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UITTREKSEL

Verskeie metodes is ontwikkel om mitochondriale DNA (mtDNA) te karakteriseer. Die aanvanklike doel hiervan was om
siektetoestande te probeer koppel aan spesifieke mitochondriale afwykings. Ander moontlike aanwendings van mitochondriale
tegnieke, soos die ondersoek van diefilogenetiese geskiedenis en bevolkingstrukture van die menslike bevolking hetdirek gevolg
vanuitdie moederlike oorerwingseienskap wat mtDNA toon. Mitochondriale tipering toon bowenal om uiters waardevol te wees
as 'n metode vir menslike identifikasie in geregtelik-geneeskundige ondersoeke. Die identifikasie van slaggffers van massarampe
of -moorde is een van die uitdagendste velde in die geregtelik-geneeskundige wetenskappe. Deur gebruik te maak van
geoutomatiseerde volgordebepaling met behulp vanfluoresserende merkers, kan volgorde-inligting vinnig gegenereer word.
Verklaring van hierdie volgordes vir geregtelik-geneeskundige doeleindes geskied deur middel van rekermarsagteware wat
volgordes vinnig met mekaar kan vergelyk, verskille tussen volgordes kan uitwys en individuele volgordes met ’n
verwysingstandaard kan vergelyk.

A bstract

The use of mitochondrial DNA (mtDNA)-investigations in Forensic Sciences

A variety ofmethods was developed to characterize mtDNA. The initial aim ofthese techniques was to try and link diseases with
specific mitochondrial defects. As a result of the maternal inheritance trait of mtDNA these techniquesfacilitate studies ofthe
phylogenetic history and population structure ofthe human population. It has been shown that mitochondrial DNA typing can
be ofgreat valuefor human identification inforensic cases. The identification of victims of mass-disasters or mass-murders,
where human remains can be recovered only after many years have passed, is one of the most challenging fields offorensic
identification. By using automated DNA sequencing with fluorescent labels, mitochondrial DNA sequences can be generated
rapidly and accurately. Computer softwarefacilitates the rapid comparison ofindividual and reference sequences.

*QOuteur aan wie korrespondensie gerig kan word
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INLEIDING

Menslike mitochondriale DNA (mtDNA) is ’n ekstra-
chromosomale, geslote sirkulére, organel-spesifieke genoom
wat uitongeveer 16,5 kilobasisse (kb) bestaan. Die menslike
mtDNA-volgorde is volledig bepaal.' Dit bevat koderings-
volgordes vir twee ribosomale RNA’s (rRNA), 22 oordrag-
RNA’s (tRNA), 13 proteiene en ’n niekoderende streek wat
uit ongeveer 1 100 basispare (bp) bestaan.

Die niekoderende streek staan ook bekend as die
verplasingslus (D-lus) of kontrolestreek. Die meeste van die
volgordevariasie tussen individue word in hierdie kontrole-
streek gevind.” Die dubbelketting mtDNA-molekuul bestaan
uiteen purienryke ketting en een pirimidienryke ketting wat
onderskeidelik as die swaar ketting en die ligte ketting bekend
staan. Nukleotied (nt) posisies in die mtDNA genoom word
genommer volgens die konvensie van Anderson eia/. (1981).'
Die numeriese toekenning van basispare begin by die
oorsprong van replikasie van die swaar ketting, en strek om
die genoom vir ongeveer 16 569 bp.

Die afgelope aantal jare is verskeie metodes ontwikkel om
mtDNA te karakteriseer.”” 'm %’ Die doel hiervan was om
siektetoestande te probeer koppel aan spesifieke mitochondriale
afwykings.'®’ "' As gevolg van die moederlike oorerwing,
kan die filogenetiese geskiedenis van die menslike bevolking
nagespoor en bevolkingstrukturering ondersoek word.A*

Die genetiese identifikasie wat betrokke is, kan egter ook
toepassings in ander velde vind, byvoorbeeld die geregtelik-
geneeskundige wetenskap waar positiewe identifikasie van
menslike oorskot en/of verdagte spore noodsaaklik is om die
skuld of onskuld van die verdagte te bepaal.*

Die monoklonale geaardheid van mtDNA is ’n belangrike
eienskap in die vereenvoudiging van die volgorde-
bepaling.™ ” Met die uitsondering van sekere siektetoestande
waar weefselspesifieke weglatings van groot segmente van
die mitochondriale genoom waargeneem is, is alle kopieé
van ’nindividu se mtDNA-volgorde vir praktiese doeleindes
identies.” " “ Kem-DNA is egter diploied en bestaan uit ’n
moederlik-oorgeérfde stel chromosome en ’'n vaderlik-
oorgeérfde stel chromosome. Om die volgorde van kem-DNA
(met die uitsondering van die monoklonale Y-chromosoom)
te bepaal, moet hierdie die twee allele eers geskei word.

