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Der Polymorphismus des menschlichen Chromosomensatzes-- 
eine M~glichkeit fiir den Vaterschaftsnachweis* 
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Po lymorph i sms  in H u m a n  Chromosomes - -  a New Aid  for Affi l ia t ion Cases 

Summary. The recent quinacrine fluorescence analysis and the Giemsa banding methods 
allow identification of all human chromosomes. When human chromosomes were studied by 
using these methods, at least 10 of the 23 chromosome pairs showed polymorphism occuring 
at a relatively high frequency. Since these features are carried by the chromosomes they are 
necessarily inherited. The frequency of these variabilities is high enough to allow exclusion of 
paternity in affiliation cases at a likelihood of at least 70~o. 

Zusammenfassung. In den letzten Jahren ist durch die Quinacrine-Fluorescenzmethode und 
die Giemsa-B~nderverfahren eine Identifizierung s/~mtlicher Chromosomen des Menschen mSg- 
lich geworden. Dabei hat sich auch gezeigt, dab mindestens l0 von den 23 Chromosomenpaaren 
zum Tell sehr h~ufige Variabilit/~ten aufweisen, die, da sie in die Erbtr/~ger integriert sind, not- 
wendigerweise vererbt werden. Die Frequenzen dieser Polymorphismen wfrden, auch bei Ver- 
wendung n u r d e r  am leichtesten zu erkennenden Strukturverschiedenheiten, beim Vater- 
schaftsnachweis eine AusschluBwahrscheinlichkeit yon ca. 70~o ergeben. 

Key words: Vaterschaftsnachweis, Polymorphismus des menschlichen Chromosomensatzes 
Quinacrin Fluorescenz. 

Einleitung 

Zum Vaterschaf t snachweis  wurden  bisher  vor  al lem zwei Methoden  angewand t  : 
die Bes t immung  der  erbl ichen Blu tg ruppen-  und  Se rumfak to ren  und der  Vergleich 
erbl icher  morphologischer  Merkmale.  I n  beiden F~l len wird  der  P h ~ n o t y p  yon  
chromosomal  ve r anke r t en  Eigenschaf ten  bes t immt .  Eine  d i rek te  Un te r suchung  
a m  Erbtr/~ger selbst,  dem Chromosom, war  bisher  unmSglich.  Obwohl  das  Vor- 
l iegen yon  morphologischen Var iab i l i t£ ten  in den Chromosomen schon seit  l~n- 
gerer  Zei t  b e k a n n t  war  (z. B. Fe rguson-Smi th  et al., 1962; Turp in  u. Lejeune,  1965; 
Lubs  u. ]~uddle, 1970 ; Passarge,  1970), konn t en  diese P o l y m o r p h i s m e n  doch n ich t  
als genet ische Marker  verwende t  werden,  well die Zuordnung  zu bes t immten  Chro- 
mosomen n ich t  verl/~$1ich war. 

Heu te  ermSglichen berei ts  mehrere  Methoden  die Unte r sche idung  der  23 Chro- 
mosomenpaa re  des Menschen. Das erste dieser Verfahren is t  die Quinacrine-  
F luorescenzmethode  (z. B. Caspersson et al., 1970a). Nach  F/~rbung mi t  gewissen 
Quinacr ine -Der iva ten  werden im F luorescenzmikroskop  charak te r i s t i sche  Quer- 
b~nder  in den  Chromosomen s ichtbar ,  die eine Ident i f iz ierung aller E lemente  des 
menschl ichen Chromosomensatzes  ermSglichen (Abb. 1). Das Y-Chromosom zeigt  
eine besonders  s t a rke  Fluorescenz.  ~hn l i che  B/£ndermuster  werden mi t  der  so- 
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Abb. 1. Menschlicher Chromosomensatz, mannlich, Quinacrine mustard-Fluorescenz. Die 
B~nderungsmuster in den Chromosomen erm6glichen eine Identifizierung aller Elemente des 
Karyotyps. Das Y-Chromosom zeigt im distalen Teil des langen Arms eine besonders auffallige 

