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Zusammenfassung
Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeiten wurden Meé#m zur Analyse hochpolymorpher
HLA- und STR-Marker entwickelt und ihre Anwendungden verschiedenen Bereichen der

Transplantationsimmunologie, Anthropologie und IRsrke studiert.

Der kritischste Punkt der PCR-basierten forensischealyse aber auch der Chimarismus-
Analyse im Niedrigzellbereich ist die DNS-Isolatisalbst. In umfangreichen Studien wurde
insbesondere die Probenvorbereitung optimiert uimd einfaches, standardisiertes Lyse-
Protokoll fur nahezu alle biologischen Materialiémeiert. Einzige Ausnahmen waren
telogene Haare, Spermaspuren und Knochenmehl. @ptimierung und Validierung wurde

die automatische, auf Magnetpartikeln basierendeS{EMtraktion bei mehr als 50.000
Routineproben eingesetzt. Es gab keinen Hinweis Kaarfta-mination oder Anwesenheit

eines PCR-Inhibitors. Mit definierten Zellprobennkte bereits aus drei kernhaltigen Zellen
ein komplettes STR-Profil aus 9 STR-Markern eltstegrden.

Eine mogliche weitere Reduzierung der Nachweisgrates DNS-Analyseverfahrens flihrte
zur Gesamtgenom-Amplifikation (WGA). Die Nachwemsgre der WGA zur Erlangung
eines vollstandigen STR-Profils lag bei 100 pg. ddmalb dieser DNS-Menge wurden
heterozygote Imbalancen, Imbalancen zwischen dem, lAdlelverluste sowie zusatzliche
Allele detektiert. Gepoolte WGA-DNS verbesserte @Qealitdt des Multiplex STR-Profils.
Ein STR Profil ohne allelische Imbalance, das dasiB fur eine akkurate forensische, aber
auch Chimarismus-Analyse darstellt, konnte fir déiedrig-DNS-Bereich jedoch nicht

erreicht werden.

Schon frihe Studien zur Einfihrung der HLA-Marker die forensische Spurenanalyse
ergaben eine hohe Sensitivitat der verwendeten BE8R-Systeme, sogar fir degradierte
DNS. Die neu etablierte Methodik der Kurzstreckepsmzierung mittels Pyrosequencitig
fur HLA-Marker ist besonders fir den Hochdurchsgéeignet. Damit kbnnen genetische
Risikofaktoren komplexer Erkrankungen aber auch uRdpnsstudien, die HLA-
Genotypisierungen grof3er Kohorten notwendig machechauflésend analysiert werden.
Die physikalische Separation von HLA-Allelen ermdgte die Extraktion einer sehr langen
Sequenzregion eines Allels mit den jeweiligen Examd Intronabschnitten. Zwei neue HLA-
B Allele konnten ohne den sonst fur den NachweisieneAllele vorgeschriebenen
Klonierungsschritt erstmals eindeutig detektiert rdem. Studien zur Isolation und

Charakterisierung eines erweiterten molekularenlddgpen durch SNP- und STR-Analysen



in unterschiedlicher Distanz vom HLA-B Extraktiomsoveisen darauf hin, dass es moglich

ist, einen Uber 140 kb langen Haplotypen mittel&H8 isolieren.

Obwohl die STR-Analyse nicht prospektiv zwischesugalen Leukozyten des Empfangers
oder Zellen des beginnenden leukamischen Rezidinterscheiden kann, haben die
Ergebnisse zum zellartspezifischen Chimarismus-kong nach Stammzelltransplantation
(SZT) deutlich gemacht, dass persistierende odedeaverscheinende Empfangerzellen ein
nahendes Rezidiv bereits weit vor dem KlinischerfiuB& anzeigen. Immunmodulierende

Therapien konnten gut dokumentiert werden.

Chiméarismus-Analysen sind auch bei der allogened 87 Kindesalter ein wichtiger

Bestandteil des Posttransplantations-Monitorings. Zwei wesentliche Grunderkrankungen
der padiatrischen SZT, die X-chromosomale Adreria@édystrophie und die Fanconi-Anéamie,
sind die dargelegten Ergebnisse einzigartig. Tgpisigen von Subfraktionen, wie den
Vorlauferzellen bei Leukamien, sind auch hier agekgiftiger als eine Gesamtzell-Analyse
aller nuklearen Zellen, zumindest in der Frihphageh Transplantation. Hinsichtlich des
AbstoRRungsrisikos und der Transplantatfehlfunkiivar die Analyse der T-Zell-spezifischen
Population bei allen Patientengruppen aufschlugsrdmmunmodulatorische MalRBhahmen
missen bei allen untersuchten Patientengruppenfafaygausgewahlt werden, um die
therapiebedingte Mortalitéat zu reduzieren. Das Bhi#n eines relativ stabilen gemischten
Chimérismus bei einigen Patienten, verbunden mmereikompletten Remission, bedarf

weiterhin der Aufklarung.

Das Phanomen der persistierenden Spender-Zellepeinpheren Blut noch Jahre nach
orthotoper Lebertransplantation (OLT) konnte eirideunachgewiesen werden. Der
beschriebene, klinische Fall einer akuten myel@scheukéamie nach OLT, war der erste
Bericht, der eine transplantatlokalisierte, spesplezifische Leukamie demonstrierte,

diagnostiziert durch STR-Analysen.

Die Anwendung der HLA- und STR-Marker in der Popolasgenetik, am Beispiel der

Besiedlungsgeschichte des Pazifik, hat ein sehmpk®xas Bild gezeichnet und gezeigt, dass
fundierte Darlegungen Uber Weg, Zeit und Raum vétk&wanderungen nur das Ergebnis
linguistischer, archaologischer, anthropologisalvd molekulargenetischer Untersuchungen
sein kann. Die ermittelten genetischen Daten ugitesatz vollig unterschiedlich mutierender
Systeme und unterschiedlichen Vererbungslinien mahédschluss Utber die Geschichte von

Populationen, die das heutige ErscheinungsbildPdeifikbewohner geformt haben.



1 EinfUhrung

Die Neukombination der elterlichen Erbanlagen is Grundlage der morphologischen
Einzigartigkeit jedes Menschen. Fir die meistemphgpischen Merkmale ist jedoch die Art
und Weise der genetischen Determination unbek&turhane Variabilititsmarker waren sehr
lange beschrankt auf anthropometrische MessungelphoAse Bertillon (1879-80)
entwickelte Ende des 19ten Jahrhunderts das erstschipssene System der
Personenidentifizierung. Seine Begrenzung wurde atleon dadurch offenkundig, weil es
zum Beispiel zum Nachweis der biologischen Vateaficloei der es um das Verhéltnis von
Ahnlichkeit zu Un&hnlichkeit geht, praktisch versagdemgemaf spielen diese Merkmale in
der Rechtsmedizin heute keine Rolle mehr, mit eideisnahme, dem Abdruck der
Papillarlinien der menschlichen Fingerbeere, demgspannten Fingerabdruck. Da jeder
Mensch einen charakteristischen Fingerabdruck asfwad sogar eineiige Zwillinge darin
verschieden sind, stellt er immer noch die besteghbtée zur Identifizierung einzelner
Individuen dar. Aber auch hierfur gilt, dass diengische Grundlage bislang unverstanden

und eine zuverlassige statistische Absicherund@gdarmde nicht mdglich ist.

Es bedeutete daher einen entscheidenden Fortscaistt Landsteiner 1901 das ABO-
Blutgruppensystem entdeckte und spater gezeigtemekdnnte, dass es sich hier um einen
genetischen Polymorphismus im klassischen Sinn digand. h., dass zwei oder mehr
unterschiedliche Varianten eines Genlokus existiefleie Analyse dieser und weiterer
Proteinpolymorphismen erfolgt auf der Ebene derpBedtukte. Ihnen kommt aber aufgrund
der geringen Anzahl von Allelen nur eine begreratissagekraft zu, so dass sie heute zum
Nachweis der Identitat praktisch keine Rolle mghielen. Eine Ausnahme bilden die HLA-
Antigene, die hochpolymorph sind, und denen zumsgBel bei der immunologischen

Spenderauswabhl fir Transplantationen eine GberdsgBedeutung zukommt.

Es bedeutete einen Quantensprung fur die ForesisilEnde der 70er Jahre des vergangenen
Jahrhunderts die Méglichkeit eréffnet wurde, gesate Polymorphismen auf der Ebene der
Erbsubstanz, der Desoxyribonukleinsaure (DNS), naokisen. Die Einteilung dieser DNA-
Polymorphismen kann gut danach erfolgen, ob eswsitlvariable Einheiten an einem Lokus
handelt, oder um Sequenzen, die Uber das gesamtarBeerteilt sind. Im ersten Fall erhalt
man mit einer Single Lokus Sonde pro Individuum mmet zwei unterschiedliche Fragmente,

im anderen Fall mit einer Multi Lokus Sonde einividuelles Bandenmuster.

Zusatzlich kann man die Polymorphismen nach ihrelekularen Ursache unterscheiden. Es

kann sich um Variationen in der Erkennungssequemez Restriktionsenzymen handeln, die



zu Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen (RFfi#)ren. Zum anderen kdonnen es
Restriktionenschnittstellen-Polymorphismen (RSHh,sbei denen die Erkennungssequenz
unverandert ist, die Entfernung zwischen zwei Stéteilen aber wegen der

unterschiedlichen Anzahl repetitiver Elemente Jazlast. Diese repetitiven Elemente weisen
in der Regel eine tandemartige Organisation auf TRN ,variable number of tandem

repeats”). So demonstrierten Alec Jeffreys undes#litarbeiter [80] 1985 erstmals, dass es
maoglich ist, mit einer Sonde, die durch 23fached&martige Verknipfung eines 33

Basenpaare langen, haufig wiederkehrenden GC-reiSeguenzmotivs synthetisiert wurde,
gleichzeitig viele einzelne, hypervariable DNS-Ogwef verschiedenen Chromosomen zu
erfassen. Nach Autoradiographie lag ein individoetsfisches Bandenmuster vor, das Alec
Jeffreys als DNS-,Fingerprint* bezeichnete, ein g&ther Fingerabdruck also, in seiner
Einmaligkeit vergleichbar mit dem Abdruck der Fingeere. Die Wahrscheinlichkeitswerte
daflir, dass zwei nichtverwandte Individuen denselB&IS-Fingerprint aufwiesen, waren

deutlich geringer als der Reziprokwert der Welthkestung, so dass mit Aushahme

monozygoter Zwillinge Individualspezifitat angenommwerden konnte.

Wenn auch die RFLP-Methode bei der Analyse polyiergRegionen einen entscheidenden
Fortschritt gegeniiber den serologischen und ze#inldechniken darstellte, wie eigene erste
Arbeiten dazu belegen [18, 95, 122, 124], stand deah ein hoher methodischer Aufwand
gegenuber. Die rasche Weiterentwicklung der Molathiblogie mit der Etablierung der
Sequenzierung von Genen und nichtkodierenden Regjoror allem aber die Moglichkeit
der spezifischen DNS-Vermehrung mittels der PolyaseiKetten-Reaktion (PCR) fuhrte zu
einer Revolutionierung der Analysemoglichkeitenypubrpher Regionen [120, 171]. Die
PCR erlaubte die spezifische Amplifikation der ghten Regionen und die anschlielende
Analyse der Sequenzpolymorphismen der Allele. Hime Grol3enordnungen gesteigerte
Sensitivitat sowie die vollstdndige Automatisiekmr der Methode fuhrten letztlich zum
Durchbruch der PCR-basierten DNS-Analyse [59, 1224, 128]. Damit war dem
.biologischen® ein ,molekulargenetischer Fingeralk* gefolgt, d.h., eine Wiedergabe des
hdchsten Polymorphismus nichtkodierender DNS-Regipder so genannten ,short tandem
repeat” (STR) Systeme sowie des grofiten Polymarpisskodierender DNS-Regionen, des
humanen Leukozytenantigen (HLA)-Systems.



1.1  Das HLA-System

Das HLA-System, das auch als Haupthistokompatitdkomplex (MHC, major
histocompatibility complgxdes Menschen bezeichnet wird, kodiert Proteinfedau Zell-
Oberflache von Leukozyten, deren Hauptdeterminaalegrol3es Gencluster auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 6 (6p21.31) liegen (Abb. 1). Bredeckungsgeschichte des HLA-
Systems begann 1954 mit der Beobachtung von Dayi88gt wonach Seren polytrans-
fundierter Individuen Antikdrper enthielten, diell®zyten anderer Individuen agglutinierten
[149, 205]. Die Definition des ersten HLA-Antigenglac* (HLA-A2) genannt, erfolgte
1958 [39]. Nach der Entschliisselung der Blutgrupparden Bluttransfusionen Routine und
die Transplantation von Gewebe schien ebenfalls Reoblem darzustellen. Die Gewebeab-
stol3ung erfolgte aber wider Erwarten sofort. Dibstol3ung von transplantiertem Gewebe

fuhrte zum Namemrlistokompatibilitéskomplex.

Das HLA-System weist von allen bekannten menscahclenkomplexen die héchste
Polygenie und den grof3ten Polymorphismus auf. D@rMegabasen grofe Komplex, der
ungefahr ein Tausendstel des menschlichen Genomfassin ist unterteilt in drei

Hauptregionen bzw. Klassen. Die HLA-Klasse | un@&HEne sind als Gencluster angeordnet

und durch eine Gruppe von Genen, den so genantésseIll Genen, getrennt (Abb.1).

Die Haupthistokompatibilitatsantigene, die fur éigentliche immunologische Funktion des
HLA-Systems, die Unterscheidung zwischen ,Selbsitl yFremd®, relevant sind, werden
durch die HLA-Klasse | und Il Gene kodiert.

Es gibt mehrere HLA-Klasse | und Il Gene, die PFree mit unterschiedlichen
Peptidbindungsspezifitaten kodieren und fur jedekus multiple Allele. Derzeit kennt man
innerhalb der wichtigsten Klasse | Gene 489 HLA830 HLA-B und 266 HLA-C Allele
(ImMunoGeneTics-Datenbank, http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla  release  2.16.0 Der
polymorphste HLA-Klasse Il Genort HLA-DRB1 besi#3 verschiedene Allele.

Die HLA-Klasse | Region mit ca. 1700 Kilobasen (ldn)thalt eine Vielzahl von Genorten
(Abb. 1), die so genannten klassischen transplanstlevanten HLA-A, -B und -C Gene
sowie die nichtklassischen HLA-Gene, oftmals Psgede, die nicht exprimiert werden. Die
HLA-Klasse | Genorte kodieren flur verschiedene Peptide dera-Ketten der Klasse |
Genprodukte, die mit dem auf Chromosom 15 kodiertecht kovalent gebundeneBy-
Mikroglobulin, zellmembranstandige Heterodimeraléii [64]. Die genomische Anordnung

der Klasse | Gene entspricht dem biochemischenaufler Molekile. Sie lassen sich auf
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Abb. 1 Der Haupthistokompatibilitdtskomplex - MHC

Menschen

major histocompatibility complex — des

Der MHC exprimiert Proteine auf der Zelloberflache von Leukozyten, deren Hauptdeterminanten als
groBes Gencluster auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 (6p21.31) kodiert werden. Rot markiert:
Gene, alle anderen: Pseudogene, Pfeile: transkriptionelle Orientierung (Ausschnitt aus: Gene Map of the
Human Major Histocompatibility Complex [158] http://www.genetype.com




allen kernhaltigen Korperzellen, auf reifen Eryttyten und in haploider Expression auf
Spermien nachweisen. Die Klasse | Genprodukte bietelogene Peptide, prasentieren diese
auf der Zelloberflache dem T-Zellrezeptor und drememzufolge als Zielstruktur fur die

Immuniberwachung.

Die HLA-Klasse Il Gene in der ca. 1000 kb umfassenBegion (Abb. 1) kodieren ebenfalls
fur zellmembranstandige Heterodimere, wie die ksaben HLA-DR, -DQ, -DP Antigene,
die aus einea-Kette und einep-Kette bestehen [93, 215]. Die A-Gene steuerrodietten,
die B-Gene dif3-Ketten eines jeden HLA-Klasse Il Dimers. Die HLAQDund -DP Region
umfassen jeweils funf Genorte von denen jeweilsemirA- bzw. B-Gen (DQA1, DQB1 und
DPA1 und DPB1) exprimiert wird. Alle anderen sinseBdogene. Wahrend diese Genanzahl
fur alle Individuen gleich ist, weist die HLA-DR Bregion mit einem DRA Genort und neun
DRB Genorten, wovon funf Pseudogene darstellengeiBesonderheiten auf. Die Anzahl
der DRB Gene ist haplotypabhangig. Die genomischga@sation korreliert aber auch bei
den Klasse Il Genen mit dem biochemischen Aufbaeribenprodukte. Die HLA-Klasse I
Genprodukte sind nicht ubiquitar exprimiert, somdéassen sich hauptsachlich auf B-
Lymphozyten, aktivierten T-Zellen, Monozyten, dahschen Zellen sowie einigen Epithel-
und Endothelzellen nachweisen. Sie prasentiererorbegt fremde Peptide den CDA4-
positiven T-Zellen, so genannte Helfer-T-Zellere die Wirtszelle nicht abtdten, sondern zur

Selbstverteidigung aktivieren.

Die Tatsache, dass bei allen bisher untersuchtehélieren ein Genkomplex zu finden war,
der in seinem Aufbau und in seiner Funktion dem Hhystem des Menschen &quivalent ist,
spricht fur eine hohe Konservierung des Haupthmtgbatibilititskomplexes wahrend der
Evolution. Der Ursprung der HLA-Molekdle liegt walsheinlich 500 bis 700 Millionen Jahre
zurick und wird kurz nach der evolutionaren Entstgh eukaryotischer Organismen
eingeordnet ist [17, 65, 139, 145].

HLA-Allele desselben Genortes zeigen eine Nuklea@ticghbilitdt zwischen 5 und 17%,
wahrend die Alleldifferenzen auf anderen Genortemiger als 1% betragen, was bestétigt,
dass der gemeinsame Vorfahre der HLA-Allele weitlizkliegt. Viele HLA-Allele sind so
alt, dass sie z.B. dem Schimpansen-Allel verwansligd als einem alternativen humanen
Allel, was als Transspezies-Polymorphismus bezeichnrd. Homologe der HLA-A und -
DRB1 Allellinien sind in Schimpansen, Bonobos undaimanen Linien konserviert [26].

Eigene HLA-Klasse Il DQ-DRB Haplotypanalysen an Risaffen [90] ergaben grolde



Differenzen zu den humanen Primaten. Die Ergebtuissg&itigen Untersuchungen an anderen
nichthumanen Primaten [26], und belegen die fridygagation der Hominiden.
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Abb. 2 Uberblick ber die Mutationsraten verschiedeer Klassen von polymorphen
Markern (nach Jobling et al. [82])

Die Mutationsrate der HLA-Gene ist generell selednig (Abb. 2). Sie unterscheidet sich je
nach Genort und -bereich, ob es sich um kodier¢kden) oder nichtkodierende (Intron)
Bereiche und in den jeweiligen kodierenden Bereich&b es sich um synonyme oder
nichtsynonyme Basensubstitutionen der Peptid- urahtpeptidbindungsregionen handelt.
Selbst in den Intronregionen unterscheidet sich Migationsrate, z.B. in der Zahl der
Nukleotidsubstitutionen am 5- und 3'-Ende des dns [55] je nach Starke des ,hitch-
hiking“ Effekts des benachbarten, unter Selektiomskli stehenden Lokus. Die
Nukleotidsubstitutionsrate der DRB Introne von & Bk10® pro Lokus und Generation ist

sehr niedrig und stimmt mit der Vorstellung Gberelass die Mehrzahl der heutigen Allele



innerhalb der letzten 250 000 Jahre entstanddm3§tDie Mutationsrate der Exone liegt pro
Peptidbindungsregion bei 0,8 bis 2,7X1f Abhangigkeit vom Genort.

Die hohe HLA-Diversitat des modernen Menschen kaunmdurch das Wirken eines enormen
Selektionsdruckes erklart werden. Er erfolgt Ubeveiz wesentliche Szenarien, den
Heterozygotenvorteil, d.h. Individuen mit heteroaten HLA-Haplotypen kdonnen aufgrund
ihres breiteren Spektrums der Antigenbindungsspézibesser infektiose Erkrankungen
Uberleben und der frequenzabhangigen Selektion,sglkene Allele sind bevorteilt, wenn
Pathogene versuchen, die Immundetektion in Indamdmit dem hoher frequenten Allel zu
umgehen. Hughes und Nei [77, 78] fanden in der &tegier Antigenbindung die hochste
Nukleotidsubstitutionsrate. Zusatzliche Diversigittsteht durch Rekombination innerhalb
heterozygoter GeneDie durchschnittiche Rekombinationsrate, dieemfachsten Fall nur
von der physikalischen Distanz zweier Marker ablgirg, liegt bei 1% und variiert deutlich
innerhalb der HLA-Region, mit der héchsten von 1,3%ischen HLA-DRB1 und -B und
0,8% zwischen HLA-DQB1 und -DPB1 bzw. HLA-B und -Aind unter 0,2% zwischen
HLA-DRB1 und -DQA1l [10, 178]. Der HLA-Komplex zeigtdamit ein hohes
Kopplungsungleichgewicht. Die eng benachbarten Geneerden als Haplotypblock vererbt.
Die Anwendung des HLA-Systems in der evolutiondfarthropologie ist damit evident

(siehe hierzu Kapitel 2.4).

Neben dem Anwendungsgebiet der Transplantationsimotagie und der Anthropologie hat
das HLA-System aufgrund seines herausragenden Bghymsmus und der
Haplotypvererbung auch in der Forensik grof3e Begtubei der Klarung von komplexen
Abstammungsfallen und bei der Identifizierung vodividuen (siehe Kapitel 2.5) erlangt.

1.2 Die STR-Systeme

Die STR-Systeme, auch Mikrosatelliten genannt, siadable Anordnungen kurzer, sich
wiederholender Sequenzmotive (Repeats) von 2 hiké&rwiegend 2 bis 5 Basenpaaren (bp)
Lange an einem bestimmten DNS-Lokus, die h&aufigr(dle Chromosomen verteilt, im
Genom vorkommen (Abb. 3). Die Allele an einem STé¥ls sind damit durch die
unterschiedliche Zahl der Sequenzwiederholungendimébsolute LAnge des amplifizierten
DNS-Fragments in Basenpaaren eindeutig definiag. gg@héren zu den in allen hoheren
Organismen, den eukaryontischen Genomen, entdecKtdnR-Orten. lhnen ist eines

gemein: sie besitzen eine variable Anzahl von gmhdemartig wiederholenden DNS-

10



Sequenzen. Einen umfangreichen Uberblick tiber dN@R-Systeme gibt Jobling et al. in

»1he diversity of the human genome* [82].

Die STR-Systeme, die als genetische Marker verwtendeden, besitzen kurze ,Repeat”-
Motive und eine typische Kopienzahl von 10 bis Bihige zusammengesetzte STR-Systeme
enthalten Sequenzwiederholungseinheiten mit uriiezglichem Motiv und unterschiedlicher
Lange. Die Abbildung 3 zeigt ein einfaches Beispi#l einen zusammengesetzten STR-
Lokus: das System THO1.
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— (att)7ae

3bp DYS39%2——— attattattattattattattattattattattatt

|_||_||_|I 1T 1T 1T 1T 1T 1T

. 1
4bp  THO aatgaatgaatgaatgaatgaatgaatgaatgaatgaatg (aatg)s-12
I 1T 1T 1T 1T 1 I 1T 1T 1T 1
aatgaatgaatgaatgaatg atgaatgaatgaatgaatg— (aatg)s-s (atg)s (aalg) s4
[

Abb. 3 Beispiele fur Mikrosatelliten-Strukturen (nach Jobling et al. [82])

Die Mutationsraten von STR-Systemen wurden durcbkté Stammbaumanalysen [21] und
Analysen von Spermien-DNS-Populationen [75] bestinumd liegen bei 16 bis 10* pro
Lokus und Generation (siehe Abb. 2). Die weitaushiste wurde fir das komplexe System
SE33 mit 6x10 festgestellt. Werden die Mutationsraten in matemaund paternalen
Meiosen getrennt bewertet, so ergeben sich beiaB®@ung der 13 STR-Systeme des
,combined DNA Index Systems" (CODIS) der USA viebis zehnfach hohere
Mutationsraten bei den paternalen Meiosen im Veafgleu den maternalen Meiosen mit
1x10* bis 9x10* (http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/mutatioim). Folgerichtig muisste
in der Abstammungsbegutachtung beim Auftreten elvhetation beriicksichtigt werden, ob
es sich um eine maternale oder paternale Mutateomdéit. In der Regel wird aber mit
durchschnittlichen Mutationsraten gerechnet. Digstea Mutationen entstehen durch Verlust
oder Verlangerung um eine einfache ,Repeat“-Einlj2it, 87]. Die Mutationsrate ist
langenabhangig. Mutationen mit einem ,Repeat”-Var{iKontraktions-Mutation) steigen bei
groBeren Allelen an [213]. Das fuhrt dazu, dass -3l&langen eine relativ stabile
Verteilung besitzen und sehr lange Allele duReglies sind. Dinukleotid-Systeme mutieren

schneller als Trinukleotid- und Tetranukleotid-®yse [30]. Zwischen Y-chromosomalen
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und autosomalen STR-Systemen wurden keine signika Unterschiede in der
Mutationsrate und in den Eigenschaften des Mutgapmzesses festgestellt, was darauf
schlieBen lasst, dass die allgemeinen Mutationsamsimen der Mikrosatelliten unabhéngig
vom Rekombinationsvorgang ablaufen [87]. Es ist tgetiend akzeptiert, dass STR-
Mutationen das Ergebnis von DNS-Replikationsfehlaeme Schlingenbildung oder
Falschausrichtung eines DNS-Stranges bei fehlevddanatchreparatur sind.

Die Heterozygotenrate der STR-Systeme liegt mitlischnittlich 80% deutlich niedriger als
bei den hochpolymorphen HLA-Systemen mit weit (B8f6. Nur das komplexe STR-

System SE33 reicht mit einer Heterozygotenrate 8% an diese heran. Die Mdglichkeit,
eine Vielzahl von STR-Systemen in einer Multipleralyse simultan zu analysieren, erhoht
jedoch ihre Aussagekraft enorm. Dabei werden in Begel nur STR-Systeme von
verschiedenen Chromosomen eingesetzt, um den Adfwder Berechnung von

Allelassoziationen zu umgehen. Die Wahrscheinlighldes Auftretens des haufigsten
kombinierten Genotyps der komplexen Analyse demdbhaufigsten forensisch genutzten
STR-Systeme (D3S1358, VWA, FGA, D8S117, D21S11, 3518 D5S818, D13S317,

D7S820, PENTA D, PENTA E, THO1, TPOX, CSF1PO, D1®S%etragt 1 auf weit mehr als

1 Billion in einer Panmixie-Population, dem mehs dlausendfachen der Weltbevdlkerung,
d.h. der Genetische Fingerprint ist wieder einmaligdividualspezifisch. Die einzige

Ausnahme sind monozygote Zwillinge. Die hohe indingdlspezifische Aussagekraft der
komplexen autosomalen DNS-Profile macht dabei dlelffequenz-Unterschiede zwischen
den Populationen bedeutungslos. Fir die genanmedTR-Systeme liegt der haufigste
kombinierte Genotyp fir die vier Hauptpopulation€aukasier, Schwarze, Hispanier und
Asiaten im Bereich von 1 auf 25 Billionen bis 1 d@f0 Billionen. Die Aussagekraft des

eingangs von Alec Jeffreys beschriebenen ,Fingetgtrist damit wieder erreicht.

