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Der genetische Fingerabdruck

Lehrerinformation

Eva D. Nunes

Kurzfassung

Der genetische Fingerabdruck bietet sich als ein mogliches Thema fiir den Oberstufenun-
terricht an. Da das Thema inhaltlich ohne vorherige Kenntnisse anspruchsvoll und prak-
tisch schwierig umzusetzen ist, soll mit diesem Beitrag versucht werden, zundichst einen
Einblick in die relevanten fachlichen Inhalte zu geben. In einem weiteren Beitrag wird dann
ndher auf die Unterrichtsumsetzung eingegangen werden.
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1 Einleitung

Jedes Individuum besitzt bestimmte Merkmale, die durch eine entsprechende
Information auf der DNA festgelegt sind, und die nach bestimmten Regeln an die
Nachkommen vererbt werden. Manche Auspragungen eines Merkmals unterschei-
den sich zwischen den Individuen einer Art, die entsprechenden Merkmale sind
polymorph. Betrachtungen dieser besonderen Merkmale konnen genutzt werden,
um Individuen voneinander zu unterscheiden.

Der Vergleich von Merkmalen lésst sich auf verschiedenen Ebenen durchfiih-
ren. Die Untersuchungen konnen sich z.B. auf die Ebene komplexer Merkmale be-
ziehen; dann werden beispielsweise Blutgruppen untersucht, also ein komplexer
Polymorphismus auf der Basis von Merkmalen auf Zelloberflichen. Enzym- und

Gene Enzyme Blutgruppen
(Phosphogluco- (z.B. ABO-System)
VNTR-Loci mutase, PGM)
Serumproteine
Sequenzierung (mtDNA) (Haptoglobin, Hp)

Abb. 1: Mogliche Auswertungen von Merkmalen auf verschiedenen Ebenen. Angelehnt an
SCHLEENBECKER & SCHMITTER, 1994
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Serumprotein-Analysen sind Beispiele fur Erforschungen auf der Ebene einzelner
Proteine (Abb. 1).

Heute werden besonders solche Merkmale untersucht, die direkt an der
menschlichen Erbsubstanz, der DNA, erfasst werden konnen.

In den 70er Jahren entdeckte man hypervariable Merkmalsysteme, VNTR-
Polymorphismen (s. unten), die direkt auf der Ebene der DNA nachweisbar
sind. Sie werden oft herangezogen, um Blut- oder Sekretproben und Personen
einander zuzuordnen (SCHLEENBECKER & SCHMITTER, 1994), z.B. um Spuren am
Tatort einem Tatverdachtigen zuzuordnen. Der genetische Fingerabdruck zeigt
solche individuellen genetischen Daten einer Person bzw. einer Spurenprobe. Er
spiegelt also bestimmte DNA-Merkmale des zugrunde gelegten Materials wider.

2 Vergleich

2.1 Der (echte) Fingerabdruck

Auf der Haut befinden sich so genannte Papillarlinien. Dieses sind Erhebungen
der Hautleisten, die in besonderer Weise an den Fingerkuppen Muster ausbilden.
Diese Muster konnen bogenformig, wirbelartig oder wie eine Schlinge geformt
sein. Der Haut haftet im Schweifl neben Wasser immer auch anorganische Salze
wie Natriumchlorid, Aminosduren, Harnstoff, Kreatinin, Harnsédure, organische
Sauren und Fette an, so dass beim Berithren von Gegenstanden die bekannten
Fingerabdriicke entstehen (LipscHER et al., 1998).

Interessant und geldufig wurde der Finger-
abdruck, als Anfang des 20. Jahrhunderts der
erste Verbrecher anhand seiner Fingerabdrucke
uberfuhrt werden konnte. Bis heute werden
sie seitdem benutzt, um Spurenverursacher zu

gzl:n — finden und Tatverdédchtige zu uberfuhren. Den

Erfolg verdankt die Methode der Tatsache, dass

2 jeder Finger einen einmaligen Abdruck hinter-

Triradius ldsst. Es gibt nicht zwei Finger auf der ganzen

Welt, die identische Papillarlinien haben. Die

Abb. 2: Der Fingerabdruck. Muster bilden sich erst wahrend der Embry-

Die angegebenen Begriffe sind onalentwicklung in Zufallsprozessen aus, so

wichtige Hilfen zur Musterbe- dass selbst eineiige Zwillinge unterschiedliche
stimmung

Fingerabdriicke besitzen (DREIFERT, 1999).

2.2 Der genetische Fingerabdruck
Beim ,,genetischen Fingerabdruck® werden bestimmte DNA-Bereiche eines Indi-
viduums aus untersuchten Zellen in Form eines Strichmusters dargestellt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des genetischen Fingerabdrucks;
Banden von DNA-Fragmenten verschiedener Groe (Methodik s.u.).

