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Zusammenfassung / Abstract

1. Zusammenfassung / Abstract

Zusammenfassung

Das Ziel der forensischen DNA-Analyse besteht darin, Individuen anhand ihrer DNA-Profile
verlésslich voneinander zu unterscheiden und einer Spur eindeutig zuzuordnen. Vollstandige
autosomale STR-Profile sind individuell, wahrend der Beweiswert Y-chromosomaler
STR-Profile (Haplotyp) noch deutlich geringer ist. Ein Grund dafr ist der paternale Erbgang des
Y-Chromosoms, d. h. die rekombinationsfreie Weitergabe identischer Kopien von Generation zu
Generation, die sich nur durch Spontanmutationen differenzieren lassen. Doch gerade diese
mannspezifische Eigenschaft macht die Y-STRs fiir die komplexen Mischspuren in der Delikt-
gruppe der Sexualstraftaten so wertvoll, weshalb Y-chromosomale Analysen heutzutage zum
Standardrepertoire forensischer Labore gehtren. Mit Hilfe neuer Y-STR Markersets soll die Dif-
ferenzierungskraft von Y-chromosomalen Haplotypen verbessert und somit der Beweiswert
einer Y-chromosomalen Ubereinstimmung bei forensischen Fragestellungen deutlich gesteigert
werden. Im Rahmen meiner wissenschaftlichen Arbeit wurden zwei neue hochauflésende
Y-STR Markersets (ein 23 und ein 13 Y-STR Panel) populationsgenetisch untersucht und hin-
sichtlich molekulargenetischer und forensischer Charakteristika analysiert und bewertet. Die
36 Y-STRs zeigten insgesamt hohe Gendiversitaten, insbesondere die 13 Y-STRs mit tiberdurch-
schnittlich hohen Mutationsraten (i > 10 [1]). lhre Anwendung erreichte die nahezu vollstan-
dige Differenzierung unverwandter Individuen einer Population. Mit zunehmender Anzahl der
eingesetzten Y-STRs und ihrer Auswahl nach Mutabilitdt und Variabilitit wurde die
Individualisierbarkeit einer DNA-Probe deutlich gesteigert, d. h. das nunmehr auch ein Anteil
der Verwandten in vaterlicher Linie unterschieden werden kann. Die Ergebnisse zur Etablierung
einer neuen DNA-basierten Analysemethode mit autosomalen und Y-chromosomalen Markern
(insgesamt 39 STRs) bei Misch- und Kontaktspuren aus Straftaten gegen die sexuelle Selbst-
bestimmung zeigten einen deutlichen Informationszugewinn. In 287 Féllen wurden
110 informative autosomale (datenbankféhige) Profile und insgesamt 133 informative (vollstén-
dige) Y-chromosomale Einzelprofile generiert, ein Zugewinn an informativen Profilen von
~21 % gegeniiber einer ausschliel(lich autosomalen STR-Analyse. Mit Hilfe der single-copy
Y-STRs konnten Mischungen mehrerer mannlicher Spurenverursacher dreimal haufiger als mit
autosomalen STRs erkannt werden. Es bleibt festzuhalten, dass ein Zehntel aller untersuchten
Falle ohne Y-STR Analyse ergebnislos, die (autosomal) latente ménnliche DNA also unentdeckt
geblieben wére. Die Y-chromosomale Analyse mit den hier beschriebenen Markern verbessert

somit die Empfindlichkeit und die Aussagekraft der forensischen DNA-Analyse.
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Abstract

The goal of forensic DNA analysis is to reliably distinguish individuals by their DNA profiles
and clearly assign them to a trace. Full autosomal STR profiles are individual, while the
evidence of Y-chromosomal STR profiles (haplotype) is still significantly lower. A reason for
this is the paternal inheritance of the Y chromosome, meaning the recombination-free
transmission of identical copies from generation to generation, which can only be differentiated
by spontaneous mutations. However, it is precisely this male-specific property that makes the
Y-STRs so valuable for complex mixed biological traces in cases of sexual assault, which is why
nowadays Y-chromosomal analyses belong to the standard repertoire of forensic laboratories.
With the use of the new Y-STR marker sets, the discrimination capacity of Y-chromosomal
haplotypes is improved and thus the evidential value of a Y-chromosomal match in forensic
applications is clearly increased. In my thesis, two new high-resolution Y-STR marker sets
(23 and 13 Y-STR panel) were examined in population genetics and analyzed and evaluated for
molecular genetic and forensic parameters. The 36 Y-STRs showed high gene diversity, in
particular the 13 Y-STRs with higher mutation rates (1> 10 [1]). Their application reached
(almost) complete differentiation of unrelated males of a population. With the increasing number
of Y-STRs used and their selection for mutability and variability, the individualization level of a
DNA sample was significantly increased, which means that a proportion of the relatives in the
paternal line can now be distinguished. The results for the establishment of a new DNA-based
analytical method using autosomal and Y-chromosomal markers (total of 39 STRS) in mixed
biological traces and touch stains in sexual assault cases showed a clear gain in information. In
287 cases, 110 informative autosomal (reportable to database) profiles and a total of 133 infor-
mative (complete) Y-chromosomal single-source profiles were generated, an increase of ~ 21 %
informative profiles compared to stand-alone autosomal STR analysis. With the help of the
single-copy Y-STRs, mixtures of several male donors could be detected three times more
frequently than with autosomal STRs. It remains to be noted that one-tenth of all cases would
have remained inconclusive; the (autosomal) latent male DNA would have remained undetected,
if Y-STR analysis had been omitted. The Y-chromosomal analysis with the markers described

here thus improves the sensitivity and accuracy of the forensic DNA analysis.

2. Einfuhrung

2.1. Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung
Die Aufklarung von Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung (Abschnitt 13 StGB
88 174-184j und Abschnitt 14 StGB § 175) ist fur die Strafverfolgung der Tater, fir die Bewalti-
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gung der damit einhergehenden physischen und psychischen Verletzungen der Opfer und zur
Prévention von grol3er gesellschaftlicher Relevanz. Laut PKS wurden in Deutschland in den Jah-
ren 2011 bis 2015 jahrlich knapp 47 000 Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung regis-
triert, davon knapp 3000 in Berlin [2, 3]. Experten gehen dabei von einer hohen Dunkelziffer
aus. Noch immer sind Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung gesellschaftlich tabuisiert,
sodass Scham, Verdrangung und Riickzug das Anzeigeverhalten der Opfer beeinflussen. Insbe-
sondere bei sexuellem Missbrauch unter Ausnutzen eines Abhangigkeitsverhaltnisses von Kin-
dern und Widerstandsunféhigen wird von einer hohen Dunkelziffer ausgegangen. So liegt der
Anteil der angezeigten Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung an allen Straftaten
deutschlandweit bei nur 0,8 %, in Berlin bei 0,5 % [2, 3]. Fur alle angezeigten Straftaten gegen
die sexuelle Selbstbestimmung wird deutschlandweit eine relativ hohe Aufklarungsquote von
> 80 % (in Berlin von 60,8 % - 65,1 %) erreicht, was u. a. auf die Verfligbarkeit von Téaterspuren
zuruckzufihren ist, die mittels DNA-Analysen zuzuordnen sind. Insbesondere fiir diese Delikt-
gruppe stehen die DNA-Spuren und die Tat oftmals im direkten Bezug zueinander. Nur die
DNA-Analyse ist geeignet einen Sachbeweis zu liefern und gleichzeitig durch eine biostatis-

tische Berechnung den Beweiswert zu quantifizieren [4].

