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World Wide Web

Es gibt nur wenig Bereiche, in denen so schnelle
Fortschritte verzeichnet werden wie in der
Biotechnik. Um die Informationen in diesen EIBE-
Einheit bei mdglichst geringen Kosten auf einen
guten Stand zu halten, werden sie in elektronischer
Form verdffentlicht.

Diese Seiten (wie die anderen EIBE-Einheiten) sind
weltweit ber das World-Wide-Web zugénglich, zu
finden unter

www.eibe.org

Alle EIBE-Einheiten im World-Wide-Web sind in
Form von PDF-Dateien (PDF = Portable
Document Format). PDF-Dateien ermdglichen bei
jedem Computersystem (Macintosh einschlieBlich
Power PC, Windows, DOS oder Unix-Platforme)
die Ubertragung qualitativ hochwertiger
llustrationen, sowie die Erhaltung der Farben, der
Schriftarten und des Layouts des urspriinglichen
Dokuments.

PDF-Dateien sind auch weniger umfangreich als die
urspringlichen Dateien und sind somit schneller
herunterzuladen. Um die EIBE-Einheiten lesen zu
konnen, muss allerdings ein Adobe Acrobat Reader®
als Programm in Ihrem System installiert sein.

Das neuste Acrobat Reader® kann kostenlos bezogen
werden. Es kann von der EIBE-Website oder von

http://www.adobe.com/
heruntergeladen werden.

Mit diesem Software kdnnen Sie die EIBE-
Einheiten lesen oder drucken. Sie kdnnen sich auch
in den Dokumenten bequem bewegen und sie
durchsuchen.

HINWEIS: Adobe und Acrobat sind Markenzeichen
von Adobe Systems Incorporated. Macintosh ist ein
eingetragenes Markenzeichen von Apple Computer
Incorporated.
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Unser Dank gilt Niels Morling, Hanna Hansen
und Birthe Eriksen, Abteilung Forensische
Genetik der Universitdt Kopenhagen,
besonders flir die Bereitstellung von
Bildmaterial und von Forschungsergebnissen.

Der Schulversuch in dieser Einheit wurde von
John Schollar am NCBE entwickelt.

Dorte Hammelev (Frederiksberg HF Kursus,
Kopenhagen), Wilbert Garvin (Northern
Ireland Centre for School Biosciences, The
Queen’s University of Belfast) John Schollar
(National Centre for Biotechnology Education,
The University of Reading) und Jill Turner
(University College, London) planten und
veranstalteten einen multinationalen Workshop,
in dessen Rahmen die Materialien dieser Einheit
erprobt wurden. EIBE mdchte sich hierfir bei
ihnen und bei den Lehrkraften aus Danemark,
Irland und Deutschland bedanken, die daran
teilnahmen und viele hilfreiche Riickmeldungen
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zu den Probematerialien gaben.

Am Workshop teilgenommen haben

aus Danemark: Lisbet Leonard; Lene
Tidemann, Mario Bro Hassenfeldt, Greta
Grgnquvist, Jytte Jargensen, Tine Bing, Per
Vollmond, Anker Steffensen:;

aus Irland: John Lucey, Michael O’Leary,
Bruno Mulcahey, Tim O’Meara, Tom Moloney,
Brendan Worsefold, Frank Killelea;

aus Deutschland: Ulrike Schnack, Werner
Béhrs, Jirgen Samland, Cristel Ahlf-Christiani,
Erhard Lipkow, Hubert Thoma;

vom EIBE-Team: Eckhard R. Lucius,
Catherine Adley, Jan Frings, Wilbert Garvin, Jill
Turner, Dean Madden, John Schollar, Dorte
Hammelev.

© Urheberrechte

Diese EIBE-Einheit ist urheberrechtlich
geschiitzt. Alle Rechte vorbehalten.

Zum Schulgebrauch. Elektronische und
gedruckte Kopien dieser EIBE-Einheit oder
einzelner Seiten dirfen im Unterricht eingesetzt
werden, vorausgesetzt, dass die Kopien
kostenlos oder zum Vervielféltigungspreis zur
Verfugung gestellt werden, und dass die
Autorinnen und Autoren der Einheit als solche
genannt und gekennzeichnet werden.

Zum anderweitigen Gebrauch. Die Einheit
darf von Einzelpersonen an Einzelpersonen zu
nicht-kommerziellen Zwecken weitergegeben
werden. Untersagt ist die Verbreitung tiber
elektronische Verteilerlisten, Mail-(Listserv)-
Listen, Nachrichtengruppen, Schwarzes-Brett-
oder nicht autorisierte World-Wide-Web-
Postings, oder Uber andere Mechanismen der
Massenvervielféltigung, des Zugangs oder der
Reproduktion, die ein Abonnement oder den
autorisierten Zugang ersetzen, oder auf eine
Weise, die nicht als gutglaubiger Versuch der
Einhaltung dieser Einschrankungen anzusehen
ist.

Kommerzielle Nutzung. Im Fall, dass Sie
diese Einheit ganz oder auszugsweise zu
kommerziellen Zwecken nutzen oder sie in
jeder Form neu verdffentlichen maochten,
wenden Sie sich an das
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Sekretariat EIBE

c/o Institut fur die Péadagogik der
Naturwissenschaften (IPN) an der

Universitét Kiel

Olshausenstral3e 62

D-24098 Kiel

Telefon: 0431/880 3132
Fax: 0431/880 3132
Email: glawe@ipn.uni-kiel.de

ZU dieser Einheit

Diese Materialien sind von Lehrerinnen und
Lehrern im aktiven Schuldienst und von
Erziehungswissenschaftlern aus mehreren
europdischen Landern entwickelt worden.
Ermaoglicht wurde diese Zusammenarbeit durch
die finanzielle Unterstlitzung wie auch die
Ermutigung des DGXII der Europdischen
Kommission, unter der Schirmherrschaft von
EIBE, der Européischen Initiative flr
Biotechnologie im Unterricht.

Die EIBE-Materialien sind im Rahmen von
Workshops, an denen Lehrkrafte aus mehreren
europdischen Landern teilnahmen, ausfihrlich
erprobt worden.

Die Ansichten, die in dieser Einheit Ausdruck
finden, sowie die hier vorgeschlagenen
Aktivitaten, sind die der Autorinnen und
Autoren und nicht die der Europdischen
Kommission.

Insbesondere sollten die allgemeinen
Sicherheitsregeln am Anfang dieser Einheit
sowie die spezifischen Regeln im Text
Beachtung finden.
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A\ Sicherheit

In allen EIBE-Einheiten wurde versucht, alle
bekannten Risiken zu identifizieren und
entsprechende Sicherheitsvorkehrungen
vorzuschlagen.

Nach Mdoglichkeit entsprechen die
vorgeschlagenen Verfahrensweisen allgemein
anerkannten Risikoanalysen. Falls eine
gesonderte Risikoanalyse notwendig erscheint,
wurde eine entsprechende Empfehlung
vermerkt.

Nutzer der Einheit sollten trotzdem bedenken,
dass Fehler und Unterlassungen mdglich sind
und dass in der Industrie und im
Bildungsbereich unterschiedliche Standards
gelten. Folglich sollte vor jeder praktischen
Arbeit eine eigene Risikoanalyse durchgefuhrt
werden. Insbesondere missen lokale Regeln,
die von Arbeitgeber- oder Behordenseite
stammen, ungeachtet der Empfehlungen in
dieser EIBE-Einheit, befolgt werden.

Soweit nicht anders angeordnet wird
angenommen,

o dass die praktischen Arbeiten in einem
richtig ausgestatteten und instand
gehaltenen Labor durchgefuhrt werden;

o dass sdmtliche Gerate mit Netzanschluss
richtig instand gehalten werden;

o dass bei Ublichen Laborvorgéngen wie der
Erhitzung von Substanzen sorgfltig
vorgegangen wird;

o dass eine gute Laborpraxis gelbt wird,
wenn Chemikalien oder lebende
Organismen verwendet werden;

o dass bei bekanntem Risiko flr die Augen
stets Augenschutz getragen wird;

o dass Schilerinnen und Schiilern/
Studentinnen und Studenten fir alle
Aktivitaten wie zum Beispiel den Umgang
mit Chemikalien und Mikroorganismen
sichere Vorgehensweisen vermittelt
werden.
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DNA-Profilanalyse - der Hintergrund

Einleitung

Die Analyse der menschlichen DNA findet —

jenseits der reinen Forschung — vorwiegend in

zwei Bereichen statt.

1 Im Gesundheitswesen: u.a. Diagnose von
Erbkrankheiten, Anomalien der
Chromosomen und Krebs.

2 Inder Gerichtsmedizin: Identifizierung
von Verddchtigen in Kriminalféllen
(insbesondere Mord, Vergewaltigung und
andere Gewaltverbrechen) und Analyse
von Verwandtschaftsverhdltnissen in
Vaterschafts- und Immigrationsprozessen.

Das Unterrichtsmaterial in dieser Einheit setzt

sich vorwiegend mit der Anwendung der DNA-

Profilanalyse in der Gerichtsmedizin

auseinander.

Jede DNA-Analyse, die zwecks Aufklarung
einer gerichtlichen Frage durchgefihrt wird, ob
es sich um einen Kriminalfall oder eine
Auseinandersetzung Uber ein
Verwandtschaftsverhéltnis handelt, setzt sich
lediglich mit einem verschwindend kleinen

Bereich des menschlichen Genoms auseinander.

Im Wesentlichen beinhaltet die gangigste
Analyse die Bestimmung der L&nge von vier
oder flinf ausgewahlten Abschnitten der
chromosomalen DNA. Das Ergebnis ist eine
individuelle Kombination von Buchstaben und
Ziffern, das sogenannte DNA-Profil. Dieses
DNA-Profil ist gelegentlich mit einem
Strichcode verglichen worden. Tatsé&chlich
stellte das urspriingliche, fur die
Gerichtsmedizin entwickelte Verfahren das
Ergebnis als eine Reihe dunkler Striche auf
einem Rontgenbild dar, den sogenannten
»genetischen Fingerabdruck®. Diese frithere
Methode unterscheidet sich jedoch vom heute
eingesetzten Verfahren, der sogenannten DNA-
Profilanalyse.

Die Anwendung der DNA-
Profilanalyse

Téglich kann man in der Presse von Mord und
Vergewaltigung lesen, und die DNA-Profil-
analyse wird mittlerweile routinemagig
eingesetzt, um solche Félle aufzuklaren. DNA-
Profile, die anhand der am Tatort
hinterlassenen Blut- oder Samenspuren erstellt
wurden, werden mit den Profilen mdoglicher
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Verdéchtiger verglichen.