Der Entdecker dieses Verfahrens, der englische Moleku-
largenetiker Jeffrey, wurde durch das fur jede Person charak-
teristische Strichmuster an die echten Fingerabdriicke erinnert
und bezeichnete Mitte der achtziger Jahre seine Methode in
Anlehnung und Abgrenzung dazu als genetischen Fingerab-
druck (BENECKE, 1999, 48).

GreBER & GREBER beschreiben das Phianomen wie folgt:
,»In Analogie zum individuellen Hautleistenmuster der Finger-
beeren spricht man von genetischem Fingerabdruck (genetic
fingerprint), wenn es gelingt, aus Spurenmaterial (z.B. Blut-
,Speichel- oder Spermaresten) individuelle genetische Daten

der zugehorigen Person zu bestimmen.* (1995, 38) Statt von
genetischem Fingerabdruck kann man auch allgemeiner von
DNA-Typisierung oder DNA-Profil-Analyse sprechen.

2.3 Einsatz des genetischen Fingerabdrucks

Im Gegensatz zum echten Fingerabdruck, der hauptsachlich bei kriminalistischen
Fragestellungen relevant ist, kann der genetische Fingerabdruck weitreichender
eingesetzt werden. Hier einige Beispiele:

NN AR

S

Einsatz bei Vaterschafts- und Verwandtschaftsermittlungen,
Biologen erhalten durch die DNA-Analyse Aufschluss uber die
Herkunft bzw. Verwandtschaft zwischen Tier- und Pflanzenarten,
Anthropologen konnen durch den Vergleich des Erbguts verschie-
dener Volker bestimmte Abstammungslinien klaren,
Kunsthistoriker konnen durch die Untersuchung von organischem
Klebstoff, der jeweils nur in bestimmten Ateliers verwendet wurde,
die Entstehung bzw. Bearbeitung eines Kunstwerkes einem be-
stimmten Atelier zuordnen,

in der Landwirtschaft kann z.B. geklart werden, woher bestimmte
Zuchttiere oder aus welchem Saatgut bestimmte Pflanzen stammen,
d.h. allgemeiner: die Herkunft und die Bestandteile von Lebensmit-
teln konnen ermittelt werden,

Anwendung in der menschliche Genomforschung und klinischen
Medizin (Kartierung des Genoms, Tumorbiologie, Transplantati-
onsmedizin, Mikrobiologie) (Krawczak & SCHMIDTKE, 1994),

zu den kriminalistischen Fallen zahlt die Verbrechensaufklarung im
Zusammenhang mit Mord, Vergewaltigung, Identifizierung unbe-
kannter Toter, sexuellem Missbrauch u.a. Auch beispielsweise Falle
aus dem Sport werden hier zugeordnet: eine zur Dopinganalyse
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abgegebene Urinprobe kann eindeutig einem Sportler zugeordnet
werden (BENECKE, 1999, 44).

3  Allgemeines
3.1 Struktur des Genoms

Fast jede Zelle eines hoheren Lebewesens besitzt eine komplette genetische Aus-
stattung, die vollstandige DNA. Dabei besteht beim Menschen das DNA-Gesamt-
molekul zu etwa 3% aus informationstragenden (=codierenden) Bereichen. 97%
der DNA besteht somit aus nichtcodierenden Stiicken.

Ein Gen als Teilstuck der Erbinformation wirkt auf die Ausbildung eines
bestimmten Merkmals. Nicht alle Gene — besonders die hoherer Lebewesen
— tragen ihre biologische Information an einem Stuck. Nur die zu exprimierenden
Dominen, die Exons, sind informationstragende DNA. Sie werden u.U. von sog.
Introns, oft viel langeren informationslosen ,,Einschitben®, unterbrochen. Exons
und Introns zdhlen zu den Genen und gendhnlichen Sequenzen. Die restliche
DNA, etwa 70-80 % des Gesamtmolekills, wird als extragene DNA beschrieben
(Abb. 4).

. Gen . . extragene DNA _________.
- r—ERREE :
Lt Loeend '
i i doppelstringiger
Exon Intron DNA-Strang

Abb. 4: Vereinfachte Struktur des Genoms.

Die Gene unterliegen evolutionaren Selektionsmechanismen, so dass nur
Mutationen, die sich neutral oder positiv fur den Organismus auswirken, durch
Fortpflanzung des Individuums ihren Anteil in der Population vergrofern. Nicht-
codierende Stuicke unterliegen diesem Selektionszwang nicht. Hier konnen nahezu
alle Mutationen vererbt werden, da sie fur das Individuum ohne negative Folgen
bleiben. Folglich sind Unterschiede in der Sequenzfolge — sog. Polymorphismen
— der nichtcodierenden DNA-Stiicke zwischen verschiedenen Individuen deutlich
hoher als in den Genbereichen (KrRawczak & SCHMIDTKE, 1994, 48). Dieses macht
man sich bei der Erstellung des genetischen Fingerabdrucks zunutze.

Generell ist zu fordern, dass der genetische Fingerabdruck durch die Untersu-
chung von DNA-Bereichen dargestellt wird, welche
#  bei verschiedenen Personen in unterschiedlichen Ausprigungen
auftreten, also polymorph sind.
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#  nicht durch physiologische Zustinde oder z.B. das Alter des Indivi-
duums beeinflusst werden.