2.2. Forensische DNA-Analyse

Die forensische DNA-Analyse soll den maximalen Informationsgehalt einer Spur ermitteln,
indem sie individualspezifische DNA-Profile generiert, abgleicht und so faktische Beweise zur
Identitat eines Spurenlegers liefert. Tatrelevante Spuren geben Hinweise auf den Téter, auf das
Opfer und / oder zum Tathergang selbst. Sie dienen sowohl der be- als auch entlastenden Be-
weisfiihrung.

Bereits im Jahre 1984 beschrieb Alec J. Jeffreys erstmalig ein Verfahren zum genetischen Fin-
gerabdruck (DNA fingerprinting) und revolutionierte damit die forensische DNA-Analyse [5, 6].
Die DNA wird aus kernhaltigen Zellen gewonnen, die einerseits aus Blut oder Sekreten (Spei-
chel, Samenflussigkeit) und seit 1997 auch aus Hautepithelien (Hautzellen) stammen [7]. Haut-
zellen, die infolge eines Kontaktes auf Oberflachen (Haut, Textilien, Gegenstanden) haften, sind
sog. Kontaktspuren. Sie sind mit dem blofRen Auge nicht erkennbar und enthalten haufig nur sehr
geringe DNA-Mengen im Niedrigzellbereich. Erschwerend kommt hinzu, dass es sich bei diesen
Spuren oft um komplexe unbalancierte DNA-Mischungen handelt [8]. Der Anteil von Kontakt-
spuren am gesamten Fallaufkommen ist in den letzten Jahren deutlich gestiegen. Anfang der
1990er Jahre etablierte sich die erste PCR-basierte DNA-Analysemethode in der Forensik [9].

Diese Methode fuhrte wegen der hohen Nachweisempfindlichkeit zu einer enormen Erweiterung
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des Analysespektrums. Heute reichen nur wenige menschliche Zellen (5-10 Zellen entsprechen
30-60 pg DNA [10]) aus, um ein informatives DNA-Profil zu generieren.

Die in der forensischen Genetik verwendeten DNA-Loci sind sog. short tandem repeats (STRs).
Das sind kurze repetierte Motivketten aus 2 bis 6 Wiederholungseinheiten (Repeats) im
nicht-codierenden Bereich des menschlichen Erbgutes. Diese Loci (Genorte) sind Uber alle
Chromosomen verteilt, ihre Vererbung erfolgt — mit Ausnahme Y-chromosomal lokalisierter
STRs — durch freie Rekombination unabhéngig voneinander. STRs weisen durch Mutations-
ereignisse unterschiedliche Motivzahlen und damit Wiederholungseinheiten auf. Die Mutations-
raten (u) einer Motiv-Insertion oder -Deletion (Ldngenpolymorphismus) sind an solchen repeti-
tiven Loci bis zu einer Millionen Mal hoher als ein Basenaustausch (Substitution), der einen
Einzelbasenpolymorphismus SNP (single nucleotide polymorphism) generiert [11]. Dadurch
findet sich in allen Populationen an jedem dieser hochpolymorphen Loci ein breites Spektrum
verschiedener STR-Varianten (Allele). Die Anzahl der Repeats je diploiden Locus variiert indi-
viduell, andert sich im Laufe des Lebens nicht und ist in allen Zellen des Individuums identisch
(somatische Stabilitat) [12]. Die forensisch relevanten STRs zeigen viele unterschiedliche Allele
mit einer typischen Frequenz zwischen 5% und 20 % in der Bevolkerung [13]. Daraus ergibt
sich biostatistisch bei hoher Zahl mdglicher Allelkombinationen und untersuchter Loci eine
aulRerst geringe Wahrscheinlichkeit, dass zwei Personen das gleiche DNA-Muster aufweisen.
Die Nomenklatur der Varianten beruht auf der Zahl ihrer Motive, sodass sich bei Kombination
mehrerer Sequenzen von verschiedenen Chromosomen ein einfacher numerischer Code ergibt.
Dieser Code, in der polizeilichen Praxis bestehend aus mindestens 8 bis gegenwaértig
16 Sequenzen [14, 15], ist fur jeden Menschen, mit Ausnahme monozygoter Zwillinge, individu-
alisierend.

Die DNA-Analyse ist stets vergleichend. Verlassliche DNA-Profile werden aus beliebigen Spu-
rentrdgern generiert und miteinander verglichen, entweder als Spur-Spur Vergleich oder aber
direkt als Vergleich zwischen mdglichem Spurenverursacher und biologischer Spur. In Deutsch-
land ist seit 1998 die rechnergestiitzte Speicherung und der Abgleich von Spuren- und Personen-
profilen in polizeilichen DNA-Datenbanken mdoglich. Die DNA-Analyse-Datei (DAD) ist beim
BKA angesiedelt. Die gesetzlichen Grundlagen zur Abnahme, Untersuchung und Einlagerung
von DNA-Spuren und Personenprofilen in die DAD sind im 8 81 StPO geregelt und von der
konkreten Straftat im Sinne des StGB abhéngig.
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2.3. Y-chromosomale Marker

Auch das Y-Chromosom besitzt polymorphe, forensisch relevante Sequenzen (Y-STRs und
Y-SNPs) in seinen ausgedehnten nicht-kodierenden Regionen [16, 17]. Mangels Rekombination
werden die Allele mehrerer untersuchter Loci gekoppelt, als Haplotyp (STR-basiert) oder als
Haplogruppe (SNP-basiert), entlang der Patrilinie vererbt. Dieses DNA-Muster bleibt solange
unveréndert, bis eine spontane meiotische Mutation eine neue Variante kreiert [18]. Ein
Y-chromosomaler Haplotyp charakterisiert also, anders als ein individueller autosomaler Geno-
typ, eine ganze viterliche Genealogie. Uber Generationen hinweg kénnen Haplotypen (bei Mu-
tationsraten von 3,78 x 10 bis 7,44 x 10 pro Locus und Generation) ohne Mutation vererbt
werden [1]. Infolge von Migration, geografischer, sprachlicher und kultureller Isolation, Bevol-
kerungsexpansion und Radiation lassen sich unter den heutigen mannlichen Populationen Cluster
ahnlicher Haplotypen finden, die auf gemeinsame Vorfahren zurlickgefuhrt werden kénnen. Je
mehr Vorfahren eine Population hat, desto mehr Cluster lassen sich identifizieren und je rascher
die Population wéachst, desto mehr Varianten pro Cluster lassen sich finden. Diese Cluster lassen
sich zudem Asten im Stammbaum aller Y-Chromosomen zuordnen, die mit Y-SNPs definiert
werden [19].

Die Vorteile Y-chromosomaler Marker, die sich fir die forensische DNA-Analyse ergeben, sind
bedeutend und ihre Anwendung umfasst ein breites Spektrum. So eignen sich Y-STRs mit hohen
Mutationsraten zur Differenzierung unverwandter und verwandter mannlicher Personen. Hinge-
gen finden Y-STRs mit geringerer Mutabilitdt Anwendung bei der Feststellung paternaler Ab-
stammung tber mehrere Generationen hinweg [Publikation 5]. Weiterhin kann eine kombinierte
Analyse von Y-STRs und Y-SNPs die Herkunft einer ménnlichen Person durch Zuordnung zu
einem Ast der Y-Phylogenie eingrenzen. Das ist einerseits fur die Identifikation unbekannter
Toter [20, 21] als auch bei archdologischen Verwandtschaftsanalysen [22] von Bedeutung.

