3. Genanalyse
Der genetische Fingerabdruck

Der Fingerabdruck eines Menschen ist einzigartig.

Der Einsatz in der Verbrechensforschung ist hinreichend bekannt.
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Der genetische „Fingerabdruck“ ist eine moderne Methode, die DNA von verschiedenen Personen zu vergleichen.
Verwendung: Kriminaltechnik (seit 1985), Vaterschaftsnachweise, Verwandtschaftsbeziehungen (Evolution), Identifizierung von Genen
Ihr Debüt hatte die forensische DNA-Analyse 1986 in England - ein Jahr nach Jeffreys' Publikation mit einer Rasterfahndung in Leicestershire. Dort war ein 15jähriges Mädchen vergewaltigt und ermordet worden, drei Jahre zuvor eine Gleichaltrige. Bei beiden Opfern fanden sich Spermaspuren. Die britische Polizei bat 5000 Männer der Region zur Blutprobe. Einer gab zweimal Blut ab, aber unter verschiedenen Namen um einen Arbeitskollegen zu decken. Dessen DNA-Profil stimmte mit dem der Spermaspuren überein. Er gestand beide Morde. Ein bereits unschuldig Inhaftierter kam frei. Ein spektakulärer Fall in Deutschland machte den genetischen Fingerabdruck auch hier bekannt: Im Fall Christina Nytsch (11) hatte man am Opfer Spermaspuren gefunden und suchte über einen Speicheltest nach dem passenden genetischen Muster des Täters. 1998 wurden ca. 12.000 Männer zwischen 18 und 30 Jahren aus allen Nachbardörfern zum Speicheltest gebeten (- unter ihnen auch der dadurch überführte Mörder).
Für den Genetischen Fingerabdruck muss die DNA im Labor bearbeitet werden. Man untersucht dabei bestimmte Regionen der DNA, die sich besonders stark von Mensch zu Mensch unterscheiden, die sogenannten hochvariablen Regionen.
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Die Lage der fünf hochvariable Regionen auf den Chromosomen, die für die moderne Gerichtsmedizin am wichtigsten sind: TH01, FGA, SE 33, D21S11 und VWA
1 zu 10 Milliarden ist die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Personen in allen untersuchten hochvariablen Regionen übereinstimmen. An diesen Stellen gibt es bei jeder Person eine unterschiedliche Anzahl von Wiederholungen, z.B. unterschiedlich oft "GGCTC".
Es gibt zwei Verfahren, wie die DNA-Stücke aus der Gesamt-DNA gewonnen werden:
a) Wenn genügend DNA-Material vorliegt:
(Benötigt werden 50.000 bis 500.000 Zellkerne)

Das RFLP (Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus) – Verfahren:
In jeder Zelle tragen wir zwar unsere komplette Erbinformation (ca.3 Milliarden Basenpaare), doch in nur ca. 3 Prozent der DNA steckt der Bauplan unseres Körpers, 97 Prozent sind ohne bekannte Funktion (= nicht kodierende DNA). Auf verschiedene dieser "funktionslosen" Abschnitte (sog. Introns) haben es die Biologen abgesehen, denn ihre Längen sind von Mensch zu Mensch verschieden. 
Innerhalb dieser Abschnitte gibt es viele verschiedene sog. 
VNTR-Loci (Variable Number of Tandem Repeats)
 oder 
STR-Gene ("Short-Tandem-Repeat-Gene), 
die aus Wiederholungen derselben kurzen Basensequenz (z.B. ACTG) bestehen. Diese Wiederholungssequenzen (="Stottersequenzen") sind unterschiedlich lang, da die Anzahl der Stottersilben in einem STR-Gen bei verschiedenen Menschen unterschiedlich groß ist und von daher zur Identifizierung einer DNA-Probe herangezogen werden kann. 
Das RFLP –Verfahren im Ablauf:
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1) Gewinnung des DNA-haltigen Materials vom Tatort. (mindestens 50.000 Zellkerne)
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2) Herstellung der DNA-Fragmente durch Restriktionsenzyme.
Diese VNTR-Abschnitte sind von einer bestimmten Basenfolge eingerahmt, und können deshalb von spezifischen Schneideenzymen erkannt werden. Man spaltet also die DNA-Proben mit Restriktions- Enzymen, die ihre Erkennungssequenzen vor und hinter dem untersuchten VNTR-Locus haben, nicht aber innerhalb. 
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3) Gelelektrophorese:
Nach der Spaltung werden die DNA-Fragmente auf einem Agarose-Gel im elektrischen Feld der Größe nach aufgetrennt. Die DNA-Stücke sind wegen der Phosphat-Gruppe negativ geladen und wandern zum Pluspol. Große Fragmente wandern langsamer als kleine.
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4) Denaturierung und Blotting:
Aufspaltung der doppelsträngigen DNA-Bruchstücke in Einzelstränge (=Denaturierung) und Auftragung / Fixierung (=Blotting) auf einer speziellen Nylon-Membran.
5) Sichtbarmachung durch Gensonden:
Zugabe radioaktiv markierter Gensonden, das sind einsträngige DNA-Stücke, die eine komplementäre Basensequenz zu Nachbar-Bereichen des VNTR-Locus enthalten, und sich deshalb an die gesuchten DNA- Fragmente anlagern.
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6) Autoradiographie:
Durch Auflegen eines Röntgenfilms ist es anschließend möglich, die Fragmente auf der Membran durch Schwärzung zu identifizieren. Es entstehen die charakteristischen Bandenmuster. Hier: die jeweils 2 Banden eines STR-Allelpaars.
	DNA-Fragment
	Tatort-DNA
	Verdächtiger Nr.1
	Verdächtiger Nr.2

