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1.1
Allgemeine Einfiihrung

11.1.1
Begriffshestimmung

Die forensische Serologie ist eine der tragenden
Sdulen des Fachgebietes Rechtsmedizin.

Sie ldsst sich beziiglich ihrer Anwendung im Fach
untergliedern in:

e Spurenkunde und Identifikation

e Abstammungsbegutachtung

Die moderne forensische Serologie fufit auf den re-
levanten Entdeckungen zu Beginn dieses Jahrhun-
derts, die mit den Namen Paul Uhlenhuth und Karl
Landsteiner verbunden sind. Sowohl der Nachweis
der Artspezifitt als auch die Zugehorigkeit zu den
Phinotypen des ABO-Blutgruppensystems wurden
jeweils mit Antiseren erfasst, was der Arbeitsrich-
tung die Bezeichnung Serologie gegeben hat. Dieser
Begriff ist im Wortsinn heute {iberholt, weil sich
nur noch wenige forensisch-serologische Verfahren
der Immunreaktion bedienen. Zahlreiche Protein-
polymorphismen werden rein elektrophoretisch de-
tektiert, die genanalytischen Untersuchungen der
Spurendiagnostik kommen gleichfalls ohne An-
tikorper aus. Es hat sich deshalb zunehmend auch
der Begriff der forensischen Hdmogenetik etabliert,
der deshalb in den Titel Eingang gefunden hat. Die
historische Entwicklung der forensischen Serologie
wird bei den jeweiligen Hauptkapiteln kurz abge-
handelt.

11.1.2
Biologische Grundlagen

Es unterliegt heute keinem Zweifel mehr, dass jeder
Mensch iiber seine eigene und unverwechselbare
genetische Individualitdt verfiigt. Einzige Ausnahme
sind monozygote Zwillinge, die zumindest in ihrer
genetischen Erstausstattung vollstindig identisch
sind.

Die genetische Heterogenitit ist die Grund-
voraussetzung der forensischen Serologie. Nur,
wenn sich Individuen voneinander unterscheiden,

ihre Verschiedenheit methodisch fassbar ist und
von einem Teil (der Spur) auf das Ganze (den Spu-
renleger) geschlossen werden kann, konnen Zuord-
nungen von Personen zu Spuren und umgekehrt er-
folgen. Unter anderer Fragestellung gilt dasselbe fiir
die Zuordnung des Erzeugers zum Kind. Die gene-
tische Heterogenitit hat ihre stoffliche Grundlage
in der individualspezifischen DNA-Komposition.
Sie ist daher sowohl auf der Gen- als auch partiell
auf der Genproduktebene erfassbar.

Heute tibliche DNA-Untersuchungen unter foren-
sischem Aspekt orientieren fast ausschlieSlich auf
den DNA-Anteil, der keine Genproduktinformation
trdgt. Er ist in seinen Zielsequenzen methodisch re-
lativ leicht zu fassen und aus biologischen Griinden
hoch informativ. Uberdies wird damit einer politi-
schen Forderung, die gesetzlich angeordneten Un-
tersuchungen mogen sog. Uberschussinformationen
(Erkenntnisse iiber die DNA-Struktur, die fiir die
gegebene Fragestellung nicht erforderlich sind) ver-
meiden, Rechnung getragen. Dass die Anfinge der
Individualdiagnostik auf die Proteindifferenzierung
des Blutes zuriickgehen, ist in der unkomplizierten
Zuginglichkeit des Blutes zu sehen, in seiner hohen
Proteinkonzentration und der guten und spezi-
fischen Abgrenzung der Proteine in Form von Re-
zeptoren auf der Zellmembran, als Enzyme inner-
halb der Zelle oder als Eiweiff)korper im Serum.
Die proteinanalytischen Untersuchungen, die fiir
Spurenkunde und Abstammungsbegutachtung me-
thodisch different sind, werden bei den jeweiligen
Kapiteln besprochen. Es ist jedoch zweckmifiig,
schon hier auf die Grundlagen der DNA-Analytik
einzugehen.

11.1.2.1
Das humane Kerngenom

Das humane Genom ist wie das aller Eukaryoten
hoch komplex aufgebaut. Das Kerngenom - im
Zellplasma befindet sich das Genom der Mitochon-
drien - besteht aus etwa 3,5 Mrd. Basenpaaren im
haploiden Satz mit etwa 35000 bis 40000 Genen
[279]. Etwa 30% des Gesamtgenoms sind Gene bzw.
genverwandte Sequenzen, der Rest ist DNA aufler-
halb der Gene. Die Abb. 11.1-1 zeigt die Verhiltnis-
se im Uberblick.
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Abb. 11.1-1. Struktur des
humanen Kerngenoms.
(Mod. nach [279]) Erldute-
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Danach sind also nur 3% der Gesamt-DNA ko-
dierende DNA, d.h. DNA, die in eine spezifische
RNA ibersetzt wird und die den Ausgangspunkt
der Polypeptidinformation bildet.

Die nichtkodierende DNA im Genbereich besteht
aus sog. Pseudogenen, Genbruchstiicken und In-
trons. Letztere sind Unterbrechungen der kodieren-
den Gensequenz. Ihre Information wird zwar tran-
skribiert, aber aus dem primdren RNA-Transkript
herausgeschnitten und die verbliebenen Abschnitte
werden miteinander verbunden (Spleifien der
DNA). Intronsequenzen enthalten einen Teil der re-
petitiven DNA, die spéter die Bezeichnung Mikro-
satelliten erhielt. Der Einfachheit halber bekamen
die informationstragenden Abschnitte die Bezeich-
nung Exons. Der iiberwiegende Anteil der extrage-
nischen DNA zeigt singuldre oder in wenigen Ko-
pien vorhandene DNA-Sequenzen und zum kleine-
ren Teil mittel- bis hochrepetitive Sequenzen. Diese
sind offenbar nicht Folge eines ungleichen ,cros-
sing-over, sondern eines sog. ,polymerase slipp-
age“ [97]. Bei den letzteren Sequenzen finden sich
die sog. Satelliten- und Minisatelliten-DNA und
zum Teil auch Sequenzen im Sinne der oben ge-
nannten Mikrosatelliten. SINE (,,short interspersed
nuclear elements®) sind kurze (bis 500 Bp) Elemen-
te, die etwa 5% des humanen Genoms umfassen.
Zu ihnen gehort die Alu-Familie, die durch prima-
tenspezifische, im Genom verstreut liegende Wie-
derholungseinheiten von etwa 300 Bp gekennzeich-
net ist. LINE (,,long interspersed nuclear elements)
sind lange, iiber 500 Bp (Basenpaare) messende Re-
peats, die 1-2% des humanen Genoms ausmachen.
Zu ihnen zdhlt die Kpn-Familie. Die Bezeichnungen

Alu und Kpn beziehen sich auf die entsprechenden
Restriktionsendonukleasen, die zuerst zur Sequenz-
charakterisierung eingesetzt wurden.

Die Bezeichnung Satelliten-DNA hat historische
Griinde. Bei der Prdparation der DNA mittels Dich-
tegradientenzentrifugation hob sich eine Fraktion
durch ihre Basenkomposition (Uberwiegen von
GC) deutlich vom Hauptanteil ab und bildete ver-
schiedene kleine Nebenbanden, die als Satelliten
bezeichnet wurden. Die Gesamtheit der Satelliten-
DNA hat im Chromosom eine charakteristische Lo-
kalisation: Satelliten-DNA liegt im Centromer-, Mi-
nisatelliten-DNA im Telomerbereich. Mikrosatelliten
sind iiber das gesamte Genom verteilt. Als Satelliten
bezeichnete DNA-Abschnitte spielen in der forensi-
schen Serologie keine Rolle. Bestimmte Kernse-
quenzen sind bis zu einigen Tausend Basenpaare
(Bp) lang und werden tausendfach repetiert. Es gibt
innerhalb eines Chromosoms nur etwa 1-2 derarti-
ge Loci, die Systeme entziehen sich einer praktika-
blen Darstellbarkeit, ihr Polymorphiegrad ist sehr
hoch. Als Minisatelliten werden DNA-Bereiche be-
zeichnet, bei denen Kernsequenzen von 9-100 Bp
hintereinander geschaltet sind (z.B. im System
D12S11 [MS43a] mit 45 Bp) und die theoretisch
mehrere tausend Wiederholungen (,,repeats®) bil-
den konnen. Die Repeatfrequenz ist individualspe-
zifisch. Diese Eigenschaft der DNA wurde treffend
mit dem Terminus ,variable number of tandem re-
peats“ (VNTR) beschrieben, der spidter auch fiir die
Mikrosatelliten-DNA verwendet wurde. Pro Genom
existieren mehr als tausend Minisatelliten-Loci.