Das Hauptanwendungsgebiet der geschlechtsspezifischen Y-STRs ist jedoch die Untersuchung
von Mischspuren aus Sexualstraftaten zur Identifizierung des / der mannlichen Spurenverursa-
cher/s [23-26]. Die uberwiegende Zahl dieser Straftaten wird von Mannern begangen (~96 %)
[3]. In diesen Féllen entstehen hdufig unbalancierte Mischspuren aus vielen weiblichen und
wenigen mannlichen Zellen. Das gilt sowohl fir Abstriche aus dem Kérperinneren der Geschéa-
digten als auch fir Kontaktspuren. Bei der konventionellen autosomalen STR-Analyse werden
bei der Untersuchung solcher latenter Mischspuren die ménnlichen Allele durch die deutlich
stiarkeren Signale des Opfers berlagert und sind somit kaum oder gar nicht detektierbar [27].
Ursdchlich dafir ist die sog. préferentielle Amplifikation. Das bedeutet, dass in den ersten

PCR-Zyklen die starker konzentrierte DNA-Komponente einer Mischung wegen der Konkurrenz
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der Primer effizienter amplifiziert wird, als der geringer konzentrierte Anteil [28-30]. Dies fihrt
dazu, dass die beiden Komponenten der Mischung nicht in ihren wahren Proportionen detektiert
werden. Die geringer konzentrierte Komponente wird bereits unterhalb eines Mischungsverhalt-
nisses von 1 zu 10 [27, 31] nicht mehr detektiert und bleibt damit unsichtbar, selbst wenn die
absolute DNA-Menge fiir die Detektion ausreichen wirde. Wenn dagegen in der PCR-Analyse
Y-chromosomaler Marker, die weibliche Komponente als Target nicht um die Primer konkur-
riert, wird die méannliche DNA quantitativ amplifiziert [32, 33]. Die alleinige Anwendung der
konventionellen autosomalen STR-Analyse wirde somit haufig zu keiner Tataufklarung flhren.
Um in diesem Bereich latenter Spuren mit Mischungscharakter zu besseren Ergebnissen zu ge-
langen, wurde von der Arbeitsgruppe Forensische Genetik der Charité die parallele autosomale
und Y-chromosomale DNA-Analyse vorgeschlagen [34]. Diese duale Strategie wird seither von
vielen forensischen Laboren verfolgt. Viele Labore untersuchen diese Zellmischungen vorab auf
Spermazellen bzw. auf Bestandteile von Samenflussigkeit. Dazu stehen eine Reihe verschiedener
Analyseverfahren zur Verfligung. Serologische Untersuchungen zur ldentifizierung von Samen-
flissigkeit bzw. Spermatozoen, wie der prostataspezifische Antigentest [35, 36], der Test auf
saure Phosphatase [37, 38] und Semenogelin [39, 40] sind schnelle Verfahren, aber nicht absolut
verlassig (falsch positive und negative Befunde u. a. auf Grund der Wechselwirkung mit anderen
Substanzen [41-45]). Zudem verbrauchen diese Verfahren beweiserhebliches DNA-Material. Die
am héaufigsten verwendete Methode zur visuellen Detektion von Spermatozoen und Samenflus-
sigkeit ist die Untersuchung zytologischer Praparate mit dem Mikroskop. Eine
Lasermikrodissektion zur Spermienanreicherung kann angeschlossen werden [46, 47]. Auch die
differentielle Lyse [48, 49] in Kombination mit Sperma-Elution [50] ist eine Standardmethode
um den mannlichen Spurenanteil separat zu untersuchen. Mit Hilfe der real-time PCR l&sst sich
der méannliche DNA-Anteil quantifizieren [51]. Nur wenn sich der Verdacht auf Sperma bzw.
Samenflissigkeit in einer der Voruntersuchungen bestatigt und / oder wenn (nach vorheriger
differentieller Lyse) autosomale Marker nicht informativ genug waren, schliel3t sich in vielen
Laboren eine Y-chromosomale DNA-Analyse an. Dieses Vorgehen empfiehlt z. B. die
US-amerikanische Arbeitsgruppe SWGDAM (https://swgdam.org) [52]. Demgegeniber steht
eine primar DNA-basierte Strategie, die Y-chromosomale und autosomale STRs bei komplexen
Mischspuren aus mannlicher und weiblicher DNA aus Sexualstraftaten parallel typisiert. Hierbei
konnen auch Epithelzellen des Mannes nachgewiesen werden, die bei der Penetration tbertragen
werden und bei allen anderen Methoden nicht detektiert wiirden. Diese duale Analysestrategie ist
der zentrale Untersuchungsgegenstand meiner wissenschaftlichen Arbeit, in deren Rahmen auch

die Beweiskraft der Y-STRs mittels populationsgenetischer Methoden untersucht wurde.
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2.4. Beweiskraft von DNA-Untersuchungen mit Y-STRs

Die Bestimmung des Beweiswertes einer Ubereinstimmung von zwei DNA-Profilen beruht auf
probabilistischen Modellannahmen. Dabei wird abgeschatzt, wie grofl3 die Chance ist, dass zwei
Personen zufallig das gleiche DNA-Profil besitzen (RMP). Eine Mdglichkeit zur Mitteilung des
Ergebnisses ist die Berechnung einer Likelihood ratio (LR). Diese Berechnung stellt zwei alter-
native Hypothesen einander gegentber und erklart die bedingte Wahrscheinlichkeit fir das Zu-
standekommen des DNA-Ergebnisses unter Berlicksichtigung der beiden Hypothesen. Bei der
Y-chromosomalen Analyse, bei der Haplotypen analysiert werden, bedarf es der Haplotypfre-
quenz (f), die Haufigkeit mit der der Haplotyp einer Person in einer Population vertreten ist [53].
Die Frequenz zu einem beobachteten Haplotypen leitet sich aus populationsbasierten Studien ab,
die in Referenzdatenbanken gespeichert sind und entweder als konstante (Z&hlmethode,
Brenners Kappa [54, 55]) oder variable GroRen (haplotype surveying Methode [56], Diskrete
Laplace Methode [57]) geschétzt werden. Umfangreiche Referenzdatenbanken zu allen Haplo-
typformaten sind zur Interpretation Y-chromosomaler Analyseergebnisse in der forensischen
Praxis und zur Beweiswertermittlung unerlasslich. Die forensische Referenzdatenbank YHRD
- Y Chromosome Haplotype Reference Database (https://yhrd.org) - wurde im Jahr 1999 an der
Charité etabliert [58]. Sie ermdglicht die webbasierte Datenbankrecherche. Ihre Suchmaske lasst
sich den verschiedenen Datenformaten anpassen (1 bis 29 Y-STR Loci). Die YHRD umfasst im
derzeitigen Release 53 (01.03.2017) 183 655 Referenzhaplotypen im minimalen Haplotypformat
(MHT, 9 Locusformat), davon 32 326 Haplotypen im 23 Locusformat, 20 495 im 27 Locus-
format und 20 495 Y-SNP typisierte Haplotypen, die vor allem zur Eingrenzung der Populati-
onszugehorigkeit Verwendung finden. Die eingestellten Daten stammen aus Populationsstudien,
die strengen Qualitatsstandards unterliegen. Die Datenbank wird regelmaRig aktualisiert.