Im Gegensatz zu den autosomalen STR-Systemen ableromosomale STR-Systeme eine
sehr starke populationsspezifische Struktur (si&lapitel 2.4), die qualitatskontrollierte
Populationsdatenbanken erforderlich machen (hitwW.yhrd.org), [167]. Die Datenbank
ermoglicht die Frequenzbestimmung eines Y-chromedem Haplotyps in verschiedenen
Populationspools durch direkte Zahlung der beoledeht Haplotypen bzw. durch

extrapolierte Populationsfrequenzschéatzungen [85166, 168].

Dartber hinaus kdnnen X-chromosomale STR-Analysshbesondere die X-chromosomalen

Haplotypen, unter Prifung des Kopplungsungleichgktes zwischen den X-chromosomalen
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Loci und direkter Einschatzung in einer entspredherausreichend grof3en
Populationsstichprobe, erfasst werden.

Neben dem hohen Polymorphismus zeichnen sich SERe®g¢ durch ihre relative
Neutralitdt (wenn sie weit genug entfernt von Getiegen), ihren einfachen Aufbau und
durch hohe Automatisierbarkeit der Nachweisteclisighe Kapitel 2.2) aus. Sie sind damit
besonders geeignet fir die individualspezifischar@kterisierung jedweder Art von DNS-
haltigem biologischem Material. Zu nennen sind: @ransplantationsimmunologie mit der
Detektion von Chimarismen nach Transplantation.(Wg@pitel 2.3), die Forensik mit der
Identifikation von Personen und Spuren, die Abstamgsbegutachtung mit der Lésung
zivilrechtlicher Fragestellungen (siehe Kapitel )2iind die Populationsgenetik mit der

Charakterisierung von Populationen nach Y-chrom@enSTR-Analytik (siehe Kapitel 2.4).
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2 Zusammenfassung der eigenen Arbeiten im wissensdtlichen Kontext
2.1  Strategien zur Detektion hochpolymorpher HLA-Maker

Aufgrund der grof3en Kklinischen Bedeutung der HLAx8®zen, insbesondere flir die Organ-
und Stammzelltransplantation, wurde der HLA-Kompileensiv studiert und gehort heute zu
den am besten erforschten Regionen des menschliadeoms. Es existiert eine beispielhafte
internationale Kooperation, die zu einer rascherssenschaftlichen Aufklarung der
Genorganisation des Komplexes [115] fihrte und detwicklung standardisierter
Typisierungsmethoden schon friih erlaubte. RegelpeéiBternationale Histokompatibilitats-
Workshops und Reports seit 1965 fuhrten zur Analys# Bewertung neuer Methoden. Ein
von der WHO anerkanntes Nomenklaturkomitee ermitgieine einheitliche Definition der

gefundenen Genorte und Allele.

Traditionell wurde die HLA-Typisierung mit seroleghen und zellularen Techniken
durchgefuhrt. Nach der Entdeckung der Restriktiongme wurde die HLA-Analyse auf der
DNS-Ebene mittels RFLP mdglich. Wenn auch die RiM&thode in der HLA-Klasse I

Methodik einen entscheidenden Fortschritt gegenidmr serologischen und zelluléaren
Techniken darstellte, wie eigene erste Arbeiterudaadegen [121, 122], so konnten hiermit

doch nur wenig mehr Subspezifitdten bei hohemliadsén Aufwand erfasst werden.

Die EinflUhrung der PCR fuhrte hingegen zu einer dRdionierung der HLA-Typisierung
[120, 123, 171]. Sie erlaubte die spezifische Afikation der hypervariablen Regionen
(HVR) der HLA-Gene und die anschlieBende Analyse Sequenzpolymorphismen der
Allele. Wesentliche Verfahren sind: 1. die PCR-RFARalyse, eine lokus- oder
allelgruppenspezifische PCR mit nachfolgender Reginsanalyse der Amplifikate; 2. die
PCR-SSCP (Single Strand Conformation Polymorphistmalyse, die zur Definition der
Allele die sequenzspezifische Konformation der Elsizang-DNS im Polyacrylamid-Gel
ausnutzt; 3. die PCR-SSP (Sequence Specific PrirAaglyse, bei der die Allele nur Gber
eine Vielzahl sequenzspezifischer Primer detekteetden; 4. die PCR-SSO (Sequence
Specific Oligonucleotide Typing) -Analyse, eine lsk oder allelgruppenspezifische PCR mit
anschlieBender Hybridisierung der Amplifikate arelgtuppen- oder allelspezifischen
Oligonukleotid-Sonden und 5. die PCR-SBT (Sequéased Typing) -Analyse, ein direktes
Sequenzierverfahren nach lokus- oder allelgruppemgcher PCR.

Die standig steigende Zahl von neu detektierterl@ii fiihrt zu einer stetig wachsenden Zahl
erforderlicher Primer fur die PCR-SSP-Analyse und ®ligonukleotid-Sonden fiir die PCR-
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SSO-Analyse. Neue Allele werden hiermit nicht direkasst, sondern kdnnen nur durch eine
ungewdhnliche Amplifikations- bzw. Hybridisierungsistellation vermutet werden. So ist
die Sequenzierung die ideale Typisierungsmethodeiise hochpolymorphen Genorte. Bei
einem Minimum an notwendigen Primern ist sie relainabhangig von Basensequenz-
anderungen, neue Allele kbnnen nach Klonierung @ieer allelspezifischen PCR direkt
erfasst werden. Die Sequenzierung liefert damitediakte Beschreibung des vorliegenden

Allels in homozygoter Konstellation.

Fir die DNS-Sequenzierung wurde von Sanger et &771[173] erstmalig das

Kettenabbruch- oder Dideoxynukleotidverfahren eseget. Voraussetzung hierflr war eine
Vermehrung des jeweiligen DNS-Abschnitts und Manking der Sequenzierprodukte mit
radioaktiv markierten Nukleotiden, spater mit niaklioaktiven Detektionssystemen in einer
Sequenzierreaktion. Parallel dazu wurden verschiedgeratesysteme entwickelt, von der
herkdbmmlichen Vertikal-Flachbett-Elektrophorese ribgas halbautomatische ,Direct-
Blotting-Electrophoresis“-System bis hin zu der teeuangewendeten automatischen
Fluoreszenzfarbstoff-Sequenzierung in Kapillar-8ystn, bei der die computergestitzte
Sequenzanalytik der elektrophoretisch getrennterakfsprodukte sofort nach der

jeweiligen Auftrennung erfolgt.

Die ersten Veroffentlichungen zur HLA-Typisierungrdh direkte Sequenzierung beruhten
ausschlief3lich auf radioaktiven Methoden [84, 1T#4s erste nichtradioaktive HLA-SBT-
Protokoll publizierte Versluis et al. 1993 [206] fden HLA-DPB Genort. Eigene Arbeiten
zur Sequenzierung der HLA-DRB1 Region wurden noaHigaktiv durchgefihrt. Erste
Arbeiten zur nichtradioaktiven Sequenzierung detAHARB1 Region mittels Digoxigenin
im ,Cycle-Sequencing“-Verfahren nach gruppenspseifer PCR und anschlieliendem
halbautomatischem ,Direct-Blotting-Electrophores&/stem wurden von mir betreut und in

der Promotionsarbeit von Volko Ebeling [45] vorgsle

Eine weitere interessante Entwicklung stellt nunndib Kurzstreckensequenzierung mittels
Pyrosequencing' [1, 169] dar. Sie wurde urspriinglich fiur die Deimk von

Einzelnukleotidpolymorphismen entwickelt, ist akeuch fur die Analyse hypervariabler
Regionen der HLA-Genorte geeignet. Die polymorplBsareiche werden dabei als SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) -Cluster betrathtdeh. in konservierte Regionen kdnnen
Sequenzierprimer gelegt werden oder die Sequemziegp selbst werden bereits
gruppenspezifisch eingesetzt. Das Prinzip der Mighbesteht in der Hybridisierung des

Sequenzierprimers an eine Einzelstrang-PCR-Vonagedem Einbau des komplementaren
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Nukleotids mittels DNS-Polymerase. Es folgt einaR®nskaskade. Jeder Nukleotideinbau
ist verbunden mit der Freisetzung von Pyrophosples,equimolar mittels ATP-Sulfurylase
in Gegenwart von Adenosin-5-Phosphorsulfat zu ADRvertiert und durch die Luziferase-
vermittelte Oxydation von Luziferin zu Oxyluzifergu Licht umgewandelt wird. Dieses wird
durch eine Kamera aufgenommen und ist der Zahkohgrebauten Nukleotide proportional.
Damit ist die  Pyrosequencifi-Reaktion insbesondere  fir  heterozygote

Basenkonstellationen geeignet.

Erste Beschreibungen zur Analyse der HLA-DQB1- vD&B1-Genorte existierten bereits
von Ramon et al. [155] und Ringquist et al. [15%0]L Die Untersuchungen hatten
Modellcharakter, d.h., es wurden nur synthetischrgdstellte Oligonukleotide bzw.
homozygote Zell-Linien eingesetzt. Das erste sttigfausgearbeitete Protokoll fur die HLA-
DQB1- wund -DRB1-Typisierung, dass den spezifischdtroblemen besonderer
Allelkombinationen in echten Patientenproben Redlgnutrdgt, wurde von meiner
Arbeitsgruppe erarbeitet [47]. Die DQB1-Typisieraatyategie sieht dabei nur eine
generische HLA-DQB1-PCR und sechs nachfolgende segueencing”-Reaktionen vor.
Dagegen ist die HLA-DRB1-Analyse wesentlich komglexaufgebaut. Angelehnt an die
Langstreckensequenzierstrategie besteht sie awlel@ruppenspezifischen Amplikons des
Exon 2 [45] mit nachfolgenden sechs Pyrosequentiieaktionen, die auf jede Allelgruppe
angepasst, d.h. mit einer spezifischen NukleotispBPnsationsreihenfolge versehen sind. Alle
Allele der Européischen Population mit einer Fregueon >0.1 % konnen mit diesen
Typisierungsprotokollen detektiert werden. Die Mueth ist besonders fir den Hochdurchsatz
geeignet. Je nach Leseldnge werden fir eine 96RyBlatte 15 bis 45 Minuten bendtigt.
Damit kdbnnen z.B. genetische Risikofaktoren kometekrkrankungen auf Chromosom 6,
die HLA-Genotypisierungen gro3er Patientenkohorteotwendig machen, relativ
hochaufldsend bei groRem Durchsatz analysiert werdiee eigene Arbeiten belegen [47, 49].
Dariiber hinaus sind Pyrosequendl@trategien fir den hochpolymorphen und
komplizierten Klasse | Genort HLA-B erarbeitet wend Hier findet man einerseits eine hohe
Vielfalt von Allelen ohne giinstige Clusterung deslyorphismen und andererseits eine
Vielzahl von Sequenziubereinstimmungen mit anderéA-Hoci. Die teilweise repetitive
Sequenzstruktur stellt zusatzlich hochste Anfordgem an das Primer-Design. Die
auftretenden Probleme konnten erst durch die Erafitheiner ,nested PCR* geldst werden.
Dabei werden in der ersten PCR die wesentlichstéynmorphen Regionen, die Exone 2 und

3, gemeinsam amplifiziert. In einer zweiten PCR deer dann jeweils die beiden Exone
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getrennt vermehrt und den PyrosequentirBeaktionen zugefiihrt. Die vorgelegte
Pyrosequenciny-Strategie des HLA-B Genortes erméglicht eine Allgpisierung in
mindestens zweistelliger Auflosung und wurde am&aad-Proben validiert. Die Anwendung
in einer populationsgenetischen Kleinstudie, deroRn Papua Neuguinea, an DNS-Proben
geringer Qualitat und Quantitat war bereits erfeign (siehe Kapitel 2.4). Alle hier
beschriebenen Arbeiten zum Pyrosequen®ngpn HLA-Genorten wurden von mir betreut

und in der Promotionsarbeit von Patricia Entz pM&jgelegt.

Praktisch alle bisherigen grundlegenden Typisiesatrigtegien detektieren die
Sequenzpolymorphismen ohne Zuordnung zum Hapldyg.Genotyp-Bestimmung erfolgt
Uber das Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein vAmplifikaten oder von
Sondenhybridisierungen mit oft verbleibenden Meltiggeiten. Dieses Problem kann durch
allelgruppenspezifische PCR’s, die vor die eigeh#i Nachweisreaktion gesetzt werden,
geldst werden. Dieser Methode liegt zu Grunde, gassmch verwendetem Primer nur ein
mehr oder weniger begrenzter Ausschnitt des Aligigtellt wird. Klonierungsreaktionen
kénnen zu vermehrten Artefaktbildungen fiihren. Berschlag von Dapprich et al. [36, 37]
Zielte deshalb darauf ab, bei der haplotypspehiéisc Extraktion (HSE), die
Sequenzdifferenzen zwischen den Allelen fur eingsiidalische Separation der diploiden
DNS-Probe in ihre haploiden Anteile zu nutzen. Paszip der Methode besteht in der
haplotypspezifischen Bindung einer Oligonukleotmh8e an hitzedenaturierte genomische
DNS. Nach enzymatischer Biotinylierung des Sond&&DKomplexes erfolgt die Zugabe
von Streptavidin-gebundenen Eisenklgelchen, die miagnetische Separation des haploiden
DNS-Doppelstranges ermoglichen. Letzterer kann @n#e von mehr als 50 kb erreichen
[135, 137]. Damit steht eine sehr lange Sequenanegines Allels mit den jeweiligen Exon-

und Intronabschnitten fur die Typisierung zur Vedig.

Umfangreiche Arbeiten zur Optimierung dieser Exiiaaismethode sowie zur Anpassung
von Applikationen wie der PCR-SSO- und PCR-SBT-¥erén, wurden in meiner
Arbeitsgruppe durchgefuhrt [137]. Zwei neue HLA-Befe konnten ohne den sonst fur den
Nachweis neuer Allele vorgeschriebenen Klonierudigsg erstmals eindeutig detektiert
werden [74, 76, 103, 137]. So fuhrte die HLA-B-Tsiprung eines Sichelzellanamie-
Patienten vor Stammzelltransplantation (SZT) nstt85P- und SSO-Methoden zu keinem
Erfolg. Nach allelspezifischer Extraktion und Semgierung wurde ein neues HLA-B*56
Allel mit dreifachem Basenaustausch an den Pogitiob38 bis 540 detektiert und vom
WHO-Nomenklaturkomitee mit B*5613 benannt [76, 13FZifolglos war auch die HLA-B-
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Typisierung eines erwachsenen Stammzellspendersh dbelspezifischer Extraktion und
Sequenzierung wurde ein neues HLA-B*44 Allel miederum dreifachem Basenaustausch,
diesmal an den Positionen 204, 205 und 222 detekiiel vom WHO-Nomenklaturkomitee
mit B*4440 benannt [74, 137].

Was die Praktikabilitat der HLA-Typisierungsmethodeetrifft, ist zu bemerken, dass die
PCR-SSO- und -SSP-Analysen immer noch zu den arfigeten im Labor angewandten
Methoden gehdoren. In vielen eigenen Studien wurddP@€R-SSO-Methode in Populations-
[68, 90, 126, 220] und Krankheitsassoziationsstuf®®, 99, 114, 143] eingesetzt. Die PCR-
SSP-Methode kann aufgrund des hohen Automatisisgrages, z.B. mit Picogreen-Messung
in 96er oder 385er Plattenformat und einer entsameden Auswertesoftware, bei
Krankheitsassoziationsstudien genutzt werden [40, 03], wie eigene Arbeiten in
Kooperation mit dem Institut fir Klinische Molekubaologie der Christian-Albrechts-
Universitat Kiel ergaben. Das betrifft insbesondé&mgestellungen, bei denen nur eine
niedrigauflosende HLA-Typisierung notwendig ist 0[7114]. Andererseits wird sie fur
Vortypisierungen und Allelgruppeneinteilungen, vaie Beispiel des HLA-DRB1-Genortes
gezeigt, eingesetzt [47, 49]. Dem erforderlicherfldaungsgrad der Studie entsprechend,
konnen sehr schnell die notwendigen SSP-Primergimizusammengestellt werden, um z.B.
eine Assoziation der spezifischen Mutationen im BZMsenort mit der Erkrankung
Sarkoidose von einer HLA-Assoziation abgrenzen @onken. Es konnte eindeutig geklart
werden, dass die krankheitsassoziierte Variante 3B rs2076530 einen Risikofaktor
reprasentiert, der unabhangig von der HLA-DRB1-b8utét ist [203].

Die PCR-SBT-Methode wird vor allem in Grol3durchdatboren zur routinemaligen,
hochauflosenden HLA-Typisierung vor Stammzelltrdasfation eingesetzt. Der Einsatz der
PCR-SBT-Analyse nach HSE hat, wie bereits bescaniebinen grol3en Fortschritt bei der

Aufklarung von neuen Allelen erbracht.

Ausgewdahlte eigene Publikationen in Kapitel 6

6.1

Entz P, Nurnberg P, Toliat M, HampeNagy M. New Strategies for Efficient Typing of
HLA-Class Il Loci DQB1 and DRB1 using Pyrosequemtlh Tissue Antigens 65:
Januar/2005, 67-80.

6.2

Nagy M, Entz P, Otremba P, Schénemann C, Murphy N, Dabpli Haplotype Specific
Extraction: A Universal Method to Resolve Ambigudbenotypes and Detect New Alleles —
Demonstrated on HLA-B. Tissue Antigens 69: Feb2G07, 176-180.
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2.2  Strategien zur Detektion hochpolymorpher STR-Marker

STR-Systeme werden methodisch durch eine lokudsgd® PCR erfasst. Sie erfolgt mit
Primern, die beidseits moglichst nahe der jewailigepetitiven Sequenz hybridisieren. Die
Allele an einem STR-Lokus sind damit durch die sthiedliche Zahl der
Sequenzwiederholungen und die absolute Lange dgdifiararten DNS-Fragments in
Basenpaaren eindeutig definiert. Die STR-Allele degr im hochauflésenden Polyacrylamid-
Gel entsprechend ihrer Lange aufgetrennt. Uber ééstandards in jeder Probe wird die
Allellange bestimmt und Uber Allelleitern, die péehzur Probe aufgetragen werden, wird
das Allel definiert. Die Visualisierung der Allelerfolgt heute lasergestitzt in Gel- oder
Kapillar-basierten Sequenzierautomaten nach Flaeredarbstoffmarkierung der PCR-
Fragmente. Dies erlaubt die Koamplifikation dersehiedensten STR-Systeme und deren
simultane Separation und Detektion, da die PCR+Rese mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind und in unteiestlichen Langenkorridoren auftreten.
Dies fuhrt einerseits zur Erstellung hochinformeti TR-Profile, andererseits erméglicht die
Automaten-Plattform einen Hochdurchsatz an Prolgie statistische Auswertung der
Allelhaufigkeit erfolgt auf der Grundlage von Pogtibnsdatenbanken. Eine Erhéhung des
Informationsgrades bei STR-Systemen mit komplexguk8ir und variablen ,Repeat”-
Langen innerhalb des STR-Lokus durch Sequenziemimd nur selten angestrebt. Die
Langen der amplifizierten PCR-Produkte liegen in Begel in einem Bereich von 100 bis
350 Basenpaaren. Fur die Untersuchung stark degtadDNS-Proben in der Spurenanalyse
wurden kirzere STR-Systeme entwickelt [25, 34, 1260, 210]. Auch kommerziell
hergestellte Kits, wie der Menty@Triplex TVD Kit (Biotype AG, Dresden), mit 69 bis33

bp oder der MiniFile?-Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt) mit 8 verimenen STR-
Systemen zwischen 75 und 245 bp sind geeigneth@agradige Vermehrung der DNS in
der PCR und ein empfindliches Laser-Detektionssységlauben die Analyse minimaler
DNS-Mengen unterhalb eines Nanogramms (ng). Koitfeidrte STR-Multiplex-Kits
werden angeboten mit autosomalen (meist 3 bis D§jies gonosomalen X- und Y-
chromosomal-spezifischen (meist 8 bis 16) STR-3yste

Basis fUr eine sensitive STR-Analytik in groRem é&hsatz ist die Praparation hochreiner
DNS aus kleinsten Zellmengen jedweder Herkunft uderen Automatisierbarkeit.

Grundlegende Schritte der DNS-Praparation sindZdle und Kern-Lyse mit hypertonischen
Salzlésungen und proteinabbauenden Enzymen bzweipzerstdrenden Temperaturen. Die

DNS-Anreicherung und -Aufreinigung erfolgt anscBeed mit Extraktions- und
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Fallungsmethoden, wie der Phenol-Chloroform-Extoak{16], der Salzfallung [116] oder
mittels S&aulen- und Batchverfahren. Letztendlichdsinur wenige der beschriebenen
Praparationsmethoden automatisierbar [119, 1803efdem konnen die meisten Systeme
nur einer der Anforderungen, wie hohe DNS-Ausbe8ighnelligkeit der Methode, hoher
Durchsatz oder hohe DNS-Qualitdt, gerecht werdem. w&r die Methode der Wahl,
insbesondere fur geringste Spurenmengen, immer diecgesundheitsgefahrdende Phenol-
Chloroform-Extraktion allerdings unter hohen Sidtetsvorkehrungen [31, 72, 136], oftmals
verbunden mit weiteren S&aulen- oder Membran-Auigeingsschritten. Selbst geringste
Mengen an DNS-Material konnten so in eigenen Adpeitoch aus raffiniertem Ol gewonnen
und Ruckschlisse auf die Pflanzenspezies gezogerdewe[72]. DNS aus alten
Knochenmaterialien wird auch heute noch mit diedégthode gewonnen [31]. Die
Automatisierbarkeit ist aber sowohl im forensischeals auch im Klinisch-
molekularbiologischen Labor nicht nur fir den Hogtahsatz an Proben eminent wichtig,
sondern auch zur Minimierung bzw. Verhinderung véehlern und Kontaminationen
wahrend des Routineprozesses. Eine Darstellungeimathatzung der derzeit existierenden
Hochdurchsatz DNS-Praparationsverfahren wird imemgg Buchbeitrag in ,Molecular

Forensics® gegeben [136].

Der kritischste Punkt der PCR-basierten forensiscAealyse ist die DNS-Isolation. Es
wurde deshalb von uns nach einer DNS-Praparatiaghsae mit hoher Sicherheit gesucht,
um mdoglichst jedwede Form von Kontamination zu iretbrn. Ein vollig in sich

abgeschlossenes Extraktionssystem mit UV-Steiibisamdglichkeit zwischen den Laufen
und Sicherheitscheckabfragen wurde dazu ausgew&kltbeinhaltet die Zell-Lyse unter
Verwendung chaotroper Reagenzien, die Bindung d&iS Dan Silica-beschichtete,

magnetische Partikel und die Elution der DNS naehnfiachen Waschschritten.

In umfangreichen Studien wurden insbesondere dbdpvorbereitung und Zell-Lyse

optimiert. Auf3erdem wurde ein einfaches, standendes Lyse-Protokoll fur nahezu alle
biologischen Materialien kreiert [133]. Nach Optaming und Validierung wurde die M48
BioRobot® Station bei mehr als 50.000 Routineprobiegesetzt. Es gab keinen Hinweis auf
Kontamination oder Anwesenheit eines PCR-InhibitBereits mit DNS, die aus drei Zellen
isoliert wurde, das entspricht einem Minimum von 28 Pikogramm (pg), konnte ein
komplettes STR-Profil aus 9 STR-Systemen (AmpFISP®filerplus Kit, PE Applied

Biosystems, Darmstadt, Germany) erstellt werdens Bayab eine Studie mit definierten

Zellproben. Fur die Detektion eines 1% igen Antéilseiner forensischen oder klinischen
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Mischprobe sind damit mindestens 300 Zellen notwgenDa fur die DNS-Isolierung ein

Minimum an Elutionsvolumen notwendig ist und eirh#tel davon in der PCR-Analyse zum
Einsatz kommt, missen zur Detektion dieses Antrilsiner Mischprobe mindestens 3000
Zellen vorliegen. Damit konnen vollstandige STR{feofur die meisten klinischen und

forensischen Fragen erstellt werden. Nur bei Areadyisn Niedrigzellbereich, wie den CD34-
positiven Zellen in klinischen Blutproben, oder dextrakten aus Kontakt-DNS-Spuren in
der Forensik, kann der Grenzbereich unterschritterden. Ergibt sich ein Hinweis auf ein
Partialprofil, wird die Amplifikation mit einer akébnzentrierten Probe wiederholt. Ein

Informationsverlust bei diesen kritischen Spurérmé&nit auf ein Minimum begrenzt [133].

Die Suche nach einer weiteren Verbesserung der WaEsfrenze des DNS-
Analyseverfahrens filhrte zur Gesamtgenom-Ampliidat ,whole genome amplification
(WGA)“ genannt, mittels GenomiPhi DNA Amplificatiokit (Amersham Biosciences). Sie
ist eine aussichtsreiche Methode, um grol3e MeagddNS aus Proben mit limitierter DNS-
Menge zu generieren. Es wurde die Genauigkeit dehdtle Uber alle analysierten STR Loci
eines Multiplex PCR-Verfahrens untersucht. Die Aifidtionsunterschiede innerhalb eines
Lokus und Uber alle analysierten Loci wurden in &tdigkeit von der Menge an Ausgangs-
DNS, dem spezifischen STR Lokus und der Allellangeersucht. Die Nachweisgrenze der
WGA-Reaktion zur Erlangung eines vollstandigen Jigfils lag bei 1 ng und damit
deutlich Uber der Nachweisgrenze unseres Verfahren20 pg. Im Bereich unterhalb 1 ng
wurden unbalancierte STR Amplifikationen an einerokls und zwischen den Loci,
Allelverluste und das Auftreten zusatzlicher Alleletektiert. Eine Verbesserung der Qualitat
des Multiplex STR-Profils konnte durch den Einsain gepoolter WGA-DNS nachgewiesen
werden. Ein vollstandiges STR Profil ohne allelsd¢mbalance innerhalb eines Lokus — die
Basis fir eine akkurate forensische als auch Clsmés-Analyse - konnte fur den Niedrig-
DNS-Bereich nicht erreicht werden [134]. Gill et #2] verwendeten ein anschauliches
Modell, um die stochastischen Variationen, die emter DNS Analyse assoziiert sind, zu
simulieren. Sie demonstrierten, dass heterozyguotmmlance und Allelverlust hauptsachlich
eine Funktion des stochastischen Effektes der mtdetn Pre-PCR Selektion ist, d.h., die
Zahl der DNS-Molekile yndie nach t Amplifikationen produziert werden, vsir allem eine
Funktion der Ausgangs-Molekiile,rdie am Start der PCR zur Verfigung stehen. D&git
der kritischste Punkt der PCR-basierten Analyse Nrmadrig-DNS-Bereich in der DNS-

Isolierung selbst, die so viel hoch gereinigte DN\ madglich erbringen muss. Auf die
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Bedeutung der DNS-Extraktion und ihren Einfluss ai¢é Nachweisgrenze des DNS-

Analyseverfahrens wurde bereits zu Beginn diesgsté&la eingegangen.

Ausgewéhlte eigene Publikationen in Kapitel 6

6.3

Nagy M, Otremba P, Kriger C, Bergner S, Anders P, HerBkérinz M, Roewer L.
Optimization and validation of a fully automatedicsi-coated magnetic beads purification
technology in forensics. Forensic Science Inteomati 152: August/2005, 13-22.

6.4

Nagy M, Rascon J, Massenkeil G, Ebell W, Roewer L. Evanaof whole-genome
amplification of low-copy-number DNA in chimerisrmalysis after allogeneic stem cell
transplantation using STR marker typing. Electrapbs 27: August/2006, 3028-3037.

2.3 Das Chimarismus-Monitoring: STR-Marker in der Transplantationsimmunologie

Der Begriff Chiméare leitet sich aus dem griechischort Chimaira die Ziege ab. Das
feuerschnaubende Ungeheuer der griechischen Sagmbtenach Homer aus dem Kopf eines

Loéwen, dem Korper einer Ziege und dem Schwanz &oblange.