Fluorescenz 

genann t en  Giemsa-Bandermethode  d~rgestellt  (z. B. Schnedl, 1971a, b;  Sumner  
et al. ,  1971). Fi ir  diese Methode wird kein Fluorescenzmikroskop benStigt.  Die 
meis ten der var iablen  Stellen der Chromosomen, auf  die es uns  hier besonders an- 
kommt ,  werden ~ber mi t  der Quinacrine-Fluorescenz besser d~rgestellt. Minde- 
stens 10 von  den 23 Chromosomenpaaren des Menschen zeigen Variabi l i tg ten 
(Schnedl, 1973). Ihre  Haufigkei t  ist so gro!~ (bis 50%), dal~ sie sich fiir die Bestim- 
m u n g  yon  Verwandtschaf tsverhgl tnissen direkt  anbieten.  

Material und Methoden 

Das gebr~uchlichste Verfahren zur Gewinnung yon Chromosomenpr~paraten besteht in der 
Kultivierung yon Zellen in vitro. ~blicherweise wird die Blutkul~urmethode angewand~ (Moor- 
head et al., 1960). Die Niikro-Blutkulturen (z. B. Araraki u. Sparkes, 1963; Hunderford, 1965) 
ermSglichen, Chromosomenpraparate aus wenigen Tropfen Blur zu gewinnen; dies ist bei der 
Untersuchung von kleinen Kindern yon grSl~tem Wert. 

Auch aus Fibroblastenkul~uren (z. B. aus Hau~biopsien) kSnnen Chromosomenpr~parate 
gewonnen werden; w~ihrend ffir Blutkulturen nut 3 Tage ben6tigt werden, dauert die Gewin- 
nung von Chromosomenpr~i!0araten aus Fibroblas~enkulturen wesentlich l~nger (ca. 14 Tage). 

Zur Darstellung der Quinacrine-Fluorescenz kSnnen mehrere Farbstoffe verwendet werden: 
Quinacrine mustard (50 ~g/ml in des~illiertem Wasser), 
Quinacrine dihydrochloride (2~o in destilliertem Wasser), 
Quinacrine hydrochloride (1% in destilliertem Wasser). 
Quinacrine mustard verbla$~ unter der UV-Bestrahlung etwas langsamer als die anderen 

Farbstoffe. Quinacrine dihydrochloride gibt aber v611ig gleichwertige ResulSate. Die Farb- 
16sungen lassen sich jahrelang verwenden, wenn durch Zusatz yon Thymol Bakterienentwick- 
lung verhindert wird. 
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Bei der Fluorescenzmikroskopie wird eine Blaulichtanregung angewandt (Lampe z .B.  
HBO 200; Erregerfilter BG 12 (Schott), verschiedene Dicken dieses Filterglases sollten ver- 
sucht werden). Als Sperrfilter verwenden wir 0G-515 und GG-9 (Schott), wobei letzteres dem 
Objekt zugewandt sein mul l  

Die besten Ergebnisse werden mit  Durchlicht-Dunkelfeldanregung erzielt; in der Praxis 
ist es aber bequemer, Auflichtanregung zu verwenden. 

Die Darstellung der Giemsa-Bgnder in den Chromosomen kann mit mehreren Verfahren er- 
reicht werden (z. B. Schnedl, 1971 a, b ; Sumner et al. ,  1971 ; Dutrillaux et al.,  1971). Die varia- 
blen sekundi~ren Constrictionen der Chromosomen 1,9 und 16 werden aber auch mit derMethode 
nach Arrighi u. Hsu (1971) gut dargestellt. Eine spezifische Anfg~rbung der sekund~tren Con- 
strictionen im Chromosom Nr. 9 gelingt mit  den 3/[ethoden yon Bobrow et al. (1972) und Gagn6 
u. Laberge (1972). 

Ergebnisse  

Mi t  Hi l fe  de r  d u t c h  die Q u i n a c r i n e - F l u o r e s c e n z m e t h o d e  da rge s t e l l t en  B a n d -  

m u s t e r  k 6 n n e n  alle C h r o m o s o m e n  des M e n s c h e n  u n t e r s c h i e d e n  w e r d e n  (Abb. 1). 