In Vaterschaftsprozessen weist ein erster
Vergleich zwischen den DNA-Profilanalysen
einer Mutter und ihres Kindes auf diejenigen
Bereiche des Profils des Kindes hin, die vom
Vater stammen durfen. Die DNA-Profilanalyse
des vermeintlichen Vaters ermdglicht somit die
Entscheidung, ob der fragliche Mann Vater des
Kindes sein kdnnte oder auch nicht, mit
anderen Worten, ob sein DNA-Profil mit dem
Bereich des Profils beim Kind, der nicht von
der Mutter stammt, kompatibel ist. Das Gleiche
gilt fir Immigrationsprozesse, wenn die
verwandtschaftliche Beziehung zwischen einem
Staatsburger oder einer Staatsbirgerin und
einem Asylbewerber oder einer Asylbewerberin,
der oder die aufgrund einer verwandtschaftlichen
Beziehung die Staatsbirgerschaft beantragt,
festgestellt oder verneint werden kann.

Die DNA-Profilanalyse kann auch eingesetzt
werden, um Tote zu identifizieren, indem ein
Vergleich mit moglichen Verwandten gemacht
wird. Diese Methode hat sich als wertvoll
erwiesen, wenn die Opfer von See- und
Luftfahrtunfallen sonst wegen Unkenntlichkeit
nicht zu identifizieren gewesen wéren (1). Sie ist
auch eingesetzt worden, um Opfer
terroristischer Anschldge in Israel und im
ehemaligen Jugoslawien zu identifizieren, sowie
Kriegsopfer, wie geschehen im Golfkrieg vom
1990.

Die Identifizierung anhand der Uberreste langst
verstorbener Menschen ist heute ebenfalls
moglich, dank der Entwicklung von Methoden,
die es erlauben, DNA aus Knochen, oder auch
aus Z&hnen zu gewinnen. So konnten die Opfer
dlterer Verbrechen identifiziert werden, und so
konnten bekannte Félle geklart werden, wie
zum Beispiel der des Nazi-Arztes Mengele und
der letzten russischen Zarenfamilie (2,3).

Im Falle des russischen Zaren gelang es, circa
75 Jahre nach der Hinrichtung der Familie unter
den im Massengrab gefundenen neun Skeletten
das des Zaren und das seiner Frau zu
identifizieren. Weitere Skelette konnten drei
Kindern des Zarenpaares zugeordnet werden.
Auf dhnliche Weise diente die DNA-Analyse
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der Beweisfuihrung, dass eine Frau, die als
Erwachsene stets darauf bestand, Anastasie,
jingste Tochter des Zarenehepaars, zu sein,
eine Hochstaplerin war (siehe S. 23)(4).

Archéologen und Anthropologen haben
ebenfalls fiir die DNA-Profilanalyse
Anwendungen gefunden. Ein (iberaus
erfolgreiches Beispiel daftr ist die jlingste
Analyse der DNA aus dem préhistorischen
menschlichen Skelett, das 1856 in Neanderthal,
in der Nahe von Dusseldorf, gefunden wurde.
Dieses Skelett ist schatzungsweise zwischen
30.000 und 100.000 Jahre alt und entstammt
einer ausgestorbenen Gruppe Hominiden. Die
Ergebnisse der DNA-Analyse deuten darauf
hin, dass der Neanderthaler und der moderne
Mensch, die Gber mehrere tausend Jahre in
Europa und anderswo koexistierten, zweli
unterschiedliche Arten darstellen, deren frihste
gemeinsame Vorfahren vor ca. 500.000 bis
700.000 Jahren lebten (5).

Die DNA-Analyse wird auch in der
Wissenschaft eingesetzt, um Viren, Bakterien,
Pflanzen und Tiere zu untersuchen. Die
Verfahren haben sich sowohl in der reinen
Forschung (d.h. um Beziehungen unter den
Arten zu kldren) wie auch in eher praktischen,
angewandten Bereichen als wertvoll erwiesen.
Zu Letzteren gehdren zum Beispiel die
Diagnose von Ansteckungskrankheiten, die
Fahndung nach gestohlenen oder illegal
transportierten Tieren und die Uberwachung
gentechnisch manipulierter Pflanzen.

Das menschliche Genom

Das menschliche Genom ist im jeweiligen
Zellkern (Kern-DNA) enthalten. Ein kleiner
aber wichtiger Teil befindet sich in den
Mitochondrien (Mitochondrien-DNA).
Letzteres wird unten separat behandelt.

Kern-DNA

Die DNA des Menschen setzt sich aus 46
langen Molekilen zusammen, die ,,das
genetische Rickgrad® eines Chromosoms
bilden. Die 46 Chromosomen jeder Zelle
bestehen aus 23 Paaren, von denen jeweils ein
Chromosom von der Mutter und ein
Chromosom vom Vater des Individuums
stammen. Dies ist die Grundlage des ersten
Mendelschen Gesetzes zur Vererbung und
bedeutet, dass es mittels DNA-Analyse méglich
ist, die biologischen Beziehungen innerhalb
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einer Familie aufzuspuren, einschlief3lich der
Isolierung von Krankheitsgenen.

Ein Paar der 23 Chromosomenpaare, hdamlich
die Geschlechtschromosomen, unterscheidet
sich je nach Geschlecht: zwei X-Chromosome
(XX) in der Frau, ein X-Chromosom mit einem
Y-Chromosom (XY) im Mann. Die
Untersuchung von Blutspuren und
Gewebeproben auf Y-chromosomaler DNA
kann folglich dazu dienen, das Geschlecht der
Person zu identifizieren. Die tbrigen 22 Paare
werden Autosomen genannt.

Das Genom des menschlichen Zellkerns hat
schatzungsweise zwischen 50.000 und 100.000
Gene, die die vielen unterschiedlichen Proteine
des Organismus verschlusseln. Lediglich ein
kleiner Teil der Kern-DNA enthélt jedoch
solche Proteincodes. Die Abschnitte, die keine
Information zum Bau von Proteinen enthalten,
befinden sich entweder in einzelnen Genen, wo
sie sogenannte Introns oder Zwischenfolgen
bilden, oder zwischen den Genen. Die DNA-
Sequenzen, die in der Profilanalyse verwendet
werden, entstammen diesen Abschnitten. Dank
der Komplexitat des menschlichen Erbguts und
seiner vielen Variationsmaglichkeiten hat jeder
Mensch — mit Ausnahme von Mehrlingen, die
aus einem befruchteten Ei stammen - ein
einzigartiges Genom und somit ein
personliches DNA-Profil.

Mutationen

DNA ist stabil, jedoch nicht statisch.
Gelegentlich entstehen Mutationen, die eine
Verdnderung der Basenpaare in ihrer Abfolge
bedeuten. Eine Mutation kann ernsthafte
Folgen haben, wenn sie die Synthese oder die
Funktion eines wichtigen Proteins verandert.
Die allermeisten Mutationen haben aber keine
unmittelbaren Folgen fiir den Organismus, da
sie in Sequenzen innerhalb oder auBerhalb des
Gens stattfinden, die keine Proteincodes
speichern. Solche harmlosen, neutralen
Mutationen bilden die Grundlage der meisten
Unterschiede im Erbgut der Einzelnen.

Hochvariable Regionen

Beim géngigen gerichtsmedizinischen
Verfahren der DNA-Profilanalyse werden
Abschnitte des Genoms, die sogenannten
VNTR-Regionen — nach dem englischen
Begriff variable number of tandem repeats —
analysiert. In diesen Abschnitten wiederholt
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Abbildung 1. Eine VNTR-Region in einem
Chromosomenpaar: die Chromosome weisen 10
bzw. 18 Wiederholungen auf.

véterliches Chromosom:
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sich kontinuierlich eine bestimmte Abfolge der
Basenpaare unterschiedlich oft (Abb. 1).

Die Lénge einer bestimmten VNTR-Region
eines bestimmten Chromosoms hangt daher
von der Anzahl der Basenpaare in der
Wiederholungssequenz sowie von der Anzahl
der Wiederholungen ab. In der DNA-
Profilanalyse sind die L&ngen verschiedener
VNTR-Regionen bekannt. Das DNA-Profil ist
somit lediglich eine Kombination dieser
Langen, dargestellt in einem Format, auf das
sich die internationale gerichtsmedizinische
Forschung geeinigt hat.

Die Entdeckung der VNTR-
Regionen

Diese besonders variablen Regionen des
Genoms wurden von Professor Alec Jeffreys
und seinem Team an der Universitat Leicester,
Grol3britannien, entdeckt. Sie untersuchten den
genetischen Code fur Myoglobin, das rote,
sauerstoffbindende Protein in den
Muskelzellen. Wéhrend dieser Arbeit stellten sie
fest, dass ein Intron dieses Gens eine
Basenpaarsequenz enthalt, die sich mehrfach
nacheinander wiederholt, und dass die Anzahl
der Wiederholungen von Person zu Person
unterschiedlich ausfallen kann. Jeffreys und
seine Gruppe wollten diesen verdanderlichen
Abschnitt nutzen, um jeweils das Myoglobin-
Gen auf dem Chromosom zu orten. Zu diesem
Zweck isolierten sie einen DNA-Abschnitt, der
diese Region enthielt, und setzten ihn als Sonde
in der DNA-Analyse ein.

Eine Sonde ist ein einzelstrangiges DNA-
Molekl, das sich mit den Basen eines DNA-
Einzelstranges im anvisierten Gen paaren bzw.
hybridisieren kann. Die Sonde wird entweder
chemisch oder radioaktiv markiert, damit sie
anschlieRend in der Analyse erkennbar ist, z.B.

8 EINHEIT 2: DNA PROFILANALYSE

mittels eines empfindlichen Fotofilms (siehe
Abb. 5).

Als Jeffreys und seine Gruppe die Sonde
verwendeten, stellten sie zu ihrer Uberraschung
fest, dass jede analysierte Probe zu zahlreichen
‘Banden’ auf dem Film fiihrte, da die Probe
sich mit mehreren DNA-Regionen pro Person
verbunden hatte. Das Bandenmuster stellte sich
als jeweils individuell heraus, und somit war ‘der
genetische Fingerabdruck’ entdeckt. Spéater
konnten die verschiedenen VNTR-Regionen,
die die vielen Banden verursachen, identifiziert
bzw. beschrieben und in einem weiteren Schritt
separat analysiert werden. Diese separate
Analyse ist das Prinzip hinter den heutigen
Verfahren der DNA-Profilanalyse.

Alec Jeffreys erhielt viel Anerkennung flir seine
Entdeckung und ihre Weiterentwicklung, die die
Grundlage fur forensische DNA-Analysen
legte. Seine Arbeit ist eines der vielen Beispiele
einer bedeutenden Entdeckung, die wahrend
eines Vorhabens mit ganz anderer Zielsetzung
gemacht wurde. Sie zeigt ebenfalls, wie die
Grundlagenforschung Entdeckungen machen
kann, die schnell zu wertvollen Anwendungen
in der Praxis fuhren kénnen.