	VWA
	14 / 17
	14 / 17
	16 / 18

	TH01
	6 / 9.3
	6 / 9.3
	7 / 9.3

	FGA
	20 / 20
	20 / 20
	21 / 23

	D12S391
	20 / 21
	20 / 21
	20 / 21

	SE33 
	19 / 25.2
	19 / 25.2
	27.2 / 27.2

	D18S51
	17 / 18
	17 / 18
	13 / 13

	
Lesehilfe: Die Zahlen, zum Beispiel 6 / 9.3 beim gesuchten Gen "TH01" geben die Länge dieses DNA-Abschnitts bei Tatort-DNA und Verdächtigen-DNA an. Jedes Tabellenfeld enthält zwei Zahlenangaben, weil die Erbinformation in jeder Körperzelle doppelt vorliegt: ein Allel vom Vater, ein Allel von der Mutter. 
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b) Wenn nur eine winzige Menge DNA vorliegt:
(Benötigt werden nur wenige Zellkerne, das entspricht ca. 1milliardstel Gramm DNA)
Das PCR-Verfahren: DNA-Vervielfachung durch die Polymerase-Kettenreaktion
Bei beiden Verfahrensweisen zerschneiden Restriktionsenzyme die DNA an bestimmten Stellen. Dabei entstehen extrem viele, unterschiedlich große DNA-Stücke, die man mit Gel-Elektrophorese der Länge nach sortiert. Um die hochvariablen Regionen darin zu finden, werden Gen-Sonden verwendet.
Erklärung Gelelektrophorese:
	Die Gelelektrophorese zur Trennung von DNA-Molekülen oder Proteinmolekülen nach Molekülgröße

	Def.: Trennung von geladenen Molekülen (DNA, Proteine) der Größe nach durch Wanderung im elektrischen Feld.
Beim DNA-Fingerabdruck wird eine Sortierung nach der Molekülgröße vorgenommen. Man lässt die DNA-Moleküle in einem elektrischen Feld durch die Poren eines Gels wandern, und erhält ein charakteristisches Bandenmuster.
Das Gel besteht chemisch aus langen Molekülfäden (z.B. Agarose-Gel oder Polyacrylamid-Gel), die sich wie eine Art Molekularsieb verhalten. Je größer die im elektrischen Feld wandernden DNA-Moleküle sind, desto langsamer kommen sie zum Pluspol voran. 
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Radioaktiv markierte Gen-Sonden verbinden sich passgenau nur mit den Basen-Wiederholungen der hochvariablen Regionen und schwärzen einen Film, den man auf das Gel legt. Die so entstandenen Streifenmuster von Verdächtigen und der Tatortprobe werden verglichen.
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Exkurs:

 Seit 1998 wird beim Bundeskriminalamt (BKA) eine DNA-Datei aufgebaut. In ihr sollen die genetischen Fingerabdrücke bestimmter Tätergruppen auf Verdacht gespeichert werden. Seit der schnellen Aufklärung des Mordfalles Moshammer wird in Politik und Medien diskutiert, ob diese Art der Spurensuche auf alle Felder der Kriminalität ausgeweitet werden soll. Bislang ist ein DNA -Fingerabdruck nur bei schweren Straftaten und mit richterlicher Genehmigung möglich.
Inzwischen dürfen bei 41 verschiedenen Straftatbeständen DNA-Daten gespeichert werden, angefangen von Sexualdelikten bis zu Brandstiftung, Wohnungseinbruch, Diebstahl, Bildung terroristischer Vereinigungen, Erpressung und Körperverletzung im Amt.

Die rapide wachsende DNA-Datei des BKA weist inzwischen eine beeindruckende Trefferquote auf – fast jede vierte Anfrage führt zum Erfolg. Etwa 382.000 Datensätze (Stand 30. November 2004) sind dort gespeichert, rund 340 Tötungsdelikte, 820 Sexualstraftaten und mehr als 21.000 Diebstähle konnten mit Hilfe der Datenbank aufgeklärt werden. Allein 2002 hat die BKA-Datenbank geholfen, dass 66 Fälle von Mord und Totschlag, 135 Sexualverbrechen, 250 Raubüberfälle, Erpressungen und mehr als 3000 andere Eigentumsdelikte aufgeklärt werden konnten.

Quelle: http://www.scheffel.og.bw.schule.de/faecher/science/biologie/molangewandt/3fingerprint/fingerprint.htm
Zur PCR – Methode ( Polymerase – Chain – Reaction ):
Zugesetzte Polymerasen vervielfältigen die hochvariablen Regionen der isolierten DNA. Dies geschieht mit Hilfe passender Start-DNA-Stücke so oft, bis genug DNA für einen Nachweis vorhanden ist.

PCR als Flash - Animation
Quelle: http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/animations.html
Ablauf der PCR .- Methode siehe :

http://www.deutsches-museum.de/dmznt/dna/genanalyseaktuell/index.html
zur Wiederholung dringend empfohlen:

Skript Scheffel – Gymnasium – Offenburg:

http://www.scheffel.og.bw.schule.de/faecher/science/biologie/molangewandt/3fingerprint/fingerprint.htm
vergleiche hierzu: Klett/Natura : Seite 110 und 111 und Seite 118/119
