benen-
nung fiir die Patentanmeldung dar.

Tabelle 2 Alte und neue Marker-Bezelchnongen

Urspringliche Bezeichnung Neue Bezeichnung Nachweis von
1572 Blut-1 Peripheres Blut
Biutd4 Blut-2 Peripheres Blut
Men8 Mens-1 Menstrualblut
21867 Mens-2 Menstrualblut
Spei7 Spei-1 Speichel

1622 Spei-2 Speichel

1628 Vag-1 Vaginalflissigkeit
SpVal Vag-2 VaginalfiGssigkeit
Menl Sperm-1 Sperma

Men3 Sperm-2 Sperma

Hautl Haut-1 Haut {-schuppen)
Sprm1 Geschi-1 Geschiecht {mannl., weibl.)

Sprm3 Geschi-2 Mannliches Blut/Sperma
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Die Amplifikations-Primer tragen die Bezeichnungen der Marker mit voran gestellten Abkiirzung "AMP"
und die Benennung der beiden Forward- und Reverse-Primer, in Abhingigkeit von dem Bisu-Strang, an

dem die Amplifikation stattfindet ("o" und "p" fiir die beiden Primer an dem 1. Bisu-Strang,

fiir die an dem 2. Bisu-Strang).

5 5.1.1. Reaktionsgemische (Vairante 1): Fiir die Primer Blutl, Blut2, Speil, Spei2, Vagl, Vag2, Sperml
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und Haut! besteht der Reaktionsmix aus folgenden Komponenten:

Komponente Volumen je Reaktion in pl
Wasser 14,30

PCR-Buffer 10x 2.50

MgCl1 (25mM) 2,00

dNTP Mix (2,5 pmol each) 2,00

Hot Start Taq 0,20

Primer (4,5 pmol) 3,00

Bisulfitierte DNA 1,00

Die Primer Mensl, Mens2 und Seprmlsind hingegen unter folgenden Bedingungen effektiver.

Komponente Volumen je Reaktion in pl
Wasser 18,10

PCR-Buffer 10x 2,50

dNTP Mix (25 pmol each) 0,20

Hot Start Taq 0,20

Primer (4,5 pmol) 3,00

Bisulfitierte DNA 1,00

10 Das PCR-Programm fiir die Amplifikation wiederum ist fiir alle Marker gleich aufgebaut und gliedert

sich wie folgt:

q llnd vlru
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PCR-Bedingungen _ -~
(1) Denaturierung 15 sec 195°C
(2) Denaturierung 1 min 95°C
(3) Anncaling 45 sec 36°C
(4) Elongation | min 2°C
- goto(2)9x
(5) Denaturieruny 1 min 93°C
(6) Anncaling 45 sec 35°C
{7) Elongation 1 min 72°C
- g0t (5) 15 X
(8) Denaturierung 1 min 95°C
(9) Annealing 43 sec 4°C
(10) Elongation 1 min 72°C
—gow0(8) 14x
(1 1) Elonpation 10 min 72*%C
(12) Cool down 0 8°C

S.1.1. Reaktionsgemische (Variante 2):

Fiir die Primer Blut-1, Blut-2, Spei-1, Spei-2, Vag-1, Vag-2,

Sperm-1 und Haut-1 ist das Reaktions-Gemisch (Neu) wie folgt zusammengesetzt:

PCR-Komponente - Neue Zusammensetaung

Volumen je Reaktion (i)

Wasser

PCR-Buffer 10x
MgCl, (25SmM)
dNTP Mix {2,5 pmol each)

Hot Start Tag-Polymerase (Qiagen)

Primer {4,5 pmol)
Bisulfitierte DANN

14,30

2,50
2,00
2,00
0,20
3,00
1,00

Die Primer Mens-1, Mens-2, Seprm-2, Geschl-1 und Geschl-2 sind hingegen unter folgenden Bedingun-

gen (Alt) effektiver.

PCR-Komponente - Alte Zusammensetzung

Volumen je Reaktion in pl

Wasser

PCR-Buffer 10x
dNTP Mix {je 25 pmol}

Hot Start Taq-Polymerase (Qiagen)

Primer (4,5 pmol)
Bisulfitierte DANN

18,10

2,50
0,20
0,20
3,00
1,00

Das urspriingliche PCR-Programm wurde nach dem Touchdown-Prinzip modifiziert. In dem nachfolgen-
den PCR-Protokoll wird die Annealing-Temperatur in 3 Schritten von 56°C auf 54°C abgesenkt. Das

PCR-Programm ist fiir alle Marker gleich, da alle Primer eine ungefihr gleiche Schmelztemperatur von