I n  fo lgenden  C h r o m o s o m e n  s ind  va r i ab l e  R e g i o n e n  e n t h a l t e n :  in  Nr .  1, 3, 4, 9, 

13 - -15 ,  16, 20, 21 u n d  im Y. 

Abb. 2. Einige Beispiele vom Polymorphismus der mensehlichen Chromosomen, Quinacrine 
mustard-Fluoreseenz. Chromosom N r .  3: a Homologenpaar mit nut  sehwach fluoreseierender 
zentromeriseher Region; b in einem I-Iomologen ein sehwacher, im anderen ein stark fluores- 
eierender Fleck in der zentromerisehen Region; c beide Homologe zeigen einen stark fluores- 
eierenden Fleck (homozygotes Auftreten). Chromosom N r .  4." a in einem Homologen ein fluo- 
rescierender Punkt am Zentromer; b ein ungew6hnlieh stark fluoreseierender Fleck in einem 
Itomologen, im anderen ein durehsehnittlieh starker Fluoreseenzfleek. Chromosom N r .  9: a eine 
durehschnittliehe in einem und eine etwas vergrSl]erte sekundi~re Constriction im anderen 
Homologen; b eine sehr sehmale und eine iiberm~gig lange sekund~re Constriction im Homo- 
logenpaar Nr. 9. Chromosomen  N r .  1 3 - - 1 5 :  a - - c  versehieden ausgeprS~gte Satelliten und kurze 
Arme bei 3 Fgllen. Chromosomen  N r .  2 1 - - 2 2 :  a starker Satellit an einem Chromosom Nr. 21 ; 
b starker Satellit an einem Chromosom Nr. 22; c weibliehe Zelle, verschieden stark ausgelori~gte 

Satelliten, in einem Nr. 22 ein verst~rkter kurzer Arm 

2* 
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Am einfachsten zu erfassen sind die Li~ngenvariabiliti~ten. So ist z. B. die sekun- 
d£re Constriction des Chromosoms Nr. 1 yon variabler GrSl~e. Mit den neuen Me- 
thoden (z. B. Arrighi u. Hsu, 1971) ~vird diese Region stark angef~trbt. Im Quin- 
acrine-Fluorescenzbild ist diese Stelle jedoch nur sehr schwach gef~rbt. Eine i~hn- 
liche Situation finder sich bei den entsprechenden Regionen der Chromosomen 9 
und 16. Auch diese Regionen sind yon wechselnder L~nge (Abb. 2). 

Auch das mensch]iche ¥-Chromosom zeigt, wie schon ~us Untersuchungen mit 
konventionellen F~rbemethoden bekannt (z. B. Cohen et al., 1966), eine weite 
Variubiliti~t seiner L~tnge. Mit Hilfe der Quinacrine-Fluorescenzmethode konnte 
gezeigt werden, dais diese Variabilit/~t grS~tenteils durch die wechselnde L~tnge des 
stark fluorescierenden distalen Anteiles bedingt ist (Schnedl, 1971 c; Bobrow et al., 
1971). 

Die ~uffi~lligste und h~ufigste Variabilit~t betrifft die zentromerische Region 
des langen Armes im Chromosom Nr. 3 (Schnedl, 1971d). An dieser Stelle finder 
sich oft ein stark fiuorescierender Fleck (Abb. 1 u. 2). Wenn auch verschiedene 
Grade yon Fluorescenzintensit~t in dieser Region gefunden werden, so ist es doch 
mSglich, zwischen Chromosomen zu unterscheiden, denen eine solche fluorescie- 
rende Region fehlt, und denen, die dort einen fluorescierenden Punkt  haben. Die- 
ses variable Merkm~l des Chromosoms Nr. 3 kann sowohl homozygot wie hetero- 
zygot vorliegen; die Eigenschaft kann auch in beiden Chromosomen Nr. 3 fehlen 
(Abb. 2). In  unserer gegenw~rtig 100 normale Personen umfassenden Serie liegt die 
tt~ufigkeit dieses fluorescierenden Punktes bei 50 °/o (Tabelle 1). Die H£ufigkeit des 
homozygoten Auftretens und des Fehlens dieser Eigenschaft in beiden Homologen 
wird in Tabelle 2 angeftihrt. Im z2-Test zeigt sich eine gute ~bereinstimmung zwi- 
schen den erwarteten und beobachteten Zahlen (H~rdy-Weinberg-Gesetz). 