Im Bereich der allogenen SZT wird als Chimarismime ékonstellation bezeichnet, bei der
Empfanger- und Spenderzellen im Organismus gleithzaeorkommen. Nach erfolgreicher
SZT, einer Bluttransfusion ahnlichen Ubertragung ¥mochenmark- oder Blutstammzellen
eines HLA-identen Spenders, ist idealerweise dieutddung und das gesamte
immunologische System eines Patienten durch gesdellien des Spenders ersetzt worden,
wahrend alle anderen Korperzellen weiterhin Empé@sigtus zeigen. Jede allogene
Transplantation muss durch eine Konditionierungyeleitet werden. Diese hat die Aufgabe,
bei Patienten mit malignen hamatologischen Systiermekungen durch eine myeloablative
Therapie mit hochdosierten Zytostatika in Kombioati mit einer fraktionierten
Ganzkorperbestrahlung sowohl die malignen Zellsnaaich das gesunde Immunsystem des
Empfangers zu zerstdéren, um eine TransplantatalnsgoBu verhindern. Seit 1998 werden
auch dosisreduzierte Konditionierungsverfahren (BKI) eingesetzt, bei denen die
Immunsuppression im Vordergrund steht und dererk&¥dmkeit auf einem immunologischen
Effekt, dem so genannten ,Transplantat-Gegen-Leukargffekt (GvL), beruht. Nach
allogener Transplantation erhalten alle Patientéme eammunsuppressive Therapie zur
Prophylaxe der , Trankplantat-Gegen-Wirt-Erkranku@VvHD).

Zur Dokumentation der erfolgreichen Ansiedlung \®penderzellen im Knochenmark, im
Weiteren als Engraftment bezeichnet, werden Chsniéus-Analysen durchgefihrt. Ein
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kompletter Spender-Chiméarismus (CC) liegt vor, wemur Spenderzellen im
Untersuchungsgut zu finden sind. Ein gemischtemf@hsmus (MC) liegt vor, wenn die
Zellen von Spender und Empféanger gleichzeitig in Beobe nachweisbar sind (Abb. 4).
Untersucht werden in der Regel die kernhaltigenledelim peripheren Blut und in

Knochenmarkpunktaten.

I. Empfanger und Spender sind heterozygot
und haben keine gemeinsamen Allele:

PF-C + PF-D

Empfanger H H ﬂ r]

% Spenderanteil = 100 x
(PF-A + PF-B) + (PF-C + PF-D)

Spender Il. Empfanger und Spender sind heterozygot

und haben ein gemeinsames Allel:

PF-C

% Spenderanteil = 100 x

MC nach SZT PF-A + PF-C

2
L

Ill. Eines der Individuen ist heterozygot, das
andere homozygot. Eines der heterozy-
goten Allele ist identisch zum homozy-
goten Allel:

I 11

e Il
A

Empfénger \ AA B,'q
g il

PE-B

% Spenderanteil = 100 x
(PF-A — PF-B)/2 + PF-B

IV. Beide Individuen sind homozygot und

haben kein gemeinsames Allel:
Spender

PF-B
% Spenderanteil = 100 x

PF-A + PF-B

MC nach SZT
V., VI

Beide Individuen haben gleiche heterozy-
gote bzw. homozygote Allele, die beziglich
v v Vi des gemischten Chiméarismus nicht
informativ sind.

FT
b

Abb. 4 Schematische Darstellung der Chimarismus-Kaostellationen nach allogener
Stammzelltransplantation (PF = Peakflache)

Die Chimarismus-Analyse beruht auf der Ermittluinges Zellmarkers, der mindestens einen
zuverlassigen Unterschied zwischen Spender und &mgpf anzeigt. Das waren in den
Anfangen der Knochenmarktransplantation ABO-Inkontplaaten [184], Isotypen von

Immunglobulinen [211], Geschlechtsdifferenzen [108jtogenetische Aberrationen [208]
sowie HLA-Differenzen [110] bis hin zum klassischelnisatelliten-Fingerprint bzw. dem

methodisch vorteilhaftere Oligonukleotid-Sondengerprint [91], wie eigene Arbeiten dazu
belegen [123, 127, 165]. Heute werden die weséntiensitiveren, PCR-basierten STR-

Systeme (siehe Kapitel 2.2) als Standard-Markerweedet. Die Zahl der jeweils
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untersuchten Systeme schwankt bei verschiedenemederwischen 5 [176] und 15 [71]. In
der Regel wird dann das Chimarismus-Monitoring mit einem der informativen STR-
Systeme durchgefiihrt. Die Sensitivitdtsgrenze sokitvawischen 1 und 5%, je nach

Empfindlichkeit des verwendeten Monitoring-Systda7].

Weitere methodische Verbesserungen ergaben sich des Erstellung eines
individualspezifischen STR-Profils. So konnte vibemm in grof3eren eigenen Studien [83, 92,
101, 105, 106, 107, 108, 156, 189, 195] durch Kddikgtion von neun STR-Systemen und
dem Amelogenin-System mit dem AmpFISTR Profilerpkis (PE Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany) eine hohe Diskriminierungskag@azowohl! bei der unverwandten als
auch bei der verwandten Transplantation erreichitiere Bei gleichem Geschlecht waren in
eigenen Untersuchungen mindestens zwei der neunSy$tRme informativ und mindestens
ein System ,hochinformativ®, d.h. die differieremdéllele von Spender und Empfanger
unterschieden sich in ihrer Gré3e um mehr alsBasen [129]. Eine Falschinterpretation als
Folge so genannter ,Stotterpeaks®, die durch eif@nbaufehler der Tag-Polymerase
entstehen, konnte damit vermieden werden. Darlbeuk erbringt die Erstellung eines
individualspezifischen Profils eine hohe Sicherhi€intaminationsprobleme, die sich in der
Routine gerade bei Verdinnungsprozeduren von hoaekdrierten Proben oder bei der
Analyse von Proben im Niedrigzellbereich ergebémnen damit eindeutig identifiziert und
Fehlbefunde damit vermieden werden. So wurde iren@ns Labor nach umfangreichen
experimentellen Untersuchungen zur Sensitivitat DBIS-Analyse (siehe Kapitel 2.2) ein
optimiertes Monitoring-System aufgebaut, die vditewatisierte ,Beads“-basierte DNS-
Aufreinigungstechnologie, gekoppelt mit dem hoclsgeren AmpFISTR Profilerplus STR-
Analysesystem [133].

Das Chimarismus-Monitoring nach Stammzelltransplation (SZT)

Die Verotffentlichungen zum Chimarismus-Verlauf na8AT bei Leukamien sind relativ
zahlreich. In der ,pra DNS-Ara“ wurde seine Bed@egfubei Leukamie-Patienten durch
mehrere Forschungsgruppen beschrieben [14, 144h Ner SZT wurde sowohl ein CC, als
auch ein MC beobachtet. Eine eindeutige Bezieh@wsgGhimarismus-Verlaufs zum Rezidiv
konnte damals nicht nachgewiesen werden. Uber disdgefahigkeit der VNTR-RFLP flr
das Chiméarismus-Monitoring von Leukamien wurde @hdich berichtet [190, 214]. Die

Methode erwies sich als zuverlassig, sowohl fir Bregraftment-Dokumentierung nach
Myeloablation, als auch fir den MC-Nachweis im pasisplantativen Verlauf, wie eigene
Untersuchungen bestétigten. [59, 123, 165]
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Auf die prognostische Bedeutung der Untersuchuagsinz wurde erstmals bei Ramirez et
al. [154] und Bader et al. [6] hingewiesen. In ihr&tudien an Patienten mit akuter
lymphatischer (ALL) und akuter myeloischer LeukamiéAML) sowie dem

myelodysplastischen Syndrom (MDS) konnte eine eitige Relevanz der Analysehaufigkeit

fur die korrekte Einschatzung der Chimarismus-Keltetion nachgewiesen werden.

Erste Hinweise auf die Pradiktivitat bestimmterli@&hen wurden von Zetterquist et al. [218]
in CD19-Zellen bei Patienten mit pra-B-ALL gegebdiin MC in CD34-Zellen des
Knochenmarks wurde in einer Studie von Thiede et[2)6] als zuverlassiger Rezidiv-
Marker bei Patienten mit lymphatischen und myelwescLeukamien, wie auch zu gleicher
Zeit in eigenen Untersuchungen an Patienten miteaklieukdmien nach RIC-SZT [105,
131] bewertet.

Die zellartspezifische Chimarismus-Analyse ist Ibelss von der Empfindlichkeit des
Monitoring-Systems abhangig. Hier kommen oftmalatlieh geringere Zellzahlen im
Analysegrenzbereich zur Untersuchung. Fur ein esghmges Kontrollsystem ist damit auch
ein sensitives Zellseparationssystem wichtig [1084]. Deshalb wurde insbesondere mit
Blick auf die Isolierung von Minorzellkomponenterusa kleinen Blutmengen nach
padiatrischer SZT fur unsere Studien eine optimjarichtautomatisierte Separationsmethode
mit antikbrperbeschichteten Eisenkligelchen (Deetdeinal GmbH, Hamburg) ausgewahlt
und optimiert, um Zellverluste durch Totvolumen uigermaRige Waschprozesse, wie sie
bei den getesteten Zellsortern (MCB 1200, HTI bidgs¥bH; autoMACS, Miltenyi Biotec
GmbH) bzw. der M48 BioRobot® Station auftraten, zermeiden. Die Reinheit der
spezifischen Zellpopulationen wurde in der Validiegsphase der Methode per FACS-
Analyse (Becton Dickinson, Heidelberg) kontrolliartd mit >93% bestimmt [83, 105].

Ein weiteres Problem vieler Studien liegt in gerhtsa Patienten-Gruppen, d.h., in der
Zusammenfassung von Patienten mit verschiedenemd@rkrankungen oder in Multi-
Center-Studien. Es liegt jetzt eine eigene Studie Yeroffentlichung vor, die ein
prospektives linienspezifisches Chiméarismus-Momi@rin einer grofen monozentrischen
ALL-Patienten-Gruppe mit einer langen Nachbetracfszeit darlegt. 105 adulte ALL-
Patienten erhielten eine allogene SZT zwischen 1989& 2004 in der SZT-Einheit der
Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hamatologiedu®nkologie der Charité. Einschluss-
Kriterium war das Vorhandensein von ChimarismuseDatvon isolierten Zellfraktionen
mindestens bis Tag 90 nach SZT, so dass letztén@@datienten zur Untersuchung kamen.

Werden die spezifischen Zellpopulationen des Bl@Pg, CD8 und CD19 separat betrachtet,
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so ergibt sich eine hochsignifikante Korrelationismhen einem MC <5% Empfanger-Anteil
am Tag +180 und dem krankheitsfreien Uberlebenjdide dieser Zellpopulationen. Die
durchschnittliche Zeit bis zur Detektion eines kdetien Spender-Chimarismus in den
CD34-spezifischen Zellen des Knochenmarks war igrgh mit der aller anderen
untersuchten Zellpopulationen des Blutes fast dakiso lang. Diese besondere Relevanz
eines relativ stabilen niedrigen CD34-Empfangereflat im Knochenmark fur das
krankheitsfreie Uberleben zeigt sich insbesonderehain den 16 Patienten mit einem
Langzeit-Uberleben von mehr als 3 Jahren. Ein Jawh SZT zeigten noch 7 von 13
Patienten einen MC mit 3-20% Empfanger-Anteil ofegliches Anzeichen eines Rezidivs.
Im Vergleich dazu war ein MC von >20% Empfangerénin den CD34-spezifischen

Zellen des Knochenmarks signifikant korreliert deim Auftreten eines Rezidivs.

Die beschriebenen eigenen Arbeiten zur prognostiscBedeutung der Chimarismus-
Analytik nach adulter SZT sowie die in den folgemddbschnitten dargelegten zur RIC-SZT
von Leukamie- und Nierenzellkarzinom (NCC) -Patentsind das Ergebnis einer lang-
jahrigen Kooperation zwischen der Medizinischemlimit Schwerpunkt Hamatologie und

Onkologie, Abteilung Knochenmarktransplantation uddr Genetischen Forschungsab-
teilung des Institutes fir Rechtsmedizin der Ckdfo01, 105, 106, 107, 108, 129, 131].

Das Chimarismus-Monitoring nach RIC-SZT und immunodulierenden Therapien

Die erhebliche Nichtrezidiv-Mortalitat nach hochawter Radio- und Chemotherapie hatte
die allogene SZT auf jungere Patienten ohne Korddétibegrenzt. Die Entwicklung eines
dosisreduzierten Konditionierungsregimes fuhrte a@ner Reduktion der Nichtrezidiv-
Mortalitdt bei Patienten mit malignen h&matologactSystemerkrankungen und erweiterte
die Indikation zur allogenen SZT auf nichthamataobge Erkrankungen, wie z.B. das NCC
und auf A&ltere Patienten mit Komorbiditdten.  Das tensitatsreduzierte
Konditionierungsregime erfolgt in der Regel ohnestBeghlung und unter Einsatz angepasster
Zytostatikatherapien. Die Spenderlymphozytengabkl)(Dach Transplantation soll einen
MC in ein stabiles Spenderzell-Engraftment UbesiahrArbeiten zur Anwendung von
immunmodulierenden Therapien, wie der teilweise rodmlistindige Entzug der
Immunsuppression oder die DLI-Gabe, hatten bersish herkdbmmlicher myeloablativer

SZT auf die Bedeutung des Chiméarismus-Monitoringgéwiesen [7, 8].

Gerade das praparativ-experimentelle Regime derFAT machte es notwendig, die Kinetik

des Spenderzell-Engraftments, aber auch das Rateleti immunmodulierenden Therapien
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zur Etablierung eines vollstandigen Spender-Chisnduis und Forderung eines GvL-Effektes
besser zu erfassen, indem man ein engmaschiges amdmmas-Monitoring von
Leukozytensubpopulationen erst¢ll05, 106, 108, 131].

Akute Leukamien im fortgeschrittenen Stadium salleufgrund der raschen Kinetik des
leukamischen Rezidivs keine Kandidaten fur ein stesiuziertes Konditionierungsregime
sein. Eigene und Literaturdaten zeigten aber, @asge Hochrisiko-Patienten mit akuten
Leukdmien geheilt werden konnten, indem eine véaigdsveise intensive aber noch gut
tolerierte Konditionierungstherapie [105, 108, 11181, 191] angewendet wurde. Die
beobachtete hohe MC-Rate der Patienten beweisindeln nichtmyeloablativen Charakter
des Regimes. Der MC war dabei hauptséchlich inLeerkozytensubpopulationen zu finden
und zeigte ein sehr diverses Engraftment. Wahraesed sich in den CD14/15-positiven
Zellen nicht vom myeloablativen Regime unterschieal, das Engraftment der T-Helfer- und
-Suppressor-Lymphozyten bei der RIC-SZT deutlicihnzégert. Auch bei fortgeschrittener
akuter Leukamie kann die RIC-SZT zu einem stalilegraftment und kompletter Remission
fihren [105, 131, 195].

Die Fruhrezidiv-Erkennung bei akuten Leukamiendvaft erschwert durch das Fehlen eines
Markers und die Progression der Erkrankung. BeenalPatienten, die ein Rezidiv
entwickelten, wurde ein MC detektiert. Wahrend ®ellblut-Analyse noch einen CC
ermittelte, konnte die Analyse der Leukozyten-Sydybationen bereits diesen MC
nachweisen. Er zeigte in unseren Studien ein Rezih, bevor eine morphologische
Diagnose gestellt werden konnte, im Mittel 8 Wochen der Diagnose des klinischen
Rezidivs [105, 131]. Die myeloischen CD14/15-pesiti Empfangerzellen im peripheren
Blut von Patienten mit chronischer myeloischer laule (CML) und AML waren
frihzeitige Indikatoren eines Rezidivs und genassasitiv wie die bcr-abl-Analyse im

Knochenmark vor dem zytogenetischen oder hamasibhgn Rezidiv.

Tierversuche haben einen stabilen MC nach RIC-SA@ ummunsuppressiver Therapie
demonstriert [188]. Neuere und vor allem eigenei&the Daten [105, 111, 131] zeigen, dass
ein stabiler MC nach dosisreduzierter Konditionmgunicht etabliert werden kann. Alle
Patienten mit persistierenden Empfangerzellen enaginem leukamischen Rezidiv, was
maoglicherweise auf immunologische Differenzen zWwest Mensch und Tier zurtickzuftihren

ist.
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Bei akuten Leukamien ist die Rezidivrate noch deduh. Man findet haufig einen instabilen
MC, der durch DLI in einen CC konvertieren kannswa einem geringeren Rezidivrisiko zu
fuhren scheint. 55% der akuten Hochrisiko-Leuk&Regienten in unserer Studie konvertier-
ten nach DLI in einen CC, wobei 2/3 der PatienteRampletter Remission leben. Bei allen
anderen Patienten persistierte der MC trotz DLI smih entwickelnder GvHD und fuhrte
zum Rezidiv [105]. Letztendlich konnte ein bereitshandenes klinisches Rezidiv durch DLI
kaum beeinflusst werden, das betrifft die AML undcih mehr die ALL. So konnte ein
zeitweiser Anstieg der myeloischen CD14-EmpfandEmein der AML und CD19-
Empfangerzellen in der c-ALL verhindert werden, ga kam sogar kurzzeitig zu einer
Abnahme der Empfangerzellen. Damit konnte ein ddwt Einfluss der DLI auf die
Rezidiv-Kinetik gezeigt werden, eine Remission Eatienten wurde aber nicht erreicht [105,
131].

Nur frihzeitige Interventionen vor dem klinischerezitliv kbnnen die Prognose dieser
Patienten verbessern. Aus diesem Grund werden isipraphylaktischen DLIs nach SZT
behandelt. Eine neue eigene Studie zur prophytdidis DLI von 26 ALL-Patienten nach
SZT zeigte, dass 92% der behandelten PatientertM@itzum CC konvertierten, 62% der
Patienten sind in kompletter Remission. Die propktyggche DLI scheint eine effektive
Behandlungsstrategie bei Hochrisiko-ALL Patientarsein, um Rezidiven vorzubeugen und

eine komplette Remission nach SZT zu erméglich€d]1

Ein deutlicher GvL-Effekt bei einer zusatzlichenelrieron-Alpha-Therapie konnte bei einem
CML-Patienten zum Zeitpunkt eines progressiven hélogischen Rezidivs gezeigt werden
[131]. Es kam zu einem sehr schnellen Abfall deelwigchen und nach mehrfacher DLI-
Therapie auch der verbliebenen lymphoiden Empfémflen. Bereits 5 Wochen nach
Interferon-Start konnte ein kompletter Spender-Gliiemus diagnostiziert werden. Bei
einem weiteren CML-Rezidiv-Patienten wurde erst énlste nach der letzten DLI-Gabe und
einer aufgrund von Nebeneffekten gering dosierteterferon-Therapie ein vollstandiger
Spender-Chimarismus und damit ein rezidivfreies riglhen erreicht. Noch 3 Monate nach
der letzten DLI-Gabe lag der Empféanger-Anteil imaeyeloischen Zellpopulationen bei 80%
[131]. Diese Ergebnisse zeigen, dass der Effekt bemunmodulation durch das
engmaschige, populationsspezifische Chimarismusiiglomg gut dokumentiert werden
kann. Es zeigt aber auch gerade am Beispiel detedleh CML-Patienten, dass es oftmals
sehr schwierig ist, Ursache und Wirkung genau ziinideen und Langzeiteffekte nicht

ausgeschlossen werden kénnen.
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Auf einen weiteren sehr problematischen Effekt eliekherapien muss hingewiesen werden.
Die Toxizitat der immunmodulierenden Therapien s&hr hoch. Obwohl die DLI in
eskalierenden Dosen gegeben wurde, hatte die Hatfserer Patienten nach SZT und
praktisch alle Patienten nach RIC-SZT eine GvHDwvaskelt [101, 105, 106, 131]. Diese
hohere Inzidenz der GvHD nach DLI wurde in andésémdien am Menschen aber auch in
Tiermodellversuchen sowohl nach SZT als auch RIT-82obachtet [32, 42]. Keiner der
Patienten mit GvHD starben nach DLI an transpléomabezogenen Ursachen. Das zwingt
letztendlich zur Diskussion hinsichtlich der Optaming der GvHD-Prophylaxe, einer
sorgfaltigen  Selektion von Patienten mit hohem &gzRisiko und eines
patientenspezifischen DLI-Timings. Letzteres heife ausreichende Zeit zwischen der
Absetzung der Immunsuppression und der 1. DLI-Agpion, langere Intervalle zwischen
den Infusionen [101], eine optimale DLI-Dosis undeelange Nachbeobachtungszeit der
Patienten [105] einzuplanen. Erste Konsequenzewlewmubereits daraus gezogen. So wurde
eine kombinierte GvHD-Prophylaxe eingesetzt, die @vHD effektiv reduzierte, der
Zeitpunkt der ersten DLI auf100 Tage gesetzt und die initiale Zelldosis reduziedtl[1106].

In der naheren Zukunft kénnten dariber hinaus e&-Wanipulationen von Spender-
Lymphozyten durch CD8-Depletion oder der Transfar leukamie-reaktiven spezifischen T-
Zellklonen einen GvL-Effekt erhdhen und dass GvHafBplantat gegen Wirt)-Risiko

reduzieren [101].
Das Chimarismus-Monitoring nach adulter RIC-SZT benetastasierendem NCC

Metastasierende NCCs haben aufgrund der tumorimmbameResistenz auf konventionelle
Therapien eine sehr schlechte Prognose [3]. Diektiea auf eine kombinierte
Chemoimmuno-Therapie ist bei nur minimaler Verlaongg der Uberlebensrate sehr
begrenzt. Komplette Remissionen sind selten. Dashtrdie Behandlung des NCC offen fur
experimentelle Therapien wie die RIC-SZT und did.Mas Ziel dieser allogenen Therapien
ist, einen ,Transplantat-Gegen-Tumor® (GvT) -Effekti induzieren. Die Analyse der
Literaturdaten [15, 20, 73, 150, 161, 201] zur FHEZT nach metastasierendem NCC und
ebenso eigene Erfahrungen [107] zeigen einen G¥@kEhach Chiméarismus-Konversion
mit meist spater Effektivitat. Zeitgleich mit deadiologisch kontrollierten Tumor-Antwort
dominierten die Spender-T-Lymphozyten in der Chismus-Analyse. Patienten mit einem
persistierenden MC bis weit nach dem 100.Tag hiegexpigten simultan mit einer rapiden
Tumor-Progression ein schnelles Ansteigen der Engafizellen [107]. Die viel

versprechende Tumor-Reaktions-Rate von Uber 50%mézn Studie von Childs et al. [33]
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konnte nicht erreicht werden. Die eigenen Daten atestrieren dartber hinaus eine hohe
Morbiditat und Mortalitat der RIC-SZT trotz redudiem Konditionierungsregime bei diesen

Patienten.
Das Chimarismus-Monitoring nach padiatrischer SZT

Nach sechsjahriger Kooperation zwischen der Klifilk Allgemeine Padiatrie, Abteilung

Padiatrische KMT des Campus Virchow-Klinikum und @enetischen Forschungsabteilung
des Institutes fur Rechtsmedizin der Charité zogpostischen Bedeutung der Chiméarismus-
Analytik nach padiatrischer Knochenmarktransplantatiegen nun auch hier die ersten
Ergebnisse in ausfuhrlicher Darstellung vor (Rasclalena, Promotionsarbeit), [134, 156].

Die krankheitsspezifischen Veroffentlichungen sm&orbereitung.

Im Untersuchungszeitraum von 1999 bis 2005 wurdé® Kinder in der Kinderklinik der
Charité allogen transplantiert, wobei 113 Kindez #inschluss-Kriterien 1. krankheitsspezi-
fische Standardkonditionierung und GvHD Prophyladsprechend den vorgeschriebenen
Therapie-Protokollen, 2. Chimarismus-Monitoring vaindestens 5 Monaten, 3. Zugehorig-
keit zu den nachstehend aufgefiihrten Patientengryperfillten. Untersucht wurden drei
Patientengruppen: 69 Kinder und Jugendliche mitplyablastischen oder myeloischen
Leukdmien, davon 43 mit ALL und 26 mit einer AMLMC bzw. MDS, 22 Knaben mit einer
frihkindlichen X-chromosomalen Adrenoleukodystr@fALD) als exemplarisches Beispiel
fur eine metabolische Erkrankung und 22 PatienténFanconi-Anamie in Aplasie, MDS-
oder AML-Phase als Beispiel fur eine Erkrankung madio- und chemosensitiver
Chromosomenaberration. Das Chimarismus-Monitoringde im peripheren Blut und im
Knochenmark sowohl in den kernhaltigen Gesamtzadlenauch in den CD3-, CD19- und

CD34-spezifischen Zellpopulationen durchgefihrt.

Nach Auswertung aller Daten wurde das Auftretere®iNIC zunédchst univariat hinsichtlich
assoziierter Merkmale und multivariat hinsichtliaher in Frage kommenden Faktoren der
Transplantation untersucht. Es wurde nach der igkeiti des MC nach allogener SZT in den
gesamten kernhaltigen Zellen sowie in spezifisch&gllpopulationen und nach der
Pradiktivitat dieser Analysen hinsichtlich der Kiikedes Spenderzell-Engraftments, des
Monitorings von Therapieeffekten, einer moglichezzRliv-Beeinflussung, der Stabilitat und
Funktion des Transplantates, eines drohenden Teanapverlustes und des
Gesamtilberlebens gefragt. Untersucht wurde das dcisimus-Monitoring bei kindlichen

Leukdmien nach Kklassischer, myeloablativer Kondidoung. Der Median des
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Transplantatanwachsens entsprach den ermitteltenrtelVebei der Erwachsenen-
Transplantation [105, 131]. Daraus kann geschligsfowerden, dass der in den ersten vier
Wochen nach SZT nachgewiesene MC die Kinetik dasdplantatanwachsens widerspiegelt
und deshalb bei der Einschatzung der Chimarismusstedation, wie bei der adulten
Transplantation, unbertcksichtigt bleiben kann.tZ myeloablativer Konditionierung wurde
bei 79% der ALL- und 58% der AML-Patienten ein MCmindestens einer der untersuchten
Zellpopulationen detektiert. Dieser MC konvertientach unterschiedlichen therapeutischen
Malinahmen, aber vor allem ohne Therapie in einenAT@allig war, dass in der Mehrheit
der ALL-Falle und in 50% der AML-Falle der CC-Ubgnfung ohne therapeutische
Malinahmen kurz zuvor eine aGvHD nachgewiesen undtdan GvH-Effekt fur die CC-
Uberfiihrung festgestellt werden konnte. Nur jeweils ALL- und ein AML-Patient zeigten
ein persistierendes Empfangerprofil in komplettegnfission. Fir die Diskussion eines
maoglichen stabilen MC ist hier natirlich die Patetzahl zu gering. Andererseits weisen
diese Ergebnisse auf die Problematik der ChimaisAnalyse hin, nicht zwischen restlichen
gesunden Leukozyten des Empfangers oder einektéfeam und rezidivierenden Erkrankung
des Patienten unterscheiden zu konnen. Es konmteime signifikante Korrelation des MC
mit einer hohen ALL-Rezidivwahrscheinlichkeit ertalt werden. Ein AML-Rezidiv
entwickelte sich im Beobachtungszeitraum bei noem Patienten und dies war mit einem
MC gekoppelt. In einzelnen Fallen konnte gut dertraars werden, dass Modifikationen der
Immunsuppression bzw. adoptive Therapiestrategiesieh anbahnendes Rezidiv umkehren
konnen. Darliber hinaus wurde eine signifikante &ation zwischen dem Gesamtiuberleben
und dem MC mit >5% Empfanger-Anteil am Tag +200m&ZT in den CD34-Zellen des
Blutes festgestellt. Ein molekulargenetischer MRDinjmale Resterkrankung) -Marker
existierte bei 28% der Patienten. Ein positiver MRIBrker korrelierte sowohl mit dem
Nachweis eines gemischten Chimarismus als auch dab Auftreten eines Rezidivs.
Signifikante Aussagen zur Abh&angigkeit eines MCd MRD-Verlaufs konnten allerdings
aufgrund der geringen Patientenzahl nicht getrofferden.