58°C aufweisen.
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CyclingParameter
{1} Denaturierung ' 95°C
{2) Denaturierung 1 min 95°C (
{3} Annealing 45 sec 56°C i
{4) Elongation i min 72°C f
Sgotol{2}9x
{5} Denaturierung 1 min 95°C
{6} Annealing 45 sec 58°C
{7} Elongation 1 min 72°C
D gote(5)15x
{8} Denaturierung i min 95°C
{9} Annealing 45 sec 84°C
{10) Elongation 1 min 72°C
- goto(8) 14x ‘
{11) Elongation 10 min 72°C
{12} Cool down o0 8°C

3.2 Enzymatische Aufreinigung der PCR-Produkte: Fir jeweils SuL aufzureinigendes Produkt wurden 1,0
uL Alkaline Phosphatase FastAP (1U/uL), 0,25 pnL Exol (10U/uL), 0,5 pL Puffer (10x Konz.) und 0,25l

Wasser gemischt und zupipettiert. Das Temperaturprogramm fiir den Thermo-Cycler beginnt mit 37°C,
die 90 Minuten gehalten werden. AnschlieBend wird das Gemisch fiir 15 Minuten auf 85°C erhitzt und
am Ende auf 8°C abgekiihlt.

5.3 Sequenzier-Reaktion: Fiir die Sanger-Sequenzierung der Amplifikationsprodukte wurde der kommer-

zieller Kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit vi.1 von Applied Biosystems by Life Technolo-
gies verwendet. Zusitzlich zu den im Kit bereits enthaltenen dNTPs, wurde eine weitere ANTP-Losung
(0,1pmol) in die Reaktion zugegeben. Damit wurden die stark verschobenen Basen-Anteile in den bisulfi-

tierten DNA-Strangen ausgeglichen.

Cycling-Parameter

(1) Denaturierung 2 min 96°C

(2) Denaturierung 30 sec 96°C

(3} Annealing 15 sec 55°C

(4) Elongation 4 min 60°C
- goto(2)24x

{5) Cool down o0 4°C

5.4 Sequenzierung der Marker-Amplifikate: Zur Entfernung der restlichen, freien Komponenten aus der

Sequenzier-Reaktion wurde der DTR V3 96-Well Short Plate Kits der Firma EdgeBio verwendet. Die
Reinigungs-Platten wurden entsprechend dem Hersteller-Protokoll vorbereitet, die Reaktionsansitze auf
das Gelbett der Platte aufgetragen und bei 850 G 5 min zentrifugiert. Die gereinigten Sequenzierprodukte
wurden mit 10ul Hi-Di Formamid gemischt und bei 90°C 3 Minuten denaturiert. Die kapillarelektropho-
retische Auftrennung der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente erfolgte in einem ABI 3730 DNA Ana-
lyzer mit Einstellungen fiir das Standard Sequencing Run-Modul mit 36cm-Array, den POP-7 Perfor-
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mance Polymer als Trennmedium sowie den BigDye Set E. Die primiire Datenauswertung erfolgte mit
der ABI Sequencing Analysis Software v5.2 in Verbindung mit der KB Basecaller und im weiteren Ver-
lauf mit dem Programm ESME.

3.5 Datenauswertung: ESME-Analyse: Die Analyse der aus dem ABI-Basecaller resultierenden Sequen-
zen in Form von abl-Dateien wurde mit Hilfe einer von Epigenomics entwickelten Software (ESME)
durchgefiihrt. Mit Hilfe dieses Programms wird der Methylierungs-Status durch das Verhiltnis der itber-
lagerten C- und T-Signale an jeder einzelnen CpG-Stelle abgeschitzt.

Fiir die Analyse werden die abl-Sequenzdateien sowie die fiir das Amplikon-Design verwendeten Mar-
ker-Sequenzen in Text-Format, benétigt. Zuniichst normalisiert die Software die Cytosin-Signale in der
Sequenz, da diese in der direkten Bisulfit-Sequenzierung meist itberproportional zu den anderen drei Sig-
nalarten skaliert sind. Danach wird die Bisulfitsequenz mit der jeweiligen Referenzsequenz zur Deckung
gebracht. AnschlieBen werden die durchschnittlichen DNA-Methylierungswerte durch Auswertung von C
und T Signalen an CpG Positionen berechnet. Die berechneten Werte werden in Form einer Gelb-Blau
Farbskala (von gelb= 0% methyliert bis blau= 100% methyliert) in einer Ubersichts-Matrix dargestellt. In
den Reihen werden pro Amplikon die einzelnen CpGs und in den Spalten die einzelnen Proben angeord-
net. Zusdtzlich erstellt ESME Bilddateien von den einzelnen Sequenzen und eine Text-Tabelle mit den
Methylierungs-Werten der analysierten CpGs in den Sequenzen. Mit Hilfe der Bilddateien kann die Rich-
tigkeit der angegebenen prozentualen Methylierung iiberpriifen werden und, falls notwendig, in der Text-

Tabelle korrigiert werden. Die korrigierte Tabelle kann in die korrigierte Matrix umgewandelt werden.