Im Gegensatz zu vielen autosomalen Markern variiert die Haufigkeit Y-chromosomaler Haplo-
typen von Population zu Population zum Teil deutlich [59, 60]. Griinde fir diese Unterschiede
sind zum einen die geringe effektive PopulationsgrofRe fir Y-Chromosomen im Vergleich zu
Autosomen und X-Chromosomen, die eine stirkere genetische Drift bewirkt [61, 62], und zum
anderen die Clusterbildung von Haplotypen, die aus verschiedenen Griinden, z. B. der Ortsge-
bundenheit (Patrilokalitat) mannlicher Clans in einigen geografischen Regionen, resultiert [63].
Die Variabilitat eines Haplotypen ergibt sich aus der Anzahl der untersuchten Marker, ihren Mu-
tationsraten und ihrer Variabilitat. Je mehr DNA-Loci auf dem Y-Chromosom analysiert werden,
desto individueller ist der Haplotyp. Je hoher seine Mutationsrate, desto diverser ist jeder Ein-
zelmarker und in Kombination fiihren sie zu noch mehr Variabilitat der Haplotypen untereinan-

der. Je mehr hochvariable Marker einen Haplotyp determinieren, desto héher ist die Differenzie-
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rungskraft auch zwischen verwandten Individuen. Solch informative Haplotypen steigern den
Beweiswert, den es infolge einer Y-chromosomalen Ubereinstimmung von DNA-Profilen abzu-
schatzen gilt.

Die Entwicklung der neuen, nach forensischen Standards von SWGDAM und FBI [64] validier-
ten, kommerziellen Y-STR Sets, PPY23 [65, 66] und YfilerPlus [67, 68], basiert auf solch einer
Strategie und integriert mehr und hochdiverse Marker in einer PCR-Multiplex. Allen foren-
sischen Kits gemein ist ein Stamm aus neun Y-STRs (seit 1997), dem MHT [69]. Alle nach-
folgenden Kits integrierten das jeweilige VVorgéngerset mit seinen Kernloci (1998 PPY, 2004
Yfiler), um sich auf bestehende Referenzdatensétze beziehen zu konnen. Erganzende hoch-
diverse Y-STRs sollen die Differenzierungskapazitat zur Unterscheidung von paternal unver-
wandten und verwandten Individuen verbessern. Bereits in den Jahren 2004 und 2005 screenten
die Arbeitsgruppen von Kayser und Hanson die gesamte DNA-Sequenz des Y-Chromosoms und
publizierten daraufhin Daten zu fast 400 Y-STRs [70, 71]. Diese Marker wurden in vielen weite-
ren Arbeiten auf ihre Relevanz fur die forensische Anwendung untersucht und bewertet [72-76].
So waren es die von Vermeulen et al. 2009 vorgeschlagenen sechs Loci, die im PPY23 2012 ihre
Anwendung fanden [65]. Die Auswahlkriterien der neuen Y-STRs sind (i) eine einfache, unun-
terbrochene Repeatstrukur (simple sequence polymorphism) mit einer Sequenzkopie pro Locus
(single-copy locus), (ii) hohe Diversitaten [71, 72, 77] und (iii) hohe Mutationsraten [76], da die
Variabilitat der Marker positiv mit der Mutationsrate korreliert ist. Eine andere Strategie verfolg-
te die Arbeitsgruppe um Ballantyne. Im Jahre 2010 untersuchte das Team in einer umfassenden
Studie die Mutationseigenschaften von insgesamt 186 Y-STRs in 2000 Vater-Sohn-Paaren. An-
hand von strukturellen Eigenschaften der Wiederholungseinheiten wurden die Mutationswahr-
scheinlichkeiten aller untersuchten Marker berechnet und anschlieRend ausschlielich die 13 am
schnellsten mutierenden sog. RM Y-STRs (rapidly-mutating Y-STRs) mit Mutationsraten > 107
(1,19 x 107 bis 7,73 x 10 pro Locus und Generation) in einem Panel zusammengefasst [1, 78].
Die meisten Y-STRs kommerzieller forensischer Panels haben dagegen ,,moderate” Mutationsra-
ten von 3,0 x 10° bis 7,4 x 10° pro Locus und Generation, ahnlich denen autosomaler STRs [79,
80]. Sie sind geeignet unverwandte Personen zu differenzieren [81]. Die Diversitaten der meisten
Y-STR Marker sind allerdings stark von der spezifischen demografischen Geschichte der unter-
suchten Population abhangig und unterscheiden sich zwischen Populationen deutlich, wie schon
das Yfiler Panel mit 17 Y-STRs in zahlreichen Populationsstudien zeigte [82-85]. Gerade in
weniger diversen Populationen ist die Diskriminierungskapazitat infolge von Grindereffekten
oftmals verringert [82, 86]. Zur Differenzierung solcher Populationen und nahe verwandter

mannlicher Individuen missen hochvariable Y-STRs mit hohen Mutationsraten untersucht
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werden. Solche Marker enthélt das RM Y-STR Panel. Erste vielversprechende Verwandtschafts-
studien mit dem RM Y-STR Panel erreichten einen Wert fir die Differenzierung enger vaterlich
Verwandter (20 Vater-Sohn-Paare) von 70 % [1], dieser Wert wurde jedoch in nachfolgen Studi-
en auf 48,7% korrigiert (39 Vater-Sohn-Paare) [78]. Die Kombination von ,mode-
rat-mutierenden Y-STR Markern mit ,,schneller-mutierenden* Y-STRs und mdglicherweise
auch SNPs [87] kann die Beweiskraft der Y-chromosomalen Analyse kunftig derjenigen auto-

somaler STRs annahern.

3. Zielstellung

Thema dieser Promotionsarbeit ist die Auswahl geeigneter Y-STR Marker und die Ableitung
einer praktikablen und effektiven modularen Strategie zur Steigerung des Informationsgehaltes
bei der Analyse latenter DNA-Mischspuren aus Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung.
Meine Arbeit untersucht, inwiefern es maoglich ist, mit einem oder mehreren hochinformativen
Y-STR Panels, Ergebnisse mit einem ausreichend hohen Beweiswert zu erzielen und damit den
Ausfall autosomaler DNA-Polymorphismen in komplexen Mischspuren zu kompensieren. Damit
lieRe sich u.a. die Aufklarungsquote fur eine ganze kriminologisch definierte Fallgruppe, ndm-
lich die der Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung nach § 177 StGB (sexueller Uber-
griff, sexuelle Notigung und Vergewaltigung) deutlich erhéhen.

Dazu validierte ich zundchst zwei neue Sets mit 23 und 13 Y-STRs hinsichtlich molekulargene-
tischer und forensischer Charakteristika. Im Vergleich mit einem zum Zeitpunkt der Studie in
den meisten forensischen Laboren verwendeten Standardpanel von 17 STR Markern wurde ge-
pruft, inwiefern sich die Individualisierbarkeit einer DNA-Probe durch die Erhéhung von Zahl,
Mutabilitat und Variabilitat der eingesetzten Y-STR Loci erhéhen lasst. Die Untersuchungen
wurden auf Populationsebene durchgefiihrt, um die Wechselwirkung von ménnlichen Popula-
tions- und Verwandtschaftsstrukturen und der Haplotypvariabilitat zu analysieren. Den zweiten
Schwerpunkt der Arbeit bildete dann die Integration des so validierten forensischen Panels von
23 Y-STR Markern (PPY23) in die Laborroutine zur Untersuchung von anspruchsvollen Spuren
aus Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung. Eine duale Analysemethode mit autoso-
malen und Y-chromosomalen Markern wurde konzipiert und anhand einer groRen Zahl realer
Félle validiert. Eine vergleichende Bewertung dieser kombinierten Analysestrategie, die auf
Mikroskopie und differentielle Extraktionsmethoden bewusst verzichtet und primér auf die Emp-
findlichkeit und Beweiskraft der DNA-Analyse setzt, mit einer rein autosomalen STR-Standard-

analyse wurde vorgenommen.



