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Fortbildung

Abstammungsgutachten

Wie der Sohn so der Vater?

CHRISTIAN SCHUBERT

Bei ungeklarter Vaterschaft kann ein Abstammungsgutachten absolute Klarheit
schaffen. Da nur ein einziger Fehler im Prozess von Probenbeschriftung bis zur
Auswertung gravierende Folgen nach sich zieht, muss die DNA-Analytik zur
Abstammungsbegutachtung hohe Qualitatsstandards erfillen.

Is untenstehendes Foto entstand,
Awar die Plausibilititskontrolle

anhand sichtbarer Merkmale als
Instrument zur Begutachtung der Ab-
stammung noch weit verbreitet. Men-
schen sagten damals, dass der Junge
seinem Vater (oder auch dem Brieftri-
ger) wie aus dem Gesicht geschnitten
sei. Der Vergleich anthropologischer
Merkmale liefert jedoch dhnlich wie der
Vergleich der Blutgruppen keine si-
cheren Ergebnisse. Man kann damit in

Wer tatsdchlich der Vater des Jungen ist,
lieBe sich nur in einem Abstammungs-
gutachten mit Sicherheit klaren.
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wenigen Fillen eine Vaterschaft aus-
schlieflen, einen validen Einschluss er-
reicht man nicht. Als in den folgenden
Jahrzehnten weitere biochemische Mar-
ker (z.B. HLA-Antigene) einbezogen
wurden, wurden die Ergebnisse genauer.
Der Durchbruch gelang erst mit der
DNA-Analytik Ende der 1980er-Jahre,
fiir die Watson und Crick 1953 mit der
Entdeckung der Doppelhelix den
Grundstein gelegt hatten. Nach der Se-
quenzierung des menschlichen Genoms
wurden Industriestandards entwickelt
und durchgesetzt.

Das menschliche Genom

Das menschliche Genom (Gesamtheit
der DNA) besteht bezogen auf den ha-
ploiden Chromosomensatz aus circa drei
Milliarden Basenpaaren. Im gestreckten
Zustand hat der Einzelstrang eine Linge
von 1,80 Metern und enthilt etwa
30.000 Gene. Die Genome verschiedener
Individuen sind weitgehend identisch.
Man schitzt jedoch, dass eines von 300
bis 1.000 Basenpaaren nicht identisch
ist. Fiir das ganze Genom ergibt das cir-
ca drei Millionen ,,individuelle Basen-
paare”. Untersuchungen haben gezeigt,
dass die Unterschiede nicht gleichmifSig
iiber das ganze Genom verteilt sind. Be-
sonders grofle Unterschiede findet man
in nicht codierenden Regionen der DNA.
Diese enthalten hiufig mehrfache Wie-
derholungen einer kurzen Sequenz von
drei bis fiinf Basenpaaren (Short-Tan-
dem-Repeats, STRs).

In manchen Regionen des Genoms
kann der Unterschied zwischen einer und
circa 30 Wiederholungen der STRs lie-
gen. Diese DNA-Abschnitte werden als

Marker bezeichnet. Die in der Linge
unterschiedlichen STRs werden nach
einer Kartierungsnomenklatur benannt
und in einer Datenbank (STRbase, www.
cstl.nist.gov/strbase) gesammelt. So be-
deutet die Bezeichnung D3S1358, dass
sich der betreffende STR auf Chromo-
som 3 an der Stelle S 1358 befindet.

Der genetische Fingerabdruck

Der genetische Fingerabdruck beruht
auf einer Messung individuell unter-
schiedlicher Wiederholungen dieser
STRs. Selbst wenn zwei Menschen zu-
fillig Ahnlichkeiten in einigen der un-
tersuchten STRs haben, gibt es immer
noch andere Bereiche, in denen sie ein-
deutig voneinander verschieden sind.
Eine hinreichend groffe Kombination
mehrerer Marker ist fiir jeden Menschen
einmalig (Ausnahme: eineiige Zwil-
linge).