Beispiel 6: Der SNuPE-Assay: Schon in einem frithen Stadium der Arbeit hat sich die Messung der Me-
thylierung mit Hilfe der Single Nukleotid Primer Extension, als die Methode der Wahl herausgestellt. Thr
Vorteil ist, dass gezielt nur ein bestimmtes - das am besten diskriminierende CpG in dem Marker-
Amplikon - untersucht werden kann. Dadurch ist die Methode relativ einfach zu validieren.

Das SNuPE-Assay besteht aus mehreren Schritten. Die PCR-Amplifikation sowie die anschlieBende en-
zymatischen Aufreinigung der PCR-Produkte sind identisch mit den entsprechenden Schritten fiir die
Bisulfit-Sequenzierung. Danach folgen die eigentliche SNaPshot-Reaktion mit spezifischen SNuPE-
Primern, ein zweiter Aufreinigungsschritt und die Detektion der Marker-Signale mit Hilfe der Kapillar-
elektophorese. In der Figur 142 sind die Vorbereitungsschritte sowie die einzelnen Arbeitsschritte des
Assays und die dazu notigen Reagenzien/ kommerziellen Kits zusammengefasst.

6.1 PCR-Amplifikation und enzymatische Aufreinigung der PCR-Produkte: Die PCR und die nachfolgen-

de enzymatische Aufreinigung der Amplifikate erfolgten nach dem gleichen Protokoll wie in der Bisulfit-
Sequenzierung.

6.2 SNaPshot-Reaktion: Die gereinigten PCR-Produkte wurden in die SNaPshot-Reaktion eingesetzt.

Diese erfolgte mit dem SNaPshot Multiplex Kit von Applied Biosystems by Life Technologies nach Her-
steller-Protokoll. Das Prinzip dieser Reaktion dhnelt dem der PCR - sie erfolgt ebenfalls in den drei
Schritten Denaturierung, Annealing und Elongation. Der Unterschied besteht darin, dass die Elongation

lediglich um die eine Base erfolgt, die komplementir zu der diskriminierenden Base ist. Die Einzelba-
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senelongation des Extensionprimers erfolgt iiber den Einbau eines der vier Arten fluoreszenzmarkierter
ddNTPs, die in dem Kit-Reaktions-Mix neben Polymerase und Puffer mit enthalten sind. In die Reaktion
wurden je 1pmol SNuPE-Primer und 3pl enzymatisch aufgereinigte PCR-Produkte eingesetzt.

Der Reaktionsansatz fiir diese PCR bestand aus 3p] der aufgereinigten Probe, 2ul der Extension-Primer,
4p] Wasser sowie 1pl des im Kit enthaltenen 2x SNaPshot-Reaction Mix. Die verwendeten Extension
Primer wurden zuvor auf eine Konzentration von 1pmol/pu] verdiinnt.

Die Temperatur-Schritte wurden wie folgt durchgefiihrt:

Cycling-Parameter

{1) Denaturierung 10 sec 96°C

{2} Annealing 7 sec 5$5°C

(3) Elongation 30 min 60°C
> goto{1)24x

{4) Cool down oo 4°C

6.3 Enzymatische Aufreinigung der SNaPshot-Produkte

Variante 1: Um ein eindeutiges Farbsighal bei der anschlieBenden Analyse im Sequencer zu erhalten ist
es notwendig, die verbleibenden ddNTPs aus dem PCR-Mix zu entfernen. Hierfiir wurden zu dem gesam-
ten Mix 1pl Fast-AP (1U/uL) sowie 1ul Fast-Puffer (10x Konz.) zupipettiert. Das Temperaturprogramm
im Thermocycler ist identisch zu dem der ersten enzymatischen Aufreinigung.

Variante 2: Zu dem gesamten Reaktions-Mix wurden 1pul Fast-AP (1U/uL) sowie 1pl Fast-Puffer (10x
Konz.) zugegeben. Das Temperatur-Programm in dem Thermocycler startet mit 37°C fiir 60 Minuten.
Danach wird das Enzym bei 75°C fiir 15 Minuten Hitze-denaturiert und anschlieBend das Reaktionsge-
misch auf 8°C abgekiihlt.