Die ALD ist eine Stoffwechselerkrankung, der einfék in der peroxisomalef-Oxidation
von sehr langkettigen Fettsduren zugrunde lieg8][1$ie lasst sich durch allogene SZT
erfolgreich behandeln. Ein erhdhtes Niveau der Katigen Fettsduren im Blut fuhrt zur
Aktivierung eigener Gliazellen wund einer entzinddéno Demyelinisierung im
Zentralnervensystem und/oder zu einer Nebenniesaffinienz. Die Wirksamkeit des

Transplantates liegt vermutlich im Austausch deivadeten Gliazellen des Empfangers durch
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Spenderzellen [98]. Dabei scheint die Effektivitktr SZT hinsichtlich des Progresses der
Grunderkrankung von der bereits vor der Transptamtavorliegenden Auspragung der
psychoneurologischen Symptomatik [179] und der Medgr angesiedelten Spenderzellen
nach Transplantation abhéngig zu sein. Da die perémyeloablative Konditionierung) und
infektionsbedingte Mortalitat noch bei 15% der Batten zum Tod fihrt, wird die
Anwendung der toxizitatsreduzierten Konditionierungl ALD-Patienten bereits diskutiert
[151]. Erste, aber nicht ausfiihrliche Ergebnissa Zthimarismus-Verlauf liegen nur aus der
Multicenter-Studie von Peters et al. [152] vor, wb86% der ALD-Patienten ein volles oder
partielles spenderspezifisches Engraftment zeigiésitergehende Untersuchungen wurden
bisher nicht beschrieben, so dass unsere vorliegeStddie einzigartige Angaben zum
Chiméarismus-Verlauf im Zusammenhang mit dem ALD¢gPess nach klassischer
myeloablativer Konditionierung zeigt. Bei 82% deatienten wurde in mindestens einer der
untersuchten spezifischen Zellpopulationen deseBlwgin MC festgestellt und das trotz
myeloablativer Konditionierung. Der hohe Anteil e gemischten Chiméarismus
insbesondere im T-Zell-Kompartiment noch bis zuT&gen nach Transplantation lasst den
Schluss zu, dass weitere Dosisreduzierungen bei Kianditionierung das schnelle
Engraftment wirklich gefahrden, welches die Voratssng fir die erfolgreiche Funktion der
Spenderzellen und Verbesserung der neurologiscempt®matik nach SZT ist [97] und
letztlich zur Transplantatabstol3ung fuhren kann.sldBig zeigte sich nur eine
AbstoBungskonstellation in 22 Transplantationen. r DMC  konvertierte nach
unterschiedlichen therapeutischen Mal3nahmen, aveallem ohne Therapie, in einen CC.
Bei allen drei Patienten mit dauerhaften, stabiW&+Werten trotz Cyclosporin A-Entzug und
anhaltender kompletter Remission waren die eigen&ellen noch funf Jahre nach SZT
nachweisbar, allerdings mit langsamer aber stedgeahme des Empfanger-Anteils in allen
untersuchten Zellpopulationen. Es bleibt die Frage,lange die Spenderzell-Zahl bei diesen
Patienten noch ausreicht, um eine ALD-Progressierhirdern zu konnen und ob eine
spezifische Zellpopulation daflr pradiktiv ist. Einsignifikante Korrelation zwischen
Chimarismus und Pra-Transplantationscharakteristiked Post-Transplantationsereignissen
konnte nicht festgestellt werden. Zum Zeitpunkt éderswertung befanden sich 82% der
Patienten mit CC und 60% der Patienten mit MCimeranhaltenden kompletten Remission
bei einem Median der Beobachtungszeit von 968 ®43 Tagen.

Die Zahl der Publikationen, die sich mit dem Chis@us-Verlauf nach SZT bei Fanconi-

Anamien beschaftigten, ist gering. Die umfangreiehsStudien mit 19 bzw. 22 meist mit
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Geschwisterspendern transplantierten Patientenewurd Socie et al. [182] und Ayas et al.
[5] publiziert. Dartiber hinaus gibt es diverse Eifalstudien [19, 46, 117, 170, 216, 221].
Aufgrund der bei der Fanconi-Anadmie vorliegendenrd@iosomeninstabilitat fihrt eine
konventionelle myeloablative Konditionierung zuesimul3erordentlichen Toxizitat und damit
hohen Mortalitdt. Das in unserer Analyse untersaidPatientenkollektiv stellt eine bisher
einzigartig grof3e Patientengruppe mit sowohl HLAAtischen Geschwisterspendern als auch
unverwandten Spendern dar. Es wurden dabei neueeWager dosisreduzierten
Konditionierung, der bestrahlungsfreien, Fludardimsierten Konditionierung zur
Vermeidung von sowohl Fanconi-spezifischen Senitien als auch
TransplantatabstoRungen beschritten. Uber die Amalyes Chimarismus-Verlaufs eines
solchen Patientenkollektivs wurde bisher noch nibktichtet. Auch unter diesen noch
experimentellen Protokollen zeigte sich ein stabimgraftment bei 50% der Patienten. Die
anderen Patienten zeigten einen MC, der in vierlefalzur AbstoBung bzw.
Transplantatversagen fuhrte. Hier erwies sich d€ 8s starker, wenn auch noch nicht
signifikanter Hinweis. Der MC konnte nach untergchichen therapeutischen MalRnahmen
sowie ohne therapeutische MaRnahme in einen CQGulivewerden. Die Auswirkungen von
Re-Transplantationen und adoptiven Therapiest@tegkonnten sehr gut durch das
zellartspezifische Chimarismus-Monitoring dokumerdt werden. Bei funf der Patienten
zeigte sich ein Uberaus stabiler MC der T-Zell-Raton tber einen Zeitraum von mehr als
zwei Jahren, verbunden mit einer kompletten Reonisdder Anteil an Spenderzellen nahm
dabei langsam aber stetig zu. Des Weiteren ergdbesne Relevanz der Stammzellquelle
Knochenmark fir die Entwicklung eines MC und eimweis auf einen Zusammenhang
zwischen akuter GvHD und dem CC. Alle Patienten M@ hatten entweder keine aGvHD
oder eine nur sehr milde. Es zeigte sich aul3erdemdeutlicher Hinweis auf den
Zusammenhang zwischen Therapietod und CC. Es wded#ich, dass Dosisreduzierungen
bei dieser Erkrankung eines sorgfaltigen Chiméarsidonitorings vor allem der T-Zell-
Subfraktion Uber einen sehr langen Zeitraum bedudimmunmodulatorische Mal3hahmen
missen sehr sorgféltig ausgewahlt werden, um diapiebedingte Mortalitat zu reduzieren.
Das Phanomen eines relativ stabilen MC bei einigatienten, verbunden mit einer

kompletten Remission, bedarf weiterhin der Aufkidgu
Das Chimarismus-Monitoring nach Leber-Transplantain (OLT)

Die in diesem Abschnitt dargelegten Arbeiten zurnn@rismus-Analyse nach orthotoper

Leber-Transplantation (OLT) sind das Ergebnis elaegjahrigen Kooperation zwischen der
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Klinik fur Allgemein- Visceral- und Transplantatischirurgie und der Genetischen
Forschungsabteilung des Institutes fir Rechtsmedier Charité [83, 92, 189].

Im Gegensatz zur allogenen SZT spielen Chimarisimadysen nach OLT eigentlich nur

eine untergeordnete Rolle. Makrochimarismen werpliektisch nur beim Auftreten einer

GvHD detektiert, eine relativ seltene aber schwaere meist letale Komplikation mit einem

Vorkommen von 0,5-1%. In einer retrospektiven Stuwdbn Leber-Transplantationen an der
Charite fanden sich 0,3 % der Patienten mit higistth diagnostizierter GvHD, die

einherging mit einem detektierten Makrochimarismiiée Patienten waren resistent gegen
das klassische immunsuppressive Regime der HoclsD@&orticosteroid-Gabe und

verstarben nach Ausbruch der GvHD an Infektion&j.[9

Die Mehrheit der Organ-Transplantations-Empfangeubht eine lebenslange immunsup-
pressive Therapie zur Aufrechterhaltung der Traargpkfunktion. Das Phanomen der
persistierenden Spender-Zellen im peripheren Biutymphknoten und Knochenmark noch
Jahre nach OLT, Mikrochimarismus genannt, soll eRwle bei der Toleranzinduktion
spielen und maoglicherweise zu einer Reduktion degjelRionsepisoden und der
immunsuppressiven Therapie und damit zur Langzk#tefitanz des Transplantates fiihren
[35, 83]. Nach OLT konnten Spenderzellen im penpheBlut des Empfangers nachgewiesen
werden [140, 186]. Dartber hinaus konnte in unssgtedie ein Mikrochimarismus in CD34-
positiven Zellpopulationen gezeigt werden [83], wagekulieren lasst, dass hamatopoetische
Stammzellen aus der Leber in der Friihphase nacéricebsplantation im Knochenmark des
Empfangers anwachsen. Dies wirde bedeuten, dase dellen der HvG (Wirt-Gegen-
Transplantat) Reaktion entkommen sind. Die Patienddne Mikrochimarismus hatten
signifikant mehr Episoden einer akuten Rejektiod brauchten einen hoheren Blutspiegel an
Immunsuppressiva als die Gruppe mit Mikrochimarism[83]. Unsere vorgelegten
Ergebnisse einer zweijahrigen, wesentlich umfaeberen Studie zur Chimarismus-
Detektion gehen noch weiter in ihrer Aussage. &sdn den Schluss zu, dass nicht nur das
bloRe Vorhandensein eines Mikrochimarismus als mwstischer Indikator nach OLT eine
Bedeutung hat, sondern dass vielmehr eine ausrelelldenge an Spenderzellen notwendig

ist, um eine Rolle bei der Toleranzinduktion spiete konnen.

Insbesondere neue immunsuppressive Therapien leedig besseres Posttransplantations-
Uberleben und filhren zu einer wachsenden Zahl ansptantationen. Leider steigt auch die
Frequenz der malignen Erkrankungen nach Transpiantfl41, 194]. Unser beschriebener,

klinischer Fall einer akuten myeloischen Leukandegi Jahre nach OLT, war der erste
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Bericht, der eine transplantatlokalisierte, spegpezifische Leuk&dmie demonstrierte [189].
Dies wurde diagnostiziert durch STR-Analysen vorei8imel-, Leber- und zellseparierten
Leukdmiezellen des Patienten. Zusatzlich wurdenydtagische Veranderungen im

Leukdmieklon mittels STR-Analyse beobachtet. Tretmd blieb ungelost, wann die

leukamische Transformation stattfand. Es gab weden Hinweis auf eine Leukdmie zum
Zeitpunkt des Spendertodes, noch entwickelte eder Kadavernieren-Empfanger eine
Leukdmie. Hamatopoetische Vorlauferzellen kdnnent mer transplantierten Leber

transferiert werden, wie die Studien zum Mikrochiisi@us gezeigt haben. So wird die
Hypothese der leuk&mischen Transformation der sspdzifischen hé&matopoetischen
Vorlauferzellen im Empfanger favorisiert. Die imnswppressive Therapie kann den
leukamischen Progress erleichtert haben. Und rzigletzt muss spekuliert werden, dass die
Gegenwart von spenderspezifischen CD34-Zellen, wieobigen Studien diskutiert, in

Langzeit-Uberlebens-LTX-Empfangern bei der Tolemadaktion Bedeutung haben kénnen.
Sie wurden damit den leukdmischen Progress, tiotr &eduktion der immunsuppressiven

Therapie, ermdglichen.

Ausgewdahlte eigene Publikationen in Kapitel 6

6.5

Massenkeil G*¥Nagy M*, Lawang M, Rosen O, Genvresse |, Geserick G, DoBeArnold
R. Reduced intensity conditioning transplants. Redu intensity conditioning and
prophylactic DLI can cure patients with high-riskuge leukaemias if complete donor
chimerism can be achieved. Bone Marrow Transplama&1: Marz/2003, 339-345.
*Massenkeil and Nagy contributed equal.

6.6

Massenkeil G, Roigas Blagy M, Wille A, Stroszczynski C, Mapara MY, Loening SjrRen

B, Arnold R. Nonmyeloablative stem cell transpldiota in metastatic renal cell carcinoma:
delayed graft-versus-tumor effect is associatetl wltimerism conversion but transplantation
has high toxicity. Bone Marrow Transplantation 3digust/2004, 309-316.

2.4  HLA- und STR-Marker in der evolutionaren Anthro pologie

Das HLA-System ist, wie bereits im Kapitel 1.1 aeféidprt, durch einen extrem hohen
Polymorphismus, ausgepragte Polygenie und einébl@et Vererbung gekennzeichnet, was
auf kein anderes menschliches ErbmerkmalssystemiffizuAufgrund der beschriebenen
Eigenschaften ist das HLA-System sehr gut geeighetVielfalt der ethnischen Identitaten
genetisch zu charakterisieren, die DurchmischungereiPopulation festzustellen und
Hypothesen zum Ursprung sowie zur Richtung und licde#n Dimension von
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Volkerwanderungen abzuleiten. So werden anhandAeiffrequenzen genetische Distanzen
ermittelt, mit denen verwandtschaftliche Beziehumgeon Populationen charakterisiert

werden kénnen.

Der hohe Grad des Kopplungsungleichgewichtes zwisden HLA-Allelen ist ein weiterer

wichtiger Parameter zur Charakterisierung von Paimien. Die Existenz eines
Kopplungsungleichgewichts in einer Population kamzeigen, dass ein bestimmter HLA-
Haplotyp gerade in die Population eingefuhrt wurd@urch Grunder-Effekt oder

Populationsfusion), und seitdem noch nicht genuity VEFgangen ist, ein Gleichgewicht zu
erlangen oder aber, dass diese bestimmte Kombmatmn Allelen durch Selektion

begiinstigt wurde.

In unseren anthropologischen Projekten standenHdi&-Klasse Il Polymorphismen im

Fokus des Interesses. Die evolutiondre Geschichte HLA-Klasse 1l Polymorphismen

reflektiert Selektionsdriicke fir verschiedene Ggnound unterschiedliche genetische
Mechanismen [52]. Der HLA-DRB1 Genort z.B. zeichrsé&¢th durch einen sehr hohen
Polymorphiegrad aus, der aus seiner gro3en Bedguten der Fremdpeptidprasentation
resultiert. Ein weiteres Charakteristikum ist sstarkes Kopplungsungleichgewicht zu den
benachbarten Genorten DQAL1 und DQBJ1, das aus denksezen Abstand von 50 bzw. 70
kb und dem starken Selektionsdruck herrtihrt. Sy tias relative Kopplungsungleichgewicht,
RD, fur die Allelkombinationen DRB1*1501-DQB1*0608 der deutschen Population z.B.
bei 1,0. In 513 bzw. 485 Meiosen des DRB1-DQA1- @A1-DQB1-Abschnittes wurde

nach Begovich et al. [10] kein Rekombinationsersigyefunden, was die enge Kopplung
dieser Gene beweist. Die Kopplung zum DPB1-Lokashisgegen aufgrund des grol3eren
Abstandes der Genorte von 500 kb und der schwatl@slektionsintensitat deutlich geringer
und damit far Populationsstudien nicht in dem MalRelevant. Aufgrund der

aulBergewohnlichen Verteilung der DPB1-Allele in safiedenen Populationsgruppen,
hervorgerufen durch sehr frihe differentielle Setk nach der Separation der
Hauptpopulationsgruppen, ist der HLA-DPB1 Genorerabelbst geeignet, Herkunft und

Migration von distinkten Populationen riickzuverfemg58].

In einem ersten anthropologischen Projekt wurde Wésken populationsgenetischer
Einflusse sowie kultureller und ethnologischer Begdingen auf die Diversitat des Genpools
einer isolierten Bevolkerungsgruppe im Rahmen vontet$uchungen an Yanomami-
Indianern in Siud-Venezuela bearbeitet. Hier existi@in komplexes Netzwerk

verwandtschaftlicher Beziehungen zwischen den Ddrfeals Folge verschiedener
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gesellschaftlicher Szenarien wie Frauentausch,dpalfungen, wechselnde Allianzen bis hin
zu Kriegen zwischen den Dorfern. Der soziale Statuder Gesellschaft ist hauptsachlich
bestimmt durch das Verwandtschaftssystem. Polygigtigveit verbreitet, besonders unter
den Stammesoberhauptern. Die Frauen werden zuauwsgewahlt unter den Schwestern der
ersten Frau. Dieses Kreuz-Cousin Heirats-Systemdist vorherrschende Heiratsregel.

Innerhalb der untersuchten Gruppe, die wahrsclobinion engen mannlichen Verwandten
gegrundet wurde, ist die Y-chromosomale STR-Valité@biextrem eingeschréankt. Parallele

Untersuchungen der autosomalen HLA-DQAL1- und DQB&t8ne zeigten dagegen die

Uberlebensnotwendige Variabilitat an. Sie kann da$ Heiratsverbot fur Verwandte 1.

Grades zuriickgefuihrt werden [162].

In einem zweiten, wesentlich umfangreicheren amblagischen Projekt, in enger
Kooperation mit dem Max-Planck-Institut (MPI) fir ubhanethologie, Andechs-Erling
durchgefuhrt und unterstitzt durch die Chiang Cimg Foundation Taipeh, Taiwan, ging
es um die Problematik der Besiedlungsgeschichte \ksstpazifiks. Grundlage der
Kooperation war die enge Zusammenarbeit mit demden Region tétigen Arzt und

Ethnologen Wulf Schiefenhovel.

Der Kolonialisierung Ozeaniens war eine Vielzahinv8tudien der letzten Jahre mit
linguistischen, archaologischen und anthropologiachind nicht zuletzt auch genetischen
Beweismitteln gewidmet. Es wird angenommen, dass Bkesiedlungsgeschichte dieses
riesigen Gebietes in zwei HauptmigrationsstuferieferDie erste, vor 50.000 bis 60.000
Jahren, beinhaltete die Okkupation von Australierd INeuguinea, die zum damaligen
Zeitpunkt eine zusammenhangende Landmasse, diersmgte Sahul, bildete. Die zweite,
jungere Migrationswelle, begann vor etwa 5.000®300 Jahren, als geschickte Seefahrer
das landwirtschaftlich entwickelte Stdostchina ie&kn und Uber die Philippinen und
Indonesien nach Melanesien migrierten. Polynesigh den letzten Teil der Expansion
gebildet haben, der in der Besiedlung so weit emié¢ Regionen des Pazifiks wie Hawaii,
den Osterinseln und Neuseeland in den letzten 11&6fen fuhrte [11, 12]. Man findet heute
zwei verschiedene linguistische Gruppen in diesehi&, bezeichnet als nichtaustronesisch
sprechende Gruppen (Papua-Sprache) und austrdnepisschende Gruppen (AN), die man

in Melanesien nebeneinander vorfindet.

Die Papua sprechenden Nichtaustronesier bevollkash das gesamte Neuguinea bis auf
einige nordliche und sidostliche KuistenregionenerHund in vielen Inselgebieten

Melanesiens sollen die Papua-Voélker durch die anossisch sprechenden Seefahrer
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verdrangt worden sein. Die austronesische Spractte dariber hinaus in weit entfernten
Regionen wie Taiwan, den Osterinseln, NeuseeladdMadagaskar (Abb. 5), aber auch in so

dichtbevélkerten Gebieten wie Malaysia, Indonesied den Philippinen gesprochen [198].

- Austronesisch sprechende
Populationen (AN) sind tber den
halben Globus verteilt

Taiwan
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Abb. 5: Geographische Lokalisation der untersuchtenPopulationen des Westpazifik;
PNGH = Population des Papua-Neuguinea Hochlandes

In einer ersten Auswertung unseres Projekt zur dglasngsgeschichte des Westpazifiks
standen die Trobriander, ein traditionelles augtsmsth-sprachiges Inselvolk in der
Salomonensee, im Fokus unseres Interesses mitragedtellung: Stammen die Trobriander
aus Sudostasien [126]? In einer Zeit, wo kulturdlederungen bereits zu fundamentalen
sozialen und ©konomischen Verdnderungen gefihrterhabeben die Bewohner der
Trobriand-Inseln auch heute noch wie von den friB#mographen (B. Malinowski 1915-
1918) beschrieben. Im Gegensatz zu ihrer austsotesa Kultur und Sprache, lasst ihre
physische Erscheinung eine Mischung aus beidenriirngpn, Papua und Austronesiern,

vermuten.
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Die HLA-Klasse Il Ergebnisse der Trobriand-Populatizeigen eine sehr eingeschrankte
Variabilitat des HLA-DRB1- und -DPB1-Genortes, wolbesonders letzterer zu 98% das
Asien-spezifische Allel DPB1*0501 zeigt. Diese ktaverminderte Diversitat kann
maoglicherweise eine begrenzte genetische Diverd&izt. begrenzte Zahl der Grunder-
Population reflektieren, gefolgt von einer Bevolkegsexplosion ohne spateren Genfluss aus
der Peripherie. Die HLA Klasse Il Haplotypen dewofrander sind die gleichen, wie die
hauptséachlich in Asien vorkommenden. Die Trobri&wgulation scheint charakterisiert zu
sein durch das Allel-Repertoire der kolonisiertap®ation — moglicherweise Sudostasien —
bei relativ strenger geographischer Isolation. \I60 untersuchten Trobriandern, es wurden
genealogische Daten bis zur dritten Generationdisi¢htigt, gaben nur fiinf von ihnen an,
dass ein Eltern- oder GrofR3elternteil nicht von deobriand-Inseln stammt. Und dies trotz

ihres Austauschsystems wahrend ihrer Seereiserhilbeerte von Kilometern.

In einer noch umfangreicheren Studie zum HLA-KlagkePolymorphismus von acht
distinkten Populationen Asiens bzw. Ozeaniens wukdgsucht, die Herkunft und
Wanderrouten der AN bis in die Salomonensee autmesp [220]. Es wurden Allel-
Heterozygotie-, Haplotyp- sowie Genotypfrequenzearebhnet, das Hardy-Weinberg
Gleichgewicht geprift, genetische Distanzen zwisgadem Populationspaar [138] bestimmt
und phylogenetische Baume auf der Grundlage degh¥%eur-Joining-Methode [53, 168,
183] konstruiert, um die genetischen Beziehungersawen den Populationen aufzuzeigen.
Daneben wurde insbesondere die Frage des ausréahdProbenumfanges diskutiert, da
Probenzahlen adéquater GréfRe von unverwandten idodiv insbesondere in kleinen
Populationen oftmals schwierig zu erreichen sinberaFehler der Probensammlung
(genetische Drift) méglichst ausgeschlossen westdditen. Dazu wurde die Ungleichung zur
Analyse der ProbengroRenanforderung fur STR-Systemeh Chakraborty [29] unter
Annahme eines neutralen Mutationsmodells verwen@digleich man nicht selektive
Neutralitat fur die analysierten HLA-Genorte annennkann, hat die Analyse ausreichende
Hinweise fur die Diskussion des Probenumfanges lymgeEs zeigte sich, dass Allele mit
Frequenzen <5% nur zufallig im Probengut einigetersuchter Populationen gefunden
wurden. Da seltene Allele aber nur sehr wenig zmetjschen Distanz von Populationen

beitragen, ist der Fehler bei der Berechnung gewegn man einige seltene Allele tUbersieht.

Neben den Trobriandern waren wir insbesondere an ewiteren distinkten kulturellen und
sprachlichen Gruppen innerhalb der AN-Populatiomteressiert, den Tolai und den Roro.

Die Tolai sind austronesisch sprechende Bewohner rdigdlichsten New Britain mit
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melanesischem Phanotyp. Die Roro sind eine ausiswuie sprechende Population, vollig

different zur austronesischen Sprache der Trobeamdit dominant papuanischem Phé&notyp
in der Zentralprovinz des sudwestlichen Neuguinageben von papuanischen Populationen.
Um die beiden Hauptgruppen Melanesiens, die aussisch-sprachige und die Papua-
Gruppe zu vergleichen, wurde zusatzlich eine Pdjomliades Papua-Neuguinea-Hochlandes
analysiert. Aulserdem wurden austronesisch spreehogulationen aul3erhalb Melanesiens,
d.h., von Westsamoa und Taiwan und zwei Malayo+pedische Populationen von Java und
Sudborneo in die Untersuchungen einbezogen, ummgieden austronesisch sprechenden

Melanesiern zu vergleichen.

Die Unterschiede in der Allelverteilung zwischenndkulturell &hnlichen austronesisch
sprachigen Populationen der Trobriander und Roron&d wie auch die beschriebenen
deutlichen linguistischen Unterschiede aus eindative frihen Trennung wéahrend der
Migration von Sidost-Asien und einer nachfolgendsrabhangigen Entwicklung dieser
beiden Populationen resultieren. Die Populatiorfsgrdler Trobriand-Insulaner wird mit
25.000, die der Roro mit etwa 6.000 beziffert. Biagedrige effektive Populationsgréf3e kann
zur Fixierung einer geringen Zahl von Allelen fumreleren Frequenz sich durch Isolation

weiter erhoht.

Das Dendogramm unter Einbeziehung aller untersoclitepulationen zeigt eine kurze
Distanz zwischen den beiden AN-Populationen Rowb Trobriander. Beide zeigen eine viel
gréfRere genetische Nahe zu den Bewohnern des 40G@h#ernt liegenden Westsamoas als
zu der nur 400 km nahen Tolai-Population. Dieseclsarakterisiert durch eine typisch
melanesische Verteilung der HLA-Klasse Il Alleleasvsich in der sehr kurzen genetischen
Distanz zu den anderen melanesischen Populatiomelerachlagt [56, 57]. Obwohl die
physische Statur der Trobriander zum Beispiel aufgenetisches Gemisch von Papua- und
AN-Population hinweist, kann dies durch die HLA-Aysen nicht bestétigt werden. Die
Population des Papua-Neuguinea-Hochlandes untédsttsech in starkem Mal3e von allen

anderen untersuchten Populationen.

Die Populationen der Trobriander, Roro, Tolai, V¥astoas sowie der Taiwan-Aborigines
sind charakterisiert durch eine stark reduzierteeBiitat der HLA-Genorte, was die Isolation
der zum Teil traditionell lebenden ethnischen Grippinterstreicht. Die geringe Diversitat
kann allerdings auch das Ergebnis von Allelverlustufgrund von Krankheit oder
Umweltstress sein, mit spaterer direkter positi@alektion als Antwort auf infektiose

Pathogene, die wenige Allele zu hohen Frequenzgpem. Die bekannten Krankheitsmuster
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sind typisch fir endogame Populationen mit tradgiem Lebensstil. So werden die
haufigsten Erkrankungen der Roro- und Trobrianddadn durch Infektionen verursacht.
Der Einfluss dieser Erkrankungen auf die HLA-ANé&rteilung der Populationen ist noch
nicht untersucht. Noch unveroéffentlichte Ergebnizae Malaria-Disposition der Trobriand-
Population (12% der Infektionen sind hier Malarifankungen der meist leichteren Form)
zeigen weder das bekannte, gegen schwere Malatiekpw wirkende HLA-B*53 Allel noch

das von der Aminoséure-Sequenz her ahnliche HLASB3LAIlel bei insgesamt ebenfalls
sehr eingeschrankter Diversitat am HLA-B Lokus. Desluzierte Diversitdt kann damit
sicherlich nicht durch Selektion allein sondern @l Summe aller Einflisse, wie kleine
Grunderpopulation, starke Isolation und ,bottle kegavahrend der Migration und Selektion

erklart werden.

Das vorherrschende ,Asien“-spezifische Merkmal HDRB1*0501 in der Trobriand- und

Roro- Population, neben der von Taiwan und Westsasowie die kurze genetische Distanz
zu den taiwanesischen Aborigines liefern Hinweisaradf, dass der Ursprung der
austronesischen Odyssee Siudostasien war und dasnTanoglicherweise dabei eine

bedeutende Rolle gespielt haben kénnte.