As gevolg van die unieke wyse van oorerwing ondergaan
mtDNA egter nie rekombinasie nie. Die lae betroubaarheid
van mtDNA-polimerase en die skynbare gebrek aan ’n
mtDNA mutageniese herstelmeganisme het oénskynlik gelei
tot ’n hoér tempo van mutasie in die mitochondriale genoom.
Dit gee direk aanleiding tot 'n baie ho& mate van polim'or-
fisme tussen individue binne hierdie streek. Sommige streke
van die mtDNA-genoom skyn te ontwikkel teen 5 tot 10 keer
die snelheid van enkelkopie-kemgene.'» ” Hierdie areas van
relatiewe hoé muteerbaarheid het nogtans steeds goed behoue
gebly. Ditis hierdie streke wat van geregtelik-geneeskundige
belang is, omdat dit die geleentheid vir die geregtelik-
geneeskundige wetenskaplike bied om tussen individue van
die menslike bevolking te differensieer. Dit word geskat dat
tussen Kaukasiérs daar vir elke 100 basisse, gemiddeld 1
nukleotied-verskil (1%) in die mees varieerbare streke van
mtDNA voorkom."* Hierdie gemiddeld van ongeveer 2, 3%
is hoér in individue wat van Negroiede afkoms is.”

In die geregtelik-geneeskundige wetenskap is die
belangrikste voordeel wat tipering van mtDNA bo dié van
kern DNA bied, die hoé kopiegetal. Terwyl elke stel
kemchromosome teenwoordig is in slegs twee kopieé per
sel, is mtDNA teenwoordig in honderde of selfs duisende

kopieé per sel. In gevalle waar die hoeveelheid geékstraeerde
DNA baie min is, of gedegradeer is, byvoorbeeld in weefsel
s00s been, tande en hare, is die waarskynlikheid om ’n
tiperingsresultaat met behulp van mtDNA te verkry,
aansienlik beter as met pohmorfiese merkers wat vanuit kem-
DNA verkry kan word.

’n Verdere voordeel wat die ondersoek van mtDNA bied in
toevoeging tot sy hoér kopiegetal en gevolglike toename in
sensitiwiteit, is die feit dat dit moederlik oo™geérf word M- “
Uitgesonderd mutasies is die mtDNA-volgorde identies vir
broers of susters en al hulle bloedverwante. Hierdie eienskap
is nuttig in geregtelik-geneeskundige ondersoeke waar
bekende bloedverwante aan moederskant verwysings-
monsters kan verskaf vir direkte vergelyking met die
bevraagtekende mtDNA-tipe.” */*”

Die identifikasie van slagoffers van massarampe of -moorde
waarvan die oorblyfsels soms eers na baie jare gevind word,
is een van die mees uitdagende velde van die geregtelik-
geneeskundige wetenskappe. MtDNA-analises kan afgesien
hiervan selfs ook gebruik word in gevalle waar etlike
generasies die slagoffers en sy lewende afstammelinge skei.
’n Onlangse voorbeeld van hierdie tipe aanwending van
mtDNA-tipering is die identifikasie van die oorblyfsels van
die Russiese Romanov-familie.” Nege skelette is in Julie
1991 in "nvlak grafin Ekaterinburg, Rusland, gevind. Hierdie
skelette is geidentifiseer as die oorblyfsels van Tsaar Nicholas
Il, Tsarina Alexandra, drie van hulle vyf kinders, die
huisdokter en drie bediendes. Die mtDNA-volgordes van die
Tsarina en die drie kinders het presies met n moederlike
bloedverwant ooreengestem. Die mtDNA-volgorde van die
Tsaar het ooreengestem met twee moederlike bloedverwante.
Heteroplasmie het by ’n enkele basis in die mtDNA-
kontrolestreek voorgekom.

'n Verdere interessante aspek van mtDNA is die
moontlikheid om die etniese agtergrond van 'n DNA-skenker
te voorspel deur sy/haar mtDNA-volgorde te bepaal.” Dit
blyk dat baie spesifieke mtDNA-volgordes in sommige
etniese groepe gevind word. Gepaste gedefinieerde statistiese
ramings en ’n uitgebreide databasis moet egter altyd sulke
skattings van emisiteit vergesel.