6.4 Detektion der Marker-Signale

Variante 1: Vor der Analyse im Sequencer wurde 1l der aufgereinigten Probe mit 9ul Formamid Hi-Di
und 0,25p] LS120 als internem Lingenstandard versetzt. Alternativ kann anstelle des Formamids auch
entionisiertes Wasser verwendet werden.

Dieses Gemisch wurde zunichst 3min bei 90°C denaturiert um die Amplifikate in Einzelstringe aufzu-
trennen.

Variante 2: Vor der Analyse im ABI 3730 Sequencer wurden 1pl der aufgereinigten Probe mit 9ul For-
mamid Hi-Di und 0,25p] internem Léngenstandard GeneScan™ 120 LIZ™ versetzt. Das fiir die Analyse
notige Run-Modul enthielt als Vorlage das Hersteller-Modul HTSNP36_POP7, mit den Einstellungen fiir
36cm-Array, den POP-7 Performance Polymer als Trennmedium und das G5-RCT Dye Set. Vor der Ana-
lyse in dem Geriat wurde das Gemisch zundchst 3 Minuten bei 90°C denaturiert.

6.5 Datenauswertung mit Hilfe von GeneMapper Software: Die Auswertung der Marker-Signale erfolgte

mit der ABI-Software GeneMapper v3.7 oder GeneMapper ID v3.2. Zunidchst wurden die Rohdaten, un-
ter Eingabe der entsprechenden Einstellungen fiir Langen-Standard GS120Liz und Analysis Method -

SNaPshot Default, analysiert. Dann wurden alle Proben eines Datensatzes in der Sample-Liste ausgewihlt
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und die richtigen Methylierungs- und/oder Nicht-Methylierungs-Signale in den einzelnen Plot-Fenstern
markiert. Die Fldchen- und Héhen-Werte zu den markierten Peaks wurden als Text-Tabelle exportiert und
in Excel-2007 bearbeitet.

Fiir die Berechnung des prozentualen Methylierungs-Wertes der Probe wurden die Hohe und die Fliche
des Methylierungs-Signals in Relation zu der Gesamt-Hohe bzw. -Fliche der beiden Methylierungs- und
Nicht-Methylierungs-Signale gesetzt. Aus den beiden Methylierungswerten, die aus Peak-Hohe und
Peak-Fliche resultierten, wurde dann der Durchschnitt gebildet.

Beispiel 7: Next Generation Sequencing: Die eigentliche NGS-Analyse erfolgte an den Geridten Roche
454 Genome Sequencer GS FLX+ und Illumina MiSeq.

7.1 Primerkonstrukte und PCR: In die Untersuchung wurden alle Marker (Blut-1 und 2, Mens-1 und 2,

Spei-1 und 2, Vag-1 und 2, Sperm-1 und 2 sowie Haut-1), auler den beiden Geschlechtsmarker, einbezo-
gen. Es sollten sowohl Forward- als auch Reverse-Amplifikate der elf Marker, zusammen in einem einzi-
gen Pool analysiert werden. Dafiir wurde den 22 Amplifikationsprimern ein eigener spezifischer Barcode
vergeben. Fiir die Herstellung der NGS-geeigneten Primerkonstrukte wurden die 22 Primer an ihrem 5°-
Ende um 6-oder 8-Basen-Barcode (6-Basen-Barcode bei Forward-Primern und 8-Basen-Barcode bei Re-
verse-Primern) und um einen 2- bis 8-Basen-Linker ergidnzt ( Figur 143 Grundaufbau der Lingen- und
Barcode-unterschiedenen Primerkonstrukte fiir NGS) Die kurzen DNA-Linker wurden fiir jeden Primer
so gestaltet, dass alle 22 forward- und reverse- Amplifikate sich in ihrer Linge um mindestens zwei Ba-
sen unterschieden. Dies ist vor allem bei der Analyse auf Roche-454 Sequencer von Bedeutung, wenn alle
Proben gepoolt in einem einzigen NGS-Run analysiert werden. Bei zwei unterschiedlichen Amplifikaten,
die lingere Basen-Homopolymere in der Sequenz enthalten und gleich lang sind, kénnte es dazu kom-
men, dass beide als eine einzige Sequenz gelesen werden. Die Illumina-Technologie ist in dem Fall we-
sentlich unempfindlicher gegen Basenhomopolymere.