Mitochondrien-DNA
Mitochondrien-DNA (mtDNA) ist ein kleines,
ringférmiges DNA-Molekil mit ungeféhr

Abbildung 2. Sir Alec Jeffreys
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Mehr zu den VNTR-Regionen

Viele der zuerst entdeckten VNTR-Regionen wiesen eine ziemlich grofRe Anzahl (typischerweise 20-50)
Basenpaare pro Wiederholung auf, sowie eine Variation in der Anzahl der Wiederholungen von 50 bis mehreren
Hundert. Eine solche Region kann also aus 1.000 bis tber 10.000 Basenpaaren bestehen. Die Anzahl der
Wiederholungen und somit die L&nge der VNTR-Region ist ein Merkmal, das nach dem Mendelschen Gesetz
der Spaltung vererbt wird. Genetisch gesprochen ist eine VNTR-Region ein Genort mit einer Anzahl Allele, die
jeweils durch eine bestimmte L&nge gekennzeichnet sind. Ein solcher Ort mit unterschiedlichen, relativ hdufigen
Allelen wird als genetisch polymorph (polymorph = viel-, verschiedengestaltig) bezeichnet. Bei tiber 95% der
Menschen sind die Allele einer VNTR-Region unterschiedlich lang und sind somit heterozygot an diesem Ort.
Die Wahrscheinlichkeit, dass zwei nicht verwandte Personen die gleiche Allelkombination in einer gegebenen
VNTR-Region haben, ist oft viel geringer als 1%.

In letzter Zeit sind sehr viele VNTR-Regionen identifiziert worden, die Repetitivsequenzen von nur 2-4
Basenpaaren haben, die eine Variation von beispielsweise 5 bis 15 Wiederholungen aufweisen. Einige dieser
sogenannten STR-Regionen (short tandem repeats) bilden die Grundlage der modernen, fortgeschrittenen DNA-
Profilanalyse.

16.600 Basenpaaren. Im Vergleich besteht die vorhanden sind. Uber Jahrtausende hat sich

Kern-DNA aus etwa 6 Millionen Basenpaaren somit eine grofe Vielfalt in der mtDNA-

oder circa zwei Metern DNA! Da jedes Sequenz des Menschen entwickelt. Etwa die

Mitochondrium 5-10 mtDNA-Molekile enthélt Hélfte dieser Variationen befindet sich in zwei

und eine Zelle Hunderte oder sogar Tausende nicht-codierenden Nebenregionen des

Mitochondrien haben kann, enthalten die Molekdils, und die Analyse der Abfolge dieser

Zellen einer Person durchschnittlich Tausende hochvariablen Regionen ist zu einem wichtigen

mtDNA-Molekile, die eine identische Instrument sowohl in der Gerichtsmedizin als

Anordnung der Basenpaare aufweisen. Diese auch in der anthropologischen Forschung

hohe Kopiezahl pro Zelle erklért, warum geworden. Es waren Analysen der mtDNA, die

mtDNA der Bestandteil des Erbmaterials ist, es ermdglichten, die Skelette des letzten

der am wahrscheinlichsten aus alten Uberresten russischen Zaren und seiner Familie zu

und aus biologischen Spuren gewonnen werden identifizieren (2,3) und die Identitat der

kann. ,»falschen Anastasia“ aufzudecken (4). Ebenfalls
war es die mtDNA, die uns die ersten wichtigen

Da sich Mitochondrien und mtDNA auBerhalb Informationen zum Erbmaterial des

des Zellkerns befinden, wird mtDNA Neanderthalers lieferte. Diese Analysen zeigten,

ausschlief3lich von der Mutter vererbt. Das dass es sich um einen Hominiden handelte, die

Spermium trégt lediglich Kern-DNA bei. Dies mit dem heutigen Menschen nur entfernt

hat zur Folge, dass eine Frau die gleiche verwandt war (5).

mtDNA-Sequenz aufweist wie ihre Kinder, ihre
Mutter, ihre GroRmutter mutterlicherseits sowie
alle anderen Familienmitglieder, die durch eine
ungebrochene weibliche Linie mit ihr verwandt
sind. Die Analyse der Mitochondrien-DNA ist
somit ein hilfreiches Verfahren, um biologische
Verwandtschaftsbeziehungen bei
ungebrochener weiblicher Erbfolge tber viele
Generationen festzustellen.

Wie bei Kern-DNA kdnnen auch bei mtDNA
Mutationen auftreten, und pro Basenpaar
kommen sie sogar haufiger vor. Die mtDNA ist
weniger geschitzt und hat keinen Zugang zu
den Reparaturmechanismen, die im Zellkern
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Abbildung 3. Zwei VNTR-Allele (siehe Abb. 1)
die auf die Wirkungsstellen eines
Restriktionsenzyms hinweisen: die Ldnge der
daraus resultierenden DNA-Fragmente wird anhand der
Entfernung zwischen den Schnittstellen ermittelt (Pfeile).

DNA-Profilanalyse
— die Technologie
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Zwei Verfahren werden hier
beschrieben: die klassische und die
moderne DNA-Analyse. Da in beiden
Verfahren die Elektrophorese eine
grundsétzliche Rolle spielt und somit
ein klares Verstandnis dieser Technik
unabdingbar ist, wird zuerst die
Elektrophorese behandelt.

Elektrophorese

Elektrophorese ist die Wanderung geladener
Teilchen in einem elektrischen Feld. Da die
DNA-Molekile zahlreiche Phosphatreste
enthalten, sind sie in alkalischer Losung negativ
geladen. In einem elektrischen Feld wandern sie
zum Pluspol, zur Anode. Wenn diese
Wanderung sich in einem Gel abspielt, werden
die DNA-Molekiile gleichzeitig der GréRe nach
aufgetrennt, da sich die kleinen Molekiile
schneller durch das netzartige Gel bewegen.
Das Gel funktioniert also wie ein molekulares
Sieb. Die Gelelektrophorese ist eine gute,
einfache Technik zur Auftrennung der DNA-
Molekuile nach GroRe, und sie wird in vielen
Methoden der DNA-Analyse eingesetzt.

Die klassische DNA-Profilanalyse
Bevor Sie weiterlesen, sehen Sie sich bitte auf
den Seiten 12-13 die Ubersicht der klassischen
DNA-Profilanalyse an.

Die klassische DNA-Profilanalyse behandelt
groRere VNTR-Regionen und wird als RFLP-
Analyse (RFLP = Restriktions-Fragment-
Langen-Polymorphismus) durchgefiihrt. Dieser
Begriff entstand in den 70er Jahren, als
festgestellt wurde, dass menschliche DNA unter
der Einwirkung von Restriktionsenzymen in
kleinere Molekiile, die sogenannten

véterliches Chromosom:

¥ \
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miuitterliches Chromosom:
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Es ist schon oben erwéhnt worden, dass die
Allele eines VNTR-Ortes Bestandteile eines
polymorphen Merkmalssystems sind. Da die
polymorphen Allele, die in der klassischen
DNA-Profilanalyse verwendet werden, durch
die Langen der entsprechenden
Restriktionsfragmente bestimmt werden, wird
hier der Begriff Restriktions-Fragment-L&ngen-
Polymorphismus (RFLP) verwendet.

Restriktionsenzyme —
Grundwerkzeug der DNA-Analyse
Restriktionsenzyme sind in Bakterien
vorhanden. Sie zeichnen sich durch ihre
Fahigkeit aus, ein spezifisches Basenmuster von
gewohnlich 4-6 Paaren in einem DNA-Molekdl
zu erkennen und den Doppelstrang entweder
innerhalb oder in der Néhe der
Erkennungssequenz zu “schneiden”.
Restriktionsenzyme sind sequenzspezifische
DNA-Endonukleasen. Folglich ermdglichen sie
das wiederholte “Schneiden” langer DNA-
Molekdle in klar definierte Fragmente . Sie sind
daher zu biochemischen Hilfsmitteln geworden,
die sowohl in der Gentechnik als auch in der
DNA-Analyse von grundséatzlicher Bedeutung
sind.

¥ ¥ \

5-GAATTC-3' 5-GANTC-3 5-GGCC-3
3-CTTAAG-5 3-CTNAG-% 3-CCGG-Y
Nach der Behandlung mit einem @ o N
Restriktionsenzym ergeben sich aus einer EcRI Hinfl Haelll
bestimmten autosomalen VNTR-Region eines
Individuums normalerweise Restriktions-
fragmente in zwei unterschiedlichen GroRen,
die vom Chromosom der Mutter bzw. vom dem
des Vaters stammen (Abb. 3).

Restriktionsfragmente, aufgeschnitten wird.

Abbildung 4. Erkennungssequenzen und
‘Schnittmuster’ von drei Restriktionsenzymen:
die meisten Enzyme haben symmetrische

Erkennungssequenzen (Palindromsequenzen)
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Mehr Uber Restriktionsenzyme

Bakterien schiitzen sich vor Viren (Bakteriophagen oder schlicht: Phagen) durch Restriktionsenzyme. Die Enzyme
zerschneiden die DNA eines eingedrungenen Phagen, der somit harmlos wird. Auf diese Weise wird das
Virenspektrum, das ein bestimmtes Bakterium infizieren kann, eingeschrankt. Daher der Name: Restriktions-
enzyme. (Das Bakterium schiitzt die eigene DNA gegen das Restriktionsenzym, indem ein weiteres Enzym dem
entsprechenden Basenmuster eine Methylgruppe hinzufigt, falls die Erkennungssequenz im Genom des
Bakteriums vorkommt. Diese Modifikation verhindert, dass die Sequenz vom Restriktionsenzym erkannt wird.)

Mehrere hundert Restriktionsenzyme, jedes mit eigener Erkennungssequenz, sind heute bekannt und im
Fachhandel erhéltlich. Die Enzyme werden durch kursivgeschriebene ,,Namen* gekennzeichnet, die jeweils aus
drei Buchstaben bestehen und auf die Bezeichnung des jeweiligen Bakteriums hinweisen. Zum Beispiel wurde
EcoR|I ursprunglich im Bakterium Escherichia coli oder E. coli entdeckt, das im Darm vorkommt. Andere Beispiele
(Abb. 4) sind Hinfl aus Haemophilus influenzae und Haelll aus Haemophilus aegypti. In Europa wird Hinfl in der
Regel in der klassischen DNA-Profilanalyse eingesetzt, wahrend in den USA Haelll verwendet wird.

