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Investigating the identity of disputed blood samples 
using DNA fingerprinting 

Summary. DNA fingerprinting is a perfect tool for investigating the identity 
of disputed blood by alcohol samples extracted. However, blood samples 
stored at an ambient temperature for longer periods can show considerable 
degradation of high-molecular DNA, diminishing the value of fingerprint in- 
vestigation because of loss of the less frequent bands formed by the longer 
DNA fragments. Addition of the complexing agent EDTA can retard this 
degradation. Determination of the sex with DNA probes in the blood al- 
cohol sample increases confidence in the investigation. 
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Zusammenfassnng. Bestrittene Identit~it von Blutalkoholproben kann mit 
DNA-Fingerprinting zweifelsfrei geklfirt werden. Die Aussagekraft kann 
aber vermindert sein in F~illen mit DNA-Degradation wegen Herumstehen- 
lassens der Blutproben und/oder bei Postversand ohne Kiihlung. Zusatz von 
EDTA verlangsamt generell solche Degradationserscheinungen. Die Ge- 
schlechtsbestimmung an Blutalkoholproben mit DNA-Sonden erh6ht als 
einfache Zusatzuntersuchung das Vertrauen in die Abklfirungsuntersuchung. 

Schliisseiwiirter: Identifizierung von Blutproben durch DNA-Fingerprinting 
- Geschlechtsbestimmung in Blutproben - Blutalkohol, Identifizierung yon 
Blutproben 

Einleitung 

Obschon bei chemischen Blutalkoholbestimmungen zahlreiche Vorsichtsmag- 
nahmen zur Vermeidung yon Proben-Verwechslungen getroffen werden, wird 
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am Gerichtlich-Medizinischen Institut der Universit~it Ztirich etwa 2-7 Mal pro 
Jahr ein Auftrag zur Uberprtifung der Identitfit einer Blutalkoholprobe gestellt. 
Anlag zu solchen Untersuchungen sind meist auff/illige Diskrepanzen zwischen 
der analytisch bestimmten Blutalkoholkonzentration und den ffir die meist ho- 
hen Alkoholwerte nicht ausreichenden Angaben fiber die eingenommenen 
Trinkmengen der Angeschuldigten. Die serologische Merkmalsbestimmung an 
den tiefgefroren aufbewahrten Blutalkoholproben gestattet nach Untersuchung 
einer Vergleichs-Blutprobe des Probanden eine Aussage zur Frage einer Ver- 
wechslung (Oepen, 1968; Zink, 1969; Kleiber, 1987). Bezogen auf 5500 bis 6000 
Blutalkoholproben pro Jahr entsprechen diese Identit~itsabkl~irungen am GMI 
Ziirich etwa 0.4 bis 1.2 Promille des untersuchten Materials. Ober eine etwa 4- 
bis 10-fach h6here H~iufigkeit solcher Fragestellungen berichtet Kleiber (1987) 
fiir Hamburg. In 5% seiner F~ille best~tigen sich die Diskrepanzen. Sie waren 
aber hie auf Verwechslungen zurfickzuffihren, vielmehr konnten dabei z.T. 
recht raffinierte Tguschungsman6ver aufgekl/~rt werden. 

Bei abweichenden Merkmalen in der Vergleichsuntersuchung ist die falsche 
Identit/~t der Blutprobe bewiesen. Bei Obereinstimmung aller untersuchten 
Merkmale ist der Angeschuldigte als ,,Spender" der Blutprobe nicht auszu- 
schliegen. Die Berechnung der H/~ufigkeit der nachgewiesenen Merkmalskom- 
bination in der Normalbev61kerung anhand der bekannten Einzelh~ufigkeiten 
der unabh~ingigen Merkmale ftihrt, in Analogie zum Vorgehen etwa bei Blut- 
spuren, zur Absch~tzung der Wahrscheinlichkeit einer gegebenfalls nur zuf/~lli- 
gen Obereinstimmung. 

Der Nachweis von DNA-Restriktionsfragmentl~ingen-Polymorphismen 
(RFLP) ist Methode der Wahl zur Dokumentation von genetischer VielfNtig- 
keit geworden, da mit ihnen im Vergleich zu den Proteinpolymorphismen eine 
ca. 10 Mal gr6gere Heterogenit~it aufgedeckt werden kann. Sogenannte DNA- 
Minisatellitensonden eignen sich hervorragend zur Aufdeckung von extrem va- 
riablen DNA-Polymorphismen (Jeffreys et al., 1985a), da derartige verschie- 
den lange, in sich hochpolymorphe Minisatelliten fiber das gesamte Genom von 
Mensch und Tier verstreut vorkommen. Bei gewissen (niedrig stringenten) Hy- 
bridisierungsbedingungen bilden sich an allen Loci dank der gemeinsamen Tan- 
dem-Sequenzen stabile Heteroduplexe. Mit einer einzigen DNA-Sonde k6nnen 
somit die Polymorphismen an allen Loci gleichzeitig erfagt werden. Solche Hy- 
bridisierungsmuster werden als DNA-Fingerprints, das methodische Verfahren 
als DNA-Fingerprinting bezeichnet. 