Im Chromosom Nr. 4 finder sich eine ~hnliche Situation. Die zentromerische 
Region enthiilt auch hier hi~ufig einen fluorescierenden Fleck; nur selten erreicht 
dieser die Fluorescenzintensit~t der entsprechenden Stelle im Chromosom Nr. 3 
(Abb. 2). Meistens liegt dieser Fleck auf der dem lungen Arm zugewandten Seite 
des Zentromers; er kann aber auch am kurzen Arm liegen (Schnedl, 1973). Es ]st 

,Z 

Abb. 3. Schematische Darstellung eines akrozentrischen Chromosoms vom Menschen (Nr. 13 
bis 15, 21--22); Z Zentromer. Vier Regionen (schwarz) sind yon variabler Ausbildung: 1. die 
zen~romerische Region des langen Arms; 2. im kurzen Arm: a der proximale Teil des kurzen 

Arms, bder Satellitens~iel, c die SaSelliten 
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Tubelle 1. Frequenzen der h~ufigsten Fluorescenz-V~riabilit~ten des menschlichen Chromo- 
somensatzes in 50 Fi~llen (bei Chromosom Nr. 3 in 100 F~llen) 

Chromosom H~ufigkeit Ausschlul~- 
Nr. ( ~ o )  w~hrscheinlichkeit 

(%) 

3 zentromerische Region 50 18,7 

13 Satelliten 14 10,5 
zentromerische Region 54 18,0 

14 Satelliten 22 i4,3 
kurzer Arm 1 1,0 

15 Satelliten 12 9,4 
kurzer Arm 1 1,0 

21 Sa~elliten 28 14,3 
kurzer Arm 1 1,0 

22 Satelliten 21 13,8 
kurzer Arm 11 8,0 

schwierig, H~ufigkeiten dieser Varianten anzugeben, da ihre Sichtbarkeit weit- 
gehend yon der Qualitgt der Pr~tparate ~bh~ngt. 

Ein komplexes Bild yon Variabiliti~ten finder sich in den gro~en und kleinen 
~krozentrischen Chromosomen (Nr. 13--15 bzw. Nr. 21 u. 22). Sehr hiiufig zeigen 
diese Chromosomen verst£rkte Fluorescenz am Zentromer und besonders im Be- 
reich des kurzen Armes (Caspersson et al., 1970b). Diese Chromosomen tragen in 
ihrem kurzen Arm die Nucleolus-Organisutor-Region (Hendersen et al., 1972). Der 
Aufbau des kurzen Armes wird in Abb. 3 verdeutlicht. Insgesamt sind vier Regio- 
hen der akrozentrischen Chromosomen yon variabler Ausbildung: 1. die zentro- 
merische Region, 2. der proximale Teil des kurzen Armes, 3. der Satellitenstiel und 
4. die Satelliten selbst. Alle diese Bestundteile kSnnen unabhgngig voneinander 
variieren. In Abb. 2 werden einige Beispiele dieser Varianten gezeigt. In  Tabelle 1 
sind die H~ufigkeiten einiger dieser Varianten in einer Gruppe von 50 F~llen zu- 
sammengestellt. Wie man Tabelle 1 entnehmen kann, sind Polymorphismen in den 
akrozentrischen Chromosomen (Gruppe D und G) recht h~ufig. 