#  unverandert beispielsweise bei Austrocknung oder Zerstorung der
Zellen, in denen sie vorhanden sind, iberdauern.

4 in allen Geweben des Individuums gleich voehanden sind, so dass
z.B. Blut- und Spermaspuren miteinander vergleichbar werden (vgl.
SCHLEENBECKER & SCHMITTER, 1994, 58).

Die nachfolgend beschriebenen VNTR-Loci erfuillen diese Anforderungen; sie
zeigen besonders eine ausgepragte Variantenvielfalt (Polymorphismus).

3.2 VNTR-Loci

Die menschliche extragene DNA besteht u.a. aus Bereichen, die bestimmte, sich
gehauft wiederholende Nukleotidsequenzen besitzen. Diese Bereiche sich mehr-
mals direkt wiederholender kurzer Basensequenzen nennt man VNTR-Loci (Va-
riable Number of Tandem Repeats oder unterschiedliche Anzahl hintereinander
hangender Wiederholungen). Die Anzahl der Sequenzhaufungen ist polymorph
ausgebildet, d.h. von Person zu Person stark variierend. Bei manchen tritt eine
bestimmte Sequenz, z.B. GATC, 10-mal hintereinander auf, bei deren 5-mal. Die
Langen entsprechender Sequenzen sind also oft unterschiedlich und kénnen des-
halb zum DNA-Vergleich herangezogen werden.

Jede Person tragt von einem autosomalen VNTR-Locus zwei homologe ,,Al-
lele*, (TeiFEL-GREDING, 2000), die sich in ihrer Lange unterscheiden konnen: Bei
einer Heterozygotie von VNTR-Loci sind die beiden Allele unterschiedlich lang,
bei Homozygotie ist die Lange identisch. In Abbildung 5 zeigt Person A eine
Heterozygotie, Person B eine Homozygotie. Die Liangen eines VNTRs eines Indi-
viduums konnen mit Hilfe der Elektrophorese deutlich gemacht und mit der eines
anderen Individuums verglichen werden.

Vor und hinter den Wiederholungssequenzen liegen bestimmte Basenfolgen.
Diese konnen als Erkennungssequenzen zum Beispiel fur Restriktionsenzyme
dienen, so dass die VNTRs herausgeschnitten werden konnen. Dieses Vorgehen
erfolgt bei der RFLP (Restriktions-Fragment-Langen- Polymorphismus)-Analyse,
s. u. 4.3.

Die Erkennungssequenzen bieten beispielsweise auch Anlagerungsstellen
fur sog. Primer, die bei einer anderen Methode zur Erstellung des genetischen
Fingerabdrucks, der PCR (Polymerase Chain Reaction, s. u. 4.4), Einsatz findet.
Es sei hier bereits darauf hingewiesen, dass das RFLP-Verfahren in der aktuellen
Vaterschaftsdiagnostik und Kriminalistik nur noch kaum Anwendung findet.

Damit die VNTRs zur Vergleichbarkeit der Lange nach sortiert und sichtbar ge-
macht werden konnen, miissen eine Reihe an Schritten erfolgen, die unter Kapitel
4 beschrieben werden.



108 E. D. Nunes

Die Léangen der Allele eines VNTR-Locus einer Person konnen zufillig mit
denen einer anderen Person uibereinstimmen. Deshalb stiitzt man sich bei einem
Vergleich nicht nur auf einen sich wiederholenden Sequenzbereich, sondern auf
bis zu sieben (HomBERrT, 2003, 16).

Person A: Heterozygotie der homologen Chromosomen

Abb. 5: Beispiel: VNTR-Loci zweier Personen, jedes Allel nur einzelstrangig dargestellt
(s. auch 4.2, Abb. 7).

Beim genetischen Fingerabdruck sind oft die hier vorgestellten, polymorphen
VNTR-Loci — nichtcodierende extragene DNA-Abschnitte — interessant, mit
denen keine Aussage in Bezug auf andere phanotypische Merkmale aufler dem
phanotypischen Merkmal ,Lange der DNA-Sequenz gemacht werden kann. Laut
Muller gibt es aber auch Ansiatze, die beispielsweise HLA-Gene (Human-Leuco-
cyte-Antigen-Gene) auf dem 6. Chromosom untersuchen, welche fur die Ausbil-
dung von Glykoproteinen auf humanen Zelloberflachen codieren (2001, 109). Bei
der kritischen Diskussion des Einsatzes vom genetischen Fingerabdruck konnte
demnach nicht behauptet werden, es komme immer nur nichtcodierendes DNA-
Material zum Einsatz.
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4 Methoden