Mehrfache VNTR-Regionen

Bei guter Qualitat des Bandenmusters im
Autoradiogramm (d.h. im durch die radioaktive
Strahlung eingesetzter Sonden belichteten Film)
wird die Membran zur Hybridisation mit einer
weiteren Sonde verwendet, die eine weitere
VNTR-Region erkennt. Die erste Sonde wird
entfernt, was normalerweise mittels Aufkochen
der Membran erreicht wird. Dieses Verfahren
verdndert weder das Muster der gebundenen
einzelstrangigen Restriktionsfragmente noch
deren Féhigkeit, sich mit den Basen einer neuen
Sonde zu paaren. Die Schritte 5 bis 7 kdnnen
unter Verwendung einer Sonde wiederholt
werden, die sich an eine weitere VNTR-Region
bindet. Die Membran wird gewéhnlich zur
Erkundung von vier oder funf VNTR-
Regionen in einer DNA-Profilanalyse einge-
setzt. Es ist natdirlich ein groRer Vorteil sowohl
flir die Handhabung als auch fur die
Genauigkeit, wenn alle Regionen in einem
Elektrophorese-Durchgang analysiert werden
kénnen.

Maglichkeiten und Grenzen

Der groRte Vorteil der DNA-Profilanalyse auf
der Grundlage von RFLP ist der hohe Grad an
Variabilitat in den klassischen VNTR-Regionen.
Mit anderen Worten existiert fiir jeden Ort eine
groRe Anzahl Allele. Folglich ist es hdchst
unwahrscheinlich, dass zwei nicht verwandte
Individuen identische Profile aufweisen. Die
Analyse birgt jedoch eine Schwéche: da die
Restriktionsfragmente ziemlich grof3 sind,
zeigen sie nach der Elektrophorese eine relativ
kontinuierliche GroRenverteilung (d.h. die
Banden sind eventuell nicht klar zu
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unterscheiden). Dadurch ist es schwierig,
zwischen Fragmenten &hnlicher aber doch
unterschiedlicher L&nge zu unterscheiden,
besonders wenn die betreffenden Proben nicht
im gleichen Gel untersucht werden. Zwei Gele
konnen bei gleicher Behandlung leicht unter-
schiedliche Ergebnisse aufzeigen, wenn sie in
unterschiedlichen Kammern oder zwar in der
gleichen Kammer aber zu unterschiedlichen
Zeitpunkten benutzt werden.

Mindestens 20 Nanogramm gereinigter und
ziemlich intakter DNA werden fur die DNA-
Profilanalyse auf RFLP-Basis bendtigt. Diese
Menge schrankt die Verwendbarkeit der
Methode in kriminalistischen Féllen ein, bei
denen unter Umstédnden nur wenig, dazu schon
abgebaute DNA aus dem Blut oder von
Samenspuren gewonnen werden kann. Weitere
Probleme kénnen durch Verunreinigungen der
Spuren verursacht werden, zum Beispiel durch
Farbstoffe aus Textilien wie Jeans, die an der
DNA kleben, die Wegstrecken der Fragmente
wahrend der Elektrophorese beeinflussen und
somit irrefiihrende Ergebnisse hervorbringen
kdnnen. Solche Ergebnisse kdnnten zur Folge
haben, dass das DNA-Profil einer Spur sich von
dem einer Blutprobe unterscheidet, obwohl es
sich um eine und dieselbe Person handelt, die
auf diese Weise zu Unrecht aus dem Kreis der
Verdéchtigen ausgeschlossen wird. Eine
erfahrene wissenschaftliche Kraft wird jedoch
diese Frage beachten, wenn stetige kleine
Unterschiede in den Wanderungsstrecken der
Fragmente aus allen analysierten VNTR-
Regionen zu beobachten sind.
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1 Die Proben werden geliefert. Die DNA wird

extrahiert und gereinigt. Im Blut enthalten
ausschlieBlich die weilken Blutkdrperchen
Kern-DNA und mtDNA. (Im Menschen wie
bei allen anderen Sdugetieren enthalten die
roten Blutkdrperchen keine DNA,; die
Blutpléattchen enthalten nur mtDNA).

Die klassische DNA-Profilanalyse

Die Schritte einer RFLP-Analyse

Die DNA-Proben werden mit dem
Restriktionsenzym Hinfl behandelt, das die
DNA an mehreren Stellen einschlief3lich an
beiden Enden der gewlinschten VNTR-
Regionen schneidet.

3

Die Proben, die die Restriktionsfragmente
aus dem Schritt 2 enthalten, werden in
einzelne Taschen in einem Agarosegel
pipettiert, das in einer Elektrophorese-
kammer angesetzt und von einer
alkalischen Pufferldsung bedeckt ist. Die
Elektrophorese wird gestartet.

Nach der Elektrophorese wird das Gel aus der
Kammer entfernt. DNA-Fragmente werden vom
Gel auf eine Membran aus Nylon uibertragen,
indem die Membran auf das Gel gelegt wird und
durch saugféahige Papiertlicher abgedeckt wird.
Dieses Verfahren wird ‘Southern Blotting’
genannt (nach dem Biochemiker Ed Southern).
Das Gel wird mit einer stark alkalischen Ldsung
behandelt (NaOH), um die DNA-Fragmente zu
denaturieren (d.h. um die Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen den DNA-Strdngen zu
[6sen), damit die Fragmente sich als
Einzelstrdnge an die Membran binden.

Die Nylon-Membran mit dem unsichtbaren
Muster der gebundenen DNA wird in eine
Ldsung eingetaucht, die eine radioaktive,
einzelstrangige DNA-Sonde enthélt. Die
Nukleotide der Sonde sind komplementér zu
einer Teilsequenz der anvisierten VNTR-
Region angeordnet. Die Strdnge der Sonde
hybridisieren mit den an die Membran
gebundenen, einzelstradngigen Fragmenten, in
denen sich die entsprechende VNTR-Region
befindet.

Die Nylon-Membran wird aus der
Hybridisierungslésung herausgezogen, nicht-
gebundenes Sondenmaterial wird durch
Waschen entfernt, und die Membran wird
getrocknet. AnschlieRend wird sie mit
empfindlichem fotografischem Film in Kontakt
gebracht, der die Stellen aufzeigen wird, an die
die radioaktive Sonden-DNA gebunden ist, und
somit die Positionen der zu beobachtenden
Fragmente.
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Der Film wird entwickelt, und ,,Banden®, die
den Restriktionsfragmenten entsprechen,
werden sichtbar. Die ungeféhre Grol3e der
Fragmente kann dann anhand der jeweiligen
Wanderungsstrecke wéahrend der
Elektrophorese bestimmt werden, indem sie
mit Molekulen verglichen werden, deren GrofRe
bekannt ist und die im gleichen Gel
elektrophoretisch aufgetrennt werden.
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Abbildung 5. Die klassische DNA-Profilanalyse - die Schritte einer RFLP-Analyse

1
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Fallbezogene Beispiele

Problem 1: Vaterschaftsklage
Abbildung 6 zeigt das Ergebnis einer DNA- Abbildung 6
Profilanalyse auf RFLP-Basis in einem Fall
bestrittener Vaterschaft. Bei der Interpretation —
des Ergebnis sollten genetische Grundséatze
bericksichtigt werden: eine VNTR-Region
wurde untersucht, die bei jedem einzelnen
Menschen aus zwei Allelen besteht, von denen je
eins vom Vater bzw. von der Mutter stammt.

BEISPIELE

1. Indiesem Fall wurden zwei mdgliche Vater
untersucht. Welche der folgenden beiden -
Fragen kann mit der héchsten Sicherheit
beantwortet werden? (Antwort begriinden.)

a) Welcher Mann ist der Vater des Kindes? Lane:
b) Welcher Mann kann nicht Vater des 1 - Mother
Kindes sein? == i
2 - Child
== 3 - Father A?
2. Warum werden bei Vaterschaftsprozessen 4 - Father B?
routinemafig bis zu funf VNTR-Regionen '
analysiert? 1 2 3 4
Problem 2: Immigration Abbildung 7
Abbildung 7 zeigt die DNA-Profilanalyse zweier
VNTR-Regionen einer Familie. Der Hintergrund Probe 1
war, dass einer Flichtlingsfamilie mit drei
Kindern Asyl gewahrt wurde. Spater kam ein vy - - £
Heranwachsender und beantragte ebenfalls eine - - - 3
Aufenthaltserlaubnis. Sowohl er wie auch die §
Familie behaupteten, er sei das vierte Kind der - == g g
Familie. Die Behorden baten um die DNA- - - - s
Profilanalyse, um die biologischen 3
Verwandtschaftsverhaltnisse zu kléren. Probe 2 ;
1. Konnen die Erwachsenen die Eltern der ?’3
Kinder 1, 2 und 3 sein? (Antwort Ssaa= 5
begriinden.) g
-
2. Konnen die Erwachsenen die Eltern des ' - - . 2
vierten Kindes sein? (Antwort begriinden.) e
) C N
3. AuRern Sie auf der Basis der Antworten zu g ; _c; 2 -?-3 g §
den ersten beiden Fragen, Thre Meinung zu 5 = = = E ] g
der Frage, ob das vierte Kind aufgrund S O O O o uw g
seiner Verwandtschaft zur Familie das %
Aufenthaltsrecht bekommen sollte. (Siehe s

auch die Diskussionsfrage auf S. 24.)
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Abbildung 8. VNTR-Ort D1S7 (Sonde MS1)

Héufigkeit
in%

3 o

2 4

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 kb
Grol3e der Allele kb (1 kb = 1000 Basenpaare)

Die Abszisse gibt die Allelgrél3e an; die Ordinate zeigt die Haufigkeit der Allele als Prozentsatz der analysierten Allele.
Die Wiederholungssequenz besteht aus neun Basenpaaren. Die kleinsten Allele weisen wenig mehr als 130
Wiederholungen auf, die gréi3ten (iber 2000. Die Mutationsrate dieses Ortes betrdgt ca. 5%, was auch fir VNTR-
Regionen als relativ hoch gilt. D1S7 befindet sich auf Chromosom 1q, d.h. auf dem langen Arm des Chromosoms 1.
(Quellennachweis: Cellmark Verkaufskatalog).