Molekulargenetische Studien in der Anthropologiézee gut charakterisierte Populations-
Stichproben, eine enge Zusammenarbeit zwischenrdpdlogen und molekularbiologisch
arbeitenden Wissenschaftlern, aber vor allem dembkaerten Einsatz unterschiedlicher
genetischer Marker, die moglichst in gleicher Déctdauf die Populationen angewendet

werden, voraus.

In unseren Untersuchungen zur Besiedlungsgeschidbse Westpazifiks wurde erstmals
versucht, diesen Forderungen anndhernd zu entgord@®, 125]. Es wurden erstmalig
nichtkodierende matrilineare HVRI-Regionen und ifagare STR-Regionen des Y-
Chromosoms sowie die kodierende autosomale HLAd€ldsRegion auf Chromosom 6 in
dieser komplexen Studie gemeinsam analysiert. Diesge Untersuchungsansatz umfasste
damit erstmals verschiedene Kompartimente des rhikcsen Genoms mit sowohl
unterschiedlichem Erbgang als auch unterschiedli®ensitivitdt populationsgenetischer

Prozesse.

Mitochondriale DNS (mtDNS) ist ein exzellentes Wskg fur das Studium der
evolutionaren Geschichte des Menschen. Dies reswir allem aus ihrer Evolutionsrate [27,

207, 209], insbesondere der nichtkodierenden Kdé+Region, der hypervariablen Region
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(HVR) | mit einer Mutationsrate von 3.6x2(ro Base und 20-jahriger Generationszeit [82,
148]. Fruhe Studien zum mtDNS Polymorphismus imiffkakonnten eine spezifische
Mutation, die 9 Basenpaar-Deletion zwischen dem M8BCytochromoxydase 1l- und dem
Lysyl-tRNA-Gen, detektieren. Im Pazifik ist dieseelBtion zuséatzlich assoziiert mit einer
Anzahl von spezifischen Einzelbasenaustauschen en ldypervariablen Region des
mitochondrialen Genoms, dem Austausch der BasermACFTan den Positionen 16189,
16217, 16247 und 16261 der mtDNS-Referenz-Sequemz Anderson et al. [4] durch
,CCGT". Diese mtDNS-Substitution ,CCGT", bekanntsgbolynesisches Motiv, wurde in
alten humanen Skelettresten und lebenden Poputatioes Pazifiks [67, 113] gefunden.

Zum Zeitpunkt der Studie waren nur sehr wenige Datm Y-chromosomalen
Polymorphismus in Asien bzw. Ozeanien verfigbare ®iatten nur einen geringen
Informationsgrad und betrafen Y-chromosomale RF[E&5], die Y-chromosomale Alu-
Insertion (YAP) [69, 81] und eine Anzahl von Y-chrosomalen Punktmutationen [177, 217].
Erst durch Underhill et al. [202] wurden 1997 viemformative Y-chromosomale
Punktmutationen in Ozeanien entdeckt. Darlber Isigal es die sich schnell entwickelnden
STR-Marker des Y-Chromosoms zur Untersuchung vonriighen Linien [40, 85, 163, 164].
In unserer Studie wurde ein sieben STR-Systeme ss@af@er Y-chromosomaler Haplotyp
analysiert. Die einzelnen Systeme wurden nach deterlen der hohen genetischen
Diversitat und Verfugbarkeit von weltweiten Verglesdaten ausgewahlt [41, 54, 85) und
besitzen im Vergleich zu den mtDNS- und HLA-Systarea;e mindestens 1000-fach héhere
Mutationsrate von 2 bis 3 x £487], (siche Abb. 2).

Um die genetischen Verwandtschaften der AN-Popdath zu untersuchen, wurden
Individuen von acht geographischen Orten Asiens ded Pazifik zur Untersuchung
ausgewahlt: die bereits beschriebenen AboriginesTaiwan sowie Bewohner Javas, beide
als mogliche Nachkommen der friihen austronesis@iedler, Bewohner des Neuguinea-
Hochlandes als nichtaustronesisch sprechende Nachka einer wesentlich friheren
Expansion, die Roro, Trobriand-Insulaner und Tadés, austronesisch sprechende Bewohner
Melanesiens, die Westsamoaner als polynesischel®igm, sowie die Han-Chinesen als
Reprasentanten einer asiatischen Festland-Populat®e wurden hinsichtlich ihrer

mitochondrialen-, HLA- und Y-chromosomalen Polymagmen analysiert.

Die Sequenzinformationen der mtDNS-Analyse zeigtere hohe Haplotyp-Diversitat bei
den Proben aus China, Java und dem Papua-Neuddowdand, einhergehend mit einem

gréReren Alter dieser Populationen. Im Vergleichudevurde bei allen anderen untersuchten
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Populationen Melanesiens und Polynesiens eine ideutiedrigere Diversitat beobachtet,
was auf evolutionsgenetisch deutlich jingere Pdjouman hinweist. Das polynesische Motiv
mit der 9 Basenpaar-Deletion und der BasentranglaGCGT wurde in den folgenden
Populationen in abnehmender Starke gefunden: Waeetszer, Roro, Trobriander und Tolai.
Keiner der Taiwanesen zeigte dieses Motiv, aber 2Qen den CCAT-mtDNS-Typ, der
sehr haufig in Polynesien auftritt und als Vorfales polynesischen Motivs betrachtet wird
[113, 157]. Dagegen zeigte keine der Papua-Neugtttozhland Proben die 9 Basenpaar-

Deletion oder einen der beschriebenen Kontrollnegtolymorphismen.

Die vollstandige Y-chromosomale, sieben Lokus-Hgdnformation wurde mit einer
durchgangig hohen Diversitat detektiert, was endwecduf eine grofie mannliche
Grunderpopulation hinweist oder alternativ eine i8d#lsing von wenigen mannlichen
Grunderlinien zeigt, denen aber genug Zeit zur Bieierung blieb. Fur alle paarweisen
Populationsvergleiche galt dabei, dass die Intar@adions-Varianz geringer war, als die
Intrapopulations-Varianz. Beeindruckend war die igrolnterpopulations-Differenz der
Samoaner zu allen anderen Populationen und nuiirbed mit der hohen Frequenz der sehr
kurzen Allele im System DYS390, die durch Deletionan der repetitiven Sequenz
charakterisiert sind und in den China-, Taiwan- ulava-Proben nicht auftraten. Eine

Aussage daruber, wo die Mutation entstanden istteonicht getroffen werden [54].

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen HLA-Ergedem zeigte die Haplotyp-Analyse der
HLA-DRB1-DQB1-Loci den haufigsten Haplotypen der ofbfriander und Roro mit
DRB1*08032-DQB1*0601 an. Dieser findet sich hochfrent in Asien und bei den

australischen Aborigines, was auf einen gleichesplding dieser Populationen hindeutet.

Insgesamt ergaben die HLA- und mtDNS-Daten ein iéhes Bild und unterstitzen die
Ansicht, dass die Proto-Polynesier aus einer fridmsatischen Population, mdglicherweise
Taiwan, expandierten. Die hohe Y-Diversitat stehtstarken Gegensatz zu der allmahlichen
Abnahme der mtDNS-Diversitdt, von West nach Ost, s wadglicherweise auf

unterschiedliche Migrationswege von Mannern unduéna zurickgefthrt werden kann.
Unsere Resultate zeigen, dass die demographisclpanEwn der Austronesier einen
.genetischen FuRabdruck® auf den Inseln des Pazifinterlassen hat. Eine einfache
Korrelation zwischen Sprachen und Genen gibt escjechicht. So ergab sich nur eine sehr
geringe genetische Affinitat zwischen der austrmobs sprechenden Java-Population
einerseits und den austronesischen PopulationerRdes, Trobriander und Westsamoas

andererseits, die das polynesische mtDNS-Motiv asidtische HLA-Marker tragen. Und

43



obwohl die Tolai von New Britain zur austronesisti@&prachgruppe gehoren, zeigen sie nur
eine geringe genetische Ahnlichkeit zu den nichit watfernt liegenden austronesischen
Populationen der Roro und Trobriander in Melanesi¥ie bereits beschrieben, sind viele
melanesische Inseln bereits vor der Ankunft der ABkiedelt gewesen. Die soziale
Organisation der Tolai zeigt z.B. viele Elemente, iypisch fur Papua-Gesellschaften sind
[51]. Die austronesische Sprache kénnte durch diepeia-Volker Melanesiens tibernommen
worden sein, um den Handel mit den austronesisbleermankémmlingen zu erleichtern. Die

Y-chromosomalen Daten weisen auf eine massive nddienl Einwanderung auf die

melanesischen Inseln und Kiustenregionen Papua-Nesgusowie Polynesiens hin.

Eines der Probleme, das assoziiert ist mit dema&nder Y-chromosomalen Mikrosatelliten
in der Populationsgenetik, ist die hohe MutatiotesraDiese verhindert, Ereignisse
rickzuverfolgen, die alter als 5.000 bis 8.000 dadind. Idealerweise sollten deshalb die Y-
STR-Analysen kombiniert werden mit langsamer matiden Y-chromosomalen Markern,
wie z.B. biallelen Markern (siehe Abb. 2). VieleueeMarker wurden seitdem entdeckt. So
auch informative Punktmutationen, die in Populagindien des Pazifiks einbezogen werden
kdnnen. Ihre Mutationsraten liegen noch weit udiemen der mtDNS-Region bei meist’10
bis 10° pro Lokus und Generation (Abb. 2). Allgemein lingée so niedrig, dass trotz der
derzeitigen PopulationsgréRe von ca. 6 Milliardeim wiederholtes Auftreten oder die
Umkehr einer gegebenen Mutation unwahrscheinliod.dbamit kdnnen SNPs die Identitét
der Herkunft anzeigen, das heil3t, sie sind geeidir frihe gemeinsame Vorfahren von
Populationen eine Aussage zu treffen. Die Identdés Zustandes hingegen, das sind
populationsgeschichtlich gesehen, ZeitrAume vonigeenTausend Jahren, kann von den

schnell mutierenden Y-STR-Systemen charakterigierten.

In weitergehenden Untersuchungen des Y-Chromosartes breiter Einbeziehung solcher
SNPs fanden Kayser et al. [86, 88] Beweise fur 8opulationsexpansion in Polynesien vor
etwa 2.200 Jahren. Nach den zwei bisher existierertdypothesen Uber die Besiedlung
Polynesiens, dem ,Express-Zug®“ nach Polynesien 18] mit einer frihen und schnellen
Expansion der polynesischen Vorfahren aus Asien katanesien und dem ,Melanesischen
Modell* [147], welches von einer langen Geschicliter kulturellen und genetischen
Interaktionen unter den Sudostasiaten, MelanesiednPolynesiern ausging, wird von Kayser
et al. [86] das Modell des ,langsamen Bootes” veciagen mit einer asiatischen Herkunft
der polynesischen Vorfahren, aber mit einer auleziden Zeit der Vermischung, um erst

danach die Weite des Pazifiks zu kolonisieren.
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Neueste Untersuchungen zur Verteilung zweier Y4tlmsomaler Haplotypen in Sidostasien
und Melanesien einerseits und ihre Abwesenheit ustilien und dem Papua-Neuguinea-
Hochland andererseits, weisen darauf hin, dass Rbulationsexplosion fur beide
Haplotypen vor ca. 4.000 bis 6.000 Jahren mit destranesischen Expansion nach
Melanesien stattgefunden haben muss und die gétlathe Entwicklung von Australien und
Melanesien damit unabhéngig voneinander war. DiEsschatzung steht in vermeintlich
starkem Widerspruch zu unseren autosomalen HLA#Hfigeen, die fur verschiedene
melanesische Populationen und australische Ab@sgaine enge Verwandtschaft aufgezeigt
haben [68, 126, 220]. Dieser Widerspruch lasst sitamit erklaren, dass die Y-
chromosomalen Daten die letzten Tausend Jahre anglger Geschichte von Australien und
Neuguinea reflektieren, wahrend die autosomalen {Hehorte die lange vorausgehende

Periode der gemeinsamen Vorfahren und Geschichrakterisieren.

Fur eine Vertiefung und Prazisierung der HypothemenBesiedlungsgeschichte des Pazifik
erscheint hinsichtlich der HLA-Region die Einbeziag der Klasse | Gene und hier
insbesondere der extrem polymorphe HLA-B Genorraggsant und viel versprechend zu
sein. Er besitzt eine hohe Rekombinationsfrequ&é62,[109], die sich insbesondere in einer
hohen Intralokus-Rekombination zeigt. Die im Kabel von uns nachgewiesenen neuen
HLA-B Allele [74, 76, 137] sind héchstwahrscheilidadurch entstanden. So kann das Allel
B*5613 des Patienten nordafrikanischer Herkunftriéme Intralokus-Rekombination im
Exon 3 aus dem Allel B*5601 und den Allelen B *446@er B*4501 entstanden sein, die
einen sehr langen Sequenzabschnitt mit dem nedehg&imeinsam aufweisen. Dieses Allel
und seine Entstehungsgeschichte konnten fur didilRBesiedlung von Interesse sein. Das
B*56 Merkmal ist evolutionsbiologisch ein sehr altdLA-Merkmal, das z.B. mit sehr hoher
Frequenz in australischen Aborigines und im Hodhlaon Papua-Neuguinea vorkommt
[79]. Andererseits kdnnen die anthropologischerdigtu moglicherweise einen Beitrag zur
Aufklarung der Entstehungsgeschichte dieses Allglsten. Die durch uns etablierte neue
Methodik der Kurzstreckensequenzierung mittels 8sgaencing” [47] kann dabei hilfreich

sein, noch vorhandenes, stark degradiertes Proltenat@n die Studie einzubeziehen.

Ausgewdahlte eigene Publikationen in Kapitel 6

6.7

Hagelberg E, Kayser Mjlagy M, Roewer L, Zimdahl H, Krawczak M, Lio P, Schiefénbl
W. Molecular genetic evidence for the human sewletmof the Pacific: analysis of
mitochondrial DNA, Y chromosome and HLA markers.il@®ophical Transactions of the
Royal Society of London, Series B, Biological Sces 354: Januar/1999, 141-152.
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6.8

Zimdahl H, Schiefenhtvel W, Kayser M, Roewer Nlagy M. Towards understanding the
origin and dispersal of Austronesians in the Sollons®a: HLA class Il polymorphism in
seven distinct populations of Asia-Oceania. Eurape@urnal of Immunogenetics 26:
Dezember/1999, 405-416.

2.5 HLA- und STR-Marker in der forensischen Genetik

Das Arbeitsgebiet der Forensischen Genetik befasktmit der Untersuchung biologischer
Spuren und ihrer Zuordnung zu SpurenverursacherrSirafprozess, der Identifizierung
unbekannter Toter und der Abstammungsbegutachtongivilrechtlichen und privaten

Auftrag.

Die molekulargenetischen Identifizierungsmethodedear Forensik befanden sich zu Beginn
der DNS-Ara zun&chst im rechtsfreien Raum. Im Dz 988 wurde sie das erste Mal zur
Uberfiihrung eines Beschuldigten in Deutschland esiatgt. Aber erst im September 1990
fallte der Bundesgerichtshof ein Grundsatzurteds dlie DNS-Analyse zur Aufklarung
schwerer Verbrechen als Beweismittel zulieR. 19@2dfdie erste Massenanalyse in der
Bundesrepublik zur Aufklarung eines Mordes statsté&Fehlanalysen fuhrten zum Beschluss
des Bundesgerichtshofes, dass der genetische &buyack nicht als ausschliel3liches
Beweismittel verwendet werden darf. Grol3te Anstoeiggn wurden deshalb hinsichtlich der
Standardisierung der RFLP-Methodik unternommenfibote unsere Arbeitsgruppe DNS-
Analysen mit der chemisch synthetisierten Oligorokb-Sonde (GTG) einer optimalen
Multilokus-Fingerprint-Sonde fur humane DNS [2, 1,78 Multizentrenstudien durch [18,
95]. Des Weiteren erfolgten Untersuchungen zur $isoteen Stabilitdt und Mutationsrate
[142] und zur statistischen Auswertung von DNS-Empgints mittels eines genetischen
Faktorenmodells [94].

Zeitgleich erlangte das HLA-System aufgrund seimemusragenden Polymorphismus grol3e
Bedeutung bei der Klarung komplexer Abstammungsfalnd der Identifizierung von
Individuen im Rahmen der forensischen SpurenkuAdle.Kriterien, die an ein genetisches
System fur die volle forensische Anerkennung gkstelurden, wie die bekannte
chromosomale Position (Kapitel 1.1), ein gesichdftidgang, eine geringe Neumutationsrate,
eine reproduzierbare Nachweistechnik (Kapitel 2wgren erfullt. Neben dem hohen
Polymorphiegrad hatte das HLA-System zu dieser &@i¢é Reihe von weiteren Vorteilen.
Ursprunglich von klinischer Notwendigkeit bestimmiar die HLA-Region sehr gut studiert

worden und gehorte zu den am besten erforschtemfteg des menschlichen Genoms.

46



Internationale  Kooperationen filhrten zur schnellddntwicklung standardisierter
Typisierungsmethoden. Bereits Anfang der neunzigghre wurde ein umfangreiches
Ringversuchs- und Akkreditierungssystem fur die HL#bore auf nationalem und
europaischem Niveau aufgebaut, das die Laborechitish der Einhaltung der Standards fur
Histokompatibilitdit  entsprechend ihrer ~ Anwendungelohe, wie z.B. der
Abstammungsbegutachtung, im dreijahrigen Rhythmiftgp Diese herausragende Stellung
des HLA-Systems, insbesondere aber der schnelka&inler PCR-Technik in routinemafige
Typisierungsstrategien der hochpolymorphen Gengtéadestinierten es am Anfang der

Neunziger Jahre auch fur den Einsatz im Strafpsozes

Das erste kommerziell vertriebene PCR-System waHiA-Kit, das HLA-DQA1-System,
mit einer sehr bescheidenen Anzahl von Allelen. Haés wurden aufgrund der
wissenschaftlich weit fortgeschrittenen HLA-PCR-duSTR-Technik in unserem Labor
bereits die hochpolymorphen HLA-DRB1 und -DPB1-8yst sowie die STR-Systeme
D12S66/67 und DYS19 in die Spurenanalyse und Abstamgsbegutachtung eingefiihrt [18,
95, 127, 128]. Die Systeme waren evaluiert, lokad¢enbanken erstellt und Delta-Werte als
Parameter flr das Kopplungsungleichgewicht zwiscHéA-DRB1 und -DPB1 von uns
ermittelt [123, 124, 162]. Die Wahrscheinlichkedass zwei unverwandte ménnliche
Individuen zuféllig den gleichen ,héaufigsten komienten Genotyp“ besitzen, lag fur diese
PCR-Strategie schon bei 1 auf 11 Millionen. Studien HLA-DRB1- und -DPB1-Analyse
ergaben eine hohe Sensitivitat der verwendeten 868-Systeme mit einer Nachweisgrenze
von weniger als 1 ng. Bei PCR-Produkten vé8& Basenpaaren war diese Methodik auch
fur degradierte DNS anwendbar. Selbst in DNS-Misgjam konnten die HLA-DRB1 Allele

bis zu einem Mischungsverhéltnis von 1:10 nochaitig nachgewiesen werden [219].

Erst nach dem Beschluss des Bundesverfassungdgsrich Jahre 1995, in dem auf der
Grundlage der Strafprozessordnung (StPO) § 8ladiesit wurde, dass die Probe des
Beschuldigten nur im nichtkodierenden Bereich dBiSDuntersucht und mit Spurenmaterial
verglichen werden darf, wurde die HLA-Analyse awsndStrafprozess verdrangt. Danach
wurden grof3e Anstrengungen hinsichtlich Standadislg und Kommerzialisierung von

STR-Systemen unternommen. So befasste sich die KoWSnission der ,International

Society for Forensic Haemogenetics® erstmals 1987dem Einsatz von STR Systemen [9]
in der Forensik. Es folgten Richtlinien der ,Intational Society for Forensic Genetics
(ISFG)" fir mitochondriale DNS-Typisierungen [28]r Y-chromosomale STR-Systeme [61,

66] und zur Problematik der Interpretation von aotoalen Mischspuren [63].
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Im Jahre 1997 wurde die DNS-Analyse erstmals per se@e dem
Strafverfahrensanderungsgesetz (StVAG, 8§ 81 deD)StBeregelt. Bereits Anfang 1998
wurde eine bundesweite Gen-Datei beim BKA eingéeigtiie im September 1998 durch das
.DNA-Identitats-Feststellungsgesetz® legalisiert rde. Es regelt die Speicherung,
Verarbeitung und Nutzung der erhobenen DNS-Datezhrfdch modifiziert, liegt es nun seit
2005 in der novellierten Form vor. Es durfen nunmale Tatortspuren ohne richterlichen
Beschluss untersucht und DNS-Proben vom Beschaldightnommen werden, wenn er
mehrere minderschwere Straftaten begangen hatbBahinaus wurde auch die so genannte

Reihenuntersuchung auf eine gesetzliche Grundlagesi.

Nachdem anfangs nur finf STR-Systeme in die deatsghn-Datei eingegeben werden
konnten, wurde die Zahl, nicht zuletzt aufgrund Harmonisierungsbestrebungen innerhalb
Europas, sehr schnell auf 16 autosomale STR-Sysehi#ht. Weitere Harmonisierungen
sind vorgesehen, da nur durch eine enge Abstimmuodgdurch Schaffung von européaischen
Standards ein wirkungsvoller Schutz der Bevolkeruagr gefahrlichen Straftaten

gewabhrleistet ist. Im Februar 2007 kam es zur EHmggder Innenminister der EU, die

Kooperation bei automatisierten Informationsabdier; wie den Ergebnissen von DNS-

Tests, auf die gesamte Européische Union auszuweite

Im Gegensatz zum beschriebenen Einsatz der DNSys@ain Strafprozess ist der Einsatz
der DNS-Analyse im Zivilverfahren lange weder gekett noch von wissenschaftlichen
Gremien geregelt worden. Erst im Jahre 2002 wuideDeutschland Richtlinien erstellt
[158], die die DNS-Analyse auch als alleiniges @aren in der Abstammungsbegutachtung
erlaubten. Eine gesetzliche Grundlage fir die DNfalgse im Zivilverfahren gibt es bis
heute nicht. Anfang 2007 stellte das Bundesverfagsgericht jedoch in seinem Urteil auf
eine Verfassungsbeschwerde klar, dass mit einemmlicken Vaterschaftstest das
informationelle Selbstbestimmungsrecht des Kindesletzt wird und damit heimlich
vorgenommene Vaterschaftstests rechtswidrig und Bdsveismittel vor Gericht nicht

verwertbar sind.

Das kleinste aller Chromosomen, das Y-Chromosomhtsschon lange im Fokus des
Interesses (siehe auch Kapitel 2.4). Es gibt eimglz&hl von Y-chromosomalen STR-
Systemen [89]. Sie haben den immensen Vorteil géganautosomalen Systemen, dass sie
bei Sexualdelikten, den in der Regel stark unte@ésgntierten mannlichen Anteil in der
Mischspur ohne zuséatzlichen und mit Verlusten vedamen, differentiellen Lyseschritt

eindeutig charakterisieren kénnen [136, 166]. Sonke in einem Vergewaltigungsfall auch
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nach differentieller Lyse einer Mischprobe mit Beit und Spermazellen kein mannliches
autosomales Profil erstellt werden. Mittels Y-chamomaler STR-Analyse konnte aber ein 7-
Lokus Haplotyp ermittelt werden, der mit einem datverdachtigen Ubereinstimmte [166].
In einem anderen Fall wurde eine mannliche Persegew Vergewaltigung seiner Freundin
zu mehrjdhriger Haft verurteilt. Nachdem die aufvater Initiative durchgefuhrte Y-
chromosomale Analyse des noch nicht in die Unténgng einbezogenen
Vaginalsekretausstrichs einen Y-chromosomalen Hwgpdém ergab, der nicht mit dem
Verurteilten Ubereinstimmte, wurde die Wiederaufaldes Verfahrens erreicht (Fall aus der

eigenen Gutachtertatigkeit).

Mehrfachvergewaltigungen bleiben aber auch mitYd@hromosomalen Haplotyp-Analyse
problematisch in ihrer Auswertung, da es sich umpletgpmischungen handelt. Wolf et al.
[212] interpretierten mathematisch diese Y-chromuoslen DNS-Mischungen. Es wurde eine
Adaptation der existierenden Theorie von Mischupngskellationen auf die haploide
Situation prasentiert. Die Simulationen, vorgenomraghand der YHRD-Datenbank, weisen
darauf hin, dass Y-Haplotypen fiur die Unterschegdurewischen mannlichen
Spurenverursachern und Nichtverursachern nichtrnakse pradestiniert zu sein scheinen.
Das Prinzip der haplotypspezifischen Extraktionshbr auf das HLA-System des
Chromosoms 6 (siehe Kapitel 2.1) in diversen eigeBteidien angewendet, konnte hier einen
Ausweg aus der Problematik darstellen. Noch un¥emdfchte eigene Studien zur Isolation
und Charakterisierung eines erweiterten molekul&teplotypen auf Chromosom 6, wurden
auf der 85. Jahrestagung der Deutschen Geselldthd&techtsmedizin, ,DNA in Forensics",
Innsbruck 2006, vorgestellt. So zeigten die SNPd @TR-Analysen in unterschiedlicher
Distanz vom HLA-B Genort (maximal 70 kb in sowohl} &ls auch 5’-Richtung), eine
eindeutig homozygote Konstellation der vor HSE feggoten DNS-Probe. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass es mdglich ist, einen égvten molekularen Haplotypen mittels
HSE zu isolieren. Eine erste MachbarkeitsstudieHSIE von Y-Haplotypen war bereits sehr
hoffnungsvoll. So gelang es uns, aus einer Mischmmgier mannlicher DNS-Proben mit
unterschiedlichen Y-chromosomalen Haplotypen geten gewlnschten STR-Haplotypen
mittels HSE zu isolieren und mittels Multiplex-Y-BJAnalyse zu charakterisieren. Fir die
HSE wurde ein Y-SNP genutzt. Der unerwiinschte Hgplavar gar nicht oder nur deutlich

schwacher nachweisbar.

Auf die Populationsabhangigkeit Y-chromosomaler ldigpen wurde bereits im Abschnitt

1.2 und 2.4 eingegangen.
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Auf X-chromosomale STR-Analysen [112, 192, 193¢ ol Defizienzfallen, in Vaterschafts-
Fallen mit mehreren nahen Blutsverwandten, in lh#féddlen und auch in Fallen von

Mutterschaftstests einen erheblichen Beitrag Iejstell hier nicht naher eingegangen werden.

Der Tsunami Uber Stdost-Asien im Jahre 2004 restdtin einer Massenkatastrophe nie da
gewesenen Ausmalies. Hier war die aul3erordentlaf®egDpferzahl von 250.000 verknupft
mit weiteren hohen Anforderungen an die Opfer-Idiation [187]. Die Auswertung dieser
Katastrophe fiihrte zu vielfaltigen Diskussionen euntden forensischen Genetikern und
Pathologen Uber eine bessere Vorbereitung der mgsbaftichen Gemeinschaft auf
Ereignisse dieses AusmalRes und letztlich zur Eitarigevon nationalen und internationalen
Richtlinien der Opfer-ldentifikation nach Masserdsitophen Http://www.interpol.int/
Public/DisasterVictim/default.a¥p[22, 24, 199]. In den nunmehr vorliegenden Ricln

der ISFG [153] werden Anleitungen fur forensischebare fur den Fall einer

Massenkatastrophe gegeben. Die Arbeiten zur Optimgeund Validierung eines vollstandig
automatisierten DNS Praparationsverfahrens in degrisik bis hin zur Knochenaufarbeitung
[133], dargelegt in Kapitel 2.2, waren ein eigehkéiner Beitrag zu dieser besonderen
Problematik. Eine Darstellung und Einschatzung derzeit existierenden Hochdurchsatz
DNS-Praparationsverfahren wurde im eigenen Buctdzeith ,Molecular Forensics” gegeben
[136].