Die Amplifikations-PCR wurde nach dem eigenen Standard-Protokoll (alte PCR-Zusammensetzung) , nur
mit 3 statt 1ul Template, durchgefithrt. Fiir die Amplifikation sollte im Normalfall eine Taq-Polymerase
verwendet werden, die glatte DNA-Enden hinterlisst, da fiir die Ligation der Adaptoren in den nachfol-
genden Schritten stumpfe Amplifikat-Enden benotigt werden. Viele Tag-Polymerasen hingen hiufig ein
zusdtzliches dATP oder ein anderes beliebiges Nukleotid an das Ende des synthetisierten Doppelstrangs
nach jedem Elongationsschritt — auch das hier verwendete Qiagen-Produkt.

Fiir alle drei Untersuchungsreihen wurden Bisulfit-DNA-Proben verwendet, welche bereits mit SNuPE
analysiert wurden. Fir die Klarung der ersten Fragestellung - inwiefern sich die Methylierungs-
Ergebnisse aus den verschiedenen Detektions-Methoden in der NGS-Analyse bestdtigen lassen - wurden
Proben eingesetzt, die sowohl mit SNuPE als auch mit Bisulfit-Sequenzierung gemessen wurden.

7.2 Aufreinigung der PCR-Produkte mit Magnetic Beads: Fiir die Reinigung der PCR-Produkte mit Mag-
netic Beads standen zwei Kits zur Verfiigung - AMP Clean/CleanPCR (GC Biotech) und Agencourt AM-

Pure XP (Beckman Coulter). Beide funktionieren nach dem gleichen Prinzip. Die Durchfiihrung erfolgte

nach dem Hersteller-Protokoll.
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Das eingesetzte Volumen der Beads-L&sung kann von 1,3- bis 1,8-fach - bezogen auf das Proben-
Volumen - variiert werden. Beim Einsatz von 1,8-fachen Volumen werden alle DNA-Molekiile aus der
Probe an die Beads gebunden. Man verwendet diese Menge zur Aufkonzentrierung der Proben. Zum Ab-
trennen der Primer- oder Adaptor-Dimere aus der Reaktion, wird das 1,3-fache Proben-Volumen verwen-
det. Damit werden nur die lingeren DNA-Fragmente (iiber 100 bp) an den Beads fest gehalten und die
kiirzeren werden im Verlauf der Waschschritte entfernt. Am Ende wurde mit 15ul Elutionspuffer EB
(Qiagen) eluiert.

7.3 Fluorometrische Quantifizierung der PCR-Produkte: Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe von Qubit
2.0 Fluorometer (Invitrogen) und dem zugehdrigen Qubit™ dsDNA High Sens (HS) Assay Kit, der fur die

Messung von 0,2-100ng dsDNA geeignet ist, quantifiziert. Die Durchfithrung erfolgte entsprechend den
Arbeitsvorschriften des Kits.

7.4 Einstellung der Aquimolaritit: Die einzelnen Marker-Amplifikate miissen fiir Analyse “quimolar

vorliegen. Die optimale Gesamtmenge fiir beide Systeme liegt bei ca. 500ng. Dementsprechend sollte pro
Marker ca. 45,5ng eingesetzt werden. Das Gesamtvolumen musste fur die nachfolgende PCR per Mag-
netic Beads auf 15 pl konzentriert werden.

7.5 Endrepair-Reaktion: In diesem Schritt werden die uiberstehenden Amplikon-Enden, die durch die

Tag-Polymerase bei der Amplifikation erzeugt wurden, mit dATP’s fiir die spitere Adaptoren-Ligation
aufgefiillt (A-Tailing). Bei dieser Reaktion sind zwei unterschiedliche DNA-Polymerasen beteiligt. Die
Klenow DNA Polymerase besitzt nur eine 3°->5"-Exonukleasefunktion, aber keine 5°->3"-Polymerase-
Aktivitdt und ist bei 25°C aktiv. Sie baut die iiberstehenden, einzelstrdngigen 3”-Enden ab. Die gewohnli-
che T4-Taq-Polymerase, die erst bei einer hoheren Temperatur aktiv ist, fullt mit ihrer 5°->3"-Funktion
die Enden mit dATP’s auf, da nur diese Sorte von Desoxynukleotidtriphosphaten in dem End-Repair-
Puffer enthalten sind.

Die Reaktion fiir Roche 454 wurde nach den Angaben des Protokolls fiir Fragment End Repair im Rapid
Library Preparation Method Manual (2010) von Roche, vorbereitet und durchgefiihrt. Der Ansatz fiir
Illumina MiSeq wurde entsprechend dem Protokoll fir NEBext End Prep im NEBNext Ultra DNA
Library Prep Kit for Hlumina - Instructl (2013) von New England Biolabs bearbeitet.