Methodik

4. Methodik

4.1. Probenmaterialien fur Populationsstudien und Verwandtschaftsanalysen
Im Rahmen der globalen PPY23 Populationsstudie koordinierte ich Uber einen Zeitraum von
9 Monaten (9/2012 bis 6/2013) die vollstindige Datensammlung, die Stichproben aus
51 L&ndern, 129 Populationen und 84 Institutionen umfasste [Publikation 1]. Insgesamt wurden
Haplotypen zu 19 630 ménnlichen Personenproben analysiert. Im eigenen Labor wurde eine
Stichprobe von 131 unverwandten mannlichen Individuen aus der Region Berlin-Brandenburg
typisiert. Eine zentrale Aufgabe bei der Koordination dieses Projekts war die Organisation der
Qualitatskontrollen. Labore, die DNA-Profile fur die Studie (und spéter zum Einstellen in die
YHRD) einsandten, mussten zuvor einen Qualitatstest bestehen, der neben der korrekten Analy-
se auch die Befolgung der Nomenklaturregeln sowie die zur Alleldefinition verwendete Software
uberprifte (https://yhrd.org/pages/help/contribute). Dazu wurden jedem Labor funf anonymisier-
te Proben (Qualitatsstandards mit einem DNA-Gehalt von ~10 ng) zugesandt [88]. Die mit dem
PPY23 typisierten DNA-Profile dieser Standards wurden durch mich tberprift und bei vollstan-
diger Ubereinstimmung zertifiziert. Daraufhin wurden die analysierten Haplotypen zahlreicher
Populationen an unser Labor gesandt, die wiederum mit Hilfe von einer laborinternen Software
validiert und schlieBlich im Oktober 2013 vollstandig in die YHRD (Release 45 vom 28.10.2013
mit 124 343 Haplotypen und Accession Nummern) integriert wurden (https://yhrd.org).
Die zweite globale Populationsstudie zu den 13 Y-STRs, die als rapidly-mutating (RM) Marker
charakterisiert sind, wurde von der hollandisch / australischen Arbeitsgruppe um Ballantyne ko-
ordiniert [Publikation 2]. Fur dieses Kooperationsprojekt untersuchte ich insgesamt
123 DNA-Proben von unverwandten ménnlichen Individuen aus der Region Berlin-Branden-
burg, die zunachst mit den 17 Yfiler Merkmalen [89] und anschlieend mit den 13 RM Y-STR
Systemen analysiert wurden.
In der phylogenetischen Studie von Barbieri et al. 2016 analysierte ich 112 ménnliche Individuen
stdafrikanischer khoisan- und bantusprechender Populationen mit den 23 Y-STR Systemen des
PPY23 [Publikation 4].
Fur die Studie Haas et al. 2013 typisierte ich die DNA-Proben eines Skeletts aus dem
17. Jahrhundert und dreier noch lebender Nachfahren im 23 Locusformat des PPY23 mit dem

Ziel der Feststellung bzw. des Ausschlusses einer gemeinsamen Patrilinie [Publikation 5].

4.2. Probenmaterialen fur forensische Untersuchungen
Insgesamt wurden Uber einen Zeitraum von 30 Monaten (2012-2014) 2077 Spurenproben aus

Ermittlungsvorgdngen zu Sexualstraftaten (287 Falle) mit insgesamt 39 STR Systemen
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(16 autosomale und 23 Y-chromosomale STRs (PPY23)) von mir analysiert und retrospektiv
ausgewertet [Publikation 3]. Den Hauptanteil dieser Fallgruppe bildeten in der Abteilung fur
Forensische Genetik am Institut der Rechtsmedizin der Charité die Tatkomplexe ,,sexueller
Ubergriff, sexuelle Nétigung und Vergewaltigung® (§ 177 StGB) mit 74 %, gefolgt von ,,sexuel-
ler Missbrauch von Kinder” (§ 176 StGB) mit 13 % [Publikation 3]. Beinahe 58 % aller Félle
waren ,,sexuell motivierte Ubergriffe durch Einzelne (§ 177 Abs. 2 Nr. 1, Abs. 3 und 4 StGB)
oder Gruppen® (8 177 Abs. 2 Nr. 2 StGB). In den meisten Féllen fehlten die eindeutigen Tat-
merkmale einer Vergewaltigung, sodass Spermaspuren eher selten auftraten. Nur in 2 % der un-
tersuchten Falle stand eine penile Penetration sicher fest. So kam es zu dem sehr charakteristi-
schen Spurenaufkommen, das durch niedrige DNA-Mengen tberwiegend epithelialer Herkunft
und komplexe DNA-Mischungen gekennzeichnet ist. Eingehende Spurenmaterialen umfassten
Abstriche vom Korper der Geschadigten (innen/auf3en), die durch medizinisches Personal
(20 %) abgenommen wurden sowie Spurenproben in Form von Wattetrdgern und Abklebungen,
die direkt vom Tatort wahrend der polizeilichen Spurensicherung (14 %) genommen wurden.
66 % der DNA-Abnahmen erfolgten von Originalspurentragern im Labor selbst (Textilien, Ob-
jekten). Die in unserem Labor abgenommenen Spuren setzten sich zu 69 % aus
DNA-Kontaktspuren und zu 31 % aus DNA-Spuren aus Korperflissigkeiten (Sperma, Blut,
Speichel) zusammen [Publikation 3]. Die DNA-Abnahmen wurden spurenschiitzend und konta-
minationsvermeidend unter sterilen Laborbedingungen entsprechend den Standard Operating
Procedures (SOP) der Abteilung durchgefihrt.

4.3. STR-Multiplex Analysen

Die Proben fur Populationsstudien sind DNA-Proben aus Korperflissigkeiten wie Blut und
Speichel und meistens hoher konzentriert (2-20 ng DNA) als Spurenproben (< 100 pg DNA).
Multiplex-PCR-Analysen erlauben die exponentielle Vervielfaltigung mehrerer verschiedener
Sequenzabschnitte des Genoms gleichzeitig [90]. Im Rahmen meiner Arbeit wurden verschiede-
ne Y-STR Multiplexe angewandt, darunter das PowerPlex® Y23 System (Promega, Mannheim)
mit 23 Y-STR Systemen [88], sein Vorlaufer, das AmpFLSTR® Yfiler® PCR Amplification Kit
(ThermoFisher, Darmstadt) mit 17 Y-STR Systemen [89] und das wissenschaftliche RM Y-STR
Panel (Kayser et al.) mit 13 Y-STR Systemen [78]. Zur autosomalen Amplifizierung diente das
AMpFLSTR® NGM SElect™ PCR Amplification Kit (ThermoFischer) [91]. Die Auswertung
erfolgte mit der GeneMapper® ID-X1.1.1 bzw. ID-X1.4 Software (ThermoFisher) [92, 93].
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4.4. Markerspezifische und populationsgenetische Datenauswertung
Markerspezifische Betrachtungen zu den 23 Y-STRs des PPY23 und die anschlieRenden biosta-
tistischen Berechnungen erfolgten in Kooperation mit dem Kdélner Zentrum fiir Genomforschung
(CCG Kaln). Die Berechnung der Allel- und Haplotypfrequenzen basierte auf der Zdhlmethode
[94]. Die Gendiversitaten (GD) der einzelnen Marker wurden nach Nei et al. (1987) mit der
Formel GD=n(1-Yp%)/(n-1), errechnet, wobei n und p; die Gesamtzahl der Proben und die rela-
tive Frequenz des i-ten Allels beschreiben [95]. Die Berechnung der Haplotypdiversitaten (HD)
erfolgte entsprechend. Die Haplotypen wurden einerseits nach Residenz (z. B. Nordamerika) und
andererseits nach Herkunft (z. B. europdisch) verschiedenen Metapopulationen zugeordnet. Des
Weiteren wurden forensische Parameter wie die Ubereinstimmungswahrscheinlichkeit (MP) und
die Diskriminierungskapazitat (DC) bestimmt. MP ist die Summe der quadrierten Haplotypfre-
quenzen und DC ergibt sich aus dem Verhéltnis der verschiedenen Haplotypen zu allen unter-
suchten Haplotypen. Die haplotypbasierten Analysen beider Y-STR Sets (PPY23 und
RM Y-STRs) erfolgten im Vergleich mit einem zum Zeitpunkt der Studie in den meisten Labo-

ren verwendeten Standardpanel aus 17 Markern (Yfiler).