DNA-Vaterschaftstest

STRs sind heute die wirkungsvollsten
eingesetzten Werkzeuge des DNA-Va-
terschaftstests. Man erwartet pro STR-
Locus und untersuchter Person zwei
Banden, also zwei Allele des STRs, die
von den beiden homologen Chromo-
somen (eines vom Vater, eines von der
Mutter) stammen. Es miissen sich dem-
nach beim Kind Anteile der miitterlichen
und viterlichen DNA-Merkmale wieder
finden. Passen die festgestellten Grofien-
merkmale von mutmafllichem Vater und
Kind nicht zueinander, so ist er als bio-
logischer Vater auszuschlieffen. Im um-
gekehrten Fall kann eine Vaterschaft mit
einer sehr hohen statistischen Wahr-
scheinlichkeit belegt werden.
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DNA-Fingerprinting

Beim heute als Goldstandard verwende-
ten DNA-Fingerprinting werden 15
STRs untersucht, die von verschiedenen
internationalen Organisationen (Interpol,
FBI, European Network of Forensic Sci-
ence Institutes) fiir Identititsnachweise
anerkannt und genutzt werden. Hinzu
kommt die Geschlechtsbestimmung, so-
dass insgesamt 16 Marker getestet wer-
den. Die zugeordnete Wahrscheinlich-
keit, dass sich bei zwei Personen exakt
dieselbe DNA-Kombination bei den aus-
gewihlten Marken findet, betrigt theo-
retisch 1:10'8, also eine Trillion.

Nach Isolierung der DNA im Labor
wird die DNA von 15 ausgewihlten
STRs mithilfe der Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR) vervielfiltigt. Durch eine
Elektrophorese im Sequencer werden die
bei der PCR amplifizierten DNA-Frag-
mente der Linge nach getrennt und
durch Anfirbung dargestellt. Durch die
DNA-Amplifikation kann der Test mit
winzigen Mengen an DNA durchgefiihrt
werden. Bei der Untersuchung dieser
DNA-Marker bei Vater, Mutter und
Kind erreicht man im positiven Fall eine
Wahrscheinlichkeit von mindestens
99,999 % fiir eine Vaterschaft. Werden
nur der fragliche Vater und das Kind
untersucht (,,Defizienzfall®), lassen sich
diese hohen Aussagewerte oftmals nicht
erreichen. Im negativen Fall kann aber
auch hier eine Vaterschaft zu 100 % aus-
geschlossen werden.

Grundsitzlich schliefit sich der mole-
kularbiologischen Untersuchung eine
statistische Bewertung (Hypothesenver-
gleich) an. Diese Multiplex-Testsysteme
werden heute als Industriestandard welt-

Vergleich der DNA-Marker zweier mutmaRlicher Vater

Marker Mutter Kind
D3S1358 15 16 16
THO1 9 9 9
D21S11 29 30,2 30,2

weit von zwei Unternehmen angeboten.
Im Folgenden soll der Aufbau des Test-
systems ,,Identifiler anhand eines ein-
fachen Schemas erliutert werden (Abb.
1). Die Genloci werden dabei nach in-
ternationaler Nomenklatur benannt, die
Allelnamen eines jeden Locus sind Zah-
len, welche die Anzahl der Wiederho-
lungen der Vierbasen-STRs bezeichnen.
Die Farben entsprechen den Farben der
Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen die Pri-
mer chemisch markiert worden sind. Die
horizontalen Balken bezeichnen durch
ihre Breite die méglichen Molmassen in
Basenpaaren (bp), die durch unterschied-
liche Wiederholungsanzahlen der ent-
sprechenden STRs verursacht sind. Die
STRs der in einer Zeile stehenden Gen-
orte sind eigentlich gleich schwer. Indem
fiir die PCR verschieden grofler Primer
verwendet werden, wird eine Spreizung
der Molmassen erreicht, die es zusammen
mit der Verwendung von vier unter-
schiedlichen Farbstoffen erméglicht, 16
Merkmale auf einmal in der Kapillare-
lektrophorese im Sequencer zu charakte-
risieren. Eine Allelleiter dient dabei als
Standard, die Abweichung dieser Systeme
liegt bei weniger als 0,15 bp, Daten un-
terschiedlicher Labore sind dadurch di-
reke vergleichbar.