Abbildung 9. VNTR-Ort D5S43 (Sonde: MS8)

Héufigkeit
in%

12 A

10 A

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 kb
Gréi3e der Allele kb (1 kb = 1000 Basenpaare)

Die Abszisse gibt die Allelgré3e an; die Ordinate zeigt die Haufigkeit der Allele als Prozentsatz der analysierten
Allele. Diese Wiederholungssequenz besteht aus 30 Basenpaaren. Die kleinsten Allele weisen ca. 80
Wiederholungen auf, die grof3ten einige Hundert. (Quellennachweis: Cellmark Verkaufskatalog)

Problem 3:
Die Abbildungen 8 und 9 zeigen die Allelverteilung der beiden VNTR-Orte D1S7 und D5S43 in einer
europdischen Population.
1. Beschreiben Sie in Worten die Information, die jeweils in der Tabelle enthalten ist.
2. Welches Allel ist auf jedem der beiden Orte am héufigsten?
3. Sind diese zwei VNTR-Regionen in gleicher Weise hilfreich bei der DNA-Analyse in
a) einem Mordfall,
b) einem Vaterschaftsprozess und
c) einem Immigrationsfall? (Begriinden Sie die Antwort)
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Die moderne forensische DNA-Profilanalyse
bedient sich der Analyse von STR-Regionen
(short tandem repeats, siche Informationskasten
auf S.9), wobei die Wiederholungssequenzen
aus vier Basenpaaren bestehen (siehe Abb. 11).
Vor jeglicher Ldngenbestimmung der Allele
werden die betreffenden Regionen in gréRRerer
Menge hergestellt (amplifiziert). Die daftr
verwendete PCR-Technik (polymerase chain
reaction: Polymerase-Kettenreaktion) ist eine
wirkungsvolle Methode zur In-Virtro-
Replikation von DNA. Unter geeigneten
Bedingungen ermdglicht diese Technik die
millionenfache Vervielféltigung einer
gewinschten DNA-Sequenz innerhalb weniger
Stunden.
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um DNA mittels dieser Methode zu
amplifizieren wird folgendes bendtigt: DNA
aus der zu untersuchenden Probe, DNA-
Polymerase (ein Enzym, das die vorhandene
DNA kopiert und damit vervielfaltigt) sowie die
vier Desoxyribonucleosidtriphosphate, d.h. die
,.Bausteine* der neuen DNA-Molekiile. Zwei
kleine, einzelstrangige DNA-Molekiile, je 20-30

Die moderne Profilanalyse

Nukleotide lang, werden ebenfalls benétigt.
Diese Oligonukleotide dienen der
Hybridisierung mit der DNA, d.h. sie binden an
die komplementéren Basen an beiden Enden
der zu amplifizierenden Region (siehe Abb. 10).
Diese Oligonukleotide, die sogenannten Primer,
bilden den Ausgangspunkt fiir die Synthese
neuer DNA-Strénge. Sie initiieren also die
Polymerisierung. Das Verfahren besteht aus den
folgenden Schritten, die in 25 bis 35 Zyklen
wiederholt werden (siehe auch Abb. 10).

A. Allgemeine Vorbereitung

Die zwei bendtigten Primer, die die
komplementéren Sequenzen zu den beiden
Enden des zu amplifizierenden DNA-
Abschnitts aufweisen, mussen beschafft, d.h.
gekauft oder mittels Synthese hergestellt
werden.

Die reine DNA wird aus der zu analysierenden
Probe gewonnen. Beim Startmaterial kann es
sich beispielsweise um eine Blutprobe oder eine
Schleimhautprobe handeln, wobei eine
Zellenprobe der Mundschleimhaut per
Mundspilung oder Abstrich entnommen wird.

Abbildung 10.
DNA-Amplifizierung durch PCR

Die Temperatur wird auf 50-60°C
gesenkt. Die Primer lagern sich
an die komplementéren
Sequenzen der Einzelstrdnge an.

Die Reaktionslésung wird auf 90-

95°C erhitzt. Das Erhitzen trennt die
1 Doppelstrang-DNA in zwei

Einzelstrédnge (Denaturierung)..

m

Die Temperatur wird auf ca. 72°C
erhéht, um die Synthese
einzuleiten. Unter Einwirkung der
DNA-Polymerase werden die DNA-
Strdnge in 3*“Richtung, ausgehend
von der Startsequenz, verldngert.
Die Einzelstrdnge dienen dabei als

Matrize.
e, 3
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Haare sowie Blut- oder Samenspuren kdénnen
ebenfalls dazu herangezogen werden. (Unter
geeigneten Umsténden kann die PCR-Technik
bei nicht-reiner DNA verwendet werden, z.B.
bei einem Tropfen Vollblutes.)

B. Vorbereitung der Reagenzien
Eine geeignete Menge DNA-Probe wird mit
den zwei Primern und den vier Desoxy-
ribonukleosidtriphosphaten (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), sowie Reaktionspuffer und
DNA-Polymerase angesetzt.

C.  Durchfiihrung — die PCR-Maschine
Das PCR-Gerét wird entsprechend
programmiert, damit eine geeignete Anzahl

Zyklen zur jeweils gewiinschten Temperatur
durchgefiihrt wird, um die Auftrennung der
DNA, das Anlagern der Primer und die
Synthese neuer DNA-Strénge zu bewirken.

Die Reaktion wird eingeleitet, indem das
Programm gestartet wird. Ein Zyklus, d.h. ein
Durchgang der drei Temperatur-Schritte dauert
normalerweise drei bis vier Minuten. Jeder
Zyklus verdoppelt prinzipiell die Menge an
Ziel-DNA.

Analyse der Amplifikate

Die Grolien der STR-Allele werden durch
elektrophoretische Auftrennung der PCR-
Produkte bestimmt. Hochentwickelte,

Abbildung 11.

Vaterschaftsprozess.
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Ergebnisse einer DNA-Profilanalyse auf der Grundlage der PCR-Technik in einem

Die zwei untersuchten Orte: HUMVWA (Scheitelpunkte 16, 17, 18, 19, 20) und HUMF13 (Scheitelpunkte 3.2, 5, 6)
weisen beide eine Wiederholungssequenz aus vier Basenpaaren auf. Jeder Scheitelpunkt stellt ein Allel des betreffenden
Ortes dar; die Zahl deutet auf die Anzahl der Wiederholungen. Primer werden ausgewéhlt, die PCR-Produkte bestimmter
Grol3en erzielen, damit mehrere Orte innerhalb des gleichen Systems ohne Uberschneidung analysiert werden kénnen.
Somit erklért sich die Gré3e der PCR-Produkte, die die kleineren HUMF13-Allele (3-6 Wiederholungen) darstellen, im
Vergleich zu den PCR-Produkten der HUMvWA-Allele (16-20 Wiederholungen). Der Scheitelpunkt 3.2 ist ein verbreitetes
Allel (Haufigkeit 10%), das drei Wiederholungen und zwei zusétzliche Basenpaare aufweist.

Picture courtesy of Dept. of Forensic Genetics, University of Copenhagen.




computergesteuerte Lasergerate werden heute
eingesetzt, um die Laufstrecken der PCR-
Produkte zu untersuchen. Sie werden mit den
Laufstrecken der DNA-Molekiile verglichen,
die von bekannter GrofRe sind und auf dem
gleichen Gel im gleichen Elektrophorese-
Durchgang aufgetrennt werden. Abbildung 11
zeigt einen Computerausdruck einer solchen
Analyse.

Problem 4:

Besprechen Sie die Ergebnisse der in Abbildung
11 gezeigten Analyse und sagen Sie, welches
Urteil Sie anhand dieser Ergebnisse erwarten.

Vor- und Nachteile der PCR

Die PCR-Technik hat die DNA-Analyse
revolutioniert, und DNA-Profilanalyse auf der
Grundlage dieser Technik wird die RFLP-
Analyse bald ersetzen. Die moderne DNA-
Profilanalyse ist sowohl schneller als auch
weniger arbeitsintensiv, da viele der Schritte
automatisiert werden kénnen. In einer einzigen
Reaktion kann DNA von 4-6 STR-Regionen

und unter Umsténden reicht sogar eine einzelne
Zelle (weniger als 10 Picogramm) aus (9). Diese
Entwicklung ist von besonderer Bedeutung in
kriminalistischen Untersuchungen, die eventuell
nur solche Proben zur Verfiigung haben, die
nicht nur sehr klein sondern auch so weit
degradiert sind, dass auch nach der In-Vitro-
Amplifikation lediglich STR-Orte lokalisiert
werden kdnnen. Falls nur kleinste Mengen
DNA, beispielsweise aus wenigen Zellen,
gewonnen werden kénnen, kann die
Amplifikation einiger Allele misslingen. In
diesem Fall spricht man von Allel-Ausfall (9).

Spuren unbekannter Substanzen kdnnen die
Wirkung der DNA-Polymerase behindern und
somit die PCR-Amplifikation beeinflussen. In
Kriminalféllen stellt die Reinigung der DNA oft
eine mihsame Aufgabe dar, die allerdings
bewadltigt werden muss, damit die PCR-
Amplifikation gelingen kann.

Die hohe Empfindlichkeit der PCR ist
gleichzeitig ihre Schwéche: die Verunreinigung
durch DNA anderer Personen kann zu

amplifiziert werden.
irrefiihrenden Ergebnissen und falschen

Schliissen fiihren. Labors, die die PCR-Technik
auf kleinste Mengen Startmaterial anwenden,
mussten strenge Richtlinien zur Handhabung
der Proben entwickeln. Das Risiko der
Kontamination durch Fremd-DNA z.B. des
Laborpersonals darf nur minimal sein.

Ferner ermdglicht die PCR-Technik eine
Analyse bei Proben, die sehr wenig DNA
enthalten. Zur klassischen DNA-Analyse
werden mindestens 20 Nanogramm intakter
DNA bendétigt. Zu einer Routineanalyse auf
PCR-Basis geniigt hingegen ein Nanogramm,

Die Erfindung und Entwicklung der PCR-Technik

Der erste internationale Bericht, der eine Beschreibung der PCR-Technik enthielt, erschien 1985 (6), aber erst
ab 1988 fand die Methode breite Anwendung, nachdem eine hitzestabile DNA-Polymerase entdeckt und
isoliert wurde und das Verfahren automatisiert werden konnte (7). Die PCR wird inzwischen auf einem
computergesteuerten Thermoblock durchgefuhrt. Viele ,,PCR-Maschinen® sowie verschiedene hitzestabile
DNA-Polymerasen, manche genetisch modifiziert, sind auf dem Markt erhéltlich. Die zuerst entdeckte und
immer noch am hdufigsten verwendete DNA-Polymerase ist Tag-Polymerase, die ihnren Namen dem in
heiRen Quellen lebenden Bakterium Thermus aquaticus verdankt, in dem sie gefunden wurde. Solche Enzyme
kénnen wiederholte Erhitzungsvorgange bis 90°C unbeschadet liberstehen. Somit erlibrigt sich eine
zusatzliche Enzymzufuhr wahrend des Verfahrens. Als die PCR-Technik 1985 zuerst ausprobiert wurde, war
es notwendig, nach jedem Zyklus DNA-Polymerase hinzuzufiigen, da das verwendete Enzym aus E. coli, das
einzige, das damals zur Verfligung stand, hitzeempfindlich ist.