4.1 Isolierung und Bearbeitung von DNA

Um die gewiinschten DNA-Bereiche vergleichen zu konnen, muss zunachst
die DNA isoliert werden. Die benotigte DNA kann aus allen Korperzellen von
Mensch, Tier oder Pflanze gewonnen werden, vorausgesetzt, in ihnen sind voll-
standige Zellkerne enthalten (Ausnahme: Untersuchung der mtDNA, s. 4.5.1). Bei
lebenden Tieren und Menschen konnen einfach Blut, Speichel oder Haare (mit
Wurzel) entnommen werden. Bei Spurenuntersuchungen reichen oft schon win-
zige Blutspritzer, Spermareste, Federn, Pollen oder Hautfetzen aus, um genuigend
DNA zu isolieren. Fur die Isolierung und Aufbereitung der DNA geben SCHLEEN-
BECK und SCHMITTER (1994) folgende Vorgehensweise an:

1. Extraktion der DNA aus dem Zellmaterial: (Blut, Speichel, Haare, Sperma
etc.): Schutz des DNA-Extrakts vor DNA-zersetzenden Enzymen (kithlen auf
-18°C). Das gefrorene Material wird zerkleinert und in eine Losung (meist SDS:
SodiumDodecylSulfat) gebracht, welche Zellmembranen auflost, so dass DNA
aus Zellkernen freigesetzt werden kann.

2. Reinigung und Anreicherung der DNA: Der wissrige Extrakt wird mit or-
ganischen Losungsmitteln (Chloroform und Phenol) vermischt. Die Verunreini-
gungen und Proteine verbleiben, da sie hydrophob sind, in der organischen Phase,
die hydrophile DNA in der wassrigen. Nach Zentrifugation kann die DNA-haltige
Losung abpipettiert werden.

Durch Ethanol und Natriumacetat lasst sich die DNA aus der wassrigen Phase
ausfallen und kann durch verschiedene Verfahren weiter gereinigt werden.

3. Restriktion der DNA: Die DNA liegt noch als hochmolekularer Doppelstrang
vor, der durch Einwirkung von Restriktionsenzymen an definierten Stellen in viele
kleinere Fragmente zerlegt wird.

Restriktionsenzyme wie z.B. Eco R1, Hind III oder Bam HI schneiden die DNA
an spezifischen Erkennungsstellen. Diese Stellen sind meist 4-8 Nukleotide lang.
Der Abstand zwischen den Erkennungsstellen im Genom ist mehr oder weniger
zufallig (KrRawczak & SCHMIDTKE, 1994).

4.2 Gelelektrophorese

Die Elektrophorese ist eine Methode, bei der Molekille (z.B. Proteine, DNA,
RNA) durch ein elektrisches Feld getrennt werden. Im Fall der Gelelektrophorese
findet die Auftrennung im Inneren eines ,,Gels* statt, das aus vernetzter Agarose,
Polyacrylamid oder einem Gemisch aus beiden besteht. Die Molekiile mit nega-
tiver Oberflachenladung werden in taschenartige Vertiefungen eines Gels gege-
ben und wandern bei eingeschalteter Spannung zum positiv geladenen Ende der
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Elektrophoresekammer, zur Anode (Abb. 6). Die DNA ist wegen ihres Phosphat-
ruckgrates ebenso wie Proteine negativ geladen.

Abb. 6: Aufbau einer Gelelektropho-
resekammer. Das Gel liegt innerhalb
der Elektrophoresekammer noch in
einer weiteren Plastikkammer, dem
Gelschlitten (hier in der Abb. nicht
eingezeichnet).

Die Wanderungsgeschwindigkeit von Molekillen wird von ihrer Form, Ladung
und Grofe bestimmt. Die Form ist bei DNA-Molekilen weitgehend gleich. Die
Ladung hiangt mit der DNA-Fragmentgrofle zusammen. Wichtiger noch fur die
Geschwindigkeit ist aber die MolekillgroBe. Kleinere Molekille konnen durch
die netzartigen Poren des Gels schneller hindurchtreten als grofere. In einer be-
stimmten Zeit wandern also kleine Molekiile schneller durch das Gel in Richtung
Anode als groBe. Molekille gleicher Grofle wandern naturlich gleich schnell; bei
Beendigung des Gellaufs finden sie sich auf einer Hohe und bilden eine sog. Ban-
de (Brown, 1993, 20).

Zur Bestimmung der MolekulgroBen in den Banden wird im Gel ein sog.
Marker als Langenstandard mitlaufen gelassen. Die Molekiilgroen der DNA-
Fragmente des Markers sind bekannt. Die Grofenordnungen der Banden fur
DNA-Fragmente liegen ungefahr im Bereich von 20 bp (bp= Basenpaare) bis 15
kb (kb= Kilobase =Tausend Basenpaare). Den Gesamtablauf einer Elektrophorese
zeigt Abb. 7.

Abb. 7: Schematischer Ablauf einer Gelelektrophorese. Probe A: Heterozygotes VNTR,
Probe B: Homozygotes VNTR. Links die Elektrophorese kurz nach Befullung der Taschen,
in der Mitte ist die Wanderung der Fragmente nach etwa der Halfte der Laufzeit veran-
schaulicht, rechts das Endergebnis der Elektrophorese. Die Dauer richtet sich nach der
angewandten Netzspannung.