Aufbau eines Testsystems

| Abbildung 1

AmpF/STR® Identifiler™
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Quelle: www.cstl.nist.gov/strbase
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Tabelle 1
Vater 1 Vater 2
14 17 14 14
9,3 9,3 9 10
29 31 30 32

Statistische Bewertung
Sowohl der statistische Nachwetis fiir eine
Vaterschaft als auch der Ausschluss der-
selben kann durch eine Bayes-Wahr-
scheinlichkeit charakterisiert werden.
Die vereinfachte Tabelle 1 zeigt einen
Ausschnitt eines moglichen Analysener-
gebnisses mit zwei vermuteten Vitern.
Dargestellt sind drei Marker (D351358,
THO1 und D21S11). Die Zahlen in der
Tabelle, zum Beispiel 9/9.3 bei dem STR
»THO1* geben die Linge dieses DNA-
Abschnitts bei den jeweils untersuchten
Personen an. Jedes Tabellenfeld enthiile
zwei Zahlenangaben, weil die Erbinfor-
mation in jeder Kérperzelle doppelt vor-
liegt: ein Allel vom Vater, ein Allel von
der Mutter. Die verschiedenen Varianten
kommen in der menschlichen Population
mit unterschiedlicher Hiufigkeit vor; die
Variante THO1=10 findet man beispiels-
weise nur bei circa 2 % aller Mitteleuro-
pier. Die Interpretation ist denkbar ein-
fach: Zunichst werden miitterliche und
kindliche Merkmale miteinander verg-
lichen. Das verbleibende Merkmal (griin
markiert) ist das viterliche. Hat der ver-
mutliche Vater das Merkmal nicht, ist er
als Vater ausgeschlossen (Vater 2). Besitzt
er es, ist er der mogliche Vater. Daran
schlief3t sich eine statistische Berechnung
an. Durch die Untersuchung von 15
Markern kann man mit hoher Wahr-
scheinlichkeit eine Vaterschaft ausschlie-
Ben oder beweisen. Bei Wahrscheinlich-
keitswerten oberhalb von 99,9 % gilt die
Vaterschaft als praktisch erwiesen. Findet
man aber mehr als zwei Marker, die we-
der der miitterlichen, noch der viter-
lichen DNA (Beispiel: Vater 2) zugeord-
net werden konnen, so ist die Vaterschaft
praktisch ausgeschlossen.

Tiicken der Nachweise
Die DNA-Analyse ist der Goldstandard

um die Identitit eines Menschen — und
eine Vaterschaft — festzustellen. In unter-
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schiedlichen Labors werden unterschied-
liche Varianten der DNA-Analyse ver-
wendet. Einige Labors nutzen veraltete
Methoden und priifen nur wenige (drei
oder vier) Marker. Rein statistisch gesehen
kann man aus dieser geringen Anzahl von
Markern kein verlissliches Ergebnis er-
warten. Wenige Labors nutzen sogar noch
iltere und ungenauere Methoden wie
Blutgruppentypisierung oder Uberein-
stimmung serologischer Merkmale wie
HLA, um eine Vaterschaft zu bestimmen.

Die verlisslichsten Ergebnisse kann
man von Labors erwarten, die 13 oder
mehr Markersysteme testen. Diese Labors
nutzen dieselbe Technologie wie sie auch
von rechtsmedizinischen Instituten zur
Beweisfithrung mittels DNA-Analyse
verwendet werden. Einige Labors, die
sich auf genetische Vaterschaftstests spe-
zialisiert haben, gehen noch einen Schritt
weiter und priifen 15 Markersysteme plus
eines zur Geschlechtszuordnung, also
insgesamt 16. Bei der Vaterschaftsfest-
stellung wird die Identifikation von
DNA-Markern mit statistischen Berech-
nungen beziiglich der Wahrscheinlich-
keit, mit der diese Marker vererbt wer-
den, kombiniert. Deshalb gilt: Je mehr
Marker getestet werden, desto sicherer
ist das Ergebnis.