Die PCR-Technik wurde 1983 von Kary Mullis erfunden. Die Idee kam ihm wéhrend einer Fahrt zu seinem
Ferienhaus in den Bergen Kaliforniens (8). Von seinem Arbeitgeber bekam Mullis einen Bonus in Héhe von
10.000 US$. Spater verkaufte die Firma das Patentrecht fiir 300 Millionen US$. Kary Mullis erhielt 1993 den
Nobelpreis flr Chemie.
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Amplifizierte DNA aus anderen Proben stellte
eine weitere offensichtliche
Verunreinigungsquelle dar. In den Labors
herrscht deswegen eine klare raumliche
Trennung zwischen den Bereichen, in denen
DNA gewonnen und gereinigt wird, und den
Bereichen, in denen die Amplifikation und die
anschlieBende Analyse stattfinden. Ferner ist die
Vernichtung amplifizierter DNA mit groRRer
Vorsicht vorzunehmen. Das Risiko, dass
Amplifikate auBerhalb des Labors gelangen, ist
ebenfalls zu minimieren.

Anwendung in der Praxis

Aus naheliegenden Griinden versuchen
forensische (gerichtsmedizinische) Labors sich
auf die zu analysierenden VNTR-Regionen zu
einigen. Vor der Entscheidung wird untersucht,
welche Allele vorhanden sind und in welcher
Haufigkeit sie in der Population vorkommen.
Diese Information ist notwendig, damit die
Nitzlichkeit der Orte fir die DNA-
Profilanalyse, entweder in Kriminalféllen oder
in Vaterschaftsklagen, festgestellt werden kann.
Abbildungen 8 und 9 zeigen Beispiele der
Allelverteilung in zwei VNTR-Regionen bei
Europdern. Bei jedem fraglichen Ort wird auch
die Mutationsrate analysiert und beriicksichtigt.
Diese Kenntnisse sind unabdingbar, wenn die
DNA-Profilanalyse zur Feststellung einer
Vaterschaft oder von anderen
Verwandtschaftsverhéltnissen eingesetzt wird.

EIBE European Initiative for Biotechnology Education 2000

Hinweis: Durchfiihrung der Polymerase-
Kettenreaktion in der Schule vom Institut
fur die P4dagogik der Naturwissenschaften
an der Universitdt Kiel (IPN) wurde in
Kooperation mit der Firma Eppendorf,
Hamburg, ein PCR-Experimentierkasten fiir
den Unterricht in der Schule entwickelt und
in der Schulpraxis erprobt. Er kann zum
Preis von DM 450,00 bei der Firma Eydam,
Holzkoppelweg 101, D-24119 Kronshagen,
bestellt werden.

PCR Kit
Informationen und Arbeitsanweisungen
Schiilerheft

i s @
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Wie zuverlassig sind die Schllsse, die aus
der DNA-Profilanalyse gezogen werden?

Kriminalfalle

Bei Gewalttaten (Mord, Vergewaltigung) gilt es
herauszufinden, von welchen Personen
bestimmte biologische Spuren stammen, die
beim Opfer oder am Tatort gefunden wurden.
Hierbei handelt es sich zum Beispiel um Blut-
und Samenflecke oder andere Spuren wie
Haare. Wenn das DNA-Profil des Fleckes sich
von dem DNA-Profil des oder der
Verddchtigen unterscheidet, kann diese Person
in der Regel aus dem Kreise der Verdachtigen
ausgeschlossen werden. Andererseits darf, falls
die DNA-Profile sich ahneln, nicht automatisch
angenommen werden, dass die betreffende
Person die schuldige ist. Die Mdglichkeit, dass
mehr als eine Person zu einem bestimmten
DNA-Profil passt, kann nicht ausgeschlossen
werden. Wie oben erwéhnt dirften eineiige
Zwillinge identische DNA-Profile aufweisen,
aber auch Geschwister haben mit einiger
Wahrscheinlichkeit dhnliche Profile, so lange
nur wenig Orte analysiert werden. Die
Wahrscheinlichkeit, dass Allele unter
Geschwistern identisch sind, betrégt flr jeden
Genort mindestens 25%. Wenn vier Orte
analysiert werden, betragt die
Wahrscheinlichkeit, dass zwei Geschwister
identische Profile aufweisen, mindestens 0.4 %
(die Mindestwerte gelten fur die haufigsten
Situationen, bei denen beide Eltern
heterozygotes Erbgut und keine gemeinsamen
Allele haben.) Der Nutzen der DNA-
Profilanalyse kann also beeintrachtigt sein,
wenn es sich bei den Verdéchtigten in einem
Mord- oder Vergewaltigungsfall um zwei eng
verwandte Personen wie zwei Bruder handelt.
Gleiches gilt, wenn zwei solche Personen in
einen Vaterschaftsprozess verwickelt sind.
Durch das Heranziehen weiterer Genorte
erhoht sich allerdings zunehmend die
Wahrscheinlichkeit, dass aussagekraftige DNA-
Profile auch fir Geschwister erzielt werden
koénnen, solange es sich nicht um eineiige
Mehrlinge handelt.

20 EINHEIT 2: DNA PROFILANALYSE

Problem 5:

1. Begrinden Sie, warum eine 25-prozentige
oder groRere Wahrscheinlichkeit daftr
besteht, dass zwei Geschwister an einem
gegebenen VNTR-Ort identische Allele
haben.

2. Begrinden Sie, warum die
Wahrscheinlichkeit, identische DNA-
Profile bei zwei Geschwistern zu erhalten,
bei mindestens 0.4% liegt, wenn vier
VNTR-Orte analysiert werden.

In einem typischen Kriminalfall lautet die
kritische Frage folgendermalien:

Wenn das DNA-Profil des/der Verdéchtigen mit dem
Profil aus der Spur Gbereinstimmt, wie wahrscheinlich
ist es dann, dass der/die \erdéchtige die Spur
verursacht hat?

Die Bedeutung, die einer Ubereinstimmung
zweier DNA-Profile beigemessen werden kann,
héngt vom Grad der Wahrscheinlichkeit ab, dass
eine zufallig aus der Bevolkerung gewahlte
Person das gleiche Profil aufweist. Zur
Berechnung dieser Wahrscheinlichkeit, d.h. der
zu erwartenden Haufigkeit eines bestimmten
DNA-Profils, missen die Haufigkeiten der
gegebenen Allele in der Bevdlkerung bekannt
sein. Zu diesem Zweck sind schon viele
Personen in mehreren Landern analysiert
worden, um Daten zur Allelhdufigkeit zu
erheben. Wenn das DNA-Profil auf der
Grundlage der vier am hdufigsten auf RFLP
untersuchten VNTR-Orte erstellt wird, bewegt
sich die Wahrscheinlichkeit, dass eine zuféllig
aus der Bevolkerung gewahlte Person das
gleiche DNA-Profil wie eine Spur an einem
Tatort aufweist, zwischen 1 zu 100.000 und 1 zu
100.000.000 (10).

In einem Bericht Uber eine genetische Analyse
zu einem Kriminalfall, die auf eine
Ubereinstimmung zwischen dem DNA-Profil
einer Spur und dem eines/einer Verdachtigen
hindeutet, wirde die Routineaussage etwa so
lauten: Die Wahrscheinlichkeit, dass eine zuféllig aus
der Bevdlkerung gewahlte Person das gleiche DNA-
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Profil wie die Spur aufweist, liegt unter 1 zu 100.000,
vorausgesetzt, dass dieses Individuum nicht in einem
engen Verwandtschaftsgrad zum Téter/zur Taterin
steht.

STR-Orte haben weniger Allele als die
klassischen VNTR-Orte. Es ist deswegen
notwendig, mehr STR-Regionen zu analysieren,
um die gleiche niedrige Wahrscheinlichkeit einer
zufélligen Ubereinstimmung der DNA-Profile
zu erreichen. Zur Zeit werden fiinf STR-Orte
routinemaRig untersucht, vier davon in einer
einzigen PCR-Amplifikation mit anschlieRender
Gel-Elektrophorese. Eine Technik, die die
Analyse von sechs Regionen in einer Reaktion
ermaoglicht, befindet sich in der Entwicklung.

Verwandtschaftsanalyse

In Vaterschaftsprozessen gilt es, eine
Ubereinstimmung bei denjenigen Allelen des
Kindes zu finden, die nicht mit denen der
Mutter Ubereinstimmen. Selbstversténdlich
kénnen viele unterschiedliche DNA-Profile
gewisse Allelkombinationen gemeinsam haben,
da jede Person an jedem autosomalen Ort zwei
Allele hat.

Berechnungen fir klassische DNA-
Profilanalysen auf RFLP-Basis weisen auf
Folgendes hin: die Wahrscheinlichkeit, dass ein
zuféllig ausgewdhlter Mann ein DNA-Profil mit
einer gewissen Allelkombination aufweist, die
der Kombination des Vaters eines bestimmten
Kindes entsprache, liegt in den meisten Fallen
weit unter 1 zu 10.000. Das heif3t, dass die
Wahrscheinlichkeit, per Zufall einen Mann zu
bestimmen, dessen DNA-Profil die Kriterien
einer Vaterschaft erflllt, der jedoch nicht der
Vater ist, unter 1 zu 10.000 liegt. Es sei
allerdings auf die blichen Einschrankungen
hingewiesen, die bei engen mannlichen
Verwandten des Vaters gelten.

Folglich kann argumentiert werden, dass im
Falle eines Mannes mit einem DNA-Profil, das
ihn aus der moglichen Vaterschaft nicht
ausschliet, die Ergebnisse der Analyse mit
einer Gewichtung von Gber 10.000 zu 1 fur eine
Vaterschaft sprechen. Oder prozentual
ausgedrckt liegt die Wahrscheinlichkeit, dass
der fragliche Mann der Vater ist, (iber 99,99%
(10).

Die Kl&rung von Verwandtschaftsverhaltnissen
in Immigrationsverhandlungen kann
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komplizierter sein. Es hangt von den Fragen ab,
die zu beantworten sind, und von den
praktischen Gegebenheiten, wie dem Zugang
zu Blutproben von den entsprechenden
Personen.

Mutationen als Fehlerquelle
VNTR-Allele, wie alle DNA, weisen
gelegentlich Mutationen auf. Diese Tatsache
muss bei jeder Auswertung der Ergebnisse einer
Verwandtschaftsanalyse berticksichtigt werden.
Somatische Mutationen, d.h. Mutationen in
Korperzellen, nicht in Zellen der Keimbahn,
beeinflussen die DNA-Profilanalyse nicht, da
sie einen verschwindend geringen Teil der
analysierten DNA (mit Ausnahme der
Mitochondrien-DNA, siehe unten) betreffen.

In seltenen Féllen erfahren VNTR-Regionen
eine Anderung in der Anzahl der
Wiederholungen von einer Generation zur
néchsten. Diese Verdnderung kann wahrend der
DNA-Replikation in den Vorldufern der
Keimzellen sowie wahrend der Meiose durch
ungleiche Ubertragung erfolgen. In einem
solchen Fall kann das Kind ein Allel erben, das
in keinem der beiden Elternteile vorhanden ist
(siehe Abb. 11).