Das Elektrophoresegel befindet sich in der Elektrophoresekammer uiberschichtet
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suchte VNTR-Loci.

Um eine solche selektive Vervielfaltigung zu erreichen, miissen die Sequenzen
an den Enden des gewuinschten DNA-Abschnittes bekannt sein. So kann man dann
zwei kurze Oligonukleotide, sog. Primer, einsetzen, welche als etwa 20 bp lange
DNA-Stucke die komplementire Nukleotidsequenz der DNA-Matrize aufweisen.
Die Primer konnen sich namlich an die beiden Strange der DNA anlagern und den
Abschnitt begrenzen, der amplifiziert werden soll.

Je nach Verfahren konnen die eingesetzten Primer auch mit Fluoreszenzfarb-
stoffen in Blau, Grun oder Gelb versetzt sein. Da die Primer Teil der amplifizier-
ten (amplifizieren = vervielfaltigen einer kurzen bestimmten Basensequenz mittels
PCR) DNA-Abschnitte sind, kann uber die Intensitat der Fluoreszenz bestimmt
werden, wie viele Strange gebildet wurden. Alternativ und kostengunstiger kann

zu amplifizierendes Stiick, z.B. YNTR,
2 incl. der Endsequenzen

95 HAG A6 3
Tre p

, bekannte
\L 1) —— Endsequenzen

(Bsp)

AAG ATC

2)
Primer 2 P \I/ , % Primer |
TAC

AAG ’ —_—

© © l?’) o © O— tag-Polymerase
o O

>0 >

3 € 5

v

P —
Das interessante Stiick

Abb. 10: Schematischer Ablauf des ersten Zyklus einer PCR.
(Die Sequenzen der Primer sind in Relation zu den amplifizier-
ten Abschnitten langer, als hier grafisch vereinfacht dargestellt,
sonst ware die Wahrscheinlichkeit der Amplifikation uninteres-
santer Sequenzen zu grof3. Die grafische Vereinfachung sollte
hier gezeigt werden)
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auch eine Farbung mit Ethidiumbromid erfolgen (s.u.). Ablauf (s. dazu Abb. 10)

1) Zunéchst wird die DNA denaturiert, d.h. durch eine Hitzebehandlung von
etwa 90°C einstrangig gemacht.

2) Die beiden im Uberschuss zugesetzten Primer paaren sich bei Abkithlung auf
50°C mit den entsprechenden DNA-Bereichen (Hybridisierung). Die Primer
begrenzen, wie erwihnt, den zu amplifizierenden Sequenzbereich.

3) Bei etwa 70°C kommt eine spezielle Polymerase, die taq-Polymerase (vom
Bakterium Thermus aquaticus), zum Einsatz: Sie erkennt die Primer als ihren
Startpunkt und beginnt beim ,,Wandern* uiber die einstrangige DNA, in 5°-3"-
Richtung einen komplementiren Strang zu synthetisieren. Dafur braucht sie
alle Nukleotidtriphosphate, die dementsprechend der Losung vorher zuge-
setzt werden miissen (in der Abb. aber nicht berticksichtigt sind).

Dieser neu synthetisierte Strang kann nun wieder als Matrize fur den jeweils kom-
plementaren Strang dienen. Da mit jedem Durchgang die Anzahl der vorhandenen

DNA-Molekile verdoppelt wird, kommt es zu
m&;mﬁ‘fbm” einer exponentiellen Vermehrung der ausge-
wihlten Ausgangssequenz. Dass hauptsachlich
genau dieser Bereich und nicht bzw. nur sehr
wenig zu lange DNA-Strange entstehen, zeigen
GREBER & GREBER, 1995.

Die PCR dauert pro Zyklus etwa drei Mi-
By ¥ A, nuten. Es werden meist 30 Zyklen gewidhlt. Da

o " o . o
& = die eingesetzte tag-Polymerase hitzestabil ist,
I muss fur einen neuen Zyklus nicht wiederholt
Qr&wmvkorcxe .
i Polymerase zugesetzt werden, sondern die Zy-
S s klen konnen sich ununterbrochen einander an-
/ T ]' schliefen. Die Temperaturregelung lauft dabei

automatisch in einem sog. Thermocycler ab.
Im Ansatz befinden sich nach der Replika-
o tion dann im Wesentlichen die amplifizierten
| Bereiche (pro Person 2 Allele je VNTR bei
"l“"k‘*k\u"“'"b““a Heterozygotie). Das Ganze wird uber eine Gel-
S S elektrophorese aufgetrennt und direkt gefarbt.
[‘ — Eine typische Farbung erfolgt mit dem giftigen
J Ethidiumbromid. Es wird zum Elektropho-
I resegel hinzugegeben und heftet sich an die
wandernden DNA-Fragmente, indem es sich
Abb. 11: DNA-Typisierung mit Hil- zwischen die Basen der Nukleinsauren schiebt.