Bleibt die Frage, wo bei dieser Vielzahl von hocpéndlichen und mehr oder weniger
individualspezifischen STR Systemen die HLA-Analyse der Abstammungs- und
Spurenbegutachtung einzuordnen ist. Sie wird hautenoch in Strafprozessen richterlich
angeordnet, wenn es in ,Altfallen um den Abgleifriherer Spurenergebnisse geht. In
unserem Institut sind 20% der Abstammungsbegutagetu Defizienzfalle. Viele dieser
Falle kdénnen nur unter Einbeziehung der HLA-Analygelost werden, d.h., bei der
Abstammungsbegutachtung von problematischen Deafifidlen sowie Fallen mit STR-
Mutationen Dbleibt die HLA-Analyse mit niedriger Mionsrate und hoher
individualspezifischer Aussage eine wichtige Meth#4, 130]. Voraussetzung dafir ist das

Vorhalten der HLA-Analyse auf h6chstem methodisciineau.

Die Detektion einer Vielzahl von individualspezdien Informationen aus biologischen
Materialien ist eine wesentliche Aufgabe der foigeigen Genetik. Die Grundlage dafur wird
bereits im ersten Schritt, der Probenvorbereitgedggt. In Kapitel 2.2 wurde bereits auf die
Testung verschiedener DNS-Praparationsverfahregegangen. So ist es uns durch diverse

Studien zur Spurenvorbereitung und Zell-Lyse getumglie gesamte Breite der forensischen
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Proben von Blutspuren uber Zigarettenkippen bisemnzelnen Haaren mit dem gleichen
Protokoll zu bearbeiten und der automatischen Etitna zuzufiihren. Einzige Ausnahmen

fur ein veréndertes Lyseprotokoll sind telogenerda&permaspuren und Knochenmehl, die
danach ebenfalls der automatischen DNS-Extraktiogefilhrt werden [133, 136]. Aus

Studien mit definierten Zellproben konnte bereiis DNS, die aus drei Zellen isoliert wurde,

ein komplettes STR-Profil aus 9 STR-Systemen Mrsterden [133]. Die Suche nach einer
weiteren Verbesserung der Nachweisgrenze des DNfBygeverfahrens fihrte zur

Gesamtgenom-Amplifikation. Die in unseren Studiearwendete WGA-Methode mittels

GenomiPhi DNA Amplification Kit fuhrte wie in Kapmt 2.2 ausfihrlich beschrieben zu

heterozygoten Imbalancen und Allelverlusten. Eifisté&ndiges STR Profil ohne allelische

Imbalance, die Basis fir eine akkurate forensisshalyse, konnte auch durch Einsatz von
gepoolter WGA-DNS fiur den Niedrig-DNS-Bereich niehnteicht werden [134].

Je sensitiver die Methoden werden, umso wichtigeein sicheres Laborkontrollsystem. So
werden in unserem Labor definierte Zellsets zwiach® und 10.000 Zellen aus dem
Chiméarismus-Monitoring nach SZT taglich genutzt, dim automatische Extraktion bis hin
zur STR-Analyse auf ihre Sensitivitat hin zu Ubéfen. Alle Bearbeitungsstufen vom
Probeneingangsbereich bis zur Gutachtenerstelllergem als unabhéangiger Doppelvorgang
gefuhrt. Damit konnen menschliche Fehler auf einniMum reduziert werden, ganz

ausschlieRen wird man sie leider nie konnen [133].1

Ausgewdahlte eigene Publikationen in Kapitel 6

6.3

Nagy M, Otremba P, Kriger C, Bergner S, Anders P, HerBkérinz M, Roewer L.
Optimization and validation of a fully automatedicsi-coated magnetic beads purification
technology in forensics. Forensic Science Inteomati 152: August/2005, 13-22.

6.4

Nagy M, Rascon J, Massenkeil G, Ebell W, Roewer L. Evanaof whole-genome
amplification of low-copy-number DNA in chimerisrmalysis after allogeneic stem cell
transplantation using STR marker typing. Electrapbs 27: August/2006, 3028-3037.
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3 AbschlieRende Diskussion und Ausblick

Die Etablierung der PCR-Methodik in der Medizin ffighzu einer Revolutionierung der
Analysemdglichkeiten polymorpher Regionen. Hochpuwyphe STR-Marker haben eine
neue Ara in der Forensik begriindet, der PCR-géstitachweis der HLA-Polymorphismen
hat den Antigen-Nachweis in der Transplantationsimofogie weitgehend verdrangt und
beide DNS-Polymorphismen haben die Populationsdenfgreifend verandert. Die
transplantationsrelevanten HLA-Regionen werdenimeutal3ig fir die Spender/Empfanger-
Auswahl sequenziert, Abstammungsbegutachtungenekdje nach Fall durch Anwendung
von STR- und HLA-Systemen geldst werden. SelbsBdlgontaktspuren kdnnen Hinweise
auf Personen am Tatort geben. Die Sensitivitat RN6-Préaparations- und STR-Analyse-
Verfahren ist enorm hoch. Drei Zellen oder 20 pgDéies Spurenlegers am Tatort reichen
aus, um routinemafig ein STR-Profil zu erstellend uden Tatverdachtigen als
Spurenverursacher festzustellen. Y-chromosomale-BibRle weisen eindeutig ménnliche
Taterprofile in Sexualdelikten nach.

Obwohl die STR-Analyse nicht prospektiv unterschaidkann zwischen gesunden
Leukozyten des Empfangers oder Zellen des begimmelaikdamischen Rezidivs, haben die
Ergebnisse zum zellartspezifischen Chimarismus-kdong nach SZT deutlich gemacht,
dass persistierende oder wiedererscheinende Engfglign ein nahendes Rezidiv bereits
weit vor dem Kklinischen Befund anzeigen. Immunmatehde Therapien konnten gut

dokumentiert werden.

Chiméarismus-Analysen von Leukozytensubpopulatioseliten deshalb ein Bestandteil der
monatlichen Verlaufskontrollen von Patienten mitcHasiko-Leukamien bis zu einem Jahr
nach Transplantation sein. Bei Patienten mit MC dirhendem Rezidiv, sowie bei Patienten
unter Immuntherapie sollte generell ein engmasshigenn notwendig sogar wochentliches,
linienspezifisches Chimarismus-Monitoring durchdetiwerden. Dartber hinaus sollten die

Knochenmarkpunktate generell einem CD34-spezifisdlenitoring unterzogen werden.

Auch bei der allogener SZT im Kindesalter stellemn@arismus-Analysen einen wichtigen
Bestandteil des Posttransplantations-Monitorings &air zwei wesentliche Grunderkran-
kungen der padiatrischen SZT, der ALD und der Farémamie sind die dargelegten
Ergebnisse zum Chimarismus-Monitoring einzigarfigpisierungen von Subfraktionen, wie
den Vorlauferzellen bei Leukdmien, die Ausgangspeier malignen Transformation sind,

waren auch hier aussagekraftiger als eine Gesdmizalyse aller nukledren Zellen,
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zumindest in der Frihphase nach Transplantatiamsiehtlich des Abstof3ungsrisikos und der
Transplantatfehlfunktion ist die Analyse der T-Zgplezifischen Population bei allen
Patientengruppen aufschlussreich. Viele noch offeregen, wie die nach der Bedeutung
eines MC vor allem in den T-Zellkompartimenten B&D und Fanconi-Anéamie, bedirfen

der Untersuchung eines noch grof3eren Patientekkiofie

Im Gegensatz zur allogenen SZT spielen ChiméarisAmaysen nach OLT eigentlich nur
eine untergeordnete Rolle. Makrochiméarismen wurdeaktisch nur beim Auftreten einer
GvHD detektiert. Das Phanomen der persistierendegnder-Zellen im peripheren Blut,
Mikrochimarismus genannt, noch Jahre nach OLT, l@mindeutig nachgewiesen werden.
Seine Rolle bei der Toleranzinduktion wurde hirneied diskutiert. Die vorgelegten
Ergebnisse lassen sogar den Schluss zu, dass michtlas blo3e Vorhandensein eines
Mikrochiméarismus als prognostischer Indikator n&dhT eine Bedeutung hat, sondern dass
vielmehr eine ausreichende Menge an Spenderzetibmendig ist, um eine Rolle bei der
Toleranzinduktion spielen zu kdnnen. Hier sind emgichende Studien notwendig, und es
bleibt die Frage, ob das Verhéltnis von Spended Empfangerzellen zueinander oder die

eigentliche Spenderzellmenge die entscheidende Rpiélt.

Der beschriebene, klinische Fall einer akuten mgelen Leukamie, drei Jahre nach OLT,
war der erste Bericht, der eine transplantatlolatis, spenderspezifische Leukamie
demonstrierte, diagnostiziert durch STR-Analysen @peichel-, Leber- und zellseparierten
Leukdmiezellen des Patienten. Trotzdem blieb urmsgelowann die leuk&mische

Transformation stattfand. Hamatopoetische Vorléagigen kdnnen mit der transplantierten
Leber transferiert werden, wie die Studien zum Mdkimarismus gezeigt haben. So wird die
Hypothese der leukamischen Transformation der syepdzifischen hamatopoetischen

Vorlauferzellen im Empfanger favorisiert.

Die Anwendung der hochpolymorphen molekulargenk&éacHLA- und STR-Marker in der
Populationsgenetik, am Beispiel der Besiedlungdgebte des Pazifik, hat ein sehr
komplexes Bild gezeichnet und gezeigt, dass futei®arlegungen tUber Weg, Zeit und
Raum von Vodlkerwanderungen nur das Ergebnis linigalser, archaologischer,
anthropologischer, kultureller und weiterfihrendeslekulargenetischer Untersuchungen, die
hier in enger Kooperation mit Anthropologen und h4etkern erstellt wurden, sein kann. Die
ermittelten genetischen Daten unter Einsatz valhterschiedlich mutierender Systeme und
unterschiedlichen Vererbungslinien gaben Aufschliss die Geschichte von Populationen,

die das heutige Erscheinungsbild der Pazifikbewopge@éormt haben.

53



Die Identifizierungsmethoden in Transplantationsumwmliogie, Anthropologie und Forensik

entwickeln sich weiter.

Die durch uns etablierte neue Methodik der Kurz&aesequenzierung mittels
Pyrosequencing' fir HLA-Marker ist besonders fiir den Hochdurchsgeeignet. Damit
konnen genetische Risikofaktoren komplexer Erkraglem auf Chromosom 6, aber auch
Populationsstudien, die HLA-Genotypisierungen graRehorte notwendig machen, relativ
hochauflosend analysiert werden. Die physikalissgparation von HLA-Allelen erméglichte
die Extraktion einer sehr langen Sequenzregionseills mit den jeweiligen Exon- und
Intronabschnitten. Zwei neue HLA-B Allele konntenne den sonst fir den Nachweis neuer
Allele vorgeschriebenen Klonierungsschritt erstneasleutig detektiert werden.

Die SNP-Technologie ist auch im forensischen Lamgekommen. Der praktische Vorteil
autosomaler SNP-Analysen in der Forensik besteht altem in der kirzeren DNS-
Zielsequenz, der Nachteil in der niedrigen Hetegotigrate. Die theoretische Verfugbarkeit
von Tausenden von Markern und ihr Potential flreeklhochdurchsatz-Testung wie der
Mikroarray-Technologie machen sie trotz alledememer beachtenswerten Typisierungs-
strategie in der Forensik. Vor allem die Katastepes World Trade Center hatte zur raschen
Entwicklung der SNP-Multiplex-Analyse in der FordnR23, 60] gefuhrt, um noch weitere,
mit den Mini-STR-Systemen nicht mehr identifiziedda sterbliche Uberreste zu
identifizieren [102]. SNP-Multiplexe werden aber dee in der Forensik noch in der
Chiméarismus-Analyse die STR-Analyse verdrangersidaveder deutlich informativer noch
sensitiver als die beschriebenen STR-Verfahren. #kodl die Vorteile spezifischer SNPs in
der Populationsgenetik wurde hinreichend eingegange

Die Gesamtgenom-Amplifikation ist eine aussichtdrei Methode, um groRe Mengen an
DNS aus Proben limitierter DNS-Menge zu generiei2ie. Nachweisgrenze der WGA zur
Erlangung eines vollstandigen STR-Profils lag b@d Jpg. Darunter wurden heterozygote
Imbalancen und Imbalancen zwischen verschiedenam, lAdlelverluste und zusatzliche
Allele detektiert. Gill et al. [62] demonstrierteim einem anschaulichen Modell, dass
heterozygote Imbalance und Allelverlust haupts&bhdine Folge des stochastischen Effektes
der molekularen Pre-PCR Selektion ist, d.h. dielZ#dr DNS-Molekile, die nach der
Amplifikation produziert werden, sind vor allem eirFunktion der Zahl der Ausgangs-
Molekule am Start. Damit liegt der kritischste Pudkr PCR-basierten Analyse im Niedrig-
DNS-Bereich in der DNS-Isolierung selbst, die sel\hoch gereinigte DNS wie mdglich
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erbringen muss. Auf unsere Bestrebungen, die DN®&kxon deshalb erfolgreich zu

optimieren, wurde bereits eingegangen.

Ein weiteres neues Kapitel der Forensik ist bergitdgeschlagen worden, das der
molekulargenetischen Kodierung von phanotypisciddormationen von Individuen wie z.B.
Haar-, Augen- und Hautfarbe. In Rotterdam ist esgm diese Fragestellungen ein Institut
fur Forensische Molekularbiologie eingerichtet wewd Die erste Euphorie Uber das
genetische Phantombild hat sich jedoch gelegt, daoh erste wissenschaftliche Ergebnisse
darlegten, wie komplex die genetische Kodierungtbarer Merkmale ist. Andererseits steht
der Einsatz dieser zukinftigen Informationen in pelizeilichen Ermittlung im drastischen
Widerspruch zur derzeitigen deutschen Gesetzestige 8§ 8la der StPO, die die

Untersuchung von DNS nur im nichtkodierenden Béreidaubt.

Die Moglichkeit der physikalischen Separation volkelen kénnte nicht nur bei der HLA-
Typisierung von mehrdeutigen Genotypen eine neuweDsion erreicht haben und HLA-
Haplotyp-Analysen ohne Familienstudien in Krankbestsoziations- und anthropologischen
Arbeiten in Aussicht stellen, sondern auch in dereRsik zusatzlich Informationen aus den
problematischen Mischspuren ermdglichen. Was file &/ereinfachung, wenn es mdglich
ware, alle wesentlichen Spurenkomponenten einechdpur separat isolieren zu konnen.
Insbesondere die Y- und mtDNS-Haplotyp-Analyse insdflungen ware damit sehr
erfolgreich zu l6sen. Exemplarisch wurde eine &twadif dem kurzen Arm des Chromosoms
6 durchgefihrt, die sehr lange Sequenzabschnitteselgarierten Allele fur nachfolgende
Typisierungsstrategien vorlegte. Eine erste Madtétmstudie zur Extraktion eines Y-
chromosomalen Haplotypen aus mannlichen DNS-Misgearund deren Charakterisierung

Uber eine Y-STR-Multiplex-Analyse liegen bereitg.vo
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4 Abkurzungsverzeichnis

ALD X-chromosomalédrendeukalystrophie

ALL Akute L ymphatischd.eukamie

AML Akute Myeloischel eukamie

AN Austranesische Sprachgruppe (austronesisch sprechend)

bp Basemaare

CcC CompleteChimerism, nur Spenderzellen nachweisbar

CML ChronischeM yeloischel eukamie

CODIS Combined DNA Index System des FBI der Vereinigten Staaten von

Amerika mit 13 STR-Systemen (D3S1358, VWA, FGA, D&%,
D21S11, D18S58, THO1, D13S317, D7S820, CSF1PO, BA®S
D5S818, TPOX)

DNS Desoxyribamukleinsaure

DLI DonorL ymphocytel nfusion (Spender Lymphozyten Infusion)

GvHD Graft versusHostDisease (Transplantat-Gegen-Wirt-Erkrankung)
GvH Graft versusHost (Transplantat-Gegen-Wirt-Reaktion)

GvL Graft versusL eukemia Effekt (Transplantat-Gegen-Leukemie-Effekt)
GvT Graft versusTumor Effekt (Transplantat-Gegen-Tumor-Effekt)

HLA Humaned. eukozyteantigen System

HSE haplotypspezifischeExtraktion

HvG hostversusgraft (Wirt gegen Transpantat - Reaktion)

HVR HypewariableRegion

ISFG I nternationaSociety forForensicGenetics

kb Kilobasen

MC Mixed Chimerism, Zellen von Spender und Empfanger nacthaeis
MDS MyelodysplastischeSyndrom

MHC major histocompatibilitycomplex (Haupthistokompatibilitatskomplex)
MPI M ax-Planckd nstitut

MRD Minimal ResidueDisease (minimale Resterkrankung)

MRT Magnetesonantomographie

MtDNS mitochondrialeDNS

ng Nanayramm
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NCC
OLT
PCR

Pg
RIC-SZT

RFLP
RSP
SBT
SNP
SSO
SSP
StPO
STR
SZT
VNTR
WGA

Nierercellcarcinom
Orthotopel ebetransplantation
PolymeraseChain Reaction (Polymerasekettenreaktion)

Pikogramm

SZT nach dosisreduziertem Konditionierwuagsne Reducedntencity

conditioning)

RestrictionFragmentL engthPolymorphism

RestrictionSite Polymorphism

SequencdasedTl yping

Single NucleotidePolymorphism

Sequencespecific Oligonucleotide Typing
Sequencespecific Primer

Strafprozessrdnung

Short TandemRepeats (Kurze tandemartige Wiederholungen)
Stamneelltransplantation nach Hochdosiskonditionierung
VariableNumber ofTandemRepeats

Whole GenomeAmplification

57



10.

11.

12.

13.

Literaturverzeichnis

Ahmadian A, Gharizadeh B, Gustafsson AC, SterkMyen P, Uhlen M, Lundeberg J
(2000) Single-nucleotide polymorphism analysis byopequencing. Anal Biochem
280: 103-110.

Ali S, Muller CR, Epplen JT (1986) DNA finger pring by oligonucleotide probes
specific for simple repeats. Hum Genet. 74: 239-243

Amato RJ (2000) Chemotherapy for renal cell canciaoSemin Oncol 27: 177-186.

Anderson S, Bankier AT, Barrell BG, de Bruijn MHo@son AR, Drouin J, Eperon IC,
Nierlich DP, Roe BA, Sanger F, Schreier PH, Smith Ataden R, Young IG (1981)
Sequence and organization of the human mitochdrgkr@ome. Nature 290: 457-465.

Ayas M, Al-Jefri A, Al-Mahr M, Rifai S, Al-SeraihfA, Tbakhi A, Mustafa M, Khairy A,
Moussa E, Igbal A, Shalaby L, EI-Solh H (2005) Stesfl transplantation for patients
with Fanconi anemia with low-dose cyclophosphamaahel antithymocyte globulins
without the use of radiation therapy. Bone Marroansplant 35: 463-466.

Bader P, Beck J, Frey A, Schlegel PG, Hebarth Hnddeetinger R, Einsele H,
Niemeyer C, Benda N, Faul C, Kanz L, NiethammeKIngebiel T (1998) Serial and

guantitative analysis of mixed hematopoietic chisrarby PCR in patients with acute
leukemias allows the prediction of relapse aftdoganeic BMT. Bone Marrow

Transplant 21: 487-495.

Bader P, Klingebiel T, Schaudt A, Theurer-Mainka Mandgretinger R, Lang P,
Niethammer D, Beck JF (1999) Prevention of relapspediatric patients with acute
leukemias and MDS after allogeneic SCT by early unotherapy initiated on the basis
of increasing mixed chimerism: a single center eepee of 12 children. Leukemia 13:
2079-2086.

Bader P, Duckers G, Kreyenberg H, Hoelle W, KersL&hg P, Greil J, Niethammer D,
Beck J, Klingebiel T (2002) Monitoring of donor tehimerism for the detection of
relapse and early immunotherapeutic interventioraénte lymphoblastic leukemias.
Ann Hematol 82: 25-27.

Bar W, Brinkmann B, Budowle B, Carracedo A, Gilllncoln P, Mayr W, Olaisen B
(1997) DNA recommendations. Further report of thdADCommission of the ISFH
regarding the use of short tandem repeat systemnd.llegal Med 110: 175-176.

Begovich AB, McClure GR, Suraj VC, Helmuth RC, &N, Bugawan TL, Erlich HA,
Klitz W (1992) Polymorphism, recombination, andkkge disequilibrium within the
HLA class Il region. J Immunol 148: 249-258.

Bellwood P (1989) The colonization of the Pacisame current hypotheses. In: Hill
AVS, Serjeantson SW (Hrsg) The Colonization of Beeific: A Genetic Trail. Oxford
University Press, 1-59.

Bellwood P (1995) Austronesian Prehistory in SoagitéAsia: Homeland, Expansion
and Transformation. In: Bellwood P, Fox JJ, Tryon(iBrsg) The Austronesians.
Canberra: Australia National University, 96-111.

Bergstrom TF, Erlandsson R, Engkvist H, JosefsspBrich HA, Gyllensten U (1999)
Phylogenetic history of hominoid DRB loci and adielinferred from intron sequences.
Immunol Rev 167: 351-365.

58



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Bertheas MF, Lafage M, Levy P, Blaise D, Stoppa AWiens P, Mannoni P,
Maraninchi D (1991) Influence of mixed chimerism the results of allogeneic bone
marrow transplantation for leukemia. Blood 78: 3B186.

Blaise D, Bay JO, Faucher C, Michallet M, Boiron,J&houfi B, Cahn JY, Gratecos N,
Sotto JJ, Francois S, Fleury J, Mohty M, Chaban@omilger K, Gravis G, Viret F,
Braud AC, Bardou VJ, Maraninchi D, Viens P (200&4dRced-intensity preparative
regimen and allogeneic stem cell transplantatioraftvanced solid tumors. Blood 103:
435-441.

Blin N, Stafford DW (1976) A general method for lestion of high molecular weight
DNA from eukaryotes. Nucleic Acids Res 3: 2303-2308

Bodmer WF (1992) HLA 1991. In: Tsuji K, Aizawa MaSazuki T (Hrsg) HLA 1991.
Proceedings of the 11th International Histocompl#ibWorkshop and Conference.
Oxford: University Press, Vol. 1, 7-15.

Bohm I, Krawczak M, Nurnberg P, Hampe J, HundriekdP6che H, Peters C, Slomski
R, Kwiatkowska J, Nagy M, Popperl A, Epplen J-T, h®odtke J (1993)
Oligonucleotide DNA Fingerprinting: Results of a MiCenter Study on reliability and
validity. Exs 67: 257-260.

Boulad F, Gillio A, Small TN, George D, Prasad \Wrdk-Castanza J, Regan AD,
Collins N, Auerbach AD, Kernan NA, O'Reilly RJ (Z)0Stem cell transplantation for
the treatment of Fanconi anaemia using a fludaeabased cytoreductive regimen and
T-cell-depleted related HLA-mismatched peripherdbold stem cell grafts. Br J
Haematol 111: 1153-1157.

Bregni M, Dodero A, Peccatori J, Pescarollo A, Bedn M, Sassi |, Voena C, Zaniboni
A, Bordignon C, Corradini P (2002) Nonmyeloablatigenditioning followed by
hematopoietic cell allografting and donor lymphecyinfusions for patients with
metastatic renal and breast cancer. Blood 99: 4234-

Brinkmann B, Klintschar M, Neuhuber F, Huhne J, fRBI(1998) Mutation rate in
human microsatellites: influence of the structund &ngth of the tandem repeat. Am J
Hum Genet 62: 1408-1415.

Budimlija ZM, Prinz MK, Zelson-Mundorff A, Wiersemg Bartelink E, MacKinnon G,
Nazzaruolo BL, Estacio SM, Hennessey MJ, Shaler (R@M3) World Trade Center
human identification project: experiences with indual body identification cases.
Croat Med J 44: 259-263.

Budowle B, Planz J, Campbell R, Eisenberg A (208M)Ps and microarray technology
in forensic genetics: development and applicatmmitochondrial DNA. Forensic Sci
Rev 16: 22-36.

Budowle B, Bieber FR, Eisenberg AJ (2005) Forermspects of mass disasters:
strategic considerations for DNA-based human idieation. Leg Med (Tokyo) 7: 230-
243.

Butler JM, Shen Y, McCord BR (2003) The developmeitreduced size STR
amplicons as tools for analysis of degraded DNPRokEnsic Sci 48: 1054-1064.

Cadavid LF, Watkins DI (1997) Class | Genes in NamaAn Primates. In: Blancher A,
Klein J, Socha WW (Hrsg) Molecular Biology and Ewtdn of Blood Group and MHC
Antigens in Primates. Springer Verlag, Berlin, Helerg, New York, 340-357.

59



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.

Cann RL, Stoneking M, Wilson AC (1987) Mitochondii2NA and human evolution.
Nature 325: 31-36.

Carracedo A, Bar W, Lincoln P, Mayr W, Morling N|asen B, Schneider P, Budowle
B, Brinkmann B, Gill P, Holland M, Tully G, Wilsol (2000) DNA commission of the

international society for forensic genetics: guides for mitochondrial DNA typing.

Forensic Sci Int 110: 79-85.

Chakraborty R (1992) Sample size requirements doiressing the population genetic
issues of forensic use of DNA typing. Hum Biol 84:1-159.

Chakraborty R, Kimmel M, Stivers DN, Davison LJ,KaeR (1997) Relative mutation
rates at di-, tri-, and tetranucleotide microsdeelloci. Proc Natl Acad Sci USA 94:
1041-1046.

Chandler D, Tinschert S, Lohan K, Harrop K, Goldbla Nagy M, Hummel S, Braun
H-S, Laing N, Nurnberg P (2001) Refinement of tH&romosome 5p locus for
craniometaphyseal dysplasia. Hum Genet 108: 394-397

Childs R, Epperson D, Bahceci E, Clave E, Barreft@9) Molecular remission of
chronic myeloid leukaemia following a non-myelodba allogeneic peripheral blood
stem cell transplant: in vivo and in vitro eviderioea graft-versus-leukaemia effect. Br
J Haematol 107: 396-400.

Childs R, Chernoff A, Contentin N, Bahceci E, SechpuD, Leitman S, Read EJ,
Tisdale J, Dunbar C, Linehan WM, Young NS, Bardegf2000) Regression of metastatic
renal-cell carcinoma after non-myeloablative allugje peripheral-blood stem-cell
transplantation. N Engl J Med 343: 750-758.

Chung DT, Drabek J, Opel KL, Butler JM, McCord BE(Q4) A study on the effects of
degradation and template concentration on the &ogilon efficiency of the STR
Miniplex primer sets. J Forensic Sci 49: 733-740.

Crosbie OM, Reynolds M, McEntee G, Traynor O, HegdE, O'Farrelly C (1999) In
vitro evidence for the presence of hematopoietnstells in the adult human liver.
Hepatology 29: 1193-1198.

Dapprich J, Cleary MA (2000) Patent application20&L0031467 and EU00984206.3,
Generation Biotech, Lawrenceville, NJ and Princéfoiversity, Princeton, NJ.

Dapprich J, Cleary MA, Gabel HW, Akkapeddi A, IgehB, Turino C, Beaudet L,
Lian J, Murphy NB (2006) A rapid, automatable methor molecular typing. In:

Hansen JA (Hrsg) Imunobiology of the Human MHC. d&exdings of the 13th
International Histocompatibility Workshop and Camfiece, IHWC 2001. IHWG Press,
Seattle, WA, USA: Vol. 2, 93-96.

Dausset J (1954) Leuko-agglutinins. IV leukoaggius and blood transfusion. Vox
Sang 4: 190-198.