7.6 Ligation des library-spezifischen Adapters: Nach Hinzufiigen des 3’-Adenin-Uberhanges erfolgte die

TA-Ligation des spezifischen Adapters an die Enden der Amplikons - bei beiden Analysemethoden mit
Hilfe einer 74-DNA-Ligase (NEB). Die Adaptoren enthalten eine spezifische Erkennungssequenz, die
spater bei der bioinformatischen Verarbeitung der NGS-Reads die Zuordnung der Library ermoglicht.
AuBlerdem ist in den Adapter-Sequenzen eine Bindungsstelle fiir die universellen Primer integriert, die in
der spiiteren Anreicherungs-PCR eingesetzt werden.

Die Durchfithrung der Reaktionen erfolgte ebenfalls nach den entsprechenden Angaben im Hersteller-
Protokoll (siehe oben).Im Anschluss an die Ligation wurde der Pool zur volléti—indigen Beseitigung der
nicht gebundenen Adaptoren zwei Mal mit Magnetic Beads gereinigt. Um die Bindung der Beads an den

Magneten zu vereinfachen, wurde das Reaktionsvolumen zunichst auf 100ul mit Wasser aufgefiillt. Die
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Beads-Losung wurde in 1,3-fachen Volumen eingesetzt, damit die Adaptorendimere auf keinen Fall mit
gebunden werden. Nach dem ersten Reinigungsschritt wurde mit 100u]l Wasser eluiert. Am Ende der
zweiten Reinigung wurden die Library-Produkte mit 20u] EB-Puffer eluiert.

7.7 Anreicherung von Library-Fragmenten und Homogenisierung: Diese PCR dient zur Homogenisie-

rung und Anreicherung der Ligations-Produkte und wird mit universellen Primern ausgefiihrt, die an die
Zielsequenz in den Adaptoren binden. Auch hier wurden die Reaktionen nach den entsprechenden Her-
steller-Vorgaben durchgefiihrt. Die beteiligte Dream Taq Polymerase (ThermoScientific) amplifiziert
Fragmente bis 20kb und kann auch modifizierte Basen einbauen. Nach der PCR wurde die Library wieder
mit 1,3-fachen Volumen Magnetic Beads-Losung gereinigt, mit 15p1 EB-Puffer eluiert und anschlieBend
mit Hilfe von Qubit und dem High Sens Kit fluorometrisch quantifiziert.

7.8 Qualititskontrolle: In der Qualitits-PCR werden die Vollstandigkeit des Pools und die Richtigkeit der

vorhergehenden Messungen iiberpriift. Aus den Quantifizierungs-Ergebnissen errechnet sich der Verdiin-
nungsfaktor fiir den Einsatz des Pools in die PCR. Es sollten moglichst exakt 1 x 10® Molekiile pro pl in
die PCR eingesetzt werden. Diese sollen spiter im Agarosegel die gleiche Banden-Intensitit zeigen, wie
diejenigen mit getesteten Positiv-Kontrollen, welche genau diese Konzentration an Molekiilen enthalten.
Es wurden zwei Reaktionen mit Library-DNA als Template, zwei Positiv-Kontrollen und zwei Negativ-

Kontrollen angesetzt und wie folgt amplifiziert:

Cycling-Parameter

(1) Denaturierung 1 min 95°C
(2) Denaturierung 30 sec 95°C
(3} Annealing 1 min 60°C
(4) Elongation 1 min 72°C

Sgoto(2)19x

(5) Elongation 10 min 72°C
{6} Cool down oo 4°C

Nach der PCR wurde zu den einzelnen Reaktionen jeweils 1pl Exonuclease I (NEB) zugesetzt und das
Gemisch fir 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 10ul der gereinigten Produkte mit Sul
IxTE-Puffer und 3ul orange Dye gemischt und zusammen mit zwei high- und low range Leitern im 1,5-
prozentigem Agarosegel aufgetrennt. Die Banden der Library-Proben sollten eine dhnliche Intensitit auf-
weisen wie die beiden Positiv-Kontrollen. Zudem sollten die Amplifikate aus dem Pool, falls sie groBen-
unterschiedlich sind, in einzelnen Banden erkennbar sein. Parallel zu der Kontrolle auf dem Agarosegel
wurden 1ul der gereinigten Library-Produkte im Platttenfluorometer Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies) mit Hilfe des zugehorigen DNA Serie IT Kits, nach den Angaben des Hersteller-Protokolls,
vermessen. Diese Technik bietet eine hochauflésende Analyse der PCR-Fragmente durch kapillarelektro-
phoretische Auftrennung und bestimmt gleichzeitig die Konzentration der gemessenen Probe. Die direkte
Quantifizierung erfolgt dabei mithilfe der FAM Markierung des Adapters und eines mitgefiihrten Stan-
dards.
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7.9 Die Sequenzierung: Die Library der ersten Versuchsreihe - zur Verifizierung der Methylierungswerte