fe der PCR, betrachtet nur ein he- Folglich werden alle entstehenden Banden an
terozygoter VNTR. Vergleiche das

Schema auch mit Abb. 8 (RFLP).

baspecamy |

3 Zusatz: Die durch die PCR entstandenen DNA-Stiicke lassen sich auch mit Restriktionsenzymen
spalten, sofern die amplifizierten Teile polymorphe Schnittstellen fur das Enzym aufweisen. So
konnen hier ebenfalls RFLPs ohne ein aufwandiges Southern-Blotting dargestellt werden.
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gefarbt und unter UV-Licht rot fluoreszierend sichtbar’. Eine Charakterisierung
der Banden kann mit dieser Farbung nur uiber deutlich unterschiedliche Laufwei-
ten erfolgen. Werden dagegen verschiedene Primer mit unterschiedlichen Fluores-
zenzfarbstoffen eingesetzt, konnen Banden auch anhand der verschiedenen Flu-
oreszenzfarben unterschieden werden, auch wenn die Banden dicht beieinander
liegen.

Neben dieser klassischen PCR-Methode, die hier am Beispiel fur den Vergleich
von VNTR-Loci vorgestellt wurde, gibt es noch weitere PCR-Verfahren. Um nicht
den Rahmen des Beitrags zu sprengen, sei nur kurz erwahnt, dass auch mehrere
Merkmalsysteme gleichzeitig, Gene oder Teil- bzw. unbekannte Sequenzen amp-
lifiziert werden konnen. Naheres dazu findet sich in MuLLER (2001).

Inzwischen wird die PCR-Methode fast immer eingesetzt, da sie — wie unter 4.3
schon erwahnt — schneller, praziser und mit sehr geringen DNA-Mengen durchge-
fuhrt werden kann. Theoretisch reicht fur die PCR der DNA-Gehalt eines einzigen
Zellkerns. In der Praxis werden meist 50-100 Zellkerne benotigt (TEIFEL-GREDING,
2000).

4.5 Andere Verfahren

Uber mehrere Generationen konnen bei der Vererbung aber zu untersuchende
Allele ,,herausgemendelt werden, weil nicht alle Allele der Autosomen an die
Zygote weitergegeben werden miussen. Daher bedient man sich in manchen Féllen
Allelen, die nicht typisch nach den Mendelschen Gesetzen vererbt werden: Merk-
male auf Y-Chromosomen oder mitochondrial codierte Merkmale. Diese Allele
werden zwingend in der vaterlichen bzw. mitterlichen Linie weitergegeben.

4.5.1 mtDNA

Neben der Zellkern-DNA existiert in einer Zelle auch ein ringformiges DNA-
Molekiile in jedem Mitochondrium, die sog. mtDNA. Sie ist nur etwa 16 000 bp
grof} und unterscheidet sich von der Kern-DNA u.a. in den folgenden Punkten (s.
ANSLINGER & RoLF, 2003):

& sie ist gegeniber DNA-abbauenden Umwelteinflissen widerstands-
fahiger, also praktisch ,,Janger haltbar*
—> Einsatz zur Untersuchung von altem Spurenmaterial

& sie liegt in der Zelle aufgrund der hohen Mitochondrienanzahl in
wesentlich hoherer Kopienzahl vor, d.h. es gibt pro Zelle mehr Aus-
gangsmaterial
—>  Einsatz bei nur geringstem Spurenmaterial (z.B. einem Haar
schaft)

& die mtDNA wird nur maternal vererbt, also von der Mutter auf Ihre
Kinder*.

* Mitochondrien des Vaters werden zwar wie der Spermienkern im Zuge der Befruchtung in die
Eizelle aufgenommen, dann aber abgebaut (MULLER & HAsSEL, 1999, 206).
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- Istkein DNA-Material der Vergleichsperson selbst vorhanden, kann
zum Vergleich auf Proben von Personen der gleichen mitterlichen
Linie zuruickgegriffen werden.
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Abb. 12: Ausschnitt aus dem Sequenzierungsergebnis zweier unterschiedlicher mtDNA-
Proben

Im Unterschied zur Untersuchung von Kern-DNA werden bei der mtDNA zwei
bestimmte, ca. 400bp groBe Bereiche vollstandig sequenziert. Individuen verschie-
dener mutterlicher Linien lassen sich in der Basenfolge dieser zwei Regionen
unterscheiden.

Abb. 12 zeigt einen Ausschnitt des Sequenzierungsergebnisses von zwei
unterschiedlichen mtDNA-Proben. Die einzelnen Basen der Proben erscheinen
im Computerausdruck als farbig markierte Wellenlinien. Die Farben sind in der
Abbildung nicht zu sehen, aber die Zuordnung von Wellenlinie und Base wird am
oberen Bildrand angegeben.