4.5. Genetische Distanzen zwischen Populationen

Zur Untersuchung der genetischen Variabilitat innerhalb und zwischen Populationen wurde die
Methode der AMOVA (Analysis of MOlecular VAriance) angewandt [96]. Mit dieser Methode
wurde die genetische Distanz zwischen den Haplotypen zweier oder mehrerer Populationen an-
hand von differenzierenden Mutationsereignissen untersucht. Diese Distanz wird in Fsr- bzw.
Rst-Werten ausgedriickt [97, 98]. Fur STRs wird der Rst-Wert bevorzugt, da er den Mutations-
mechanismus des stepwise mutation model (SMM) einbezieht [99]. Je hoher der Rst-Wert ist,
desto starker differieren die Haplotypen von zwei untersuchten Populationen und damit die
Populationen selbst. Die AMOVA fiir das RM Y-STR Set nutzt hingegen, wegen der zahlreichen
multi-copy Loci, deren Allelkombination nicht durch slippage Mutation zu erkldren ist,
Fst-Werte, die auf den relativen Frequenzen der einzelnen Haplotypen basieren. Fur die gra-
fische Darstellung der Distanzmatrizen der Populationen zueinander wurde die multidimensio-
nale Skalierung (MDS) genutzt [100].

5. Ergebnisse

5.1. Populationsbasierte Studie zur Validierung zweier Y-STR Panels
Tabelle 1 stellt die Validierungsergebnisse zu zwei neuen Y-STR Panels (PPY23 und
13 RM Y-STRs) im Vergleich zu einem Standard Y-STR Panel (Yfiler) dar. Sie umfasst eine
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kurze Charakterisierung des jeweiligen Panels, benennt den analysierten Datensatz und stellt die

wichtigsten forensischen und populationsgenetischen Ergebnisse einander gegenuber [Publi-
kationen 1, 2 und 4]. Die Analysen zeigen, dass mit erhohter Zahl und Mutabilitat der Y-STR

Marker

die Werte fir

HD und DC deutlich ansteigen und somit

eine hohere

Individualisierbarkeit erreicht wird. Die Diskriminierungskraft unterscheidet sich allerdings in

den Populationen und ist in Populationen mit véterlich Unverwandten am grofiten. Y-STR Hap-

lotypen im 17 oder 23 Locusformat zeigen eine populationsabhangige Diversitat, die sich anhand

genetischer Distanzen zwischen den untersuchten Populationsstichproben darstellen lasst. Fir

das RM Y-STR Panel werden deutlich geringere genetische Distanzwerte gemessen.

Tabelle 1: Darstellung der populationsgenetischen und forensischen Parameter zu den drei Y-STR Panels.

Y-STR Markerpanel
(Firmenname)

17 Standard Yfiler® Panel
(ThermoFisher)

PowerPlex® Y23 System
(Promega Corporation)

13 RM Y-STR Set
(Ballantyne et al.)

Referenz Publikation 1 Publikation 1 Publikation 2
Anzahl der Y-chromosomalen Systeme 16 22 13
Single-copy Systeme 16 22 9
Charakteristika
der Markersets |Multi-copy Systeme 1 (2 Kopien) 1 (2 Kopien) 4 (2-4 Kopien)

Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten einer
Mutation an mindestens einem der
untersuchten Loci pro Generation

0,047 (95% CI 0,038 — 0,057)
[Publikation 2]

0,092 (95% CI1 0,077 - 0,107)
[Publikation 2]

0,195 (95% C1 0,177 — 0,21)
[Publikation 2]

Datensatze

Anzahl der untersuchten Haplotypen 19630 19630 12272
Anzahl der untersuchten Populationen 129 129 111
Eigene Stichprobengrofe: 131/0 131 [Publikation 1] / 112 [Publikation 4] 123/0

Region Berlin-Brandenburg/ Bantu-Khoisan

Diversitatswerte

Gendiversitaten

0,5208 - 0,9229 [Abbildung 3a-b]

0,5208 - 0,9229 [Abbildung 3a-b]

0,780 - 0.996 [71]

Einzigartige Haplotypen (N)

15263 (77,8%) [Tabelle 2]

18237 (92,9%) [Tabelle 1]

12156 (99,1%) [Tabelle 1]

Verschiedene Haplotypen (n)

16820 (85,7%) [Tabelle 2]

18860 (96,1%) [Tabelle 1]

12258 (99,9%)

Identische Haplotypen

1557 (7,9%) (der haufigste >30mal)
[Tabelle 2]

623 (3,2%) (der haufigste 11mal)
[Tabelle 1]

102 (0,8%) (die beiden haufigsten 4mal)

Globale
Diskriminierungskapazitat (DC)

0,8569 [Tabelle 2]

0,9608 [Tabelle 1]

0,9989

Globale Ubereinstimmungswahrscheinlichkeit
(MP)

8,94 x 10° [Tabelle 2]

5,63 x 10° [Tabelle 1]

Nicht untersucht

Globale Haplotypdiversitét

0,999962 [Tabelle 2]

0,999995 [Tabelle 1]

0,9999985 [Tabelle 1]

Europaische Haplotypdiversitat

0,999930% [Tabelle S5

0,999992 [Tabelle 1]

0,9999988 [Tabelle 1]

Anzahl der vollstandig differenzierten
Populationen (HD=1.0)

Nicht untersucht

42/ 129 (32,6%)

67/ 111 (60%)

Populations-
genetische
Varianzwerte

Genetische Distanzen zwischen regionalen
Gruppen

Rst: 0,00810 - 0,23016 [Tabelle 4]

Rst: 0,00895 - 0,28376 [Tabelle 4]

Fst: < 0,00058

Haplotypvariation innerhalb der Populationen 83,7% [Tabelle S7] 85,1% [Tabelle S7] 99,98%
Haplotypvarlatlon ZW|_schen Populationen 9,4% [Tabelle S7] 9,1% [Tabelle S7] 0,02%
innerhalb von Populationsgruppen

Haplotypvariation zwischen 6,9% [Tabelle S7] 5,8% [Tabelle S7] 0,002%

Populationsgruppen

Aufgrund der hohen Mutationsraten einiger Y-STRs akkumulieren Mutationen innerhalb mann-

licher Genealogien relativ schnell, sodass bei der Untersuchung von Stammbaumen mit weitldu-

fig Verwandten mit differierenden Mutationen zu rechnen ist. Im Falle eines Schweizer Skelett-
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fundes aus dem 17. Jahrhundert treten in 12 Meiosen drei Ein-Schritt-Mutationen in 17 unter-
suchten Loci (Yfiler) auf [Publikation 5].

5.2. Validierung einer dualen Analysestrategie fiir Spuren aus Sexualstraftaten
Die in Abbildung 1 skizzierte Strategie einer kombinierten STR-Analyse mit autosomalen und
Y-chromosomalen Markern stellt den Informationszugewinn gegenuber einer rein autosomalen
Analyse heraus. Unter Ausnutzung der mannspezifischen Eigenschaft Y-chromosomaler Marker

wird allein die (autosomal) latente ménnliche DNA amplifiziert und detektierbar gemacht.