Die voordele verbonde aan die gebruik van mtDNA as
substraat vir direkte volgordebepaling binne die
geregtelik-geneeskundige veld kan as volg opgesom word:

* Moederlike oorerwing

Mitochondria word moederlik oorgeérf® en is dus mono-
klonaal van aard, wat die potensiéle probleem in die
interpretasie van oorvleulende heterosigotiese volgordelere
uitskakel.

* Individualisering

Interspesifieke oligohibridisasies” en volgordestudies™ het
aangetoon dat die meeste mtDNA-variasie binne die
niekoderende streek voorkom.

Die niekoderende streek bevat die oorsprong van replikasie
vir een ketting, beide oorspronge van transkripsie en die D-
lus gebied.' Hierdie volgordevariasie is veral gekonsentreer
in twee segmente van ongeveer 400 basispare elk wat binne
die D-lus gebied val en om die oorsprong van replikasie.
17334 gijjg segment kan individueel geanaliseer word en in
’n enkele volgordebepalingsreaksie gedoen word.

MtDNA toon aansienlike volgordevariasie tussen
individue” ” omdat mtDNA vyftot tien keer vinniger as kern-
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DNA ontwikkel.” Hierdie hipervarieerbaarheid binne die
niekoderende streek is reeds gebruik vir menslike identifi-
kasiedoeleindes."- 'n Gedeelte van die D-lusstreek van
tnenslike mtDNA kan ventieerderen die volgorde kan bepaal
word, sonder dat dit nodig is om klonering uit te voer.’-“
Individualiteit kan geredelik bepaal word deur van die
polimerase-kettingreaksie (PCR) gebruik te maak. Sodoende
word vermeerdering van templaat-DNA bewerkstellig vir
direkte geoutomatiseerde volgordebepaling.””” Alterna-
tiewelik, kan die vermeerderde DNA gekenmerk word deur
hibridisasie met volgordespesifieke oligonukleotied-peilers.’

* Sensitiwiteit

Die tegniek is baie sensitief met tussen 1000 en 10 000 kopieé
van die mitochondriale genoom teenwoordig in elke sel.”
Hierdie hoe kopiegetal tesame met die gebruik van die PCR-
proses van DNA-vermeerdering maak die gebruik van
mtDNA soveel te meer geskik vir geregtelik-geneeskundige
toepassings waar die materiaal gcwoonlik uiters min en van
swak gehalte is.

'n Enkele haar is genoegsaam vir identifikasiedoel-
eindes.*' Vermeerderingsprodukte kan verkry word van sowel
die wortel- as skaggedeelte.

Deur gebruik te maak van PCR om minimale hoeveelhede
DNA van oeroorblyfsels te vermeerder, is inligting verkry
aangaande uitgestorwe spesies en bevolkings wat verdwyn
het.”*’n MtDNA-volgorde is verkry vanaf 400 jaar oue
menslike gemummifiseerde lewerweefseP* en vanaf 750jaar
oue bene.” Vermeerdering vanaf oeroorblyfsels was meer
suksesvol met mtDNA as metkem-DNA, moontlik as gevolg
van die hoér kopiegetal van eersgenoemde.”

Nadele verbonde aan die gebruik van mtDNA

’n Potensiéle nadeel van mtDNA-volgordebepaling is die
arbeidsintensiewe aard van die tegniek; vir roetine geregtelik-
geneeskundige analise moet die proses hoogs geoutomatiseer
word om die volgorde-omset te maksimaliseer en die foute
in datahantering te minimiseer en terselfdertyd databasis-
hantering te vergemaklik.* Hierdie is nou bereik deur
onlangse vooruitgang in PCR-strategieé gekoppel met
fluoressensiegebaseerde geoutomatiseerde volgorde-
bepalingstegnologie.” ’n Verdere nadeel is dié van konta-
minasie, wat 'n inherente gevaar van die PCR-proses van
DNA-vermeerdering is. Daar moet dus altyd gepaste
voorsorgmaatreéls getref word om kontaminasie te voorkom.