Mikrosatelliten-DNA ist durch kurze Wieder-
holungseinheiten mit einer Linge von 2-7 Bp ge-
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Abb. 11.1-2. Schematische
Minisatelliten(RFLP)-Dar-
stellung (oben) und
AmpFLP- u. STR-Darstel-
lung (unten). Die Pfeile ge-
ben bei den RFLP die Res-
triktionsorte und bei den
AmpFLP und STR die Syn-
theserichtung der PCR an.
(Mod. nach [105])
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kennzeichnet, die eine max. Repeathdufigkeit von
100 aufweisen (z.B. im System THOl mit 6- bis
10-maliger Wiederholung eines Tetranukleotids).
Im forensischen Sprachgebrauch hat sich fiir die re-
petitiven Sequenzen der Mikrosatelliten-DNA noch
die Bezeichnung ,short tandem repeats“ (STR)
durchgesetzt, die aus diesen praktikabel nachweis-
baren Repeatgroflen resultiert. Wahrscheinlich gibt
es mehrere Hunderttausend Mikrosatelliten-Loci im
humanen Genom. Der Mini- und besonders der
Mikrosatelliten-DNA gilt mit wenigen Ausnahmen
das forensische Interesse. Wegen der definierten
Fragmentgrofien, die individualspezifisch angelegt
und durch Restriktion oder PCR realisiert werden,
kénnen hoch diskriminierende Darstellungen er-
zielt werden (Abb. 11.1-2).

Jeftreys, der bei der Entzifferung der Basenfolge
einer Intronsequenz des humanen Myoglobingens
repetitive Sequenzen entdeckte und diese als Mini-
satelliten bezeichnete, pragte auch den Begriff des
»genetischen Fingerabdrucks®, indem er das Verfah-
ren, restringierte DNA nach Elektrophorese iiber
Sondenmarkierung als Linienmuster sichtbar zu
machen, ,DNA-Fingerprinting“ nannte [121]. Ein
Fingerabdruck im herkommlichen Sinne ist ein
Stempelbild. Stempelbilder sind stempelspezifisch,
wie Fingerabdriicke des Menschen individualspezi-
fisch sind. Der Begriff des genetischen Finger-
abdrucks ist dagegen eine Metapher. Er umschreibt
einen erkennbar gemachten, ein Individuum kenn-
zeichnenden und ihn von anderen Individuen ab-
grenzenden Teil seiner genetischen Heterogenitit.
Heute gilt im allgemeinen Sprachgebrauch das Er-
gebnis jeglicher DNA-analytischen Untersuchung

zum Zwecke der Individualzuordnung als geneti-
scher Fingerabdruck. Synonym gebraucht wird die
Bezeichnung des individualspezifischen DNA-Pro-
fils.

11.1.2.2
Das mitochondriale Genom

Mitochondrien sind Zellorganellen. Sie kommen in
nahezu allen tierischen und pflanzlichen Zellen vor.
Sie verfiigen iiber eine eigene DNA (mtDNA), die
Ahnlichkeiten mit bakterieller DNA hat und die sich
unabhingig von der kerngenomischen DNA eigen-
standig vermehrt. Diese Tatsache hat zur heute kaum
noch widersprochenen Hypothese gefiihrt, dass Mi-
tochondrien entwicklungsgeschichtlich frithe bakte-
rielle Endosymbionten eukaryoter Zellen sind [173].
Das humane mitochondriale Genom ist inzwischen
komplett sequenziert. Es besteht aus einer zirkuld-
ren, doppelstrdangigen (H- und L- Strang) DNA und
ist mit 16569 Bp vergleichsweise klein [9]. Mensch-
liche Zellen verfiigen iiber unterschiedlich viele Mi-
tochondrien, ihre Zahl reicht von etwa 50 (Sper-
mien) bis zu etwa 10.000 (Eizellen). Jedes Mitochon-
drium kann tiberdies mehrere DNA-Molekiile enthal-
ten. Diese DNA-Molekiile sind innerhalb unter-
schiedlicher Gewebe derselben Person weitgehend
identisch. Eine schematische Ubersicht iiber den
Aufbau der mtDNA zeigt die Abb. 11.1-3.

Das mitochondriale Genom des Menschen um-
fasst 37 Gene. Davon liegen 28 auf dem schweren
und 9 auf dem leichten Strang. Bei den Genproduk-
ten handelt es sich um 13 Polypeptidkomponenten,
die durch mitochondriale Ribosomen synthetisiert
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Abb. 11.1-3. Struktur des
mitochondrialen Genoms:
A-Y tRNA der den Buchsta-
ben entsprechenden Amino-
sduren; ND 1-6 NADH-De-
hydrogenase - Untereinhei-
ten 1-6; CO I-III Cytochrom
¢ Oxidase - Untereinheiten
I-1II; Cytb Cytochrom b; Oy
H-Strang Replikations-
ursprung; Oy L-Strang Re-
plikationsursprung; Py
H-Strang Promoter; Py,

L-Strang Promoter
ND1

ND2 %

Die menschliche mitochondriale DNA
Aus MITOMAP http://www.gen.emory.edu/mitomap.html

werden und die Bestandteile der an der inneren
mitochondrialen Membran befindlichen Enzym-
komplexe der Atmungskette sind. Diese 13 mtDNA-
kodierten Peptide sind essentiell, da sie fiir die
oxydative Phosphorylierung und damit zur ATP-
Produktion noétig sind [300]. Alle {ibrigen bendotig-
ten Proteine sind im Zellkern kodiert und werden
durch spezifische Signale in die Mitochondrien im-
portiert [252]. Dariiber hinaus kodiert die mtDNA
fir 2 ribosomale RNAs und einen vollstindigen
Satz von 22 Transfer-RNAs. Kennzeichnend fiir die
mtDNA ist ihre monoklonale Natur. Dies erleichtert
die Sequenzierung erheblich, da es im Gegensatz
zur Sequenzierung chromosomaler DNA nicht er-
forderlich ist, zuvor unterschiedliche Allele von-
einander zu trennen.

Begriindet ist dieses Faktum durch die rein ma-
trilineare, nicht den Mendelschen Regeln folgende
Weitergabe der mtDNA mit der Eizelle. Wihrend
und kurz nach der Befruchtung kommt es zu einer
aktiven Beseitigung paternaler Mitochondrien. Die-
se Vererbungform macht die mitochondriale DNA
fiir anthropologische Vererbungsstudien besonders
interessant, da Verwandtschaftsverhiltnisse iiber
viele Generationen hinweg tiberpriifbar werden.

Es wurde eingangs darauf hingewiesen, dass das
relativ kleine mtDNA-Genom 37 Gene umfasst und

5 kb Deletion

damit zum grofiten Teil (ca. 93%) aus kodierenden
und damit beziiglich der Individualdifferenzierung
wenig informativen Sequenzen besteht. Die Gene
weisen keine Introns auf, sie sind dicht gepackt
und einige iiberlappen ein wenig. Der wesentlichste
nichtkodierende mtDNA-Bereich befindet sich in
der Kontrollregion, und zwar im sog. Displace-
ment(D)-Loop. Hier bildet sich dadurch, dass zu-
sdtzlich ein kurzes Stiick vom H-Strang der DNA
synthetisiert wird und am L-Strang gebunden
bleibt, eine dreistrangige DNA durch Verdringung
des parentalen H-Stranges aus. In der Kontrollregi-
on liegen auch die Sequenzen fiir den Replikations-
ursprung des H-Stranges. Hier ist der Anfang der
numerischen Nomenklatur aller mitochondrialen
Basenpaare festgelegt. Die Replikation endet nach
Durchlauf der gesamten Sequenz im Uhrzeigersinn
mit dem Basenpaar 16569 wiederum am selben
Punkt. In der D-Loop-Region liegen je 2 Bereiche
mit grofler Sequenzvariabilitdt: die hypervariable
Region 1 (HV1) zwischen den Positionen 16024
und 16356 [9] und die hypervariable Region 2
(HV2) zwischen den Positionen 73 und 340 [83].
Eine dritte Region etwas geringerer Variabilitdt
(HV3) stellt sich im Bereich 438-574 dar [170]. Die
AbD. 11.1-4 zeigt eine schematische Ubersicht iiber
die Kontrollregion.
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Abb. 11.1-4. Schematische
Ubersicht iiber die Kontroll- [
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Die von Anderson et al. festgestellte mtDNA-Se-
quenz, die den Namen Anderson-Sequenz trigt,
dient als Bezugsgrofle fiir alle nachfolgenden Se-
quenzierungen. Mutationen werden so als Basendif-
ferenzen von der Anderson-Sequenz an den ermit-
telten Basenorten charakterisiert.

Mutationen kénnen sich praktisch nur in diesen
nichtkodierenden Bereichen durchsetzen, da Verdn-
derungen des kodierenden Bereiches fast zwangs-
laufig zu relevanten Erkrankungen des Trigers oder
zum Funktionsverlust des Mitochondriums mit Le-
bensunfihigkeit fithren diirften. Durch Punktmuta-
tionen hervorgerufene Sequenzabweichungen inner-
halb eines Individuums werden als Heteroplasmien
bezeichnet [318]. Diese konnen sowohl zwischen
unterschiedlichen Mitochondrien auftreten als
auch, bedingt durch das Vorhandensein mehrerer
mtDNA-Molekiile innerhalb derselben Organelle,
im Einzelmitochondrium.