Die duale Analysestrategie der Charité Berlin
bei Spuren aus Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung

Spureneingang
(Originalspuren, Wattetrdger, Abklebungen, Abstriche, Vergleichs-DNA)

(287 Falle gesamt, mit 2077 Spurenproben; 2012-2014)

Asservierung / Rickstellproben ¢ N Spurenabnahme von Originalspuren ¢ N ggf. Voruntersuchungen zur
fur Nachuntersuchungen (Ausschnitt, Abwischung) Sekretbestimmung

Lyse + automatisierte DNA-Extraktion
Multiplex PCR-Analysen, Kapillarelektrophorese + Fragmentlangen-Identifizierung

— T~

Autosomale STR Analysen (16 Marker) Y-STR Analysen (23 Marker; ggf. weitere)
weibliches weiblich/ménnliches mannliche(s)
Einzelprofil Mischprofil Y-chromosomale(s) Profil (e)
(in 68 Fallen) (in 211 Fallen) (in 242 Féllen)
Davon 30 Félle mit Erstellung'eines autosomalen Informative (vollstandige)
Y-Teilprofil und recherchefahigen méannlichen Profils Y-chromosomale Einzelprofile
_ GFalle (MB) fur die DAD (133 Haplotypen in 116 Fallen
mit vollstdndigem . 5 0 (40,4%))
Y—Elnzelprofll (110 MB in 93 Fallen (32,4 A))) 2
[ Gutachten ggf. mit biostatistischer Auswertung ]

Abbildung 1: Ablaufschema der dualen DNA-basierten Analysestrategie mit autosomalen und Y-chromosomalen Markern zur
Untersuchung von komplexen Mischspuren aus Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung und Zusammenfassung der
Ergebnisse [Publikation 3]. Es wurden insgesamt 2077 Spurenproben aus 287 Féllen Uber einen Zeitraum von 30 Monaten
(2012-2014) retrospektiv ausgewertet.

6. Diskussion
Das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war die Etablierung einer sensitiven und informati-
ven DNA-Analysemethode unter Verwendung von autosomalen und Y-chromosomalen Markern

zur Untersuchung komplexer (Misch)Spuren in Sexualstraftaten. Die Vorzlige dieser dualen
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STR-Analysemethode werden im Vergleich zu der autosomalen Standarduntersuchungsmethode
diskutiert, und das Potential eines kiinftigen Ersatzes dieser herkdmmlichen Untersuchungsme-
thode gepruft. Zwei umfangreiche globale Populationsstudien zu Haplotypen dienten zur Fest-
stellung wichtiger forensischer Parameter und Informationsgehalte der hier verwendeten neuen
hochvariablen Y-chromosomalen STR Marker.

Tabelle 1 fasst die wichtigsten Ergebnisse zu den Validierungsanalysen beider Y-STR Marker-
sets zusammen. Alle untersuchten 36 Y-STRs zeigten hohe Gendiversitaten (22 Y-STRs zeigten
GDs > 0,72). Haplotypbasierte Studien mit unverwandten Individuen und in verschiedenen For-
maten zeigten, dass mit zunehmender Zahl an untersuchten Markern die Werte fir Diskriminie-
rung und Diversitét signifikant anstiegen [Publikation 1]. So stieg die Diskriminierungskraft von
43,0 % fur den minimalen Haplotypen (9 Loci, MHT) Uber 85,7 % fur den Yfiler Haplotypen
(17 Marker) auf 96,1 % fiir den Haplotypen im 23 Locusformat (PPY23). Der Anteil an indivi-
duellen Haplotypen stieg von 31,0 % fir MHT Uber 77,8 % fur Yfiler auf 92,9 % fir PPY23. Mit
den 13 Markern des RM Y-STR Panels lie3en sich sogar 99,1 % aller Haplotypen individualisie-
ren [Publikation 2]. Die Zahl identischer Haplotypen sank unter ein Prozent. Insgesamt liel3en
sich nach Analyse mit den 23 Y-STRs ein Drittel aller weltweit untersuchten Populationen voll-
stdndig differenzieren, nach Analyse mit den 13 RM Y-STRs waren es sogar 60 %. Die meisten
der Haplotypen, die sich nicht vollstandig individualisieren lieRen, wurden in Populationen de-
tektiert, die fur ihre geringe genetische Diversitat bekannt sind und eng verwandte vaterliche
Linien aufweisen. Solche Populationsstrukturen entstehen durch Flaschenhals- und Grinderef-
fekte wie sie z. B. die finnische Population prégen [101] oder durch geografische Isolation und
traditionelle Lebensweisen (Endogamie, Heiratsmuster) wie sie zum Teil fiir die Ureinwohner
Alaskas (Inuit), die kenianischen Massai [102] oder die Khoisan aus dem sldlichen Afrika
typisch sind [Publikationen 1 und 4]. Dennoch erreichten die RM Y-STRs durch ihre héheren
Mutationsraten selbst in diesen weniger diversen Populationen die deutlich bessere Haplotypdif-
ferenzierung verglichen mit dem herkdmmlichen Yfiler Set [Publikation 2] [103-106]. Die ge-
naue Bestimmung der Mutationsrate fir jeden untersuchten Locus ist gerade fiir genealogische
Fragestellungen von entscheidender Bedeutung [Publikation 5] [107].

Multivariate Analysen (AMOVA und MDS) fir die 16 Loci des Yfiler Sets (ohne DY S385ab)
sowie fur Sets mit reduzierter Zahl an Y-STRs (MHT, PPY) zeigten &hnliche Substrukturen fur
geografisch, linguistisch und ethnisch definierte Populationsgruppen (Metapopulationen) und
bestatigten die Ergebnisse friherer Studien [60, 108]. Auf kontinentaler Ebene ergab sich die
deutliche genetische Distanz (Rst > 0,2) der afrikanischen Population zu den Populationen

anderer Kontinente. Auffallig ist die Distanz zwischen Populationen, die migriert sind (z. B.
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Amerikaner afrikanischen Ursprungs) und solchen, die autochthon (sesshaft) sind (z. B. afrika-
nische Populationen der Subsahara) [Publikation 1]. In der phylogenetischen Studie von Barbieri
et al. wurden subsaharische Populationen néher untersucht, welche die beiden &ltesten humanen
Haplogruppen (A und B) tragen [Publikation 3]. Im Gegensatz dazu fielen die genetischen Dis-
tanzen zwischen nicht-afrikanischen Populationen geringer aus (z. B. zwischen Populationen
Nord- und Lateinamerikas). Auch die Distanzen zwischen west- und osteuropéischen Popula-
tionen waren im globalen MaRstab geringer doch innerhalb Europas noch signifikant vorhanden
[Publikation 1]. Daruiber hinaus zeigten die Populationsstudien, dass sich mit zunehmender Zahl
an Markern die Haplotypvariation innerhalb von Populationen und Subpopulationen vergroRert,
wahrend sich die Variation zwischen den Populationen verkleinert. Nach Analyse mit dem
RM Y-STR Panel zeigten sich zwischen den Individuen einer Population kaum noch identische
Haplotypen. So stieg die Haplotypvariation innerhalb der Populationen von 85,1 % (im PPY23
Format) auf 99,98 %, wéhrend die Variationen zwischen Populationen innerhalb regionaler
Gruppen (Metapopulationen) mit 0,02 % (9,1% PPY23) und zwischen regionalen Populationen
mit 0,002 % (5,8 % PPY23) deutlich niedriger lag (Tabelle 1). Daraus folgt, dass die Auspré-
gung von Populationssubstrukturen von der Zahl und Mutabilitat der verwendeten Y-STR Loci
abhéngt. Wéhrend die interpolierten Karten ahnliche inter- und intrakontinentale Substrukturen
fur die Haplotypformate mit 7, 11, 12, 17 und 23 Loci zeigten [Publikation 1, Supplement], ver-
schwanden diese nach Analyse mit den 13 RM Y-STRs weitestgehend [Publikation 2]. Dies
kann damit begriindet werden, dass die hohen Mutationsraten an allen RM Y-STR Loci die Zahl
derjenigen Haplotypen, die durch gleiche Herkunft identisch oder &hnlich sind, verringern,
sodass Verwandtschaftsgruppen und damit Substrukturen nicht mehr abgegrenzt werden kénnen.
Die Populationssubstruktur hat Einfluss auf die biostatistische Bewertung und muss folglich fir
jedes Y-STR Set gesondert berticksichtigt werden [109].

