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Seit etwa 1975 erfolgt in der Humangenetik eine geradezu revolutionare
Entwicklung, indem_ sie sich die Erkenntnisse Und Methoden der Molekular-
biologie zueigen macht. Anfang der 80er Jahre wurde bei der Erforschung
der Struktur des menschlichen Genoms eine fiir die Identitatsbegutachtung
wesentliche Erkenntnis gewonnen; auf DNA-Ebene ist eine fast unbegrenzte
Vielfalt von Polymorphismen zu erwarten. Nachdem etwa seit 1980 das Arbeiten
mit der rekombinanten DNA-Technologie groBe Verbreitung in humanbiologisch
orientierten Laboratorien gefunden hatte, sind tatsachlich bis zur sogenannten
Human Gene Mapping Conference in Helsinki 1985 rd. 500 dieser DNA-Poly-
morphismen beschrieben worden. Ziel dieser weltweiten Bemiihungen wares,
das menschliche Genom médglichst dicht und médglichst gleichmaRig mit einem
Netz solcher Restriktionsfragment-Laéngenpolymorphismen (RFLP) zu Uberziehen.
Man wollte sich damit in die Lage versetzen, auch genetische Erkrankungen,
deren eigentlicher Gendefekt nicht bekannt ist, im Genom zu lokalisieren und
zu diagnostizieren. Das Konzept hat sich hervorragend bewahrt; zahlreiche
bedeutende Probleme der humangenetischen Diagnostik (vor- und nachgeburt-
liche Diagnostik) sind in den vergangenen drei Jahren gelést worden.
Die Anwendung von DNA-Polymorphismen in der Identitatsbegutachtung, der
Spurenkunde und der Abstammungsbegutachtung ist naheliegend. Im Rahmen
unserer Studie haben wir 724 DNA-Isolierungen aus EDTA-Bluten und
1435 DNA-Analysen durchgefthrt. Die Untersuchungen an 195 Blutspendern,
39 deutschen Familien (Raum KéIn/Dusseldorf) und 85 Gutachtenfadllen hatten
das Ziel, die Brauchbarkeit von DNA-‘Sonden zu priifen und Allel-Frequenzen
fur die formale Genetik zu ermitteln.

METHODEN

Der Eco RI-Polymorphismus an D14S1 laBt sich durch die von Wyman et al. 1980
beschriebene DNA-Sonde pAW101 nachweisen. Der Taq |-Polymorphismus des
HRAS-Onkogens wird durch ein 879 bp langes Sphl-Cl al-Fragment aufgedeckt
(Capon et al. 1983). Die Sonden wurden uns freundlicherweise von den
Drs. White und Capon zur Verftigung gestellt. Die: Darstellung der Allele
erfolgte mit der Ublichen Southern-Blot-Prozedur. Wir verwendeten extrem
langlaufende 0,6%ige Agarosegele fiir den D14S1-Polymorphismus und 1,2%ige
Gele flr das HRAS-Onkogen. Die aus dem Plasmid herausgeschnittenen Sonden
wurden per Nick-Translation bis auf rd. 2x108 cpm/ug radioaktiv markiert.
Die Expositionsdauer betrug zwischen 10 und 16 Stunden. Zur Messung der
AllelengréBen wurde jeweils neben der DNA der Probanden kaufliche und/oder
zusatzlich restriktionsverdaute Langenstandard-DNA auf das Agarosegel
gebracht. Zusammen mit der radioaktiv markierten Sonde wurde jeweils eine
kleine Menge ebenfalls markierte A-DNA fiir die Hybridisierungslésung
verwendet.
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Die Auswertung erfolgte von Hand. Zur Ermittlung der MeBgenauigkeit
fertigten wir aus den unterschiedlichen GrdRenbereichen der Allele mehrere
Gele an; die Standardabweichung bei 20kbp war 1,1%, bei einem 14,5 kbp Allel
1,33. Das optische Auflésungsvermégen in unserem Trennsystem war im
Bereich der kleineren Allele (14-15 kbp) ca. 150 bp und bei den gréReren
(>23 kbp) ca. 1 kbp.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Im Fall des D14S1-Locus haben wir in 39 Familien mit insgesamt
205 Personen und bei HRAS in 24 Familien mit 129 Personen in keinem Fall
eine Ausnahme von Mendelscher Vererbung gefunden. Daraus leiten wir die
Annahme ab, da es sich um genetisch stabile Systeme handelt (Abb. 1 und 2).
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Abb. 1 D14S1, Eco RI-Polymorphismus in 2 Familien
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Abb. 2 HRAS, Taq |-Polymorphismus in 4 Familien

Die Untersuchung der Allelenfrequenzen bei HRAS ergab die in der Abb. 3
dargestellte Verteilung. Es sind 171 nicht verwandte Personen untersucht
worden. Wir fanden 11 problemlos zu differenzierende Allele, 7 weniger als in
der 1986 von Baird et al. publizierten Studie. Aufgrund der Genfrequenzen
errechnete sich eine AVACH von 27,88 &.