Zeigen die vergleichenden Proben identische Basenfolgen, kann daraus ge-
schlossen werden, dass eine Verwandtschaft in mitterlicher Linie besteht. Mog-
lich ist aber auch, dass die beiden Proben von ein und derselben Person stammen.
,,.Bei mehr als zwei Unterschieden kann die Verwandtschaft uber die miutterliche
Linie bzw. die entsprechende Person als Spurenleger ausgeschlossen werden*
(ANSLINGER & RoLF, 2003, 1), wobei bei einem Unterschied das mogliche Auftre-
ten einer Mutation berticksichtigt werden muss.

Mit Hilfe der Prufung von mtDNA ist eine Verwandtschaftsanalyse im Fall Kas-
par Hauser durchgefihrt worden. Die Untersuchung eines Blutflecks auf seiner
Wische schien eine Verwandtschaft mit der Linie der Stéphanie von Beauharnais,
Frau des GroBherzogs von Baden, zu widerlegen (ZEHNER, 2000, 7). Jungere
Untersuchungen des Instituts fur Rechtsmedizin der WWU Munster unter Leitung
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von Prof. Dr. Dr. B. Brinkmann an einem Haar aus derselben Wische lassen die
Frage der Verwandtschaft Hausers mit dem Furstenhaus wieder ungeklart erschei-
nen (Dr. H. Pfeiffer, 2004, personl. Mitteilung).

4.5.2 Y-Chromosom

Werden Allele des y-Chromosoms betrachtet, konnen DNA-Proben von Man-
nern miteinander verglichen werden, deren Verwandtschaft vermutet wird. Die
Y-chromosomalen Merkmale, die untersucht werden, sind wie die autosomalen
Loci VNTR-Dominen, also extragene DNA-Bereiche mit bestimmten Wie-
derholungssequenzen.

4.6 Zusammenfassung der Methodik
Der genetische Fingerabdruck entsteht wie folgt:

#  Zunachst wird DNA-Material zusammengetragen, entweder
als Spurengewinnung an einem Tatort oder durch Speichel-/
Gewebeabnahme 0.4.

#”  Die DNA wird gereinigt und

#”  durch Restriktionsenzyme geschnitten.

#  (Evtl. erfolgt nun eine Vervielfiltigung definierter DNA-Abschnitte
durch PCR.)

#”  Die DNA wird durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Es entstehen
Banden.

#”  Eine Markierung der gesuchten Banden erfolgt entweder direkt
(typischer ,,PCR-Fall*) oder indirekt durch ein Southern-Blot (typi-
scher ,,RFLP-Fall®).

#”  Der genetische Fingerabdruck kann nun mit anderen verglichen

werden.

Untersuchungen mit mtDNA werden dagegen durch eine Sequenzierung be-
stimmter DNA-Bereiche miteinander vergleichbar gemacht.

5 Aussagekraft
5.1 Mbogliche Fehlerquellen
Unbedingte Voraussetzung fur die DNA-Analyse ist die einwandfreie hygienische
Bearbeitung des Materials im Labor. Gelangt namlich z.B. nur eine Zelle des Wis-
senschaftlers in die zu untersuchende Probe, kann das zu verfalschten Ergebnissen
und folglich zu falschen Urteilen fihren. Grundsatzlich miissen entstandene Ver-
unreinigungen der DNA durch Bakterien, organisches Material o.4. vollstindig
beseitigt werden.

Wichtig zu wissen ist, dass eine zerstorte DNA fur eingesetzte Sonden unter

Umstanden nicht die uiblichen Bindungsstellen aufweist und so beispielsweise
statt zwei nur eine Bande im Gel sichtbar wird.
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Immer ist von zentraler Wichtigkeit zu entscheiden, ob auftretende Banden ver-
schiedener Personen im Gel gleich weit gewandert sind oder nicht. Schneider vom
Institut fur Rechtsmedizin der Universitait Mainz gibt generell zu bedenken, dass
»aufgrund der beschrinkten Trennschérfe der DNA-Elektrophorese-Systeme Ent-
scheidungskriterien erarbeitet werden miussen, die zur Unterscheidung von sehr
eng beieinander liegenden Fragmenten hinsichtlich Ein- oder Ausschluss verwen-
det werden konnen. Hierzu ist eine objektive DNA-Fragmentlangenbestimmung
mittels EDV-gestutzter Analyse unter Anwendung empirisch erarbeiteter labor-
spezifischer Mess- und Fenstergrolen erforderlich. Nur eine standardisierte und
reproduzierbare Auswertung ermoglich eine Vergleichbarkeit von DNA-Fragment-
langentypisierungen.* (SCHNEIDER, ohne Jahr)

5.2 Wabhrscheinlichkeiten

Wie bereits unter Punkt 3.2 erwahnt, ist die Wahrscheinlichkeit, dass auftreten-
de Bande(n) eines VNTRs einer Person mit vielen anderen Personen — zufallig
— Ubereinstimmen, recht grof}. Deshalb werden immer mehrere Loci untersucht,
mindestens so viele, dass als Ausschlusskriterium mehr Unterschiede nachweisbar
als durch Mutation allein erklarbar sind.