Im Folgenden wird anhand von zwei
Beispielen erdrtert, wie sich eine zu ge-
ringe Anzahl von Markern sowie die
Nichtverfiigbarkeit der Mutter negativ
auf das Analysenergebnis auswirken kon-
nen.

Zu wenige Marker: Eine besonders
grof$e Rolle spielt die Anzahl der Marker,
wenn die Mutter fiir den Test nicht zur
Verfiigung steht, also nur vermeintlicher
Vater und Kind getestet werden kénnen.
Die Vereinigung der Amerikanischen
Blutbanken und das College der Ameri-
kanischen Pathologen schreiben vor, dass
mindestens zwei DNA-Markersysteme
nicht iibereinstimmen diirfen, um die
Vaterschaft sicher ausschlieflen zu kon-
nen. Dies ist internationaler Standard.
Angenommen, ein Labor fiihrt einen
Vaterschaftstest mit zehn Markern durch
und findet bei allen zehn Ubereinstim-
mung. Dieses Labor wiirde einen ,Nicht-
ausschluss“ der Vaterschaft mit einer
Wahrscheinlichkeit von iiber 99 % an-
geben, also den Spender der DNA-Pro-
be als biologischen Vater des Kindes
ausweisen. Bei dieser Untersuchung ist
das Ergebnis zweifellos wahr, es kann
aber dennoch falsch sein: Hitte jenes
Labor 16 Marker getestet, konnten sie
Nichtiibereinstimmung bei zwei oder
mehr von den Markern gefunden haben,
die sie nicht getestet haben. Damit wie-
derum hitte die Vaterschaft zu 100 %
ausgeschlossen werden kdnnen. Die Ge-
nauigkeit des Tests steht somit in di-
rekter Beziehung zur getesteten Anzahl
der Marker. Der Test ist am genauesten,
wenn ein Trio getestet wird (Mutter,
Kind, vermeintlicher Vater). Es gibt sel-
tene Fille, bei denen die Testung von zu
wenigen Markern zu zweideutigen Er-
gebnissen fiihre, zum Beispiel wenn zwei

infrage kommende Viter miteinander
verwandt sind. In Fillen, in denen zwei
eineiige Zwillingsbriider als Viter infrage
kommen, ist man an den Grenzen der
DNA-Analytik angelangt. Hier kann
man ebenso eine Miinze werfen.

Abstammungsgutachten ohne Mutter:
Am Beispiel in Tabelle 2 ist ersichtlich,
dass in Fillen, in denen die Mutter nicht
verfiigbar ist, ein falsches Ergebnis erzielt
werden kann. Es sollte deshalb immer
ein Trio getestet werden.

Test A (Duo): Der vermeintliche Vater
hat Marker mit dem Kind gemein und
besitzt alle im Test eingeschlossenen Mar-
ker. Deshalb kann er in diesem Test nicht
ausgeschlossen werden.

Test B (Trio): Bezieht man die Infor-
mation iiber die miitterliche DNA in die
Auswertung ein, kommen die Marker des
vermeintlichen Vaters nicht mehr in allen
getesteten Markersystemen vor. Einige
der Marker, die im Test ohne Mutter
dem vermeintlichen Vater zugeordnet
worden waren, kénnen nur von der Mut-
ter stammen. Die der Mutter zuzuord-
nenden Merkmale miissen stimmen, die
demnach vom Vater stammenden Merk-
male sind unter ,obligatorische Marker®
aufgelistet. Sechs der erforderlichen
Merkmale (mit + in der rechten Spalte
gekennzeichnet) stimmen nicht mit de-
nen des vermeintlichen Vaters iiberein.
Der getestete Mann ist also nicht der
Vater des Kindes. Wire er der Vater, so
miisste er jene sechs Merkmale besitzen.