Als wesentlich problematischer erwies
sich der D14S1-Locus. Durch Mischen
von DNA-Proben verscheidener Per- x (n=171)
sonen und durch jeweils mehrfach |
wiederholte Messungen konnten wir |
rd. 20 Allele unterscheiden (in der is
vorgenannten Arbeit sind es noch
weit mehr). Der MeBfehler bei der
FragmentgroBenbestimmung war
groBer bzw. die Auflésung des
Trennsystems war kleiner als es
flr eine exakte Frequenzbestimmung
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    der einzelnen Allele ndétig gewesen |
ware. Die Form der sich ergebenden | ii. i. 4“
Verteilung laBt jedoch deutlich er- Lod tab AHO I 2d 96 RAO KD A
kennen, das ihr distinkte Allele zu- Abb. 3. HRAS, Allelenfrequenz in
grunde liegen, denn sie entspricht der deutschen Bevélkerung
ziemlich exakt den von Baird et al.
ermittelten Werten. Diese Autoren liefern noch einen Hinweis darauf, das es
sich tatsdachlich um eine groBe Anzahl unterschiedlicher Allele handelt; es ist
ndmlich gezeigt worden, da sich die entsprechende Verteilung bei anderen
ethnischen Gruppen signifikant von der auch in diesem Beitrag behandelten
kaulkkasischen Bevolkerung unterscheidet.

Die Frage der Vaterschaft in 86
gerichtlichen Gutachtenfallen
(Ein- und Mehrmann-Sachen)
wurde durch Verwendung von (n=395)
25 verschiedenen Blutgruppen- ;
systemen und teilweise zusatz- .
lich durch HLA- A,B,C ein-
deutig geklart. Insgesamt :
konnten serologisch 41 Manner ;
von der Vaterschaft ausge- 4
schlossen werden. Bei 22 : 3

dieser Nichtvater erbrachte :
die DNA-Analyse ebenfalls '  

 

einen AusschluB. In 12 weiteren phi Le

wegen der nicht eindeutigen me
Trennbarkeit der jeweiligen Abb. 4 D14S1, Allelenfrequenz in

Allele zweifelhaft (11mal im der deutschen Bevdélkerung
D14S1-System, einmal im
HRAS-System). Auf der anderen Seite konnte bei den nicht ausgeschlossenen
Mannern in keinem einzigen Fall ein widerspriichliches Ergebnis zwischen
konventioneller Begutachtung und DNA-Analyse beobachtet werden.
Die Abb. 5 und 6 zeigen die genetische Situation in 11 Gutachten mit
7 VaterschaftsausschlieBungen.
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Abb. 6 HRAS, Vaterschaftsausschliisse (Pfeil) in 6 Gutachten

Bei nur geringfiigig verbesserter Trenntechnik kann man mit weit hdherer
Aufklarungsrate rechnen.

Fur die praktische Anwendung hat man die Wahl zwischen folgenden
Systemen: 1. mehrere Zweiallelen-Loci (Smouse and Chakraborty 1986),
2. hochpolymorphe Marker mit 10-20 Allelen und 3. Marker, die dem 1985
von Jeffreys beschriebenen Minisatellitensystem entsprechen.

Abgesehen davon, dafBS§ der Identitatsbestimmung eine theoretisch unbegrenzte
Zahl von Markern zur Verftigung steht, hat die DNA-Analyse gegentiber der
bisherigen Verfahrensweise folgende Vorteile: 1. das zu untersuchende
Probenmaterial (DNA) ist wesentlich stabiler als das fiir alle bisher verfiig-
baren Analysen angewandte, 2. das Problem der "stummen" Gene existiert
nicht und 3. selbst bei Anwendung einer groRen Zahl von verschiedenen
Markern ist die im Labor verwendete Technik immer die gleiche, mit der
Folge einer methodisch erhdhten Sicherheit und Vergleichbarkeit.

Wir leiten aus unseren Ergebnissen den Schlu8R ab: Fir Marker des hier
beschriebenen Typs kann man mit vertretbarem Aufwand die formalgenetischen
Grundlagen fiir eine Anwendung in der Abstammungsbegutachtung schaffen;
sie kénnen eine wirksame Erganzung des zur Zeit verwendeten Instrumen-
tariums insbesondere bei der Klarung von Problemfallen sein.
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