Die VNTR-Orte, die in der
Verwandtschaftsanalyse herangezogen werden,
sind aus den stabileren Regionen ausgewahlt,
aber Mutationsraten von 0.1-0.5% sind ver-
breitet. Das heilit, dass jede 1.000ste bis jede
200ste Keimzelle eine Mutationen in der
gegebenen VNTR-Region aufweist. Folglich ist
es in einem Vaterschaftsprozess nicht maglich,
einen Mann mit 100%iger Sicherheit
auszuschlielfen, wenn eine Nicht-
Ubereinstimmung nur eine der Regionen
betrifft, die in der DNA-Profilanalyse
untersucht werden.

In solchen Féllen kann eine Klarung fast immer
dann erfolgen, wenn drei weitere VNTR-Orte
herangezogen werden. Die Berechnungen
zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit einer Nicht-
Ubereinstimmung in mindestens einem der drei
neu herangezogenen Orte sehr hoch ist
(99.9%), wenn der Mann kein Verwandter ist.
Die Wahrscheinlichkeit, dass Mutationen an
zwei von acht Stellen auftreten, liegt unter 1 zu
100.000 (10).
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Tabelle 1. Die Verteilung von HUMTHOZ1-Allelen in verschiedenen Populationen.

Zahl der Allele (Anzahl der Wiederholungen)
5 6 7 8 9 10 11

Dénen 24.6 20.1 12.4 9.5 0.3
Grénland/Eskimo 10.9 68.7 51 3.7

Weille Amerikaner 0.5 22.6 15.9 11.0 14.3 0.5

Schwarze Amerikaner 13.5 37.0 21.1 14.6

Hispano-Amerikaner 20.8 33.3 6.8 14.3

Asiaten 10.4 26.0 5.2 44.2 4.6 0.7

STR-Analysen und ethnische

Gruppen

HUMTHO1 (humane Tyrosin-Hydrogenase) ist eines
der STR-loci, die bei der PCR-basierten DNA-
Profilanalyse untersucht werden. Es ist auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 11 im ersten Intron
(daher die Nummer 01) lokalisiert, und zwar des
Genes, das fir das Enzym Tyrosin-Hydrogenase
codiert. Die repetetive Sequenz enthélt vier
Basenpaare und maximal sechs Allele, die bei nicht
miteinander verwandten Dénen, und fiinf Allele, die
bei einer Gruppe nicht verwandter gronlandischer
Eskimos gefunden wurden. Die Héufigkeiten der
verschiedenen Allele sind in beiden Populationen
sehr unterschiedlich verteilt.

Tabelle 1 zeigt die unterschiedlichen Muster der
Vertilung der Allele in verschiedenen Populationen.
Die Kenntnis alleler Hafigkeiten ist fur die
Grudnlage von Berechnungen bedeutsam, die in
einem Kriminalfall oder einer Vaterschaftsanalyse
die kritische Frage beantwortet: Wie grof ist die
Wiahrscheinlichkeit, dass eine Person mit einem
zutreffenden DNA-Profil nichts mit dem
betreffenden Fall zu tun hat, und nur zuféllig ein
tbereinstimmendes DNA-Profil zeigt?

Problem 6:

1. Zeichnen Sie die in Tabelle 1 enthaltenen
Daten als Histogramm, vgl. Abb. 8 und 9.

2. Beschreiben Sie die Ahnlichkeiten und
Unterschiede bei der Allelverteilung unter
diesen Populationen.

3. Begutachten Sie die Stichhaltigkeit eines
Beschlusses, dass ein gegebener Verdachtiger
der Schuldige (bzw. der Vater) ist, wenn
a) in einem Mordfall und
b) in einem Vaterschaftsprozess
eine vollstdindige HUMTHO1-
Ubereinstimmung aufgezeigt wird. (Nehmen
Sie an, dass zu diesem Zeitpunkt keine weiteren
Genorte untersucht worden sind.)

4. Wenn ein Gerichtssystem seine Beschlisse auf
eine solche Ubereinstimmung griindete (Frage
3), was waren die Auswirkungen bei
unterschiedlichen Populationen?
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Die Analyse der Mitochondrien-

DNA

Die Analyse von Mitochondrien-DNA (mtDNA)
gewinnt rapide an Bedeutung, und zwar sowohl in
der Justuiz — zur Identifizierung — wie auch in
anthropologischen und archaologischen
Untersuchungen. Der Vorteil liegt zum Teil in den
vielen Variationen, die in den Sequenzen der
mtDNA vorkommen. Diese Variationsvielfalt fuhrt
dazu, dass zwei Individuen, solange sie nicht tiber
eine ununterbrochene weibliche Linie miteinander
verwandt sind, einen oder mehr Unterschiede in
ihrer mtDNA-Sequenz aufweisen. Ungeféhr die
Haélfte der Variation findet auf zwei hochvariablen
nichtcodierenden Regionen statt, die lediglich um die
750 Basenpaare enthalten. Diese sind somit die
interessantesten Regionen bei einer mtDNA-
Analyse.

Bei mtDNA liegt die Mutationsrate hoher als bei der
Zellkern-DNA. Nichtsdestoweniger kommt es
relativ selten vor, dass mehr als eine mtDNA-
Sequenz in einem Individuum vorkommt. Anhand
der vielen Daten, die inzwischen vorliegen, ist
allerdings festgestellt worden, dass bestimmte
Basenpaare in der mtDNA so oft mutieren, dass das
Vorkommen eines ,,alten Basenpaares in
Verbindung mit mutierter mtDNA doch nicht als
extreme Seltenheit gelten kann. Folglich kann die
mtDNA-Sequenz, in einer Gewebeprobe (z.B.
Haare), von der mtDNA-Sequenz einer Blutprobe
unterscheiden, wenn es sich um eine dieser
hochmutierenden Basenpaare handelt, auch wenn
beide Proben von der gleichen Person stammen.

Bedenken Sie die folgende Situation. An einem
Tatort gefundene Haare sind auf mtDNA
untersucht worden. Ein Vergleich mit der mtDNA
aus der Blutprobe eines Verdéchtigen zeigt eine
Diskrepanz in einem Basenpaar, das bekanntlich
haufig Mutationen aufweist. Dieser Tatbestand gilt
heute nicht mehr als ausreichende Beweislage, um
den Verdéchtigen aus den weiteren Ermittlungen
auszuschlief3en.




Zar Nikolas und seine Familie — ein Réatsel wird gelost

Das bekannteste Beispiel zweier DNA-Sequenzen
in einer Person stammt von der Identifizierung der
Skelettreste des letzten russischen Zaren und seiner
Familie - eine dramatische Geschichte fiir sich.

Zusammen  mit
seiner Frau und ihren
funf Kindern wurde
Zar Nikolas II. im
Jahre 1918 von den
Bolschewisten
hingerichtet. Uber den
Verbleib der Leichen
wurde viele Jahre
Stillschweigen bewahrt,
aber 1979 gelang, die
Stelle zu finden, wo der ~ Zar, seine Familie und
Mitglieder seines Haushalts wahrscheinlich
begraben worden waren. Erst nach Auflésung der
Sowijetunion wurden jedoch die forensischen und
anthropologischen Analysen genehmigt, die es
erlaubten, flnf der neun Skelette als diejenigen des
Zaren, seiner Frau und von drei ihrer Tochter zu
identifizieren (2, 3).
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Zuerst wurde anhand von Geschlechts-
untersuchungen und STR-Analysen der aus den
Knochen gewonnenen DNA festgestellt, dass funf
der Skelette, ein Paar in den mittleren Jahren und
drei junge Frauen, wahrscheinlich aus einer Familie
stammten. Analysen der mtDNA deuteten darauf
hin, dass die vier Frauen identische Sequenzen
hatten, ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich hier
um eine Frau und ihre drei Tochter handelte. Die
Tatsache, dass die Zahne der Frau gut erhalten
waren und teilweise mit Platinfillungen versehen
waren, untermauerte die These, dass sie die Ehefrau
des Zaren gewesen sein miisste.

Die endgiiltige Identifikation des Paares als Zar und
Zarin erfolgte, als ihre mtDNA-Sequenzen mit
denen lebender Personen verglichen wurden, die
Uber eine ungebrochene weibliche Linie mit dem
Zaren bzw. seiner Frau verwandt sind. Solche
Verwandtschaften sind dank detaillierter
Abstammungsdaten der entsprechenden Kreise
festzustellen. Prinz Philip, Herzog von Edinburgh,
Ehemann der britischen Konigin, war eine
Schlisselfigur in den Untersuchungen. Als Sohn
einer Tochter einer der Schwestern der Zarin ist er

11 .|.'-'.| :
l"ii'\f-lm.l".i bones B

Uber eine ungebrochene weibliche Linie mit der
Zarin verwandt. Die mtDNA-Sequenz der vier
Frauen im Grab sollte demnach mit seiner Sequenz
tUbereinstimmen,
wenn es sich um die
sterblichen Uberreste
der Zarin und drei
ihrer Tochter
handelte, und dies
war tatséchlich der
Fall.

Es wurden auch
zwei  Personen
ausfindig gemacht,
die Uber eine ungebrochene weibliche Linie mit
dem Zaren verwandt sind. Ihre mtDNA-Sequenzen
waren erwartungsgemaf identisch und stimmten
ebenfalls mit der Sequenz des vermeintlichen
Zarenskeletts tiberein. Ein Fragment der mtDNA
aus dem Skelett wies jedoch ein anderes Basenpaar
auf einer der Positionen auf. Nachdem nun das
mutmalliche Zarenskelett zwei unterschiedliche
mtDNA-Sequenzen aufwies, wurde beantragt,
mtDNA aus dem Skelett des alteren Bruders des
Zaren, Georgij Romanow, zu gewinnen, der 1899
starb und in St. Petersburg beigesetzt war. Seine
mtDNA wies die gleichen zwei Sequenzen auf, ein
starkes Indiz daftir, dass es sich tatsachlich um das
Skelett des Zaren handelte (3).