Heteroplasmien sind Raritdten. Sie duflern sich
in der Sequenz durch eine Uberlagerung zweier un-
terschiedlicher Peaks und sind damit nur schwer
von einer Kontamination durch eine dhnliche Se-
quenz zu unterscheiden. Die mitochondriale DNA-
Heterogenitdt ldsst sich informativ nur durch Se-
quenzierung fassen.

11.1.2.3
Formalgenetik

Wie schon in Unterkap. 11.1.2 ,,Biologische Grund-
lagen ausgefiihrt wurde, ist die genetische Hetero-
genitdt die Grundvoraussetzung der forensischen
Serologie. Die Basis der Unterscheidbarkeit von In-
dividuen sind die polymorphen Stellen des Ge-
noms, die Genorte. Hierbei ist Polymorphismus de-
finiert nach Ford [75] als

das gemeinsame Vorkommen von zwei oder mehr
diskontinuierlichen Formen oder ,Phasen einer
Spezies in derselben Population in solchen antei-
ligen Hdufigkeiten, dass deren seltenste nicht allein
durch wiederkehrende Mutation aufrecht erhalten
werden kann.

Fir die rein formalgenetischen Betrachtungen ist es
vollig bedeutungslos, ob die unterschiedlichen Aus-
pragungen, Allele, eines Genortes im kodierenden
oder nichtkodierenden Bereich des Genoms liegen.
Von herausragender Bedeutung fiir die Formalgene-

™
16568 0

tik eines Systems ist jedoch die jeweilige Darstel-
lungstechnologie, da durch sie die Anzahl unter-
scheidbarer Phinotypen, Genotypen und Allele ge-
geben ist.

Formal ist ein polymorpher Genort L auf game-
tischer Ebene definiert durch die nachweisbaren
Allele *g;, die an diesem Genort durch direkte Be-
stimmung oder {iber die Genprodukte erkennbar
sind. Der Mensch als diploider Organismus hat von
jedem Autosom ein maternales und ein paternales
Exemplar (sowie ein maternales X-Chromosom und
ein paternales X- oder Y-Chromosom). Folglich be-
sitzt er an einem Genort L ein paternales Allel *g;
und ein maternales Allel *a;. Diese beiden Allele
*a;,*a; werden als sein Genotyp (*a;j/*a;) am Genort
L bezeichnet.

Hat ein Individuum von beiden Eltern das glei-
che Allel *a; geerbt, so wird sein Genotyp (*a;/*a;)
als homozygot bezeichnet, ein Genotyp (*ai/*a;)
mit ungleichen Allelen wird als heterozygot be-
zeichnet.

Abhéngig von der Nachweistechnik lassen sich
die unterschiedlichen Genotypen eines polymor-
phen Systems in ihrer Darstellung als Phinotypen
nicht immer unterscheiden. Falls der Phénotyp
Ph(*aj/*a;) eines heterozygoten Genotyps identisch
ist mit dem Phinotyp Ph(*a;/*a;) eines zugehori-
gen homozygoten Genotyps so wird das Allel *a;
als dominant zu *a; und das Allel *a; als rezessiv
zu *a; bezeichnet. Falls fiir zwei Allele *a; und *g;
die Phinotypen der beiden homozygoten und des
heterozygoten Genotyps, Ph(*ai/*a;), Ph(*agj/*ay),
Ph(*aj/*a;) jeweils unterschiedlich sind, so werden
*a; und *g; als kodominant bezeichnet.

Beispiel: Bei dem 1900/1901 von Landsteiner [153]
definierten = ABO-Blutgruppensytem waren ur-
spriinglich die 3 Allele *A, *B, *0 bekannt, wobei
*A dominant zu *0 war, da der Genotyp *A/*0
nicht vom Genotyp *A/*A unterschieden werden
konnte, wihrend die Allele *A und *B sich kodomi-
nant verhielten, da der heterozygote Typ *A/*B mit
der gegebenen Bestimmungstechnologie sich so-
wohl vom Typ *A/*A (Phdnotyp A) als auch vom
Typ *B/*B (Phinotyp B) unterschied. Durch Verfei-
nerung der Nachweistechnologie konnte das ur-
spriingliche Allel *A in die Allele *A; und *A,
untergliedert (gesplittet) werden. Somit ist das
ABO-System formalgenetisch wie in der Tabel-
le 11.1-1 angegeben definiert.
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Tabelle 11.1-1. Formalgenetisches Modell fiir das ABO-Blut-
gruppensystem

a) die 4 Allele:
b) die 10 Genotypen:

*Ag XAz ¥B; X0

*ALFA L YA Ag *AL*Bs *AL/*0;
*Ao/*Ags *A,[*B; *A,/*0; *B/*B;
*B/*0; *0/*0

c) die 6 Phanotypen: A; <« *A/*Aj; XA /*Ay; XA /*0
A, o *ALFA *ALM%0
B < *B/*B; *B/*0
AB < *A,/*B
AB 5 *A,/*B
0 —  *0/*0

Wiéhrend sich die Anzahl verschiedener Genotypen
k eines Systems L aus der Anzahl n unterschiedli-
cher Allele unmittelbar durch

k:n(nJrl)
2

berechnen ldsst, ist die Anzahl unterscheidbarer
Phédnotypen von der Typisierungstechnik und den
hierdurch gegebenen Dominanz-, Kodominanz- so-
wie Rezessivitétsrelationen abhingig. Die heute ver-
wendeten DNA-Typisierungstechnologien definieren
fast ausschliellich Systeme mit kodominanten Alle-
len, d.h. formalgenetisch die einfache Situation der
eineindeutigen Zuordnung zwischen Genotyp und
Phénotyp.

11.1.2.4
Populationsgenetik

Die folgenden, einfachen populationsgenetischen
Ausfithrungen liefern die elementare Beschreibung
der als Wahrscheinlichkeiten interpretierten relati-
ven Hiufigkeiten in einer wohl definierten Popula-
tion mit einer als unendlich grofl angenommenen
Grundgesamtheit.

Ausgehend von den in Unterkap. 11.1.2.3 defi-
nierten formalgenetischen Begriffen der Allele, Ge-
notypen und Phidnotypen werden in diesem Kapitel
die zugehorigen Frequenzparameter und ihre ge-
genseitigen Abhéngigkeiten erldutert. Ausgehend
von der gametischen Ebene mit den Allelen *a; ei-
nes Genorts L wird mit f(*a;) bzw. f; die zugehorige
Genfrequenz (oft auch Allelfrequenz genannt) des
entsprechenden Allels *a; in der gegebenen Popula-
tion bezeichnet. Offensichtlich muss wie fiir alle
Wahrscheinlichkeiten gelten:

S

Die Summe der Frequenzen aller Allele *g; eines
Genorts L ist gleich Eins.

Wird in einem System ein Allel *a; unterteilt in
2 Subspezifititen *a; und *ay, so gilt unmittelbar
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Abb. 11.1-5. Allelfrequenzen (Kantenlingen) und Genotyp-
frequenzen (Flichen) bei Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

fi+th=f-

Fir das in 11.1.2.3 angegebene Beispiel aus dem
ABO-System gilt bei Unterteilung von *A in *A,;
und *A,

fOA) +f(FA2) = f(*A) -

Ohne zusitzliche Voraussetzungen kann die Geno-
typfrequenz f;; eines Genotyps *a;/*a; nicht direkt
aus den Genfrequenzen f; und f; der enthaltenen Al-
lele berechnet werden. Nimmt man jedoch an, dass
die Vereinigung von Gameten beziiglich des be-
trachteten Polymorphismus L unabhédngig von den
enthaltenen Allelen ist, so gilt das Hardy-Weinberg-
Gesetz [98, 307] mit den folgenden Beziehungen
fiir homozygote bzw. heterozygote Genotypen:

a) f(*ai/*a) =fi; = fla)’ =f}

Die Frequenz eines homozygoten Genotyps *a;/*a;
ist gleich dem Quadrat der entsprechenden Genfre-
quenz f7.

b) flai/a) =fij =2 f(*a)f (*aj) = 2 fif;

Die Frequenz eines heterozygoten Genotyps *a;/*a;
ist gleich zweimal dem Produkt der entsprechenden
Genfrequenzen 2 f; fi.

Eine Population, in der diese Beziehungen zwi-
schen Genfrequenzen f; und Genotypfrequenzen f;;
gegeben ist, befindet sich (beziiglich des betrachte-
ten Polymorphismus L) im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (Abb. 11.1-5). Voraussetzungen, die
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zum Gleichgewichtszustand in einer Population
fithren, sind geniigend grofle Populationen, Panmi-
xie (vollstindige Durchmischung), zufillige Part-
nerwahl (,random mating®) und das Fehlen von
Mutationen. Abweichungen vom Gleichgewichts-
zustand konnen unter anderem durch Selektions-
prozesse, genetic drift“ oder ,migration“ ver-
ursacht werden, die zu einer Substrukturierung der
Gesamtpopulation in mehrere Teilpopulationen
fithren.