Diskussion 

Varianten der menschlichen Chromosomen sind sowohl aus theoretischen wie 
praktischen Griinden interessant. Nur solche Chromosomenrcgionen kSnnen Poly- 
morphismen zeigen, die genetisch inaktiv sind oder aus DNS-Sequenzen aufgebaut 
sind, in denen l~berschuB oder Verlust yon genetischem Material leicht kompen- 
siert werden kann. Es is~ naheliegend anzunehmen, dal] Varian~en besonders in 
aus repetitiver DNS aufgebauten Chromosomenregionen vorkommen werden. In 
solchen Regionen kSnnte, wenn auch sehr selten, ungleiches Crossover auftreten, 
wodurch es zur Chromosomenvariabilit/~t kommt. Damit gibt die Variabilit~t eines 
bestimmten Chromosomenabschnittes einen indirekten Hinweis fiber das dort lo- 
kalisierte Material 



22 W. Schnedl 

Tabelle 2. Vorkommen der stark fluorescierenden Region am Zentromer des Chromosoms 
Nr. 3 in 100 F~illen 

Beobachtete Erwarteter 
Zahl Wert 

Fehlend 26 25,0 
Heterozygot 48 50,0 
I-Iomozygot 26 25,0 

100 100,0 

Da  all die hier beschriebenen Polymorphismen in das Chromosom integriert  
sind, naiissen sie notwendigerweise vererbt  werden. Jede Zelle eines best immten In- 
dividuums zeigt das gleiche Muster an Variabilitat.  Die typische Verteilung des 
Auftretens des fluorescierenden Fleckes im Chromosomenpaar  Nr. 3 in einer Popu-  
lation spricht ebenfalls ftir eine Erblichkeit  dieser Eigenschaften.  Die beobachteten 
Haufigkeiten des homozygoten  und heterozygoten Vorkommens  dieses ~'lecks und 
dessen Fehlen stinamen mit  der fiir eine genetische Eigenschaft  erwarteten Ver- 
teilung iiberein (Schnedl, 1971 d). ]J'iir die Erblichkeit  der Langenvar ia t ion  des Y- 
Chromosoms (Schnedl, 1971 c ; Bobrow et al., 1971) liegen Famil ienuntersuchungen 
vor  (McKenzie et al., 1972). 

Dementsprechend sind diese Merkrnale der Chromosomen schon in einzelnen 
Fallen zur Klarung yon  genetischen Verhaltnissen verwendet  worden (Jonasson 
et al., 1972). Es war auch rnSg]ich, die urspriingliche Annahme,  dal~ das iiberzahlige 
Chromosom Nr. 21 beim Mongolismus yon  der Mutter  s tammt,  mi t  Hilfe des Poly- 
morphismus dieses Chromosoms zu bestatigen (Licznerski u. Lindsten, 1972; Ro- 
binson, 1973). 

I n  Tabelle 1 sind auch die Ausschlul~wahrscheinlichkeiten aus einigen der 
Chromosomenpolymorphismen in den Chromosomengruppen D und G angegeben. 
Die Ausschlui~wahrscheinlichkeit bus dem Leuchtfleck im Chromosom Nr. 3 ~llein 
bet ragt  18,7°/o . Zusammen ergibt sich eine Ausschlul~wahrscheinlichkeit yon  etwa 
70O,/o . Dabei ist zu bedenken, dab hierbei die Langenvariabi l i ta t  der Satellitenstiele 
in den 5 akrozentrischen Chromosomen und  die Langenvariabi l i ta t  der Chromo- 
somen 1, 9, 16 und Y noch nicht  einbezogen sind. 

Die Untersuchung der Chromosomen kann  unmit te lbar  nach Geburt  des frag- 
lichen Kindes durchgefiihrt  werden;  die Ergebnisse k6nnen bereits 3 - - 4  TaRe nach 
der B lu tabnahme vorliegen. Ein weiterer Vorteil liegt darin, dal~ samtliche in Frage 
kommenden  Fak toren  in einem einzigen Arbeitsgang ermittel t  werden k6nnen. 

Damit  bietet  sich dieses Verfahren in allen Fallen, wo aus serologischen Eigen- 
schaften allein kein Ausschlu[~ zu erzielen ist, zum Vaterschaftsnachweis an. 
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