Sind die auftretenden Banden bei Betrachtung mehrere Loci aber gleich, stellt
sich fur die Wissenschaftler die Frage, ob es sich um eine zufallige Ubereinstim-
mung handelt oder ob die Gleichheit an einem identischen Spurenabdruck bzw. bei
einer Teilubereinstimmung an einem vererbten Spurenabdruck (bei Stammbaum-
analysen) liegt. Bei letzterem ist ein Vergleich beispielsweise zwischen Vater und
Kind recht einfach zu untersuchen: das Kind musste bei der Halfte der Merkmale
mit dem Vater iibereinstimmen. Im Gegensatz zur forensischen Spurenkunde sind
hier evtl. Mutationen zu beriicksichtigen, die in der Regel bei der Keimzellbildung
aufgetreten sein konnten (SCHNEIDER, ohne Jahr).

Zur Klarung, ob eine Merkmalsiibereinstimmung statistisch eher zufallig ist
oder nicht, werden biomathematische Berechnungen durchgefuhrt. Zur Berech-
nung muss man wissen, wie viele Menschen in der Vergleichsregion ein glei-
ches DNA-Profil, bezogen auf das eine Merkmal, aufweisen (BENECKE, 1999,
68—74). Fur jedes untersuchte Merkmal, fur jedes Allel, wird eine bestimmte
Bevolkerungszahl untersucht und dadurch die Haufigkeit bestimmt, mit der das
Merkmal in dieser Bevolkerung auftritt. Da Haufigkeitsverteilungen der betrach-
teten Allelsequenzen stochastisch unabhédngig sind, kann man die Haufigkeiten
einzelner Allele miteinander multiplizieren.

Beispiel: Eine Person hat auf einem Chromosom einen bestimmten VNTR-Lo-
cus von 15 Wiederholungen. 1. Frage: Wie viele Personen in der Vergleichsregion
haben das auch? Nun betrachtet man die Wiederholungsanzahl des VNTR-Locus
auf dem homologen Chromosom. Sie sei bei der untersuchten Person 16. 2. Fra-
ge: Wie viele Personen in der Bevolkerung haben das auch? Zur Bestimmung
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der Wahrscheinlichkeit der Kombination 15/16 werden die aufgetretenen Einzel-
haufigkeiten multipliziert. Dies geschieht auch mit allen weiteren Merkmalen.
Treten in einer Population pro VNTR-Locus mehrere Allele auf, muss dies in dies
Berechnung zur Wahrscheinlichkeitsbestimmung mit einbezogen werden. D.h. die
Gesamtzahl der auftretenden Allele an einem VNTR-Locus wird genutzt, um die
Wabhrscheinlichkeit fur das Zusammentreffen der beiden Allele in einer Person zu
bestimmen. Insgesamt werden alle auftretenden Einzelwhrscheinlichkeiten mit-
einander zu Gesamtwahrscheinlichkeit multipliziert (genaueres s. KrRawczak &
ScHMIDTKE, 1994, Kapitel 4).

In der Fachliteratur wird bei der Betrachtung von 4-5 Genloci eine Wahrschein-
lichkeit von 4x10-11 dafur genannt, dass zwei nicht verwandte Personen das
gleiche Bandenmuster haben; bei Verwandten liege sie immer noch unter 4x10-5
(RossEL, 2000).

Treten bei einem Bandenvergleich mehr als zwei Unterschiede auf, also mehr
Unterschiede als durch Mutationen allein erklarbar, wird hundertprozentig ausge-
schlossen, dass sie von ein und derselben Person stammen bzw. Elter/Kind sind.
Dagegen wird einer Bandengleichheit nie eine 100%ige Wahrscheinlichkeit einer
Ubereinstimmung gegeben werden konnen (Vaterschaftsnachweise werden meist
mit 99,99% — Vaterschaft praktisch erwiesen — angegeben), da theoretisch, wenn
auch oft eher nur rechnerisch, eine zufallige Ubereinstimmung vorliegen konnte.

5.3 Rechtliches

Laut Beschluss des Bundesverfassungsgerichts 2000 (§2 DNA-IFG i.V. m. §81
gStPO) ist die Feststellung, Speicherung und Verwendung des DNA-Identifizie-
rungsmusters erlaubt, sofern nur nichtcodierende Teile der DNA erfasst werden
und das Genmaterial zerstort wird, die Untersuchung richterlich angeordnet und
streng zweckgebunden ist (HomBerT, 2003, 36).

Zur schnelleren Vergleichbarkeit von schweren Delikten gibt es beim
Bundeskriminalamt so genannte Individualdatenbanken, die genetische
Fingerabdriicke von Straftitern speichern. Der genetische Fingerabdruck ist bei
der Verbrechensaufkldarung nicht als ausschlieBliches Beweismittel anzusehen,
sondern kann immer nur im Zusammenhang mit anderen Indizien zu einer
Verurteilung fuhren (Krawczaxk & ScHMIDTKE, 1994, 89 und HomserT, 2003, 19).
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