DNA-volgordebepaling
Mitochondriale DNA-tipering deur gebruik te maak van 'n
verskeidenheid van metodes het getoon waardevol te wees
as ’n metode van menslike identifikasie in baie geregtelik-
geneeskundige ondersoeke.’-m  In sommige van hierdie
gevalle is mtDNA-spesifieke oligonukleotied-hibridisasie-
ondersoeke gebruik;” in ander die handvolgordebepaling’ *
en in ’'n derde groep is fluoressensiegebaseerde
geoutomatiseerde volgordebepaling van mtDNA gedoen. *
Twee metodes vir volgordebepaling van DNA is in die laat-
sewentigerjare gepubliseer, waarvan die ketting-
terminasie, oftewel Sanger-metode, die algemeenste gebruik
word.

Geoutomatiseerde volgordebepalers verskaf ’'n hoé
deurset en gemak van datahantering deur gebruik te maak
van geskikte rekenaarsagteware. 'n Aantal verskillende
volgordebepalingstrategieé is gebruik vir die volgorde-
bepaling van PCR-gegenereerde template.™-"" Elke metode
berus op die Sanger-dideoksi-termineringschemie.

Fluoressensie geoutomatiseerde DNA-volgordebepaling
is in 1986 bekend gestel."® In hierdie volgordebepa-
lingsreaksies word fluoressiengemerkte oligonukleo-
tiedvoorlopers of dideoksinukleotied-termineerders
geinkorporeer in 'n DNA-fragment wat dan elektroforeties
geskei en opgespoor word met behulp van lasergeinduseerde
fluoressensie. Sikliese volgordebepaling is ’n tegniek wat
die dideoksi-termineringschemie met die sensitiwiteit van
PCR kombineer.”” » Fluoressensiegebaseerde geouto-
matiseerde volgordebepalers verloop vinnig en laat vinnige
analise van volgorde-inligting toe as gevolg van geouto-
matiseerde basistoekenning. Tesame met redigeringsagteware
stel hierdie instrumente die gebruiker in staat om volgordes
vinnig met mekaar te vergelyk, die verskille tussen verskeie
volgordes te beklemtoon en individuele volgordes te vergelyk
met ’n verwysingstandaard. Om hierdie redes is hierdie
benadering aantreklik vir die geregtelik-geneeskundige
wetenskappe.®

Dataformaat

Die eerste volledige menslike mitochondriale volgorde is
beskryfdeur Anderson efa/.(1981)." Hierdie volgorde word
algemeen na verwys as die Anderson-volgorde, vemoem na
die eerste outeur van die 1981-publikasie en word dikwels
gebruik as die standaardvolgorde waarteen ander mensvolg-
ordes vergelyk word. Die Anderson-volgorde word gelys as
die ligtekettingvolgorde, teenoor die komplementére
swaarketting van die dubbelketting natuurlike DNA. Wanneer
’n verskil tussen ’n individu se volgorde en die Anderson-
volgorde waargeneem word, word na die verskil verwys as
'n “polimorfisme-met-betrekking-tot-die-Anderson-
volgorde”.

Die oorgrote meerderheid polimorfismes word egter binne
twee spesifieke segmente van die kontrolestreek gevind.A™
Hierdie segmente word hipervarieerbare streek 1 (HV1) en
hipervarieerbare streek 2 (HV2) genoem. Die grootte van
elk van hierdie streke maak hulle vatbaar vir vermeerdering
deur PCR, en is daarom bruikbaar vir geregtelik-genees-
kundige doeleindes. Behalwe vir vervangings word
invoegings en weglatings ook waargeneem as polimorfismes
in menslike mtDNA. As gevolg van die potensiaal vir enkele
nukleotiedvervanging in mtDNA kan ’n enkele basis die
verskil tussen die kompromittering of verontskuldiging van
’n persoon in ’n geregtelik-geneeskundige saak beteken.

Bevolkingsfrekwensie-berekeninge

Wanneer 'n mtDNA-tipe bepaal is, kan ’n bepaling van die
frekwensie van hierdie tipe in die algemene bevolking in die
hofaangebied word as hulp met die oorweging van die gewig
van die getuienis. Algemene databasisse, wat die inherente
genetiese verskille van die hoofrasse van die mens in ag neem,
moet saamgestel word. Hierdie databasisse moet monsters
insluit wat van die algemene bevolking versamel is en moet
verdeel word in Kaukasiese, Negroiede, Asiatiese en
Kleurling-rassegroepe.

Paargewyse vergelykings van ’n 380bp-volgorde in die
D-lus van 14 onverwante Kaukasiese individue, verskil
gemiddeld by 5,9 basisse, wat ooreenstem met 'n moontlik-
heid van 1in 370.