Tabelle 2

Tests mit Duo oder Trio

Marker Vater Kind
Marker 1 8 12 8
Marker 2 12 14 12
Marker 3 26 27 25
Marker 4 14 18 9
Marker 5 9 14 6
Marker 6 16 17 17
Marker 7 22 23 21
Marker 8 9 11 9
Marker 9 10 11 10
Marker 10 14 15 15

* Der Ubersichtlichkeit halber sind im Beispiel nur 10 Marker aufgefiihrt — getestet werden sollten immer 16 Marker!
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12
13
27
18
14
18
22
10
12
16

Marker, die einen Mutter
Riickschluss zulassen
8 oder 12 7
12 12
27 23
18 11
14 6
17 17
22 16
9 9
10 10
15 14

Obligatorische Ausschluss
Marker
8 12 -
19 13 +
27 25 +
18 9 +
12 14 -
19 18 +
21 22 -
13 10 +
11 12 +
16 15 -
URO-NEWS 1-20M



In der Realitit kommt es in einigen
hundert bis einigen tausend Fillen bei
zufillig ausgewihlten, nicht miteinander
verwandten Minnern gleicher Rasse zu
einem falsch positiven Ergebnis, wenn
die Mutter fiir einen Test nicht zur Ver-
fiilgung steht. Wenn auch die Mutter
getestet wird, dndert sich die Irrtums-
wahrscheinlichkeit auf eins in einigen
zehntausend bis zu eins in einigen Mil-
lionen bei zufillig ausgewihlten, nicht
verwandten Minnern gleicher Rasse. Das
bedeutet, dass bei Test A ein Mann aus
der Nachbarschaft oder in einer Klein-
stadt nicht sicher als potenzieller Vater
ausgeschlossen werden kann. Bei Test B
kommt kein anderer Mann aus einer sehr
groflen Stadt als Vater infrage.

Zwar kommen Tests ohne Mutter auch
zum richtigen Ergebnis, wenn der ver-
meintliche Vater durch das Fehlen min-
destens zweier gemeinsamer Merkmale
ausgeschlossen werden kann. Der Test
ist jedoch nicht so verlisslich, wenn das
Ergebnis den vermeintlichen Vater nicht
ausschlief$t. Deshalb sollte der Test ohne
Mutter nur den Fillen vorbehalten sein,
in denen die Mutter wirklich nicht ver-
fiigbar ist.

Qualitatssicherung entscheidend
Die Herkunft der Proben muss eindeutig
und dokumentiert sein, am besten mit
einer , Eidesstattlichen Versicherung®, die
jeder unbescholtene erwachsene deutsche
Staatsbiirger abgeben darf. Zusitzlich ist
empfehlenswert, die Personaldokumente
der Probanden zu fotografieren oder zu
kopieren. Forensische Proben wie Ziga-
rettenkippen, Trinkgliser oder Schnuller
sollten nicht in Betracht gezogen werden.
Sie sind nach geltendem Recht in Deutsch-
land fiir diesen Zweck nicht zulissig.
Standardmiflig sollten Zellen aus der
Mundschleimhaut verwendet werden. Sie
sind durch einen einfachen Abstrich
schmerzlos zu gewinnen und liefern
ebenso gute Ergebnisse wie Blutproben.
Von der Probenentnahme bis zum Ana-
lysenergebnis muss durch geeignete Maf3-
nahmen (z.B. automatische Strichcode-
erteilung) sichergestellt sein, dass Proben
niemals verwechselt werden kénnen. Pro-
ben auf FTA-Karten (haltbar mehr als
15 Jahre) sollten fiir den Fall spiter auf-
tretender Unstimmigkeiten zeitlich be-
grenzt archiviert werden.
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Man sollte immer bedenken: Es geht
hier in jedem Einzelfall um eine grofle
Verantwortung und viel Geld. Jede Pro-
benverwechslung hat das Resultat ,,nicht
der Vater“ zur Folge!