Fiir die in der forensischen Serologie verwende-
ten Polymorphismen, insbesondere die im nicht-
kodierenden Bereich des Genoms, kann das Vorlie-
gen von Hardy-Weinberg-Gleichgewicht zwar ange-
nommen werden, muss aber immer auf der Basis
geniigend grofler Stichproben statistisch gesichert
werden.

Die Beziehung zwischen Genotyp- und Phino-
typfrequenzen ldsst sich unmittelbar angeben. Wie
in Unterkap. 11.1.2.3 dargestellt, entspricht jeder
Phénotyp eindeutig entweder genau einem Genotyp
(bei Kodominanz der Allele) oder ist die Zusam-
menfassung mehrerer verschiedener Genotypen
(abhidngig von den Dominanzrelationen). Folglich
ist die Phénotypfrequenz immer gleich der Summe
der Frequenzen aller in diesem Phinotyp enthalte-
nen Genotypen. So ist z.B. die Phinotypfrequenz
der Blutgruppe A,

f(A1) = f(*A1/*A1) + f(FAL/*Az) + f(*A,1/*0)

gleich der Summe der entsprechenden Genotypfre-
quenzen und bei Vorliegen von Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht lassen sich diese durch die gameti-
schen Genfrequenzen ausdriicken als

F(A) = f(*A1) + 2f (FA)f (¥Az) + 2f (¥A2)f (*0)

Das gesamte populationsgenetische Modell fiir das
ABO-Blutgruppensystem ldsst sich, wie in der Ta-
belle 11.1-2 aufgezeigt, darstellen.

Die Basis aller populationsgenetischen Betrach-
tungen ist die Kenntnis der gametischen Genfre-
quenzen. Diese miissen aus geniigend groflen Stich-
proben nichtverwandter, typisierter Individuen ei-
ner definierten Population geschidtzt werden. Die
elementarste (und beste) Schitzmethode ist das di-
rekte Auszéhlen der unterschiedlichen Allele bei
den 2N-Gameten einer Stichprobe von N Individu-
en und die Verwendung der relativen Haufigkeiten
als Schitzwerte fiir die unbekannten Genfrequen-
zen. Dieses als ,gene counting“ bekannte Vorgehen
ist jedoch in unmittelbarer Form nur bei Systemen
mit ausschliefflich kodominanten Allelen mdoglich.
Bei den komplexeren Systemen mit Dominanzrela-
tionen wird auf die iterativen Maximum-Likeli-
hood-Verfahren unter Verwendung von EM-Algo-
rithmen verwiesen, wie sie erstmalig von Cepellini
et al. [45] zur Schdtzung der Frequenzen des

Tabelle 11.1-2. Formalgenetisches und populationsgeneti-
sches Modell des ABO-Blutgruppensystems aus einer deut-
schen Populationsstichprobe

Allele Gametische Frequenzen
*A, f(*A,) = 0217
*A, f(*A,) = 0,065
*B f(*B) = 0,098
*Q £(*0) = 0,620
Summe = 1,000
Phinotypen Genotypen Genotyp/ Frequenzen
Phiénotyp
A, *AFA, (A = 0,047
*ALI*A, 2f(*Af(*A;) = 0,028
*A/*0 2f(*A)f(*0) = 0,269
f(A;) = 0,344
A, *ALFA,  f(*A,) = 0,004
*AL/*0 2f(*A,)f(*0) = 0,080
(A, = 0,084
B *B/*B f(*B)* = 0,010
*B/*0 20(*B)f(*0) = 0,122
£(B) = 0,132
A;B *A /B 2f(*A)f(*B) = 0,043
f(A,B) = 0,043
A,B *A,/*B 2f(*A)f(*B) = 0,013
£(A,B) = 0,013
0 *0/*0 £(*0)* = 0,384
£(0) = 0,384
Summe = 1,000

ABO-Systems verwendet wurden. Bei Voraussetzung
von Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ldsst sich die
Frequenz eines rezessiven Allels aus der Frequenz
des entsprechenden homozygoten Phénotyps schit-
zen nach der Beziehung

f(*ai) = v/f(ai/a)

So muss unter der obigen Voraussetzung fiir die
Blutgruppe 0 und das entsprechende Allel *0 gelten

f(*0) = V£(0)

Grundsitzlich ist jedoch von der Verwendung die-
ser Einzelschidtzwerte abzuraten, da sie nicht not-
wendig zu einer konsistenten Schétzung aller Fre-
quenzen (Summe gleich 1) fithrt. Nach erfolgter
Schitzung der Genfrequenzen aus einer Stichprobe
sollte immer das Vorliegen des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichtes getestet werden. Hierzu werden die
beobachteten Phinotypenhiufigkeiten in der Stich-
probe verglichen mit den im Gleichgewichtszustand
erwarteten Haufigkeiten und mittels einer entspre-
chenden Teststatistik (y2-Test etc.) auf signifikante
Abweichungen von der Nullhypothese des Gleichge-
wichtszustandes gepriift.

Fir ausfithrliche Beschreibungen geeigneter
Schidtz- und Testverfahren wird auf die umfangrei-
che Literatur zur Populationsgenetik (z.B. [298])
verwiesen.
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11.1.3
Methodische Grundlagen

11.1.3.1
DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion hat sich an der Spur bzw. an
der zur Verfiigung stehenden Probe zu orientieren.
Es ist deshalb fiir spurenkundliche und Paternitéts-
untersuchungen jeweils ein unterschiedliches Ver-
fahren zu wiahlen. In der Spurenkunde ist die DNA-
Extraktion der schwierigste und aufwendigste
Schritt, entsprechend viele Verfahren sind beschrie-
ben worden. Praktikable Verfahren werden bei den
jeweiligen Kapiteln aufgefiihrt.

11.1.3.2
DNA-Restriktion

Die DNA eines Einzelchromosoms kann im tiber-
tragenen Sinne als Makromolekiil angesehen wer-
den. Ein solches Molekiil ist analytisch schwer
handhabbar. Wichtigstes Werkzeug sind bakterielle
Enzyme (Restriktionsendonukleasen), die die DNA-
Sequenz basenspezifisch zerschneiden (verdauen)
koénnen. Evolutiondrer Hintergrund der Existenz
dieser Enzyme ist die Bakteriophagenabwehr. Die
Restriktionsschnittstellen befinden sich wegen der
Universalitdt des genetischen Codes auch im Euka-
ryontengenom. Durch Mutationen entstehen oder
verschwinden Schnittorte, wodurch beim Verdau
kleinere oder groflere DNA-Abschnitte (Restrikti-
onsfragmente) resultieren, die einer elektrophoreti-
schen Charakterisierung zugédnglich sind. Die
Schnittstellen selbst weisen eine typische Struktur
auf, deren Bezeichnung ,Palindrom“ aus der
Sprachwissenschaft entlehnt ist.

Palindrome sind Worte, die in beiden Richtun-
gen gelesen einen identischen Sinn ergeben (z.B.
Otto, Rentner). Fiir die DNA heif§t das, dass die
meist 4-8 Basenpaare betreffenden Sequenzen auf-
grund der zweifachen Symmetrieachse auf beiden
Stréngen in 5 — 3'-Richtung iibereinstimmen.

Bei einigen Enzymen liegen die Schnittstellen
auf der Symmetrieachse, dann entstehen glatte En-
den (z.B. Hae III), meist wird jedoch so geschnit-
ten, dass die entstehenden Restriktionsfragmente 5’
bzw. 3’ iiberhdingende Enden haben (z.B. Hinf I).
Die beiden genannten Restriktionsenzyme sind die
am hidufigsten in der forensischen Serologie ge-
nutzten.

Die Abb. 11.1-6 zeigt die Schnittstellen, die
durch die genannten Enzyme gelegt werden. Die
Hiufigkeit der Schnittstellen ist von der Schnittort-
struktur abhédngig. Wahrend Hae-III-Schnittstellen
im Mittel alle 0,6 kB vorkommen sind es bei Hinf I
ca. 7 kB. Weil die durch Mutation beeinflussten
Verdausequenzen repliziert und an die Nachkom-
men weitergegeben werden, entsteht ein genetischer

Haelll Hinf
Gaicc®  °GIANTCS
3‘@5' 31(M5|

Abb. 11.1-6. Sequenzmotive der hdufig verwendeten Rest-
riktionsendonukleasen Hinfl und Haelll. Das N steht fiir ei-
ne beliebige Base bzw. deren komplementire Base

Polymorphismus, der die Bezeichnung Restrikti-
onsfragmentl/dngenpolymorphismus (RFLP) erhal-
ten hat. Diese Bezeichnung findet heute auch fiir
die Systeme Verwendung, die im oben genannten
Minisatellitenbereich angesiedelt sind und fiir de-
ren Darstellung der tandemrepetitive Bereich des
VNTR in seinem flankierenden Bereich aus der
DNA ausgeschnitten und elektrophoretisch bewertet
wird.