SSO-tipering, 'n alternatief tot volgordebepaling

'n Kragtige tegniek vir die opsporing van molekulére
genetiese variasie in menslike bevolkings is die analise van
DNA-volgordes wat vermeerder is met behulp van PCR, en
dan gehibridiseer is met volgordespesifieke oligonukleotied
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(SSO)-peilers."*“ *?’n SSO- tiperingsisteem vir variasie in
menslike mtDNA-kontrolestreekvolgordes is ontwerp’ wat
kan dien as ’n metode van sifting voor daar oorgegaan word
na volgordebepaling.

Slotopmerking

Mitochondriale DNA-tipering deur die gebruik van ’'n
verskeidenheid van metodes is waardevol as 'n metode van
mensidentifikasie in baie geregtelik-geneeskundige
ondersoeke.M ” Daar is gevind dat fluoressensiegebaseerde
geoutomatiseerde volgordebepalers vinnig verloop, en saam
met geskikte rekenaarsagteware kan data vinnig verwerk
word.

Summary

Introduction

Human mitochondrial DNA (mtDNA) is an extrachromo-
somal, closed circular, organelle-specific genome consist-
ing of approximately 16,5kb. The double-stranded mtDNA
molecule is comprised of a heavy chain and a light chain.
Human mtDNA has been sequenced completely and nucle-
otide positions are numbered according to the convention of
Anderson ¢/ aZ (1981). It consists of coding sequences for 2
ribosomal RNAs, 22 transfer RNAs, 13 proteins, and a
noncoding region, approximately 1100 base pairs long, called
the displacement loop (D-loop) or control region. Most se-
quence variations between individuals are found within this
D-loop.

It has been estimated that amongst Caucasians an aver-
age of 1nucleotide difference exists in every 100 bases (1 %)
in the most variable regions of mtDNA. This average is higher
in individuals of African descent, being approximately 2,3%.

An important feature of mtDNA, which simplifies DNA
sequencing, is its monoclonal nature. With the exception of
certain disease conditions where tissue-specific deletions of
large segments of the mitochondrial genome have been de-
tected, for practical purposes all copies of an individual’s
MtDNA sequence are identical. MtDNA sequencing can thus
be used in the forensic sciences for positive identification of
human remains.

MtDNA analysis can be used effectively where victims
and living descendants are separated by many generations.
An example is the identification of the remains of the
Romanov family.

An interesting aspect of mtDNA is the possibility to pre-
dict the ethnic background of a DNA donor by his or her
mtDNA sequence. Appropriately defined statistical estimates
should always accompany such assessment of ethnicity.

Advantages of using mtDNA

* Maternal inheritance

In humans, mtDNA is matemaly inherited. This characteris-
tic is helpful in forensic cases where known maternal rela-
tives can provide reference samples for direct comparison
with the questioned mtDNA type.

* Individualisation

The greatest sequence variation is concentrated in two seg-
ments of approximately 400 base pairs (bp) each within the
D-loop and around the origin of replication. Each segment
can be analysed individualy in a single sequencing reaction.

and can then be used for human identification purposes.
MtDNA sequences have been detected from the root and shaft
region of a single hair.

¢ Sensitivity

The main advantage of typing mtDNA above nuclear DNA
is its high copy number. In cases where the amount of ex-
tracted DNA is very small or degraded, such as bone, teeth
and hair, the probability of obtaining a DNA typing result
from mtDNA is higher than that of polimorphic markers
found in nuclear DNA.

Disadvantages of using mtDNA

A high level of automation would be required for the tech-
nique to be introduced into forensic analysis on a routine
basis. This has been achieved by recent progress made in
PCR strategies linked with fluorescent based automated se-
quence determining technology.

DNA sequencing

Fluorescent automated DNA sequencing was introduced in
1986. Automated sequencers provide high throughput and
ease of data management through accompanying computer
software. A number of different sequencing strategies have
been used for sequencing PCR-generated templates. Each
method is based on the Sanger dideoxy terminator chemis-

try.

Data formating

The first entire mitochondrial sequence was described by
Anderson et al. (1981), and it is often used as a standard
sequence, to which other human sequences are compared.

Population frequency calculations

General databases, which take into consideration the heredi-
tary genetic dissimilarities of the major human races, should
be compiled.

SSO typing, an alternative to sequencing
A SSO-typing system has been designed to detect variation
in human mtDNA control region sequences.

Conclusion

By using a variety of methods for mtDNA typing it was shown
to be a valuable method for human identification in many
forensic cases.
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