SchlieBlich wurde im Zuge dieser Aufklarung ein
weiteres ,,Rétsel” geldst. Jahrzehntelang hatte eine
Frau behauptet, Anastasia, die jlingste Tochter des
Zaren zu sein, die angeblich 1918 der Hinrichtung
entkommen konnte. Diese Frau starb in den
achtziger Jahren in den USA. Eine konservierte
Gewebeprobe ihres Dlinndarms wurde in einem
Krankenhaus aufgespurt, in dem sie 1979 operiert
wurde. Daraus wurde die DNA extrahiert und
analysiert. Die mtDNA-Sequenz unterschied sich
génzlich von der Sequenz der Zarin, und die
angebliche Verwandtschaft konnte somit
ausgeschlossen werden. Die ldentitét der Frau
wurde letztendlich geklart, als gezeigt werden
konnte, dass ihre mtDNA-Sequenz mit der Sequenz
eines lebenden polnischen Mannes tibereinstimmte,
dessen Grolmutter mitterlicherseits belegbar eine
Schwester der Hochstaplerin war (4).
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Diskussionsfragen

Probenqualitat

DNA aus Leichen, Blutspuren und anderen
biologischen Uberresten kann unterschiedlich
degradiert und in unterschiedlichen Mengen
vorhanden sein. Welche Probleme birgt dies fir
die Analyse und Interpretation der Ergebnisse?

Fehler bei der Probenentnahme
und -behandlung

Die Proben werden durch Menschen
entnommen, erfasst und aufbewahrt, und
uberall dort, wo Menschen eine Rolle spielen,
sind Fehler mdglich. Es hat sogar Félle gegeben,
bei denen die Proben vorsatzlich vertauscht
wurden. Wie kénnen diese Probleme
angegangen werden?

DNA-Analyse als einzige
Beweisquelle

Wie lautete Ihr Urteil, wenn die Ergebnisse der
DNA-Profilanalyse die einzigen Beweise gegen
eine/n Angeklagte/n darstellten?

Datenschutz

Gelegentlich zeigen DNA-Analysen bei
Familien, dass die erziehenden Eltern nicht die
leiblichen Eltern sind. Es wird infolge von
Berechnungen angenommen, dass in den
westlichen Gesellschaften einige Prozent der
Kinder einen biologischen Vater haben, der
nicht die Person ist, die sie fur ihren Vater
halten. Manche Kulturen haben ein breiter
gefasstes Verstandnis der Familienbindungen.
Wie kann sichergestellt werden, dass sensible
Daten wie diese nicht in die falschen Hande
geraten.

Datenbanken der DNA-Profile
Sollte es der Polizei gestattet sein, eine
Datenbank einzurichten, die sémtliche DNA-
Profile enthielte, die im Laufe bestimmter
Ermittlungen erstellt wurden, und zwar
ungeachtet dessen, ob die Personen fur schuldig
befunden wurden oder nicht? Wenn ja, wer
sollte Zugang zu diesen Information haben und
sie nutzen dirfen?
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Unabhangigkeit der DNA-Labors
Die DNA-Profilanalyse kann mit relativ
preisgunstigen Gerdten und Materialien
durchgefiihrt werden. Sollte es Ihrer Meinung
nach fur die Labors, die solche Analysen
vornehmen, ein besonderes Regelwerk geben,
oder sollte der Markt offen sein, damit die
Beauftragten der Anklage und der Verteidigung
konkurrierende Labors beauftragen kénnen, die
Analysen vorzunehmen.

Ethnische Probleme

Die Verteilung der Allelhdufigkeit an
unterschiedlichen VNTR-Orten kann sich unter
verschiedenen ethnischen Gruppen
unterscheiden. Wie sollte mit einer Situation
umgegangen werden, in der die Polizei
beschliefl3t, in einer bestimmten ethnischen
Gruppe zu ermitteln, weil die Spur, die am
Opfer sichergestellt wurde, ein DNA-Profil
aufweist, das in der fraglichen ethnischen
Gruppe verbreiteter vorkommt?

Uberwachung

Es ist vorgeschlagen worden, DNA-Profile -
entweder gedruckt oder verschlisselt - in
Reisepésse oder auf Sozialversicherungskarten
aufzunehmen. Diskutieren Sie die Vor- und
Nachteile eines solchen Vorschlags. Kann man
es mit dem Vorschlag vergleichen, alle
Mitglieder der Bevolkerung zu fotografieren,
um Bilder gesuchter Person ver&ffentlichen zu
kdnnen?

Wissenschaftliche Beweise
Ergebnisse von Analysen wie die DNA-
Profilanalyse werden oft als wissenschaftliche
Beweise vor Gericht vorgeftihrt. Wie kann
sichergestellt werden, dass die Zweifel, die stets
bezlglich der Zuverlassigkeit solcher
Ergebnisse herrschen, von dem Gericht
ausreichend gewdrdigt werden?
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Simulation der DNA-Profilanalyse

Es gibt verschiedene Methoden zur
Simulation der DNA-Profilanalyse im
Schullabor. Die folgende Methode kann
von Lehrern eingesetzt werden, die mit
der Gelelektrophorese Erfahrung
haben.

Simulation der Profilanalyse bei
Mehrfachenproben

Bei dieser Methode werden vier DNA-Proben
eingesetzt, davon eine, die vom Tatort stammen
soll, und drei, die aus Verdachtigen stammen.
Die DNA eines/einer Verdéchtigen wird mit
der DNA vom Tatort tibereinstimmen; also
werden drei verschiedene DNA-Typen
bendtigt, die (nach der Restriktion und
elektrophoretischen Auftrennung)
charakteristische Muster aufweisen.

Um die Kosten zu minimieren, setzt diese
Ubung leicht erhaltliche DNA ein, die aus dem
Bakteriophagen Lambda und einem einzelnen
bakteriellen Plasmid stammt. Drei
unterschiedliche Restriktionsmuster erzielt man
durch Restriktion einer der Lambda-DNA-
Proben mittels eines zusétzlichen Enzyms,
bevor die Proben den Schiilern und
Schilerinnen zur Restriktion mit Hindl11 und
anschlieender Analyse gegeben werden. Die
Schilerinnen und Schiiler sollten nicht von
dieser Vorbehandlung in Kenntnis gesetzt
werden!

Der Lehrkraft wird sicher ein geeignetes
Szenario einfallen (z.B. Beschreibung eines
geeigneten Kriminalfalls), das die Ubung etwas
lebhafter macht.

Jeder Apparat kann hierzu benutzt werden, der
sich flr die Gelelektrophorese bei DNA eignet.
Glinstige Kits sind erhdltlich, die
raumtemperaturstabile Lambda-DNA sowie
Restriktionsenzyme enthalten, zusammen mit
allen notwendigen Gerdaten und Substanzen.

Detaillierte Anweisungen mit Richtlinien fur die

Behandlung der DNA mit Restriktionsenzymen
und fir die Auftrennung der erzielten DNA-
Fragmente durch Gelelektrophorese sind
ebenfalls enthalten.
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Weitere Informationen erhalten Sie bei
Dr. E.R. Lucius,
IPN an der Universitat Kiel,
Olshausenstr. 62,
24098 Kiel,
Tel.: 0431/880 3137,
Fax: 0431/880-3132,
e-mail: lucius@ipn.uni-kiel.de

Fur diese Simulation der DNA-Profilanalyse ist
zusétzlich ein geeignetes Plasmid notwendig
(z.B. pUC18, erhdltlich bei Firmen, die
Bedarfsmaterialien fiir die Molekularbiologie
vertreiben — allerdings teuer).

Die erforderlichen Materialien und Gerate
enthalt z.B. der Lambda-Kiel, der Giber das IPN
zum Preis von DM 450,00 bestellt werden
kann.

Ziel

o Die DNA-Profilanalyse zu simulieren und
einige der grundlegenden Verfahren der
DNA-Restriktionsanalyse zu
demonstrieren.

Vorbereitung

DNA-Proben miissen vor der Ubung
resuspensiert und mit EcoR1 oder einem
geeigneten Plasmid angesetzt werden.

Organisation

Die Ubung nimmt ca. 50 Minuten in Anspruch
einschliellich 30 Minuten zur Inkubation der
DNA-Proben mit dem Enzym. Wenn Geréte
mit niedriger Spannung benutzt werden, dauert
die Auftrennung zwischen 6 und 12 Stunden.
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Material und Reagenzien

Pro Person bzw. pro Gruppe wird Folgendes
bendtigt (Mengen und Konzentrationen werden
nach den Protokollen des NCBE angegeben).

Drei DNA-Proben von “\erdéchtigen’:

« Reaktionsgefal? A mit A-DNA-L6sung:
2pg in 204

o Reaktionsgefal? B mit A-DNA-L3Jsung:
2pg in 20, mit EcoR1 (10 Einheiten,
getrocknet) vermischt

o Reaktionsgefdl? C mit A-DNA-LJsung:
21g in 20, mit einem geeigneten
Plasmid* (z.B. pUC18 oder pBR322):
0.2ug in 2pl

* Jedes Plasmid von 4-6 Tausend
Basenpaare eignet sich fir diesen Zweck.

Eine ‘Probe vom Tatort’, d.h. eine der drei oben

aufgeftihrten — die billigste und einfachste wére:

« Reaktionsgefdl? D mit A-DNA-L6sung:
21g in 204,

Zusétzlich bendtigt werden

« 4 ReaktionsgeféaRe mit jeweils 10
Einheiten des Restriktionsenzyms
Hindll11

. eine Elektrophoresekammer

« ein Gelkamm (4 Taschen)

« 15 Mikropipettenspitzen (einschlieBlich
Reserve)

« Mikropipette oder Mikrospritze

o Blauer Markerfarbstoff,
Bromphenolblau, Ladepuffer, mit
Saccharose (ca. 10p)

o TBE-Puffer-Losung

o Agarosegel, 0.8%, aus TBE-Puffer-
Ldsung, flissig

« Ca. 10ml DNA-Féarbeldsung, 0.04%
Azur-A-Losung, in 20% Ethanol (eine
sichere Alternative zur
Ethidiumbromid)

o  Wiasserfester Filzstift

« Batterien (12-25 Volt) oder Stromquelle

o Wiasserbad oder Inkubator, 37°C
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Abbildung 12.
DNA-Gel nach Elektrophorese und Farben
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Vorgehen

Folgen Sie einem empfohlenen Protokoll
zur Inkubation der Proben mit Hindlll, zur
Auftrennung der Fragmente durch
Gelelektrophorese und zur anschlieRenden
Féarbung des Gels, um die DNA-Banden
sichtbar zu machen (siehe Anweisungen
zum I-Kit, der vom NCBE, University
Reading in Kooperation mit dem IPN, Kiel,
entwickelt worden ist).

Ergebnisse

Abbildung 12 zeigt die Art des zu
erwartenden Bandenmusters: die
‘Tatortprobe’ kann mit den drei
‘Verdéchtigenproben’ verglichen werden,
um eine Ubereinstimmung mit einer der
Proben festzustellen. Das Muster erinnert
an die ‘Fingerabdruck’-Methode von Alec
Jeffreys. Es muR darauf hingewiesen
werden, dass es sich hier um eine
Simulation handelt. Verfahren mit
Einzelsonden wiirden eine oder zwei
Banden pro Probe ergeben.
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