In der forensischen Praxis werden mit wenigen
Ausnahmen nur tandemrepetitive Individualmerk-
male genutzt. Bei den Minisatellitensystemen ste-
hen die Kernsequenz selbst bzw. angrenzende
Strukturen, an die die Sonde hybridisiert, fiir das
System und die Repeathdufigkeit (die Fragmentgro-
Be) fiir die Allelbezeichnung. Bei den STR repri-
sentiert die flankierende Sequenz, an die der Pri-
mer bindet, das System, die Repeathdufigkeit ist
wiederum Kennzeichen des jeweiligen Allels.

Die Charakterisierung der Restriktionsfragmente
und die Einschitzung, ob es sich bei zwei Frag-
menten um identische oder nichtidentische han-
delt, ist im Kapitel der Abstammungsbegutachtung
ausfihrlich dargestellt.

Das bisher genannte Untersuchungsprinzip ist
fiir Fragestellungen geeignet, bei denen ausreichend
Untersuchungsmaterial zur Verfiigung steht, z.B.
bei der Paternitdtsbegutachtung oder der Identifi-
kation. Bei vielen spurenkundlichen Fragestellun-
gen reicht die aus der Spur extrahierbare DNA-
Menge zundchst nicht aus, um ihre Individual-
merkmale mit einer praktikablen Technik bewert-
bar zu machen. Hier hat die im Jahre 1985 durch
Kary Mullis angegebene methodische Neuerung Po-
lymerase-Kettenreaktion [245] einen Durchbruch
gebracht.

11.1.3.3
Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. PCR, ,poly-
merase chain reaction®) ist ein automatisiertes In-
vitro-Verfahren zur DNA-Vervielfiltigung (Amplifi-
kation) in einem definierten Bereich. Diese sog.
»target region“ kann damit millionenfach vermehrt
(amplifiziert) werden und steht dann z.B. einer gel-
elektrophoretischen Detektion zur Verfiigung. Die
PCR folgt dem natiirlichen Prinzip der identischen
Reduplikation, die z.B. jeder Zellteilung vorausgeht.



11.1 Allgemeine Einfithrung

999

Der PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen De-
naturierung des zu amplifizierenden Doppelstran-
ges. Es entstehen einzelstringige DNA-Molekiile. Je-
der durch Denaturierung eines Doppelstranges er-
zeugte DNA-Einzelstrang dient als Matrize (,tem-
plate®) zur Entwicklung des entsprechenden Kom-
plementérstranges (Synthese). Werden die entstan-
denen Doppelstringe erneut getrennt (denaturiert),
stehen 4 Einzelstrdnge zur Entwicklung der jeweili-
gen neuen Komplementérstrange zur Verfiigung.

Die Synthese beginnt an einem Oligonukleotid
als Startersequenz (Primer), das mit dem Einzel-
strang hybridisiert (,annealing“), und verlduft in
5’-3’-Richtung, sofern die Reaktionspartner in
Form einer spezifischen Polymerase, Desoxynu-
kleosidtriphosphaten (aktive Form der Basen Ade-
nin, Thymin, Guanin und Cytosin) und MgCl,-hal-
tigen Puffers im Ansatz vorhanden sind.

Die ersten Amplifikationsprodukte haben noch
keine definierte Linge. Aus Griinden der Leistungs-
fahigkeit der Polymerase und der Konformations-
stabilitdit des DNA-Stranges in vitro bricht jedoch
die Synthese bei einer bestimmten Stranglinge ab.
Das ist zunichst fiir die spurenkundlichen Unter-
suchungen unproblematisch, da sie aus Griinden
der Degradationswahrscheinlichkeit ohnehin auf
kurze Sequenzen (STR) orientieren.

Fiigt man einen zweiten Primer ein, der von der
Struktur so gewahlt ist, dass er zusammen mit dem
ersten Primer die zu amplifizierende Zielsequenz
des Doppelstranges flankiert, jedoch an den Kom-
plementdrstrang hybridisiert, werden im Uber-
schuss nur noch die DNA-Anteile amplifiziert, die
aus den Primerregionen und dem flankierten DNA-
Abschnitt bestehen. So entsteht aus jedem Einzel-
strang ein Doppelstrang allein im interessierenden
flankierten Bereich. Die anfangs synthetisierten
langeren Amplifikationsprodukte werden zwar wei-
ter amplifiziert, jedoch nur linear, wihrend die
erwiinschten flankierten Bereiche exponentiell ver-
vielfaltigt werden. Es wird erkennbar, dass jeder
Vervielfiltigungsschritt die Einzelvorgidnge Denatu-
rierung, Primeranlagerung (,annealing“) und Syn-
these einschliefit.

Durch die Verfiigbarkeit einer thermostabilen
Polymerase (z.B. Taq-Polymerase vom Bakterium
Thermus aquaticus, das im heiflen Wasser lebt)
kann die PCR automatisiert werden. Elektronisch
gesteuerte sog. ,Thermocycler” bieten die jeweili-
gen thermischen Reaktionsoptima: z.B. 95°C fiir
die Denaturierung, 60 °C fiir das Primer-Annealing
und 70°C fiir die Synthese. Das Prinzip der PCR
ist in der Abb. 11.1-7 angegeben.

Der Amplikationserfolg ist mit dem mathemati-
schen Ausdruck (2")a beschreibbar, wobei n die
Anzahl der Vermehrungszyklen und a die Anzahl
der Kopien der urspriinglichen DNA-Matritze ange-
ben. Diese Formel berticksichtigt nicht die Produk-
te des ersten und zweiten Vermehrungszyklus, de-
ren Linge nicht definiert ist. Sollen diese bertick-

sichtigt werden, &ndert sich die Formel auf
(2"-2n)a.

Aus einem doppelstriangigen Ausgangsmolekiil
oder einem degradationsbedingten Molekiilteil kon-
nen also nach 30 Zyklen theoretisch ca. 1 Mrd. Ko-
pien entstanden sein, sofern die Ausbeute 100% be-
tragt. Das wird in der Praxis nicht erreicht. Aber
auch eine Ausbeute von nur 1% oder gar 0,1% ge-
stattet die Visualisierung des Amplifikationspro-
duktes durch einfache Silberimpriagnierung nach
elektrophoretischer Trennung [41]. Fiir die forensi-
sche Serologie werden heute fast ausschliefllich die
sog. »short tandem repeats“ (STR) und - mit ab-
nehmender Bedeutung - die relativ kurzen und da-
her amplifizierbaren Fragmentlingenpolymorphis-
men (AmpFLP) eingesetzt. Wichtige Details sind
ein sorgfiltiges Primerdesign, eine leistungsfihige
elektrophoretische Trenntechnik zur Charakterisie-
rung der PCR-Produkte und die Beachtung von Se-
quenzbesonderheiten innerhalb der repetitiven Se-
quenz, die eine Strukturaufklirung (Sequenzie-
rung) des Allels erforderlich machen kénnen. Trotz
Systemoptimierung konnen PCR-Artefakte auftre-
ten, die im Wesentlichen aus Polymerasefehlern
und beeintrichtigter Qualitdt der Template-DNA re-
sultieren. Zu den Polymerasefehlern zdhlen Basen-
substitutionen und Leserasterverschiebungen, fer-
ner sog. Slippage-Banden. Hierbei werden um ein
Repeat verkiirzte ,,Schattenbanden“ detektiert, was
bei Mischspuren mit ungleichgewichtigen Bestand-
teilen problematisch sein kann. Unzureichende
Spurenqualitdt fiihrt zur PCR-Hemmung, was zur
DNA-Aufreinigung zwingt, oder zu einem Vielban-
denmuster, wie es auch bei Kontamination auftritt.
Auf spezielle Probleme wird bei der Besprechung
der Einzelsysteme eingegangen.

Charakterisierung der PCR-Produkte

Um den Amplifikationserfolg abschdtzen zu kon-
nen, bedient man sich zweckmiflig der niedrigauf-
l6senden horizontalen Polyacrylamidgelelektropho-
rese. Die Grofle der Amplifikationsprodukte kann
zusétzlich durch das Mitfithren einer 100-Bp-Leiter
abgeschidtzt werden. Nach dem Ende der elektro-
phoretischen Trennung, das durch eine Bromphen-
olblaupassage erkannt wird, wird das Gel einer Sil-
berfirbung [41] unterzogen. Der Erfolg der Ampli-
fikation bemisst sich meist am Vorhandensein einer
systemspezifisch lokalisierten Einzelbande. Ist die
Amplifikation effizient gewesen, erfolgt die her-
kémmliche elektrophoretische Auftrennung der
PCR-Produkte im hochauflésenden diskontinuierli-
chen Polyacrylamidgel, das sich in seiner speziellen
Zusammensetzung am jeweiligen STR zu orientie-
ren hat. Die Visualisierung der Elektropherogram-
me erfolgt wiederum durch Silberfirbung [41]. Die
Zuordnung der Amplifikationsprodukte zu definier-
ten Allelen geschieht im Seit-zu-Seit-Vergleich mit
einer mitgefithrten Probe, die eine Komposition
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Abb. 11.1-8. Sequenzierung der mitochondrialen DNA in der HV2 (Ausschnitt von den Basenpaaren 290-330). Oben: Se-

quenz des H-Stranges; unten: Sequenz des L-Stranges

der hdufigen Allele einer jeweiligen Population dar-
stellt (allelische Leiter). Moderne Verfahren beru-
hen auf der Kombination aus Elektrophorese und
automatisierter Fragmentanalyse mittels fluores-
zenzmarkierter Primer sowie Lasertechnologie. Die
Elektrophorese kann wiederum im Gel erfolgen
(z.B. DNA-Sequencer 373, PE Applied Biosystems;
A.L.E- DNA-Sequencer, Pharmacia) oder in einer
Kapillare (ABI Prism Genetic Analyser 310, PE Ap-
plied Biosystems), die mit einem spezifischen Poly-
mer als Elektrophoresetriger gefiillt ist.
Insbesondere die Kapillarelektrophorese ist kom-
fortabel, da weitgehend automatisiert. Computer-
gesteuert wird das Polymer in die Kapillare ein-
gefiillt, die Probe aufgenommen, aufgetrennt und
ausgewertet. Beim ABI Prism Genetic Analyser 310
konnen 48 bzw. 96 Proben bereitgestellt und aus-
gewertet werden, ohne dass in das Programm ein-
gegriffen werden muss. Mit dem Wegfall der Gel-
herstellung entfillt eine mogliche Fehlerquelle.