Die Ergebnisse der beiden Populationsstudien zeigten eindeutig die  bessere
Individualisierbarkeit einer DNA-Probe nach Analyse mit den neuen hochauflésenden Y-STR
Panels. Die Variabilitdt und Mutabilitdt der Marker beeinflusst den Differenzierungsgrad
zwischen unverwandten Individuen erheblich. Allerdings identifizieren die meisten herkdmm-
lichen Y-STR Marker bei der Untersuchung von nahe verwandten Personen noch immer einen
Anteil der Verwandten in vaterlicher Linie eines Haplotypen. Die 13 RM Y-STRs erreichten in
Verwandtschaftsstudien flr die Differenzierung einer Generation (Vater-Sohn-Paare) Werte von
20,1 % bis 26,9 % [105, 110] [Publikation 2]. Daraus ergibt sich das wichtigste Anwendungs-
gebiet fur die RM Y-STRs in der Forensik, da bei DNA-Vergleichen nun die Chance steigt, auch

eine dem Tatverdéchtigen nahe verwandte Person als Spurenverursacher auszuschlieRen.
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In meiner Fallstudie [Publikation 3] wandte ich das zuvor forensisch validierte PPY23 Set in
Kombination mit autosomalen STRs auf reale Spuren aus Straftaten gegen die sexuelle Selbstbe-
stimmung an. Die Ergebnisse (Abbildung 1) zeigten einen Informationszugewinn gegentber
einer rein autosomalen DNA-Analyse. In mehr als die Hélfte der Félle (36/68 Félle), in denen
autosomal keine mannliche DNA-Beimischung angezeigt wurde, konnte jedoch ein
Y-chromosomales Profil detektiert werden, darunter in 6 Fallen sogar ein vollstandiges und so-
mit informatives Einzelprofil. Insgesamt lieen sich mit der Y-STR Analyse zusétzlich 21 %
informative Profile erstellen. In der Summe wére ohne Y-STRs jeder zehnte Fall ungeklart ge-
blieben. Auch in Féllen von Sexualstraftaten, in denen ein Mann von einem anderen Mann miss-
braucht wurde, detektierten Y-STRs in einem Drittel dieser Falle beide DNA-Profile, wo auto-
somale Marker versagten.

Obwohl DNA-Analysen im Rahmen von Strafprozessen einen hohen Stellenwert genieRen, gilt
der Nachweis von Sperma haufig noch immer als definitiver Beweis fir eine Sexualstraftat. Wie
anfangs ausgefihrt, steht dazu eine ganze Bandbreite an Untersuchungsverfahren zur Verfugung
[111], die aktuell viel diskutiert werden. Diese Methoden erfordern jedoch das Vorhandensein
gut sichtbarer und persistierender Spermatozoen, gute zytologische Kenntnisse und zusatzliche
Bearbeitungszeit. Im Falle von Azoospermie oder Vasektomie, ausbleibender Ejakulation oder
langen Zeitintervallen (zwischen Tatzeitpunkt, Anzeige und Untersuchung, ggf. Korperpflege)
fehlen Spermatozoen ganzlich [24, 112]. Dennoch konzentrieren sich viele Labore bei der Unter-
suchung von Spuren aus Sexualstraftaten ausschliefflich auf Abstriche aus dem Korperinneren
(Vagina, Anus, Mund) der Geschadigten um die ménnliche Komponente Uber Spermazellen
nachzuweisen. In der Studie von Tobe et al. zur Evaluierung einer klassischen und weit verbrei-
teten Methode zur Bestimmung von Spermazellen nach Davies und Wilson (1974) [113] wurde
jedoch gezeigt, dass bei der Untersuchung von Proben aus Vaginalabstrichen mit wenig Sperma-
zellen (haufige Spurenart bei Straftaten mit sexueller N&tigung und Vergewaltigung) 73 %
falschlich als spermienfrei bewertet worden waren [114]. In einer Studie von Cerdas et al., die
den Einfluss des Menstruationszyklus auf die Persistenz von Sperma untersuchte, lielen sich in
41 % der Spurenproben aus Vergewaltigungsfallen keine Spermatozoen mehr erkennen, von
denen aber in 19 % Y-STR Haplotypen bestimmbar waren [115]. Eine andere Studie zeigte nach
differentieller DNA-Extraktion, zur Trennung der Spermazellen von den Epithelzellen der Frau,
einen Verlust ménnlicher DNA von mehr als 90 % [31], wobei eine milde Form der differentiel-
len Lyse und die anschlieRende direkte STR-Analyse der DNA aus Spermatozoen bereits bessere
Ergebnisse liefern [116]. Selbst die gezielte Quantifizierung des ménnlichen DNA-Anteils einer

Mischspur mittels der real-time PCR verbraucht wichtiges DNA-Material und ist noch immer
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nicht absolut verlasslich, wie Studien zeigten [24, 31]. Eigene autosomale STR-Untersuchungen
von Abstrichen aus dem Korperinneren von weiblichen Geschéadigten aus Vergewaltigungsféllen
(423 Abstriche) zeigten in nur 12 % der Proben eine ménnliche DNA-Beimischung, und in nur
einem Prozent lieR sich ein recherchefahiges mannliches DNA-Profil erstellen. In den anderen
Féllen Uberlagerte die weibliche Komponente die mé&nnliche DNA erheblich und machte die
autosomale Detektion unmoglich. Die mannspezifischen Y-STRs detektierten jedoch in 15 %
dieser Spuren vollstandige informative Profile. Die groRe Zahl der Studien zu alternativen Ver-
fahren verdeutlicht, dass es bislang keine ideale Methode fiir alle Arten komplexer Mischspuren
gibt.

Mit der Y-chromosomalen Analyse wird hier eine Methode vorgestellt, die ménnliche DNA in
komplexen Mischspuren mit bisher unerreichter Sicherheit, Information und Sensitivitat nach-
weist. Die Analysemethode nutzt die mannspezifische Eigenschaft haploider Marker auf Ebene
der DNA, amplifiziert die ménnliche Komponente aller Mischspurenarten (von Kontaktspuren
und Sekreten, unabhéngig von Spermaantragungen) effizient und verl&sslich. Die Auswahl der
neuen hochvariablen Y-STRs mit erhéhten Mutationsraten erreicht die (nahezu) vollstandige
Differenzierung unverwandter Individuen sowie die bessere Differenzierung nahe verwandter
Individuen. Mit Einsatz der neuen hochvariablen Y-STR Marker kommt nicht nur einem Aus-
schluss sondern auch einem Nichtausschluss bei DNA-Vergleichen ein hoher Beweiswert zu.
Derzeit wird diese duale Analysestrategie auch in anderen Léndern (z. B. Brasilien) validiert und
angewandt [117], wahrend sie im Labor der Forensischen Genetik der Charité bereits erfolgreich

in die Routine Uberfiihrt worden ist.
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