Dausset J (1958) Iso-leuko-anticorps. Acta haefal 26-166.

Deka R, Jin L, Shriver MD, Yu LM, Saha N, BarranikesChakraborty R, Ferrell RE
(1996) Dispersion of human Y chromosome haplotygeesed on five microsatellites in
global populations. Genome Res 6: 1177-1184.

De Knijff P, Kayser M, Caglia A, Corach D, Fretwdl| Gehrig C, Graziosi G, Heidorn
F, Herrmann S, Herzog B, Hidding M, Honda K, JopliM, Krawczak M, Leim K,
Meuser S, Meyer E, Oesterreich W, Pandya A, Par¢pRenacino G, Perez-Lezaun A,

60



42.

43.
44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Piccinini A, Prinz M, Schmitt C, Schneider PM, SailR, Teifel-Greding J, Weichhold
G, Roewer L (1997) Chromosome Y microsatellites:pyiation genetic and
evolutionary aspects. Int J Legal Med 110: 134-149.

De Lima M, Bonamino M, Vasconcelos Z, Colares Mamond H, Zalcberg |, Tavares
R, Lerner D, Byington R, Bouzas L, da Matta J, Aty C, Carvalho L, Pires V,
Barone B, Maciel C, Tabak D (2001) Prophylactic @otymphocyte infusions after
moderately ablative chemotherapy and stem cellsplantation for hematological
malignancies: high remission rate among poor prsgnaatients at the expense of graft-
versus-host disease. Bone Marrow Transplant 27:873-

Diamond JM (1988) Express train to Polynesia. Na886: 307-308.

Ebeling V, Roewer L, Nagy M (1995) Ein isolierteugchluld im HLA-DRB1-System:
ein Fallbeispiel aus der Paternitatsbegutachtury. Jahrestagung der Deutschen
Gesellschaft fir Rechtsmedizin, Aachen.

Ebeling V (1997) Zur Methode der nichtradioaktivBeNS-Sequenzierung von PCR-
Produkten des HLA-DRB1-Genortes. Dissertation, Mimikche Fakultat Charité der
Humboldt-Universitat Berlin.

Elhasid R, Ben Arush MW, Katz T, Gan Y, ShechteSémi |, Postovsky S, Reisner Y,
Rowe JM (2000) Successful haploidentical bone marm@nsplantation in Fanconi
anemia. Bone Marrow Transplant 26: 1221-1223.

Entz P, Nurnberg P, Toliat MR, Hampe J, Nagy M 0&0 New Strategies for Efficient
Typing of HLA-Class Il Loci DQB1 and DRB1 using PgequencingTM. Tissue
Antigens 65: 67-80.

Entz P (2006) Strategien zur HLA Typisierung mitrédequencingTM. Dissertation,
Fakultat Ill, Prozesswissenschaften der Technisthewersitat Berlin.

Entz P, Blaumeiser B, Betz RC, Lambert J, Seymon&iffelshoven S, Hanneken S,
Kruse R, Nurnberg P, Nagy M, N6then MM (2006) Irigetion of the HLA-DRB1
locus in alopecia areata. Eur J Dermatol 16: 368-36

Epplen C, Frank G, Gomolka M, Nagy M, Nurnberg BplEn J-T (1994) Dinucleotide
repeat polymorphism in the IL2 and IL5RA genes. HJol Genet 3: 679-685.

Epstein AL (1991) Tolai. In: Hays TE (Hrsg) Encygtadlia of world cultures. Boston,
MA, Oceania, Hall&Co, Vol. Il, 333-336.

Erlich HA, Gyllensten UB (1991) Shared epitopes am&iLA class Il alleles: gene
conversion, common ancestry and balancing seledtiomunol Today 12: 411-414.

Felsenstein J (1989) Phylip-Phylogeny Inferencek®ge (ZVersion 3.2). Cladistics 5:
164-166.

Forster P, Kayser M, Meyer E, Roewer L, Pfeiffer Benkmann H, Brinkmann B
(1998) Phylogenetic resolution of complex mutatlofeatures at Y-STR DYS390 in
aboriginal Australians and Papuans. Mol Biol Evel 1108-1114.

Fu Y, Liu Z, Lin J, Chen W, Jia Z, Pan D, Xu A (B)(Extensive polymorphism and
different evolutionary patterns of intron 2 wereendified in the HLA-DQB1 gene.
Immunogenetics 54: 761-766.

Gao X, Bhatia K, Trent RJ, Serjeantson SW (1992AHDR, DQ nucleotide sequence
polymorphisms in five Melanesian populations. Tesguntigens 40: 31-37.

61



S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Gao X, Serjeantson SW (1992) Analysis of 2600 HLR;DQ haplotypes in Asia-
Oceania. In: Tsuji K, Aizawa M, Sasazuki T (Hrsd)A11991. Proceedings of the 11th
International Histocompatibility Workshop and Cameiece. Oxford: University Press,
Vol. 2, 229-232.

Gao X, Veale A, Serjeantson S (1992) AB1: a noveAHDPB1 allele found in one
third of an Australian population. Immunogenetiés 84-66.

Geserick G, Nagy M (2000) Analyse hochpolymorphearkér. In: Kulozik AE, Hentze
MW, Hagemeier C, Bartram CR (Hrsg) Molekulare Madiz Grundlagen-
Pathomechanismen-Klinik. Walter de Gruyter, Berhiew York, 197-204.

Gill P (2001) An assessment of the utility of smglucleotide polymorphisms (SNPs)
for forensic purposes. Int J Legal Med 114: 204:210

Gill P, Brenner C, Brinkmann B, Budowle B, Carraged, Jobling MA, de Knijff P,
Kayser M, Krawczak M, Mayr WR, Morling N, Olaisen Bascali V, Prinz M, Roewer
L, Schneider PM, Sajantila A, Tyler-Smith C (200DNA Commission of the
International Society of Forensic Genetics: recomaagions on forensic analysis using
Y-chromosome STRs. Forensic Sci Int 124: 5-10.

Gill P, Curran J, Elliot K (2005) A graphical sination model of the entire DNA
process associated with the analysis of short tan@geat loci. Nucleic Acids Res 33:
632-643.

Gill P, Brenner CH, Buckleton JS, Carracedo A, Kecamk M, Mayr WR, Morling N,
Prinz M, Schneider PM, Weir BS; DNA commission bk tinternational Society of
Forensic Genetics (2006) DNA commission of the rimadonal Society of Forensic
Genetics: Recommendations on the interpretatianinfures. Forensic Sci Int 160: 90-
101.

Grey HM, Kubo R, Colon SM (1973) The small subuwofitHLA-A antigens is beta-2-
microglobulin. J Exp Med 138: 1608-1612.

Gu X, Nei M (1999) Locus specificity of polymorphatleles and evolution by a birth-
and-death process in mammalian MHC genes. Mol Bwoll 16: 147-156.

Gusmao L, Butler JM, Carracedo A, Gill P, KayserMayr WR, Morling N, Prinz M,
Roewer L, Tyler-Smith C, Schneider PM; DNA Commussiof the International
Society of Forensic Genetics (2006) DNA Commissibrthe International Society of
Forensic Genetics (ISFG): an update of the recordatems on the use of Y-STRs in
forensic analysis. Forensic Sci Int 157: 187-197.

Hagelberg E, Clegg JB (1993) Genetic polymorphismprehistoric Pacific islanders
determined by analysis of ancient bone DNA. Praa Bti 252: 163-170.

Hagelberg E, Kayser M, Nagy M, Roewer L, Zimdahl Krawczak M, Lio P,
Schiefenhével W (1999) Molecular genetic evidenoethe human settlement of the
Pacific: analysis of mitochondrial DNA, Y chromoserand HLA markers. Phil Trans
R Soc Lond Biol Sci 354: 141-152.

Hammer MF (1994) A recent insertion of an alu eletman the Y chromosome is a
useful marker for human population studies. MollBiwol 11: 749-761.

Hampe J, Valentonyte R, Manaster C, Teuber M, dbrftss Entz P, Nagy M, Schreiber
S (2004) Nonelectrophoretic method for high-thrqughHLA-DRB1 group genotyping.
Biotechniques 36: 148-151.

62



71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Hancock JP, Goulden NJ, Oakhill A, Steward CG (30Q@antitative analysis of
chimerism after allogeneic bone marrow transplamtatusing immunomagnetic
selection and fluorescent microsatellite PCR. Leulkel7: 247-251.

Hellebrand M, Nagy M, Mérsel JT (1998) Determinataf DNA traces in rapeseed oli.
Z Lebensm Unters Forsch A 206: 237-242.

Hentschke P, Barkholt L, Uzunel M, Mattsson J, V@3, Pisa P, Martola J, Albini N,
Wernerson A, Soderberg M, Remberger M, Thérne Agién O (2003) Low-intensity
conditioning and hematopoietic stem cell transg@aon in patients with renal and colon
carcinoma. Bone Marrow Transplant 31: 253-261.

Heymann GA, Hoppe B, Nagy M, Schoenemann C, Kiedewel, Salama A (2005)
B*4440: a novel HLA-B allele identified by sequersgecific oligonucleotide
hybridization and sequence-specific amplificatidissue Antigens 65: 195-198.

Holtkemper U, Rolf B, Hohoff C, Forster P, BrinknmaB (2001) Mutation rates at two
human Y-chromosomal microsatellite loci using snpalbl PCR technigques. Hum Mol
Genet 10: 629-633.

Hoppe B, Heymann GA, Schoenemann C, Nagy M, Kiedewel, Salama A (2004)
Description of a novel HLA-B allele, B*5613, idefitid during HLA-typing using

sequence-specific oligonucleotide hybridization as®tjuence-specific amplification.
Tissue Antigens 64: 616-618.

Hughes AL, Nei M (1988) Pattern of nucleotide sitbgbn at major histocompatibility
complex class | loci reveals overdominant selectidature 335: 167-170.

Hughes AL, Nei M (1989) Nucleotide substitutionnadjor histocompatibility complex
class Il loci: evidence for overdominant selectiBroc Natl Acad Sci USA 86: 958-962.

Imanishi T, Akaza T, Kimura A, Tokunaga K, Gojobdri(1991) Allele and haplotype
frequencies for HLA and complement loci in variaibnic groups. In: Tsuji K, Aizawa
M, Sasazuki T (Hrsg) HLA 1991. Proceedings of thdthl International
Histocompatibility Workshop and Conference. Oxfodthiversity Press, Vol. 1, 1065-
1220.

Jeffreys AJ, Wilson V, Thein SL (1985) Hypervariabiinisatellite' regions in human
DNA. Nature 314 67-73.

Jobling MA, Tyler-Smith C (1995) Fathers and soite Y chromosome and human
evolution. Trends Genet 11: 449-456.

Jobling MA, Hurles ME, Tyler-Smith C (2004) The digity of the human genome. In:
Jobling MA, Hurles ME, Tyler-Smith C (Hrsg) Humandtutionary Genetics. Garland
Science press, New York, Abingdon, 50, 45-86, 123-1

Junge G, Neumann UP, Joka M, Nagy M, Neuhaus Rgret&in JM, Neuhaus P (2002)
Microchimerism in Patients after Orthotopic Liverahsplantation: A prognostic
indicator? Transplant Proc 34: 1542-1543.

Kaneoka H, Lee DR, Hsu KC, Sharp GC, Hoffman RWO)SSolid-phase direct DNA
sequencing of allele-specific polymerase chain trea@mplified HLA-DR genes.
Biotechniques 10: 30-34.

Kayser M, de Knijff P, Dielties P, Krawczak M, Nad@y, Zerjal T, Pandya A, Tyler-
Smith C, Roewer L (1997) Applications of microshteibased Y chromosome
haplotyping. Electrophoresis 18: 1602-1607.

63



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Kayser M, Brauer S, Weiss G, Underhill PA, RoewgBthiefenhovel W, Stoneking M
(2000) Melanesian origin of Polynesian Y chromossnt@urr Biol 10: 1237-1246.

Kayser M, Roewer L, Hedman M, Henke L, Henke JuBre5, Kriger C, Krawczak M,
Nagy M, Dobosz T, Szibor R, De Knijff P, Stonekirld, Sajantila A (2000)
Characteristics and frequency of germline mutatiahsmicrosatellite loci from the
human Y chromosome, as revealed by direct observatifather/son pairs. Am J Hum
Genet 66: 1580-1588.

Kayser M, Brauer S, Weiss G, Schiefenhovel W, UnilePA, Stoneking M (2001)
Independent histories of human Y chromosomes fromlakksia and Australia.
Am J Hum Genet 68: 173-190.

Kayser M, Kittler R, Erler A, Hedman M, Lee AC, Maiddin A, Mehdi SQ, Rosser Z,
Stoneking M, Jobling MA, Sajantila A, Tyler-Smith (@004) A comprehensive survey
of human Y-chromosomal microsatellites. Am J Hunm&er4: 1183-1197.

Khazand M, Peiberg C, Nagy M, Sauermann U (1999)x-MQ-DRB haplotype
analysis in the rhesus macaque: evidence for a eaunolb different haplotypes
displaying a low allelic polymorphism. Tissue Ardits 54: 615-624.

Knowlton RG, Brown VA, Braman JC, Barker D, Schurdw, Murray C, Takvorian T,
Ritz J, Donis-Keller H (1986) Use of highly polynpbic DNA probes for genotypic
analysis following bone marrow transplantation.@&l®8: 378-385.

Kohler S, Pascher A, Junge G, Sauer IM, Nagy Mg@8emann C, Koch M, Neumann
U, Pratschke J, Neuhaus P (2007) Graft versusdiesase after liver transplantation - a
single center experience and review of literatuneer Transplantation, Submitted.

Kratzin H, Yang CY, Gotz H, Pauly E, Kolbel S, EQ&, Thinnes FP, Wernet P,
Altevogt P, Hilschmann N (1981) Primarstruktur mehigher Histokompatibilitats-
antigene der Klasse Il. 1.Mitteilung Aminoséauresaguder N-terminalen 198 Reste der
a-Kette des HLA-DW?2,2; DR2,2-Alloantigens. Hoppe-f#g\¢ Z Physiol Chem 362:
1665-1669.

Krawczak M, Bockel B (1992) A genetic factor modet the statistical analysis of
multilocus DNA fingerprints. Electrophoresis 13-10.

Krawczak M, Bohm I, Nurnberg P, Hampe J, Hundriekd?6che H, Peters C, Slomski
R, Kwiatkowska J, Nagy M, Popperl A, Epplen J-Th®datke J (1993) Paternity

Testing With Oligonucleotide Multilocus Probe (CAIXGTG)5: A Multi-Center Study.

Forensic Sci Int 59: 101-117.

Krawczak M (2001) Forensic evaluation of Y-STR lmaypgbe matches: a comment.
Forensic Sci Int 118: 114-115.

Krivit W, Lockman LA, Watkins PA, Hirsch J, ShapiteG (1995) The future for
treatment by bone marrow transplantation for adearnk@dystrophy, metachromatic
leukodystrophy, globoid cell leukodystrophy and ldusyndrome. J Inherit Metab Dis
18: 398-412.

Krivit W, Aubourg P, Shapiro E, Peters C (1999) Bomarrow transplantation for
globoid cell leukodystrophy, adrenoleukodystropigtachromatic leukodystrophy, and
Hurler syndrome. Curr Opin Hematol 6: 377-382.

Lantermann A, Hampe J, Kim WH, Winter TA, Kidd Malyy M, Fdlsch UR, Schreiber
S (2002) Investigation of HLA-DPA1 genotypes asdmtors of inflammatory bowel

64



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

disease in the German, South African and South &omopulations. Int J Colorectal
Dis 17: 238-244.

Lawler SD, Baker MC, Harris H, Morgenstern GR (1p&2ytogenetic studies on
recipients of allogeneic bone marrow using the@@omosomes as markers of cellular
origin. Br J Haematol 56: 431-443.

Lutz C, Massenkeil G, Nagy M, Neuburger S, TammRdsen O, Doérken B, Arnold R
(2007) Prophylactic donor lymphocyte infusions teeyent relapse in adult acute
lymphoblastic leukemias after allogeneic hematapoistem cell transplantation.
Haematologica. Submitted.

Marchi E (2004) Methods Developed to Identify Vi of the World Trade Center
Disaster. Am Lab 30-36.

Marsh SG, Albert ED, Bodmer WF, Bontrop RE, DupBntErlich HA, Geraghty DE,

Hansen JA, Mach B, Mayr WR, Parham P, Petersdorf E&¢azuki T, Schreuder GM,
Strominger JL, Svejgaard A, Terasaki Pl (2002) Nochegure for factors of the HLA
system, 2002. Eur J Immunogenet 29: 463-515.

Martinez-Laso J, Moscoso J, Zamora J, Martin-VMa Lowy E, Vargas-Alarcon G,
Serrano-Vela JI, Gomez-Casado E, Arnaiz-Villena 2004) Different evolutionary
pathway of B*570101 and B*5801 (B17 group) allelegsed in intron sequences.
Immunogenetics 55: 866-872.

Massenkeil G, Nagy M, Lawang M, Rosen O, Genvress&eserick G, Dorken B,
Arnold R (2003) Reduced intensity conditioning splants. Reduced intensity
conditioning and prophylactic DLI can cure patienigh high-risk acute leukaemias if
complete donor chimerism can be achieved. Bonedaliransplant 31: 339-345.

Massenkeil G, Nagy M, le Coutre P, Heine F, RoserDGrken B, Arnold R (2004)
Nonmyeloablative stem cell transplantation in pasewith ALL and AML results in
low nonrelapse mortality despite high rate of itifaes and GvHD. Hematol J 5: 395-
402.

Massenkeil G, Roigas J, Nagy M, Wille A, StroszeiinC, Mapara MY, Loening S,
Doérken B, Arnold R (2004) Nonmyeloablative steml ¢einsplantation in metastatic
renal cell carcinoma: delayed graft-versus-tumdeatfis associated with chimerism
conversion but transplantation has high toxicitgnB Marrow Transplant 34: 309-316.

Massenkeil G, Nagy M, Neuburger S, Tamm |, Lutz L@, Coutre P, Rosen O,
Wernecke KD, Dérken B, Arnold R (2005) Survival eaft reduced-intensity
conditioning is not inferior to standard high-dosenditioning before allogeneic
haematopoietic cell transplantation in acute leakas. Bone Marrow Transplant 36:
683-689.

McAdam SN, Boyson JE, Liu X, Garber TL, Hughes Agntrop RE, Watkins DI
(1994) A uniquely high level of recombination aétHLA-B locus. Proc Natl Acad Sci
USA 91: 5893-5897.

McCann SR, Lawler M (1993) Mixed chimaerism; deatattand significance following
BMT. Bone Marrow Transplant 11: 91-94.

Mc Sweeney PA, Niederwieser D, Shizuru JA, SandmBM, Molina AJ, Maloney
DG, Chauncey TR, Gooley TA, Hegenbart U, Nash RadiBh J, Wagner JL, Minor S,
Appelbaum FR, Bensinger WI, Bryant E, Flowers MEeo@es GE, Grumet FC, Kiem
HP, Torok-Storb B, Yu C, Blume KG, Storb RF (200Hematopoietic cell

65



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.
124.

125.

126.

transplantation in older patients with hematologialignancies: replacing high-dose
cytotoxic therapy with graft-versus-tumor effed@sood 97: 3390-3400.

Meier-Sundhausen G, Roewer L, Nagy M, Geserick @8] HUMARA and HPRT -
Extensive characterization of two polymorphic X-@imosomal Short Tandem Repeat
systems for Forensic Applications. 77. Jahrestagieig Deutschen Gesellschaft fur
Rechtsmedizin, Hannover.

Melton T, Peterson R, Redd AJ, Saha N, Sofro ASttikon J, Stoneking M (1995)
Polynesian genetic affinities with Southeast Agsapulations as identified by mtDNA
analysis. Am J Hum Genet 57: 403-414.

Mhashilkar AM, Doebis C, Seifert M, Busch A, Zanj 800 Hoo J, Nagy M, Ritter T,
Volk H-D, Marasco WA (2002) Intrabody-mediated pbgmic knockout of major

histocompatibility complex class | expression imtan and monkey cell lines and in
primary human keratinocytes. Gene Ther 9: 307-319.

MHC sequencing consortium (1999) Complete sequemck gene map of a human
major histocompatibility complex. Nature 401: 92439

Miller SA, Dykes DD, Polesky HF (1988) A simple tgad) out procedure for extracting
DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Rés11215.

Mital MK, Curtis A, Spencer V, Barge D, Skinner R9Q9) Delayed engraftment and
mixed chimerism after HLA-identical sibling donoivB in Fanconi anaemia. Bone
Marrow Transplant 24: 201-204.

Moser HW (1995) Adrenoleukodystrophy: phenotypenagies, pathogenesis and
therapy. Brain 120: 1485-1508.

Moss D, Harbison SA, Saul, DJ (2003) An easily mated, closed-tube forensic DNA
extraction procedure using a thermostable proteinasJ Legal Med 117: 340-349.

Mullis KB, Faloona FA (1987) Specific synthesis BDNA in vitro via a polymerase
catalyzed chain reaction. Methods Enzymol 155: 336-

Nagy M, Menzel GR, Coutelle C, Scholz D, Ander$SEidel D (1990) HLA-DR typing
using RFLP's: Retrospective study after living lagntransplantation. Compendium
European Histocompatibility Conference, Strasbolif-158.

Nagy M, Mayr WR, Menzel GR (1991) HLA-DR: Serologyersus Restriction
Fragment Length Polymorphism. Vox Sang 61: 59-61.

Nagy M, Roewer L (1992) Die PCR-Analyse. AnnilJ8arav Med 9: 145-152.

Nagy M, Roewer L, Nurnberg P, Bockel B, Krawczak GEserick G (1995) Strategies
in paternity testing and forensic case work - thei@é experience. In: Jacob B, Bonte
W (Hrsg) Advances in Forensic Sciences, Verlagkaster, Berlin Vol. 6: 90-94.

Nagy M, Zimdahl H, Shailer NFJ, Hagelberg E, Kayb&r Roewer L, Medicus G,
Schiefenhével W (1996) Zur Besiedlungsgeschichter de&robriandinseln-
Molekularbiologische Analyse der HLA-Region sowieitonhondrialer und Y-
chromosomaler Sequenzen. 2. Kongrel3 der Gesellsih&nthropologie, Berlin.

Nagy M, Zimdahl H, Kriger C, Anders P, Kayser M,eRer L, Schiefenhdével W
(1997) Are the Trobrianders emigrants of South-Easia? In: Charron D (Hrsg)
Genetic diversity of HLA. Functional and Medical pfication, EDK, Sévres, France,
Vol 2, 185-188.

66



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.
139.

140.

Nagy M (1998) DNA-Multilokus-Polymorphismen. In: BeG, Nagy M, Walimuth R,
Wegener S (Hrsg) Technisches Handbuch Histokompidtib& Immungenetik,
Erlangen, S 235-238.

Nagy, M (1998) Paternitatsdiagnostik. In: Bein Gag{ M, Walimuth R, Wegener S
(Hrsg) Technisches Handbuch: Histokompatibilitdih®&nungenetik, Erlangen 209-211.

Nagy M, Massenkeil G, Anders P, Hahne C, Kriige©O€emba P, Arnold R, Geserick
G (2000) Short tandem repeat analysis to monitonetism after allogeneic stem cell
transplantation. In: Sensabaugh GF, Lincoln PJis@aB (Hrsg) Progress in Forensic
Genetics 8. Proceedings of the 18th InternatiosfH Congress, San Francisco,
Elsevier Science B.V. Amsterdam, 561-563.

Nagy M, Roewer L, Waltz H, Geserick G (2000) Dedizzfalle - hochste Anspriiche an
die Abstammungsbegutachtung. Wissenschatftliche igager Arbeitsgemeinschatft fur
Abstammungsbegutachten in der Bundesrepublik Delatsd, Hamburg.

Nagy M, Massenkeil G, Lawang M, Anders P, Hahn&figer C, Otremba P, Arnold

A (2003) Leukocyte chimerism monitoring of highkilgukemia patients after stem cell
transplantation and adoptive immunotherapy. Ina®&th H, Pragst F (Hrsg) Beitrdge
des Wissenschaftlichen Symposiums Rechtsmedizistsét@ift fir Gunther Geserick

zum 65. Geburtstag. Verlag Dr. Dieter Helm, Hepmambh 49-60.

Nagy M, Otremba P, Dapprich J, Roewer L (2004) &liel-spezifische Separation von
HLA-Genotypen. Tagung der AG der SachverstandigemAbstammungsgutachten in
der BRD e.V. und der Deutschsprachigen Arbeitsgeuppler ISFG, Leipzig.

Nagy M, Otremba P, Krtger C. Bergner S, Anders éndke B, Prinz M, Roewer L
(2005) Optimization and validation of a fully autated silica-coated magnetic beads
purification technology in forensics. Forensic 8¢i152: 13-22.

Nagy M, Rascon J, Massenkeil G, Ebell W, Roewer2Q0g) Evaluation of whole-
genome amplification of low-copy-number DNA in clansm analysis after allogeneic
stem cell transplantation using STR marker typklgctrophoresis 27: 3028-3037.

Nagy M, Entz P, Otremba P, Murphy N, Dapprich JO@OIsolation of Extended
Molecular Haplotypes. 85.Jahrestagung der Deuts@esellschaft fir Rechtsmedizin
und DNA in Forensics, Innsbruck.

Nagy M (2007) Automated DNA Extraction Techniques forensic Analysis. In:
Rapley R, Whitehouse D (Hrsg) Molecular Forensichin Wiley & Sons, Ltd., 37-58.

Nagy M, Entz P, Otremba P, Schonemann C, Murphp&pprich J (2007) Haplotype
Specific Extraction: A Universal Method to Resolmbiguous Genotypes and Detect
New Alleles — Demonstrated on HLA-B. Tissue Antig€®: 176-180.

Nei M (1972) Amer Naturalist 106: 283-292.

Nei M, Hughes AL (1992) Balanced polymorphism amnletion by the birth-and-
death process in the MHC loci. In: Tsuji K, AizaWh Sasazuki T (Hrsg) HLA 1991.
Proceedings of the 11th International Histocompl#iibWorkshop and Conference.
Oxford: University Press, Vol. 2, 27-38.

Nierhoff D, Horvath HC, Mytilineos J, Golling M, BUO, Klar E, Opelz G, Voso MT,
Ho AD, Haas R, Hohaus S (2000) Microchimerism imdanarrow-derived CD34(+)
cells of patients after liver transplantation. BId@6: 763-767.

67



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

Nuckols JD, Stenzel TT, Olatidoye BA, Tuttle-NewhaE, Clavien PA, Howell DN
(2000) The pathology of liver-localized post-tralasyp lymphoproliferative disease: a
report of three cases and a review of the liteeathm J Surg Path 24: 733-741.

Nurnberg P, Roewer L, Neitzel H, Sperling K, Popp®r Hundrieser J, Poche H,
Epplen C, Zischler H, Epplen JT (1989) DNA fingenting with the oligonucleotide
probe (CAC)5/(GTG)5: somatic stability and germlmatations. Hum Genet 84: 75-78.

Oexle K, Oberle J, Finckh B, Kohlschitter A, Nagy Skibel B, Seissler J, Hilbner C
(1996) Islet cell antibodies in diabetes mellitussaciated with a mitrochondrial
tRNALeu(UUR) gene mutation. Exp Clin Endocrinol Daes 104: 212-217.

Offit K, Burns JP, Cunningham |, Jhanwar SC, BldtkKernan NA, O'Reilly RJ,
Chaganti RS (1990) Cytogenetic analysis of chimei@d leukemia relapse in chronic
myelogenous leukemia patients after T cell-depldtethie marrow transplantation.
Blood 75: 1346-1355.