11.1.3.4
Sequenzierung

Die Sequenzierung ist das unerlédssliche Instrumen-
tarium zur Erfassung der mitochondrialen Hetero-
genitdt. Die mitochondrialen Sequenzen werden in
naher Zukunft eine grofle Bedeutung fiir die foren-
sische Spurenkunde und Identifizierung haben, ihre
Erfassung und Bewertung ist aber noch weitgehend
in der Erprobungsphase. Im Spurenkapitel sind die
methodischen Aspekte der Nutzung der mitochron-
drialen Heterogenitdt und ihre Bedeutung fiir die
Individualzuordnung aufgefithrt. Die Sequenzie-
rung ist aber auch zur Charakterisierung z.B. der
STR-Allele unerldsslich, bevor ein neues System
etabliert wird bzw. zur Schaffung einer definierten
allelischen Leiter. Im Folgenden wird die Sequen-
zierungsmethode nach Sanger [248] exemplarisch
vorgestellt:

Das Prinzip dieser Sequenzierung und die PCR
haben dieselbe Grundlage, beide Methoden ver-
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Abb. 11.1-9. Schematische Darstellung des Prinzips der Se-
quenzierung in 4 getrennten Ansitzen

wirklichen in vitro die DNA-Replikation, indem sie
eine DNA-Polymerase einsetzen, um von einem Pri-
mer aus nach den Anweisungen einer einzelstringi-
gen DNA den Komplementirstrang zu synthetisie-
ren. Der Sequenzierungsprimer muss spezifisch an
den Abschnitt binden, der an den Sequenzierungs-
bereich angrenzt.

Zunidchst erfolgte die Synthese in 4 parallelen
Reaktionsansitzen, die jeweils die 4 normalen
dNTP (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) im Uber-
schuss sowie ein bestimmtes ddNTP (Didesoxynu-
kleosidtriphospat; ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP)
in sorgfiltig ausgewihlter Konzentration enthalten.
Man erhilt damit A-, C-, G- und T-Ansitze.

Die Reaktion beginnt mit der Hybridisierung
des Primers an eine komplementire Stelle der Ziel-
DNA. Den kurzen doppelstringigen Abschnitt er-
kennt die DNA-Polymerase als Startstelle der nun
folgenden Transkription der Ziel-DNA. Dabei wird
der Primer iber sein 3’-Ende verldngert. Der neue
Strang ist der Ausgangs-DNA komplementir.

Mit dem zufélligen Einbau des jeweiligen ddNTP
als statistischem Ergebnis seiner Konzentration
bricht die Strangsynthese ab. Das Ergebnis ist als
Ausdruck der Konkurrenz zwischen den dNTP und
den ddNTP eine Population von Fragmenten unter-
schiedlicher Linge. Die 5-Enden aller Fragmente
stimmen iiberein, da sie durch den Sequenzie-
rungsprimer festgelegt sind. Die 3’-Enden werden
durch ein ddNTP gebildet, was keine weitere Syn-
these gestattet. Nach der Synthese werden die syn-
thetisierten Fragemente in Einzelansdtzen elektro-
phoretisch aufgetrennt und konnen als Komple-
mentirsequenz von anodisch nach kathodisch ab-
gelesen werden. Dort im A-Ansatz, wo sich eine
Bande findet, hat ein ddATP die Synthese abgebro-
chen, muss sich folglich auf dem Matrizenstrang
ein T befinden und so weiter. Ein elegantes und
praktikables Verfahren ist die Festphasensequenzie-
rung (»solid phase sequencing®). Hierbei wird nach
reguldrer PCR, bei der einer der Primer biotinyliert
vorliegen muss, die DNA an Streptavidin-gekoppel-

§'-flankierende Region Repeatbereich 3'-flankierende Region
L]
TGTGAGTTAGCCGCTTAGCGATTATACATATTATGARAC ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTTGAGACGGACTCTCACTCTGTCGCOC Allel 10
TGTGAGTTAGCCGCTTAGCGATTATACATATTATGARAC ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTTGAGACGEACTCTCGCTCTGTCGOCCH Allel 11
TGTGAGTTAGCCGCT TAGCGATTATACATATTATGARAC ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTAT TATT TGAGACGGACTCTCGCTCTGTOGCCC Allel 12
TETGAGTTAGCCGCTTAGCGATTATACATAT TATGARAC- = ~~=m=n ===, ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTTGAGACGEACTCTCAITCTGTORICC* Allel 13
TETGAGTTAGCCGCTTAGCGATTATACATAT TATGAARC - - = mwm mom e ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTAT TATTATTATT TGAGACGEACTCTCECTCTGTCOGCCC Allel 14
TGTGAGTTAGCCGCTTAGCGATTATACATAT TATGAAAC~ === -~-ATTATTATTATTATTATTATTAT TATTATTATT AT TATTAT TATT TGAGACGGACTCTCGCTCTGTCECCC™ Allel 15
TGTGAGTTAGCCGCTTAGCGATTATACATATTATGARAC- -~~~ ATTATTATTATTATTATTAT TATTATTATTAT TATTATTATTAT TATT TGAGACGGACTCTCGCTCTGICGOCC Allel 16
TGTGAGTTAGCCGCTTAGCGATTATACATAT TATGAAAC ~~~ATTATTATTAT TATTATTATTAT TATT AT TATTAT TAT TATTATTATTATT TEAGACGGACTCTCCOTCTGTCGCCC* Allel 17
TGTGAGTTAGCCGCTTAGCGATTATACATATTATGARACA ATTTGAGACGGACTCTCGCTCTGTCGCCC Allel 18
Primer 1 *AGGCTGGAGCGCAGTGETTGCGATCTG
Primer 2
Abb. 11.1-10.  Sequenzierergebnis des Y-chromosomalen bereich ist unterstrichen. Die Primerbindungsstellen sind

STR DYS388. Die Kernsequenz wird durch das Trinukleotid
ATT gebildet, das im kleinsten gefundenen Allel 10-mal
und im grofiten 18-mal repetiert vorkommt. Der Repeat-

bezeichnet, die Primerbindungsstelle des 3’-Bereiches ist
unten separat angegeben
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te Magnetkiigelchen (z. B. Dynabeads Streptavidin)
gebunden. Nach dem Herauswaschen iiberschiis-
siger Nukleotide, Primer und so weiter wird die
DNA denaturiert, sodass die reinen einzelstrangi-
gen DNA-Molekiile mittels Magnet abgetrennt wer-
den kénnen. Unter Einsatz des Gegenprimers wird
anschlieflend die Sequenzierung am an die Oberfl4-
che gekoppelten Template durchgefiihrt. Storende
Nukleotide und Primer kénnen ausgewaschen wer-
den, das gewiinschte markierte Sequenzierprodukt
kann z.B. mit Formamid vom Gegenstrang abge-
trennt und auf das Sequenziergel aufgetragen wer-
den. Verwendet man fiir die 4 Ansétze unterschied-
lich fluoreszenzmarkierte ddNTP, konnen alle Re-
aktionen in einem Ansatz ablaufen. Die Fragmente
werden z.B. nach 25 Zyklen, bei denen geniigend
Abbruchfragmente gebildet wurden, in der Kapil-
larelektrophorese mittels Laserstrahl durch ihr un-
terschiedliches Signal differenziert und z.B. im Fal-
le der Verwendung des ABI Prism 310 von Perkin
Elmer mit dem zugehérigen Programmen ,,Collec-
tion ,,Sequencing Analysis“ und ,Sequence Navi-
gator® ausgewertet. Ein entsprechendes Ergebnis
zeigt die Abb. 11.1-8 in einem Ausschnitt einer
Sequenzierung einer mitochondrialen Struktur der
HV2. Die Abb. 11.1-9 zeigt schematisch die her-
kémmliche Sequenzierung im Gel mit 4 separaten
Ansidtzen, die Abb. 11.1-10 die 9 sequenzierten Al-
lele des Y-chromosomalen STR DYS 388.