aus den SNuPE-Messungen - wurde sowohl auf dem Roche 454 Genome Sequencer GS FLX+ als auch
auf dem Illumina MiSeq sequenziert. Fiir die 454-Technik wurden dabei 20000 Reads (Lib 601.B) und
fir [llumina 100000 250bp-paired-End Reads angestrebt (Lib 601.C). Das Experiment zur Suche nach
moglichen die Methylierung beeinflussenden Sequenzvarianten wurden ausschlieBlich mit der Illumina-
Technologie durchgefiihrt (Lib 813. A), wobei jeweils 100000 250bp-paired-End Reads pro Library an-
gestrebt wurden.Die Sequenzdaten wurden entsprechend den Library-spezifischen Adapter-Sequenzen
und den 22 verschiedenen markerspezifischen forward- und reverse-Barecodes gesplittet und mit Hilfe
der Software Geneious und CLC Genomics Workbench 6 ausgewertet.

Beispiel 8: Validierung der Methylierungs-Marker: Die besten SNuPE-Methylierungs-Marker wurden
gepriift auf Nachweisgrenze, Wiederholbarkeit und Nachweisgrenze von Fliissigkeiten in Mischproben.
Die Experimente wurden spezifisch fiir die einzelnen Marker durchgefiihrt. Die Beschreibung findet sich
in den entsprechenden Kapiteln im Ergebnisteil,

8.1 Forensische Validierung: Fiir alle Marker und alle finf Korperfliissigkeiten wurde die Langzeitstabi-

litdt unter forensischen Bedingungen gepriift. Die forensische Validierung des Haut-Markers wurde ge-
sondert durchgefiihrt. Dieser wurde auf Unterarm- und Kopfhautschuppen sowie Hautschuppen aus der
echten Fallarbeit getestet.
Bis zu 6 Monaten wurden die Proben Wirme, Feuchtigkeit, Sonneneinstrahlung und der Einwirkung von
Erde (Mikroben) ausgesetzt.
(02]  Drei unterschiedliche Umweltbedingungen wurden simuliert:
1) Trockene Umgebung: bei Raumtemperatur gelagert, lichtgeschiitzt in Plastik-Tiiten (Figur 144a))
2) Feuchte Umgebung: bei Raumtemperatur gelagert, lichtgeschiitzt in Exsikkator (Figur 144b) )
3) AuBenbedingungen: wetterbedingte Umgebung (Sonne, Regen, Mikroorganismen) auf Erde gela-
gert (Figur 144c))
Es wurden sechs gleiche Sets von Spuren - bestehend aus peripherem Blut, Menstrualblut, Speichel,
Sperma und Vaginalfliissigkeit - vorbereitet. Fiir die Blut, Menstrualblut- und Sperma-Spuren wurden
jeweils 50ul der Fliissigkeit verwendet. Vaginalfliissigkeit und Speichel-Spuren wurden als Abriebe ange-
fertigt. Die Spuren-Sets wurden auf die oben beschriebenen drei Arten bis zu sechs Monaten gelagert.
Das erste Set wurde direkt bearbeitet und analysiert. Die Methylierungswerte der Marker aus der ersten

Analyse zum Zeitpunkt 0 wurden mit den Werten aus den nachfolgenden Monaten verglichen.
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Patentanspriiche:
1. Ein Verfahren zum Auffinden von Nucleinsduren zur Identifikation von biologischem

Material, welches DNA beinhaltet, aus einer Vergleichsgruppe, die folgenden Schritte

umfassend:

a) Detektion des Methylierungstatus durch Bisulfid-Behandlung und Sequenzierung ei-
ner aus einem biologischen Material aus der Vergleichsgruppe extrahierten DNA

b) Detektion des Methylierungstatus durch Bisulfid-Behandlung und Sequenzierung ei-
ner aus einem weiteren biologischen Material aus der Vergleichsgruppe extrahierten
DNA