Aktuelle Gesetzeslage

Die ehemalige Bundesministerin der Ju-
stiz Brigitte Zypries hat das ,,Gesetz zur
Klirung der Vaterschaft unabhingig vom
Anfechtungsverfahren® auf den Weg ge-
bracht, das seit dem 1. April 2008 gilt.
Die gute (?) Nachricht: Jeder Mensch hat
nach § 1598A BGB das Recht auf Kennt-
nis seiner genetischen Abstammung.
Stimmt die Mutter nicht zu, macht das
Gericht eine , Ersatzvornahme®. Die El-
ternschaft ist danach klar, die Beziehung
garantiert hin.

Seit dem 1. Februar 2010 gilt in
Deutschland ein ,,Gendiagnostikgesetz®,
das auch den Umgang mit Abstam-
mungsgutachten regelt. Nun haben Ab-
stammungsgutachten zwar nichts mit
Gendiagnostik zu tun, aber wer will un-
seren Politikern schon Ahnungslosigkeit
verdenken. Kurz und nicht gut: Heim-
liche Tests sind bei Strafe verboten. La-
bore miissen sich ab 2011 fiir viel Geld
akkreditieren lassen — Marktbereinigung
nennt man das — zugunsten der Grofen.

Dr. rer. nat Christian Schubert
Diplom-Chemiker
Fachchemiker der Medizin
Am Waldchen 1

04579 Potzschau
www.papagenom.de

Weiteres Einsatzgebiet des DNA-Fingerprintings: der ,,Untreuetest”

Bei Verdacht auf sexuelle Untreue des
Partners werden meist Privatdetektive
eingeschaltet. In der Allgemeinheit we-
niger bekannt sind forensisch anerkann-
te und routinemaRig verwendete che-
mische Schnelltests auf Ejakulat. Dazu
werden Flecken in Kleidungsstticken
oder auf Gegenstanden (z.B. Autositze,
Matratzen) auf das Vorhandensein der
prostataspezifischen sauren Phosphata-
se (PAP) untersucht. Dieses Enzym
stammt aus der Prostata und kommt
beim Menschen extrakorporal nur in der
Samenfliissigkeit vor. PAP ist — solange
das Kleidungsstiick oder der Gegen-
stand nicht gewaschen werden —sehr
robust und tiber Jahre aktiv. Deshalb
wird dieser Test als sehr zuverlassig ein-
gestuft. Auf demselben Prinzip basiert
ein Schnelltest zur hduslichen Anwen-
dung (CheckMate®). Die Probengewin-
nung erfolgt mit einem Wischtest. Die
gepriiften Gegenstande bleiben unver-
sehrt, der Test wird auf Filterpapier ent-
wickelt (Abb.). Bei positiven Proben wird
das kiinstliche Substrat Alpha-Napthyl-

)

phosphat vom Enzym zu Alpha-Naph-
thol und Phosphat hydrolysiert. Das
Naphthol reagiert anschlieBend spon-
tan mit der Farbstoffvorstufe Fast Red
TR zu einem violetten Diazofarbstoff.
Im Beispiel enthalt die Negativkontrolle
links kein Enzym, die Positivkontrolle in
der Mitte enthalt PAP, die Probe (rechts)
ist in diesem Fall negativ. Bei einem po-
sitiven Testergebnis lassen sich weitere
Untersuchungen anschlieRen:

— Mikroskopie: Bei Flecken, die nicht
alter als vier Tage sind, lassen sich die
Spermien unter dem Mikroskop be-
trachten. Fehlen die Spermien, ist der
Mann vasektomiert oder der Fleck ist
alter als gedacht.

— DNA-Fingerprinting: Man kann DNA
aus den Flecken extrahieren, falls vor-
handen weibliche und mannliche DNA
voneinander trennen und diese wie in
einem Vaterschaftstest mit der DNA
eines Schleimhautabstrichs aus der
Mundhohle des vermuteten Neben-
buhlers vergleichen.

Kontrolle (-)

Kontrolle (+)

Abbildung 2: Filter-Test auf die prostataspezifische saure Phosphatase
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