Das spezielle methodische Vorgehen findet sich
bei der Beschreibung der spurenkundlichen Praxis.

11.2
Forensische Spurenkunde

Im forensisch-medizinischen Sinne sind Spuren
meist sehr kleine Antragungen von Blut, Sekreten
oder Gewebeteilen an Personen oder Sachen, die ei-
nen Riickschluss auf Opfer oder Titer oder auf ei-
nen Straftathergang gestatten konnen. Die Proble-
matik der Auswertung ist durch unterschiedliche
Lagerungsbedingungen und Lagerungszeiten gege-
ben, durch die geringe Substanzmenge und durch
die geringen interindividuellen Differenzen inner-
halb der biologischen Spuren im konventionellen
Merkmalsspektrum. Die vorliegende Abhandlung
wird sich nach der Besprechung der historischen
Entwicklung und der rechtlichen und metho-
dischen Grundlagen an der Untersuchungsstrategie
der forensisch-spurenkundlichen Praxis orientieren.

11.2.1
Historische Entwicklung

Die Spurenkunde ist zweifellos so alt wie forensi-
sche Fragestellungen allgemein. Ein Teil des auch
heute noch relevanten spurenkundlichen Instru-
mentariums wurde im vorvergangenen Jahrhundert
bzw. um die Jahrhundertwende erarbeitet. Der spe-

zifische Nachweis von Blut iiber eine Blutkristall-
reaktion wurde im Jahre 1853 durch Teichmann be-
schrieben. Die Katalasereaktivitit des Blutes gab
Schonbein 1863 an. Die noch heute gebrduchliche
Benzidinreaktion, die Ausdruck der Pseudoperoxi-
dasereaktivitit des Himoglobins ist, geht auf Adler
u. Adler (1904) zuriick. Die erwidhnten Nachweise
des Blutes sagen nichts iiber seine Herkunft aus.
Daher war es ein entscheidender Fortschritt, als
Uhlenhuth im Jahre 1901 ein Verfahren angab, das
es gestattete, Blut von Mensch und Tier verldsslich
zu unterscheiden [293]. Die Uhlenhuthsche Im-
munpriazipitationsreaktion war Methode der Wahl
bis 1958; erst jetzt wurde durch Ouchterlony die ra-
diale Immundiffusion zur Speziesdiagnostik ein-
gefiihrt.

Etwa zeitgleich mit der Maoglichkeit, Tier- von
Menschenblut zu differenzieren, gelang es Landstei-
ner 1901 [153], iiber die Entdeckung der ABO-Blut-
gruppe erstmals auch interindividuelle Differenzen
zu erfassen.

Die Entdeckung der Serumgruppen, die im Jahre
1955 mit der Beschreibung des genetischen Hapto-
globin-Polymorphismus durch Smithies [271] be-
gann, schaffte eine erhohte spurenkundliche Infor-
mation, was im Jahre 1963 durch Hopkinson et al.
[111] mit den Enzymgruppen iiber die Entdeckung
des genetischen Polymorphismus der sauren Ery-
throzytenphosphatase fortgesetzt wurde. Mehr noch
als bei den Abstammungsuntersuchungen war fiir
die forensische Spurenkunde die Einfithrung der
DNA-Polymorphismen im Jahre 1985 ein Durch-
bruch (sowohl das DNA-Fingerprinting durch Jef-
freys [121] als auch Erstbeschreibung der PCR
durch Mullis [245]).

Die nichst Blut wichtigste Spurenkategorie ist
Sperma. Der Nachweis von Spermien als spezifischs-
tem Spermaindikator ist sicher so alt wie Ge-
schichte des Mikroskops. Orientierende Unter-
suchungen auf Sperma gehen in das Jahr 1950
zuriick, in dem Walker [299] den spurenkundlichen
Nachweis der sauren Prostataphosphatase im Eja-
kulat angab.

Spermamorphologische Untersuchungen zur In-
dividualzuordnung anhand von Spermavergleichs-
proben wurden von Zeit zu Zeit ins Gespridch ge-
bracht; die generelle Unbrauchbarkeit dieser Ver-
fahren ist inzwischen wissenschaftlich belegt [167].

Die Moglichkeit, eine Spermaspur einem be-
stimmten Manne zuzuordnen, war zunéchst eng an
die Entdeckung der Blut-, Serum- und Enzymgrup-
pen gebunden. Auch hier brachten DNA-analyti-
sche Untersuchungen einen entscheidenden metho-
dischen Wandel. Individualzuordnungen gelingen
sogar nach Vasektomie des Spurenlegers anhand
der DNA aus im Spermaplasma befindlichen Deck-
epithelien und Leukozyten [305].

Fiir Speicheluntersuchungen gelten dhnliche Ver-
hiltnisse. Da die Amylase im Speichel ein weit-
gehend humanspezifisches Phdnomen ist, konnte
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schon relativ frith die Frage beantwortet werden,
ob sich an einem Spurentridger menschlicher Spei-
chel befindet [192]. Ein praktikables Unter-
suchungsverfahren wurde von Radam [228] angege-
ben. Fiir die Individualdiagnostik gelten die beim
Sperma gemachten Aussagen.

Haare bzw. Haarfragmente und Fingernégel sind
die hiufigsten Gewebsspuren. Morphologische
Haaruntersuchungen werden schon sehr lange
durchgefiihrt, haben jedoch an Bedeutung verloren,
nachdem aus Haarwurzeln DNA zur Individual-
diagnostik gewonnen werden kann. Einen Durch-
bruch der Individualzuordnung auch telogener
Haare ldsst die Erfassung mitochondrialer Sequen-
zen erwarten. Nagelgewebe ist eine ausreichende
Quelle fiir genomische DNA.

11.2.2
Rechtliche Grundlagen

Die Vornahme spurenkundlicher Untersuchungen
im gerichtlichen Verfahren wird durch die Strafpro-
zessordnung (StPO) geregelt. Sie wurde durch das
»Gesetz zur Anderung der Strafprozessordnung®
(DNA-Identitdtsfeststellungsgesetz) vom 07.09.1998
(§ 81g) erweitert, das am 11.09.1998 in Kraft getre-
ten ist.

Korperliche Untersuchung des Beschuldigten

S
$ 81a StPO

(1) Eine korperliche Untersuchung des Beschul-
digten darf zur Feststellung von Tatsachen
angeordnet werden, die fiir das Verfahren von
Bedeutung sind. Zu diesem Zweck sind Ent-
nahmen von Blutproben und andere korperli-
che Eingriffe, die von einem Arzt nach den
Regeln der drztlichen Kunst zu Untersu-
chungszwecken vorgenommen werden, ohne
Einwilligung des Beschuldigten zuldssig, wenn
kein Nachteil fiir seine Gesundheit zu befiirch-
ten ist.

(2) Die Anordnung steht dem Richter, bei Gefihr-
dung des Untersuchungserfolges durch Verzo-
gerung auch der Staatsanwaltschaft und ihren
Hilfsbeamten (§ 152 des Gerichtsverfassungs-
gesetzes) zul.

(3) Dem Beschuldigten entnommene Blutproben
oder sonstige Korperzellen diirfen nur fiir
Zwecke des der Entnahme zugrundeliegenden
oder eines anderen anhingigen Strafverfah-
rens verwendet werden; sie sind unverziiglich

zu vernichten, sofern sie hierfiir nicht mehr
erforderlich sind. §$ |

Untersuchung anderer Personen

S$
§ 81c StPO

(1) Andere Personen als Beschuldigte diirfen,
wenn sie als Zeugen in Betracht kommen, oh-
ne ihre Einwilligung nur untersucht werden,
soweit zur Erforschung der Wahrheit fest-
gestellt werden muss, ob sich an ihrem Korper
eine bestimmte Spur oder Folge einer Straftat
befindet.

(2) Bei anderen Personen als Beschuldigten sind
Untersuchungen zur Feststellung der Abstam-
mung und die Entnahme von Blutproben oh-
ne Einwilligung des zu Untersuchenden zulis-
sig, wenn kein Nachteil fiir seine Gesundheit
zu befiirchten und die MafSnahme zur Erfor-
schung der Wahrheit unerldsslich ist. Die Un-
tersuchungen und die Entnahme von Blutpro-
ben diirfen stets nur von einem Arzt vor-
genommen werden.

(3) Untersuchungen oder Entnahmen von Blut-
proben konnen aus den gleichen Griinden wie
das Zeugnis verweigert werden. ...

(4) Mafsnahmen nach den Absditzen 1 und 2 sind
unzuldssig, wenn sie dem Betroffenen bei
Wiirdigung aller Umstdnde nicht zugemutet
werden kénnen.