Ohta T (1992) Diversifying selection, gene conwansiand random drift: interactive
effects on polymorphism at MHC loci. In: Tsuji Kjzawa M, Sasazuki T (Hrsg) HLA
1991. Proceedings of the 11th International Histgeatibility Workshop and
Conference. Oxford: University Press, Vol. 2, 20-27

Ohtaki H, Yamamoto T, Yoshimoto T, Uchihi R, Ooshif@, Katsumata Y, Tokunaga
K (2002) A powerful, novel, multiplex typing systefor six short tandem repeat loci
and the allele frequency distributions in two Jas®n regional populations.
Electrophoresis 23: 3332-3340.

O'Shaughnessy DF, Hill AV, Bowden DK, Weatherall, @egg JB (1990) Globin
genes in Micronesia: origins and affinities of Radsland peoples. Am J Hum Genet
46: 144-155.

Parsons TJ, Muniec DS, Sullivan K, Woodyatt N, #ttn-Greiner R, Wilson MR,
Berry DL, Holland KA, Weedn VW, Gill P, Holland MM1997) A high observed
substitution rate in the human mitochondrial DNAtol region. Nat Genet 15: 363-
368.

Payne R, Rolfs MR (1958) Fetomaternal leukocytemmgatibility. J Clin Invest 37:
1756-1763.

Pedrazzoli P, Da Prada GA, Giorgiani G, Schiav@imbelli A, Giralid E, Landonio G,
Locatelli F, Siena S, della Cuna GR (2002) Allogertdood stem cell transplantation
after a reduced-intensity, preparative regimenil@ ptudy in patients with refractory
malignancies. Cancer 94: 2409-2415.

Peters C, Steward CG (2003) Hematopoietic celsfslmtation for inherited metabolic
diseases: an overview of outcomes and practiceefjn@s. Bone Marrow Transplant 31:
229-239.

Peters C, Charnas LR, Tan Y, Ziegler RS, Shapirp[Bgkor T, Grewal SS, Orchard PJ,
Abel SL, Goldman Al, Ramsay NK, Dusenbery KE, Ld2}% Lockman LA, Kato S,
Aubourg PR, Moser HW, Krivit W (2004) Cerebral Xdted adrenoleukodystrophy: the
international hematopoietic cell transplantationpenence from 1982 to 1999.
Blood 104: 881-888.

Prinz M, Carracedo A, Mayr WR, Morling N, Parson®, Bajantila A, Scheithauer R,
Schmitter H, Schneider PM (2007) DNA Commissiontteé International Society for

68



154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

Forensic Genetics (ISFG): Recommendations regattiegole of forensic genetics for
disaster victim identification (DVI). Forensic Sat: Genetics 1: 3-12.

Ramirez M, Diaz MA, Garcia-Sanchez F, Velasco Msd&i F, Villa M, Vicario JL,
Madero L (1996) Chimerism after allogeneic hemaieipo cell transplantation in
childhood acute lymphoblastic leukemia. Bone Marfiansplant 18: 1161-1165.

Ramon D, Braden M, Adams S, Marincola FM, Wang Q0@ Pyrosequencing trade
mark: A one-step method for high resolution HLAityp J Transl Med 1: 9-19.

Rascon J, Ambrasiene D, Savinas A, Rageliene LyNAg2006) Analysis of short
tandem repeat polymorphism for chimerism monitomfigr allogeneic haematopoietic
stem cell transplantation. Laboratorine Medicina3®44.

Redd AJ, Takezaki N, Sherry ST, McGarvey ST, SoA®, Stoneking M (1995)
Evolutionary history of the COII/tRNALys intergeni& base pair deletion in human
mitochondrial DNAs from the Pacific. Mol Biol EvaR: 604-615.

Richtlinien fur die Erstattung von Abstammungsghtan. Dtsch Arztebl 99: B541-
B543.

Ringquist S, Alexander AM, Rudert WA, Styche A, dco M (2002) Pyrosequence-
based typing of alleles of the HLA-DQB1 gene. Babteiques 33: 166-175.

Ringquist S, Alexander AM, Styche A, Pecoraro Cd&tiWA, Trucco M (2004) HLA
class Il DRB high resolution genotyping by pyroseaging: comparison of group
specific PCR and pyrosequencing primers. Hum Imrh65p163-174.

Rini Bl, Zimmermann T, Stadler WM, Gajewski TF, \@gang NJ (2002) Allogeneic
stem-cell trans-plantation of renal cell canceeraftonmyeloablative chemotherapy:
feasibility, engraftment, and clinical results. ih@ncol 20: 2017-2024.

Roewer L, Nagy M, Schmidt P, Epplen J-T, Herzog+8dar G (1993) Microsatellite
and HLA class Il oligonucleotide typing in a popida of Yanomami Indians. In: Pena
SDJ, Chakraborty R, Epplen JT, Jeffreys AJ (Hrs§pADFingerprinting: State of the
Science. Birkhauser Verlag, Basel, Boston, Be#1,-230.

Roewer L, Kayser M, Dieltjes P, Nagy M, Bakker Battczak M, De Knijff P (1996)
Analysis of Molecular Variance (AMOVA) of Y-chromomie specific microsatellites in
two closely related human populations. Hum Mol Génd 029-1033.

Roewer L, Kayser M, Nagy M, De Knijff P (1996) Maldentification using Y-
chromosomal STR polymorphisms. In: Carracedo AnBriann B, Bar W (Hrsg)
Advances in Forensic Haemogenetic. Springer VeBaglin, Heidelberg, 124-126.

Roewer L, Nagy M, Geserick G (1999) Der genetisélmgerabdruck. Humboldt-
Spektrum 6: 4-15.

Roewer L, Kayser M, de Knijff P, Anslinger K, Ca@glp, Corach D, Furedi S, Henke L,
Hidding M, Kérgel HJ, Lessig R, Nagy M, Pasaddl, Parson W, Rolf B, Schmitt C,
Szibor R, Teifel-Greding J, Krawczak M (2000) A newethod for the evaluation of
matches in non-recombining genomes: applicatiory+{chromosomal short tandem
repeat (STR) haplotypes in European males. For&wsimt 114: 31-43.

Roewer L, Krawczak M, Willuweit S, Nagy M, Alves @morim A, Anslinger K,
Augustin C, Betz A, Bosch E, Caglia A, Carracedo @grach D, Dekairelle AF,
Dobosz T, Dupuy BM, Firedi S, Gehrig C, Gusmad enke J, Henke L, Hidding M,
Hohoff C, Hoste B, Jobling MA, Kargel HJ, de Kniff, Lessig R, Liebeherr E, Lorente

69



168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

M, Martinez-Jarreta B, Nievas P, Nowak M, ParsonPakcali VL, Penacino G, Ploski
R, Rolf B, Sala A, Schmidt U, Schmitt C, Schnei@l, Szibor R, Teifel-Greding J,

Kayser M (2001) Online reference database of Eeanpy-chromosomal short tandem
repeat (STR) haplotypes. Forensic Sci Int 118: 108-

Roewer L, Kruger C, Willuweit S, Nagy M, Rodig H,o0Kshunova L, Rothamel T,
Kravchenko S, Jobling MA, Stoneking M, Nasidze D@2) Y-chromosomal STR
haplotypes in Kalmyk population samples. Forensidr&, online, PMID: 17314020.

Ronaghi M, Uhlen M, Nyren P (1998) A sequencing hodt based on real-time
pyrophosphate. Science 281: 363-365.

Rossi G, Giorgiani G, Comoli P, Nobili B, Salvaneist, De Stefano P, Maccario R,

Locatelli F (2003) Successful T-cell-depleted, tedahaploidentical peripheral blood

stem cell transplantation in a patient with Fancamaemia using a fludarabine-based
preparative regimen without radiation. Bone Marrbaansplant 31: 437-440.

Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB, Horn GHilich HA, Arnheim N (1985)
Enzymatic amplification of beta-globulin genomicgesences and restriction site
analysis for diagnosis of sickle cell anemia. SceeR30: 1350-1354.

Saitou N, Nei M (1987) The neighbor-joining methadnew method for reconstructing
phylogenetic trees. Mol Biol Evol 4: 406-425.

Sanger F, Nicklen S, Coulson AR (1977) DNA sequegawith chain-terminating
inhibitors. Proc Natl Acad Sci USA 74: 5463-5467.

Santamaria P, Boyce-Jacino MT, Lindstrom AL, Baebd3, Faras AJ, Rich SS (1992)
HLA class Il "typing": direct sequencing of DRB, BQ and DQA genes. Hum
Immunol 33: 69-81.

Schafer R, Zischler H, Birsner U, Becker A, EppldT (1988) Optimized
oligonucleotide probes for DNA fingerprinting. Etemphoresis 9: 369-374.

Schraml E, Daxberger H, Watzinger F, Lion T (2003uantitative analysis of

chimerism after allogeneic stem cell transplantatiby PCR amplification of

microsatellite markers and capillary electrophaesith fluorescence detection: the
Vienna experience. Leukemia 17: 224-227.

Seielstad MT, Hebert JM, Lin AA, Underhill PA, Iitian M, Vollrath D, Cavalli-Sforza
LL (1994) Construction of human Y-chromosomal hiyges using a new polymorphic
A to G transition. Hum Mol Genet 3: 2159-2161.

Serjeantson SW (1989) HLA genes and antigens. ilhAN'S, Serjeantson SW (Hrsg)
The colonization of the Pacific: A genetic trailxford University Press: 120-173.

Shapiro E, Krivit W, Lockman L, Jambaque |, Pet@rCowan M, Harris R, Blanche S,
Bordigoni P, Loes D, Ziegler R, Crittenden M, RisBerg B, Cox C, Moser H, Fischer
A, Aubourg P (2000) Long-term effect of bone-marrtransplantation for childhood-
onset cerebral X-linked adrenoleukodystrophy. LaB66: 713-718.

Silva JT, Wong CY, Dileanis JL, Dunn CM, Impraim CAutomated DNA extraction
from frozen blood using the abbott M1000 for HLA-BRsequencing based typing,
Hum Immunol 64: 95.

Slavin S, Nagler A, Naparstek E, Kapelushnik Y, Aké, Cividalli G, Varadi G,
Kirschbaum M, Ackerstein A, Samuel S, Amar A, Bi@artC, Ben-Tal O, Eldor A, Or
R (1998) Nonmyeloablative stem cell transplantaaod cell therapy as an alternative

70



182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

to conventional bone marrow transplantation withaé cytoreduction for the treatment
of malignant and nonmalignant hematologic diseaBlead 91: 756-63.

Socie G, Gluckman E, Raynal B, Petit T, Landmam@dyergie A, Brison O (1993)
Bone marrow transplantation for Fanconi anemia gisinlow-dose
cyclophosphamide/thoracoabdominal irradiation asdimning regimen: chimerism
study by the polymerase chain reaction. Blood 22922256.

Sokal RR, Michener CD (1958) A statistical methoor fevaluating systematic
relationship. University of Kansas Scientific Builie38: 1409.

Sparkes MC, Crist ML, Sparkes RS, Gale RP, Feig X 7) Gene markers in human
bone marrow transplantation. Vox Sang 33: 202-205.

Spurdle AB, Woodfield DG, Hammer MF, Jenkins T (499he genetic affinity of
Polynesians: evidence from Y chromosome polymombisAnn Hum Genet 58: 251-
263.

Starzl TE, Demetris AJ, Trucco M, Murase N, Rico@illdstad S, Ramos H, Todo S,
Tzakis A, Fung JJ (1993) Cell migration and chim@ri after whole-organ
transplantation: the basis of graft acceptanceakbdpgy 17: 1127-1152.

Steinlechner M, Parson W, Rabl W, Grubwieser P,eBichuer R (2005) DNS-
Laborstrategie zur Identifizierung von Katastroptyiern. Typisierung von
Opferproben aus Sri Lanka und Ante-mortem-Dateratiyl nach der Tsunami-
Katastrophe. Rechtsmedizin 15: 473-478.

Storb R, Yu C, Wagner JL, Wagner JL, Deeg HJ, NRah Kiem HP, Leisenring W,
Shulman H (1997) Stable mixed hematopoietic chismerin DLA-identical littermate
dogs given sublethal total body irradiation beforand pharmacological
immunosuppression after marrow transplantationo&I89: 3048-3054.

Subklewe M, Nagy M, Schoch C, Jenisch S, SiebeG&sk S, Neuhaus P, Dérken B,
Schmidt CA (2004) xtramedullary manifestation ofdanor-derived acute myeloid
leukemia in a liver transplant patient. Leukemia 2@0-2053.

Suttorp M, Schmitz N, Dreger P, Schaub J, Loffle(1993) Monitoring of chimerism
after allogeneic bone marrow transplantation wittmanipulated marrow by use of
DNA polymorphisms. Leukemia 7: 679-687.

Sykes M, Preffer F, McAfee S, Saidman SL, WeymddthAndrews DM, Colby C,
Sackstein R, Sachs DH, Spitzer TR (1999) Mixed lgotmemopoietic chimerism and
graft-versus-lymphoma effects after non-myeloatéatiherapy and HLA-mismatched
bone-marrow transplantation. Lancet 353: 1755-1759.

Szibor R, Krawczak M, Hering S, Edelmann J, Kuhlili&; Krause D (2003) Use of X-
linked markers for forensic purposes. Int J Legald\.17: 67-74.

Szibor R, Hering S, Kuhlisch E, Plate I, Dember§eKrawczak M, Edelmann J (2005)
Haplotyping of STR cluster DXS6801-DXS6809-DXS678& Xq21 provides a
powerful tool for kinship testing. Int J Legal M&d9: 363-369.

Thalhammer-Scherer R, Wieselthaler G, Knoebl P,w&ckinger I, Simonitsch I,
Mitterbauer G, Berlakovich GA, Mannhalter C, Haa8,Mayer G, Muehlbacher F,
Wolner E, Klepetko W, Lechner K, Jaeger U (1999ktRmnsplant acute myeloid
leukemia (PT-AML). Leukemia 13: 321-326.

71



195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

Thiede C, Florek M, Bornhauser M, Ritter M, Mohr Byendel C, Ehninger G,
Neubauer A (1999) Rapid quantification of mixed noarism using multiplex
amplification of short tandem repeat markers andrééscence detection. Bone Marrow
Transplant 23: 1055-1060.

Thiede Ch, Lutterbeck K, Oelschlagel U, Kiehl Me&del Ch, Platzbecker U, Brendel
C, Fauser AA, Neubauer A, Ehninger G, BornhausgP®2) Detection of relapse by
sequential monitoring of chimerism in cicurlatingp®+ cells. Ann Hematol 81 Suppl
2: 27-28.

Thiede C, Bornhauser M, Oelschlagel U, Brendel €p R, Daxberger H, Mohr B,
Florek M, Kroschinsky F, Geissler G, Naumann R}eRiiM, Prange-Krex G, Lion T,
Neubauer A, Ehninger G (2003) Sequential monitpoh chimerism and detection of
minimal residual disease after allogeneic bloodnstell transplantation (BSCT) using
multiplex PCR amplification of short tandem repesrkers. Leukemia 15: 293-302.

Tryon D (1995) Proto-Austronesian and the major téamesian Subgroups. In:
Bellwood P, Fox JJ, Tryon D (Hrsg) The AustronesiaBanberra: Australia National
University, 17-38.

Tsokos M, Lessig R, Grundmann C, Benthaus S, Pe£eh@006) Experiences in
tsunami victim identification. Int J Legal Med 12185-187.

Tsukada K, Takayanagi K, Asamura H, Ota M, Fukushii(2002) Multiplex short
tandem repeat typing in degraded samples usingyngsdigned primers for the THO1,
TPOX, CSF1PO, and VWA loci. Leg Med 4: 239-245.

Ueno NT, Cheng YC, Ronddn G, Tannir NM, Gajewski Qouriel DR, Hosing C, de

Lima MJ, Ander-lini P, Khouri IF, Booser DJ, Hortadyyi GN, Pagliaro LC, Jonasch E,
Giralt SA, Champlin RE (2003) Rapid induction ofngalete donor chimerism by the
use of a reduced-intensity conditioning regimen pgosed of fludarabine and melphalan
in allogeneic stem cell transplantation for meta#staolid tumors. Blood 102: 3829-

3836.

Underhill PA, Jin L, Lin AA, Mehdi SQ, Jenkins T,ollrath D, Davis RW, Cavalli-
Sforza LL, Oefner PJ (1997) Detection of numerous cNromosome biallelic
polymorphisms by denaturing high-performance ligghdomatography. Genome Res 7.
996-1005.

Valentonyte R, Hampe J, Huse K, Rosenstiel P, Altr$1, Stenzel A, Nagy M, Gaede
Kl, Franke A, Haesler R, Koch A, Lengauer T, Seeder Reiling N, Ehlers S,
Schwinger E, Platzer M, Krawczak M, Miiller-Querrhel, Schirmann M, Schreiber S
(2005) Sarcoidosis is associated with a truncasiplice site mutation BTNL2. Nat
Genet 37: 357-364.

Van Leeuwen JE, van Tol MJ, Joosten AM, Wijnen \d&weij PJ, Khan PM, Vossen
JM (1994) Persistence of host-type hematopoiesier allogeneic bone marrow
transplantation for leukemia is significantly reldtto the recipient's age and/or the
conditioning regimen, but it is not associated wath increased risk of relapse. Blood
83: 3059-3067.

Van Rood JJ, Eernisse JG, van Leeuwen A (1958) a®u& antibodies in sera from
pregnant woman. Nature 181: 1735-1736.

Versluis LF, Rozemuller E, Tonks S, Marsh SG, BousvAG, Bodmer JG, Tilanus MG
(1993) High-resolution HLA-DPB typing based uponmputerized analysis of data

12



207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214,

215.

216.

217.

218.

219.

obtained by fluorescent sequencing of the amplifielymorphic exon 2. Hum Immunol
38: 277-283.

Vigilant L, Stoneking M, Harpending H, Hawkes K, Mdn AC (1991) African
populations and the evolution of human mitochondddA. Science 253: 1503-1507.

Walker H, Singer CR, Patterson J, Goldstone AHntre HG (1986) The significance
of host haemopoietic cells detected by cytogenatialysis of bone marrow from
recipients of bone marrow transplants. Br J Haeh@&&0385-391.

Wallace DC (1995) Mitochondrial DNA variation in tman evolution, degenerative
disease, and aging. Am J Hum Genet 57: 201-223.

Wiegand P, Kleiber M (2001) Less is more - lengttuction of STR amplicons using
redesigned primers. Int J Legal Med 114: 285-287.

Witherspoon RP, Schanfield MS, Storb R, Thomas EBiblett ER (1978)
Immunoglobulin production of donor origin after maw transplantation for acute
leukemia or aplastic anemia. Transplantation 26=-48.

Wolf A, Caliebe A, Junge O, Krawczak M (2005) Faieninterpretation of Y-
chromosomal DNA mixtures. Forensic Sci Int 152: -2093.

Xu X, Peng M, Fang Z (2000) The direction of miatdlite mutations is dependent
upon allele length. Nat Genet 24: 396-399.

Yam PY, Petz LD, Knowlton RG, Wallace RB, Stock Afle Lange G, Brown VA,
Donis-Keller H, Blume KG (1987) Use of DNA restiait fragment length
polymorphisms to document marrow engraftment ancechihematopoietic chimerism
following bone marrow transplantation. Transplaota3: 399-407.

Yang C, Kratzin H, Gotz H, Thinnes FP, Kruse T, Eg& Pauly E, Kolbel S, Wernet P,
Hilschmann N (1982) Primarstruktur menschlicher tbkempatibilitdtsantigene der
Klasse Il. 2.Mitteilung Aminosauresequenz der Nrigalen 179 Reste d@rKette des
HLA DW2/DR2-Alloantigens. Hoppe Seylers Z Physidigin 363: 671-676.

Yoshimasu T, Tanaka R, Suenobu S, Yagasaki H, Yioshi, Ueda T, Hisakawa H,
Ishii T, Mitsui T, Ebihara Y, Manabe A, Iseki T, Mieawa T, Nakahata T, Asano S,
Tsuji K (2001) Prompt and durable hematopoietionstitution by unrelated cord blood
transplantation in a child with Fanconi anemia. 8darrow Transplant 27: 767-7609.

Zerjal T, Dashnyam B, Pandya A, Kayser M, RoeweSantos FR, Schiefenhovel W,
Fretwell N, Jobling MA, Harihara S, Shimizu K, Sésmaa D, Sajantila A, Salo P,
Crawford MH, Ginter EK, Evgrafov OV, Tyler-Smith (997) Genetic relationships of
Asians and Northern Europeans, revealed by Y-chsomal DNA analysis. Am J Hum
Genet 60: 1174-1183.

Zetterquist H, Mattsson J, Uzunel M, Nasman-Bjor&Jienberg P, Tammik L, Bayat G,
Winiarski J, Ringden O (2000) Mixed chimerism iretB cell lineage is a rapid and
sensitive indicator of minimal residual diseaséame marrow transplant recipients with
pre-B cell acute lymphoblastic leukemia. Bone Maritransplant 25: 843-851.

Zimdahl H, Kriger C, Anders P, Geserick G, RoeweNagy M (1998) Evaluation and
Application of highly informative and sensitive HEBRB and HLA-DPB INNO-LIPA
Typing Systems in Forensic Practice. In: OlaiserBBnkmann B, Lincoln PJ, (Hrsg)
Progress in Forensic Genetics 7.Elsevier Sciende B21-224.

73



220. Zimdahl H, Schiefenhével W, Kayser M, Roewer L, Malyl (1999) Towards
understanding the origin and dispersal of Austriamssin the Solomon Sea: HLA class
Il polymorphism in seven distinct populations ofi&®ceania. Eur J Immunogenet 26:
405-416.

221. Zwaan CM, Van Weel-Sipman MH, Fibbe WE, Oudshoorp Wébssen JM (1998)
Unrelated donor bone marrow transplantation in Bancanaemia: the Leiden
experience. Bone Marrow Transplant 21: 447-453.

74



6 Ausgewahlte Publikationen zu den eigenen Arbeih

6.1

Entz P, Nurnberg P, Toliat M, HampeNagy M

New Strategies for Efficient Typing of HLA-Class Loci DQB1 and DRB1 using
Pyrosequencing'. Tissue Antigens 65: Januar/2005, 67-80.

6.2

Nagy M, Entz P, Otremba P, Schénemann C, Murphy N, Delpri

Haplotype Specific Extraction: A Universal Methaal Resolve Ambiguous Genotypes and
Detect New Alleles — Demonstrated on HLA-B. Tisgugigens 69: Februar/2007, 176-180.

6.3

Nagy M, Otremba P, Kriger C, Bergner S, Anders P, HeBsli&inz M, Roewer L
Optimization and validation of a fully automatedicsi-coated magnetic beads purification
technology in forensics. Forensic Science Inteomati 152: August/2005, 13-22.

6.4

Nagy M, Rascon J, Massenkeil G, Ebell W, Roewer L

Evaluation of whole-genome amplification of low-gapumber DNA in chimerism analysis
after allogeneic stem cell transplantation usingRSmarker typing. Electrophoresis 27:
August/2006, 3028-3037.

6.5

Massenkeil G*Nagy M*, Lawang M, Rosen O, Genvresse |, Geserick G, DoBseArnold R
Reduced intensity conditioning transplants. Reduneghsity conditioning and prophylactic
DLI can cure patients with high-risk acute leukagsnif complete donor chimerism can be
achieved. Bone Marrow Transplantation 31: Marz/2@3®-345.

*Massenkeil and Nagy contributed equal.

6.6

Massenkeil G, Roigas Blagy M, Wille A, Stroszczynski C, Mapara MY, Loening SjrRen

B, Arnold R

Nonmyeloablative stem cell transplantation in miatiés renal cell carcinoma: delayed graft-

versus-tumor effect is associated with chimerismveosion but transplantation has high

75



toxicity. Bone Marrow Transplantation 34: August)20 309-316.

6.7

Hagelberg E, Kayser Mjagy M, Roewer L, Zimdahl H, Krawczak M, Lio P, Schiefénkl W
Molecular genetic evidence for the human settlenoérthe Pacific: analysis of mitochondrial
DNA, Y chromosome and HLA markers. Philosophicahrigactions of the Royal Society of
London, Series B, Biological Sciences 354: Jan891141-152.

6.8

Zimdahl H, Schiefenhével W, Kayser M, RoewemlNagy M

Towards understanding the origin and dispersal ustdonesians in the Solomon Sea: HLA
class Il polymorphism in seven distinct populatiaisAsia-Oceania. European Journal of
Immunogenetics 26: Dezember/1999, 405-416.

76



Danksagung
Mein besonderer Dank gilt meinem Kollegen PD DrtzLRoewer flr die vielen anregenden
Diskussionen und die kritische Durchsicht des Ménpts.

Weiterhin gilt mein Dank Prof. Dr. med. Gunther &gsk, ehemaliger Direktor des
Institutes fur Rechtsmedizin, fur seine Unterstiitgudie es ermoglichte, in seiner Einrichtung
meinen wissenschaftlichen Interessen uneingeschrimghzugehen und insbesondere in der
letzten Phase meiner Arbeit, Prof. Dr. med. Mich&sbkos, Direktor des Institutes fir
Rechtsmedizin, flur seine zielgerichteten Unterstiidz und kritische Durchsicht des
Manuskripts.

Ein ganz herzlicher Dank gilt meinen Mitarbeitem Labor: Carmen Kruger, Petra
Otremba, Petra Anders, Corinna Hahne und Béarbelskéersowie im Sekretariat: Marion
Meschkat, die mit ihrer intensiven Arbeit und ihr&ferstandnis in manch problematischer
Situation in besonderem Mal3e zum Erfolg der Prejekigetragen haben.

Herzlich bedanken mdchte ich mich bei den Diplonmameh, Doktorandinnen und
Doktoranden, ohne deren Hilfe, die wissenschatiichArbeiten nicht erhoben und so
erfolgreich abgeschlossen werden konnten: Manfraygskr, Heike Zimdahl, Volko Ebeling,
Patricia Entz, Elena Rascon, Sascha Willuweit.

Bedanken mochte ich mich fur die langjahrige Zusamanbeit mit der Leiterin des
HLA-Labors des Institutes fur Transfusionsmedizer €harité, Frau Dr. rer. nat. Constanze
Schoénemann und ihren Mitarbeitern.

Frau Prof. Dr. med. Renate Arnold gilt mein besoad®ank fir eine fast 15-jahrige
intensive Kooperation mit der Medizinischen Kilinikschwerpunkt Hamatologie und
Onkologie der Charité und ihrem langjahrigen Katled®D Dr. med. Gero Massenkeil fir die
Diskussionen und gemeinsamen Arbeiten zum Chimassmach adulter SZT.

Ein grof3er Dank gilt Herrn PD Dr. med. Wolfram Hheld seinen Kollegen Dr. med.
Jorn Sven Kihl und Dr. med. Gabriele Strauss férlaingjahrige und intensive Kooperation
mit der Klinik fur Allgemeine Péadiatrie, Abteilurfgadiatrische KMT der Charité.

Grundlage der Ergebnisse zur evolutiondren AntHompe war die sehr enge und
konstruktive Zusammenarbeit mit dem Arzt und Etbgeh Wulf Schiefenhével (MPI fir
Humanethologie, Andechs-Erling). Ihm gilt ein beders herzlicher Dank.

Natirlich waren besonders mein Ehemann Gabor Nagyseinem grenzenlosen
Verstandnis in arbeitsintensiven Zeiten und meitierie mit ihrer liebevollen fortwéhrenden
Unterstitzung, insbesondere auch meines VaterseDmat. Hermann Reutgen, bei der ersten

kritischen Durchsicht des Manuskripts eine grof3&Hi

77



Erklarung

ERKLARUNG

8 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, daf’
- weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationdadéren durchgefihrt oder
angemeldet wird bzw. wurde,

- welchen Ausgang ein durchgefuhrtes Habilitationseen hatte,

- die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde féliverfa3t, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendetiésntitiel, die Zusammenarbeit
mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinrmeh it technischen Hilfskraften
sowie die verwendete Literatur vollstandig in deabHitationsschrift angegeben
wurden.

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Datum Unterschrift

78