¢) Auswihlen einer Position die bei der durch den Schritt a) erhaltenen DNA entweder
methyliert oder unmethyliert vorliegt und bei der durch den Schritt b) erhaltenen
DNA entgegengesetzt entweder unmethyliert oder methyliert vorliegt und

d) Auswihlen der Nuleinsduren, dass sie zu der Position der DNA im biologischen Ma-

terial entweder komplementir oder teilweise komplementir sind.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte b) bis d) fiir

weitere biologische Materialien aus der Vergleichsgruppe wiederholt werden.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das biologische Material ausgewdhlt aus der
Gruppe:

flissige oder feste Biopsie oder davon abstammend, eine Gewebebrobe insbesondere
eine Hautprobe, eine Korperfliissigkeitsprobe vorzugsweise eine Vollblutprobe, eine
Plasmaprobe, eine Serumprobe, insbesondere eine Probe aus periphérem Blut, eine
Mensturalblutprobe, eine Speichelprobe, eine Spermaprobe, eine Vaginalfliissigkeits-
probe, ein Abstrich einer epithelialen Oberfliche, eine Sputumprobe, eine Stuhlprobe,
eine Ejakulatprobe, eine Lymphfliissigkeitsprobe, eine Bronchiallavageprobe, eine Pro-
be aus der Bauchholenfliissigkeit, eine Probe aus der Pleurahohlenfliissigkeit, eine Pro-
be aus der Cerebrospinalfliissigkeit, eine Urinprobe, eine Trinenprobe, eine Schweil3-
probe, Pleuraergussprobe, Meningalfliissigkeitsprobe, Driisenfliissigkeitsprobe, Nippel-
aspiratsfliissigkeit, Spinalfliissigkeitsprobe, Konjunktivalfliissigkeitsprobe, Diinndarm-

fliissigkeitsprobe, Pankreassaftprobe oder Gallenfliissigkeit.
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Nucleinséduren zur Identifikation von biologischem Material, welches DNA beinhaltet,
aus einer Vergleichsgruppe, dadurch charakterisiert, dass wobei die Nuleinsduren zu
einer Position der DNA im biologischen Material entweder komplementir oder teilwei-
se komplementir sind und diese Position fiir ein Probenmaterial aus einer Vergleichs-
gruppe entweder methyliert oder unmethyliert vorliegt und fiir alle weiteren Probenma-
teriale aus der Vergleichsgruppe entgegengesetzt entweder unmethyliert oder methyliert

vorliegt.

Nucleinsduren insbesondere gemidl Anspruch 4, ausgewihlt aus der Gruppe bestehend
aus SEQ ID NO: 1-11.

Oligonucleotid das komplementir oder teilweise komplementir zu den Nucleinsiuren

gemil einem der Anspriiche 4 oder 5 ist.

Oligonucleotid insbesondere gemidB Anspruch 6 ausgewihlt aus der Gruppe SEQ ID
NO.: 12-49.

Ein Verfahren zur Identifikation von biologischem Material gemid Anspruch 3, wel-
ches DNA beinhaltet, aus Probenmaterial , die folgenden Schritte umfassend:

a) die Bereitstellung einer Probe, welche die zu untersuchende DNA enthilt

b) Extraktion der DNA aus Schritt a)

c) Bisulfit-Konvertierung der extrahierten DANN

d) optional die Aufreinigung der DNA aus Schritt c)

e) Hybridisieren von Oligonucleotiden nach einem der Anspriiche 6 bis 7 und Verldnge-
rung der DNA aus Schritt d) mit fluoreszenzmarkierten ddGTP oder ddATP

f) Detektion der DNA aus Schritt ¢).

Das Verfahren geméB Anspruch 8, wobei in Schritt €) mit ddGTP und ddATP verlin-
gert wird und das Verhiltnis der DNA mit ddGTP und ddATP bestimmt wird.

Das Verfahren gemidB Anspruch 9, wobei das Verhiltnis durch eine Auftrennung der
DNA mit ddGTP und ddATP durch Kapilarelectrophorese bestimmt wird.

Das Verfahren geméf Anspruch 8, wobei das Probenmaterial ein Spurentriger ist.

Das Verfahren gemdB Anspruch 8 oder 9, wobei der Spurentriger aus einem Gemisch

aus mindestens zwei biologischen Materialien gemdB Anspruch 3 besteht.

PCT/DE2014/000292
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Ein Kit, umfassend

a) Reagentien zur Extraktion von Nucleinsduren,

b) Reagentien, um eine Bisulfit-Konvertierung der extrahierten DNA durchzufiihren,
c) Reagentien zur Aufreinigung der DNA aus Schritt b,

d) Oligonucleotide gemiB der Anspriiche 6 bis 7

¢) ein Enzym zur Verldngerung von DNA und

f) fluoreszenzmarkiertes ddNTP.

Verwendung des Kits gemdfl Anspruch 13 zum Nachweis von biologischem Material

aus Probenmaterial.

Verwendung gemill Anspruch 14,wobei das Probenmaterial ein Spurentriager ist.
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