(5) Die Anordnung steht dem Richter, bei Gefihr-
dung des Untersuchungserfolges durch Verzo-
gerung ... auch der Staatsanwaltschaft und ih-

ren Hilfsbeamten (...) zu. § 8la Abs. 3 gilt
entsprechend. §S |

DNA-Analyse

S
§ 8le StPO

(1) An dem durch MafSnahmen nach § 81a Abs. 1
erlangten Material diirfen auch molekularge-
netische Untersuchungen durchgefiihrt wer-
den, soweit sie zur Feststellung der Abstam-
mung oder der Tatsache, ob aufgefundenes
Spurenmaterial von dem Beschuldigten oder
dem Verletzten stammt, erforderlich sind. Un-
tersuchungen nach Satz 1 sind auch zuldssig
fiir entsprechende Fragestellungen an dem
durch  MafSnahmen nach § 81c erlangten
Material. Feststellungen iiber andere als die
in Satz 1 bezeichneten Tatsachen diirfen nicht
erfolgen; hierauf gerichtete Untersuchungen
sind unzuldssig.

(2) Nach Absatz 1 zuldssige Untersuchungen diir-
fen auch an aufgefundenem, sichergestelltem

oder beschlagnahmtem Spurenmaterial durch-
gefiihrt werden. ... §§|
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Anordnung und Durchfiihrung der DNA-Analyse

$$
§ 81f StPO

(1) Untersuchungen nach § 8le diirfen nur durch
den Richter angeordnet werden. In der schrift-
lichen Anordnung ist der mit der Unter-
suchung zu beauftragende Sachverstindige zu
bestimmen.

(2) Mit der Untersuchung nach § 81e sind Sachver-
stiandige zu beauftragen, die Gffentlich bestellt
oder nach dem Verpflichtungsgesetz verpflich-
tet oder Amtstriger sind, die der ermittelnden
Behorde nicht angehdren oder einer Organisa-
tionseinheit dieser Behdrde angehdren, die
von der ermittlungsfithrenden Dienststelle or-
ganisatorisch und sachlich getrennt ist. Diese
haben durch technische und organisatorische
MafSnahmen zu gewdbhrleisten, dass unzuldssi-
ge molekulargenetische Untersuchungen und
unbefugte Kenntnisnahme Dritter ausgeschlos-
sen sind. Dem Sachverstindigen ist das Unter-
suchungsmaterial ohne Mitteilung des Namens,

der Anschrift und des Geburtstages und -mo-
nats des Betroffenen zu iibergeben. ... §§|

DNA-Identitdtsfeststellung

S$
§ 81g StPO

(1) Zum Zweck der Identititsfeststellung in
kiinftigen Strafverfahren diirfen dem Beschul-
digten, der einer Straftat von erheblicher Be-
deutung, insbesondere eines Verbrechens, ei-
nes Vergehens gegen die sexuelle Selbstbestim-
mung, einer gefdhrlichen Korperverletzung,
eines Diebstahls in besonders schwerem Fall
oder einer Erpressung verddchtig ist, Korper-
zellen entnommen und zur Feststellung des
DNA-Identifizierungsmusters molekulargene-
tisch untersucht werden, wenn wegen der Art
der Ausfithrung der Tat, der Personlichkeit
des Beschuldigten oder sonstiger Erkenntnisse
Grund zu der Annahme besteht, dass gegen
ihn kiinftig erneut Strafverfahren wegen einer
der vorgenannten Straftaten zu fiihren sind.

(2) Die entnommenen Korperzellen diirfen nur
fiir die in Absatz 1 genannte molekulargeneti-
sche Untersuchung verwendet werden; sie sind
unverziiglich zu vernichten, sobald sie hierfiir
nicht mehr erforderlich sind. Bei der Unter-
suchung diirfen andere Feststellungen als die-
jenigen, die zur Ermittlung des DNA-Identifi-
zierungsmusters erforderlich sind, nicht ge-
troffen werden; hierauf gerichtete Unter-
suchungen sind unzuldssig.

(3) § 81a Abs. 2 und § 81f gelten entsprechend.
§§|

Die DNA-Identifizierungsdatei ist beim Bundeskri-
minalamt (BKA) eingerichtet worden. Die erforder-
liche gesetzliche Grundlage schuf das DNA-Feststel-
lungsgesetz vom 07.09.1998 (BGBl I 2646). Die
Speicherung der DNA-Identifizierungsmuster ist
nach § 3 dieses Gesetzes zuldssig. Die gemdfl
§ 81g StPO gewonnenen DNA-Identifizierungsmus-
ter konnen auch nach dem Bundeskriminalamts-
gesetz verarbeitet und genutzt werden. Auskiinfte
diirfen nur fiir Zwecke eines Strafverfahrens, der
Gefahrenabwehr und der internationalen Rechtshil-
fe hierfiir erteilt werden.

Das Spurenmaterial selbst unterliegt keiner ge-
setzlichen Vernichtungsregelung.

Zeitgleich mit dem Strafverfahrensdnderungs-
gesetz wurde eine Verdnderung des Gesetzes iiber
die Ordnungswidrigkeiten (OWiG) vorgenommen:

Artikel 2

| S$
Dem § 46 Abs. 4 des Gesetzes iiber die Ordnungs-

widrigkeiten werden folgende Sitze angefiigt: In ei-
nem Strafverfahren entnommene Blutproben und
sonstige Korperzellen, deren Entnahme im Bufs-
geldverfahren nach Satz 1 zulissig gewesen wiire,
diirfen verwendet werden. Die Verwendung von
Blutproben und sonstigen Korperzellen zur Durch-
fithrung einer Untersuchung im Sinne des § 81e
der Strafprozessordnung ist unzuldssig.

$$

11.2.3
Ereignisortbezogene Erhebungen

Der Rechtsmediziner, der obduziert und/oder spu-
renkundlich arbeitet, sollte immer auch Wert da-
rauf legen, einen Ereignisort zu besichtigen. Er
wird {iber die urspriingliche Lage der Leiche und
an ihr befindliche Blutantragungen einen Tather-
gang rekonstruieren konnen, er wird tiber die Art
der Gewalteinwirkung bzw. deren Richtung Blut-
antragungen an Gegenstinden bzw. am Téter vo-
raussagen konnen und er kann vor Ort und an der
Leiche Spuren sichern, die bei der Tatortarbeit bzw.
beim Leichentransport beeintrdchtigt werden
konnten. SchliefSlich kann er die Menge ausgetrete-
nen Blutes abschdtzen, was Bedeutung fiir die For-
mulierung der Todesursache haben kann. Natiirlich
setzt jede Spurenasservierung das Einverstindnis
des ermittlungsfithrenden Beamten voraus.

Eine Sofortbildkamera, die auch Detailvergrofie-
rungen gestattet, hat sich im eigenen spurenkund-
lichen Einsatz am Ereignisort und auch im Labor
stets bewéhrt.
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Abb. 11.2-1a-d. Spritzmus-
ter von Blutspuren (Aufnah-
men Dr. med. O. Peschel,
Miinchen). a Typische bo-
genformige Blutantragungen
als Folge einer arteriellen
Gefiflverletzung (A. ulnaris
bei Suizidversuch); b Re-
konstruktion des Ausgangs-
punktes einer Blutantragung
anhand des Konvergenz-
punktes und des Auftreft-
winkels verschiedener zu-
sammengehoriger Einzel-
emente; ¢ Vorgetduschtes
Totungsdelikt mit Blutantra-
gungen in Form von
Schleif- und Kontaktspuren
durch Hinde, Schuhe und
Kleidung. Spurenkundlicher
Nachweis ausschliefSlich von
Rinderblut; d Typische blu-
tige Handkontaktspur am
Lichtschalter

Farbe von Blutspuren

Frische Blutantrocknungen sind meist lackfarben
rot. Wenn vorgetragen wird, das Blut wiirde sich
z.B. schon wochenlang an einem Kleidungsstiick
befinden, ist eine Verfirbung ins Brdunliche zu for-
dern, die durch Met-Hb-Bildung infolge der Oxida-
tion des Hdmoglobineisens bei einem Spurenalter
von wenigen Tagen einsetzt. Die Moglichkeit dieser
Erhebung ist naturgemdfl nicht mehr gegeben,
wenn ein Spurentrdger Wochen nach der Tat zur
spurenkundlichen Untersuchung gelangt oder gar
erst bei der Gerichtsverhandlung vorgelegt wird.
Eine Bestimmung des Spurenalters ist generell sehr
schwierig und von der individuellen Erfahrung des
Untersuchers abhdngig. Objektive Messmethoden

aber

wurden wiederholt angegeben, haben sich
durchweg in der Praxis nicht bew&hrt.

Form von Blutspuren

Die Bewertung von Form, Dichte und Anordnungs-
ausdehnung von Blutspuren ist keine eigentliche se-
rologische Aufgabe. Sie kann aber wichtige Hinwei-
se auf einen Tathergang geben und damit die sero-
logischen Untersuchungen richtungsweisend beein-
flussen.

Wesentliche Arbeiten hierzu stammen bereits
aus der 1. Hilfte des vergangenen Jahrhunderts
(Lochte 1933). In jiingerer Zeit haben sich ins-
besondere Brinkmann et al. [36, 37] hierzu gedu-
Bert, ferner Karger et al. [131]. Im Folgenden sind