Die Wahrscheinlichkeit, dag die Fingerprints zweier unverwandter Perso- 
nen identisch sind, betr~igt nach Anwendung einer Minisatelliten-Sonde (ffir 
33.15) nur 3 × 10 -11, bei Kombination von 2 solchen Sonden (ftir 33.15 und 
33.6) lediglich noch 5 × 10 -19 (Jeffreys et al., 1985b)! Jeder Mensch - auger 
monozygoten Zwillingen - besitzt somit ein individuelles Hybridisierungsmu- 
ster. DNA-Fingerprints eignen sich deshalb hervorragend zur Unterscheidung 
von Personen und zellkernhaltigen Spuren, so auch im Rahmen von Identit~its- 
fiberpr~ifungen yon Blutalkoholproben. 

Zus~itzlich kann auf einfache Art und Weise mit geschlechtsspezifischen 
DNA-Sonden der Geschlechtsnachweis an der Blutalkoholprobe erbracht wer- 
den, was immerhin zu einer Verdoppelung des Indiziwertes ffihrt. 
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Material und Methode 

Die untersuchten Blutalkoholproben stammten aus den Jahren 1986 und 1987 und waren so- 
mit 2 Monate bis 2 Jahre alt. Nach der Athanolanalyse lagerten sic bei -20°C und wurden vor 
der Identit~itsabkl~irung aufgetaut und einer zweiten )kthanolanalyse unterworfen. Anschlie- 
Bend wurden die Blute wieder eingefroren (-20°C) und erst zur DNA-Analyse erneut aufge- 
taut. Dazu wurden 1-2 ml h~imolytisches Blur aus der inkriminierten Blutalkoholprobe tiber 
Nacht in 1-2ml Lyse-Mix bestehend aus 10mM TRIS-HC1 (pH 7.6), 10mM EDTA, 100mM 
NaC1 (pH 8) und 2% SDS, 40mM DTT, 400 ~tg/ml Proteinase K bei 37°C inkubiert. 

Die DNA-Extraktion wurde dutch dreimaliges Ausschtitteln ffir jeweils 10 Min des Uber- 
standes im gleichen Volumen eines 1 : 1 Gemisches von Methylenchlorid und wassergesattig- 
tem Phenol vorgenommeu. Angeschlossen wurde eine vierte Extraktion ausschlieBlich in Me- 
thylenchlorid ftir wieder 10 Min. Die DNA-F~illung geschah wie tiblich durch Zugabe von 1/10 
Volumen 3 M Na-Azetat pH 5.5 und 2.5 Volumen 100% )kthanol und Tiefgefrieren bei 
-80°C ftir mindestens 2 Std. Naeh Abzentrifugieren ftir 10 Min bei 13 000 rpm, Verwerfen des 
Uberstandes und Troeknen des Pellets im Vakuum fiir 30 Minuten, wurde dieses in einer ge- 
eigneten Menge TE-Puffer yon pH 7.6 aufgel/Sst. Die DNA aus der EDTA-Vergleichsblut- 
probe wurde nach Standardmethoden extrahiert. Die Konzentration hochmolekularer DNA 
wurde vorgangig auf einem Testgel semiquantitativ dutch Vergleich mit k-DNA bekannter 
Mengen bestimmt. 

D NA-Fingerprinting 

Je l~tg DNA wurden mit 24-30 Einheiten des Restriktionsenzyms Hinf I und des erforder- 
lichen Puffers bei 37°C tiber Nacht inkubiert, w~ihrend 48-65 Std in einem 22 cm langen, 1.2% 
Agarose Gel (SIGMA II A 6877) aufgetrennt und nach Denaturieren und Neutralisieren der 
DNA mittels Southern-Blotting auf Nitrocellulose Filter iibertragen (Schleicher und Schuell, 
0.45 ~tm). Die Sonde 33.15 wurde aus dem M13 Minisatelliten Rekombinanten 33.15 nach 
Insertpr~iparation der Replikativen Formen (RF) durch Doppelverdau mit EcoRI und Hin- 
dIII gewonnen. Die Markierung mit ct-32P-dCTP (Amersham PB.10205) erfolgte mit dem 
Random Oligolabeling nach der Methode von Feinberg und Vogelstein (1983), wofiir der 
kommerzielle Markierungskit Multiprime System von Amersham (RPN. 1601) zur Verftigung 
stand. Die Southern Blots wurden ~ r  6 Std bei 42°C pr~ihybridisiert und anschliel3end tiber 
Nacht in derselben L6sung zusammengesetzt aus 50 ~tg/ml denaturierter Salm Sperm DNA, 
0.1% SDS, 6% (w/v) Polyethylene Glycol 6000 (Fluka), 45% Formamid deionisita, 10 x 
Denhardt's und 1 x SSC hybridisiert. Das Waschen der Filtermembranen wurde mit i x SSC 
w~ihrend 10 Min bei Raumtemperatur eingeleitet und ftir 2 x 30 Min bei 65°C fortgeftihrt. Die 
Autoradiographie fand w~ihrend 1-2 Tagen bei -80°C start (RX-Film: FUJI New RX oder 
Amersham MP film mit zwei KYOKKO-Folio PHOS-4 Verst~rkerfolien). 

Geschlechtsnachweis rnit Dot-Blotting 

Circa 100-500 ng extrahierte DNA wurden ohne Vorbehandlung direkt auf einen 2 em breiten 
Streifen Nylon-Membran (Hybond C, Amersham International) im Abstand von 1,2 cm auf- 
pipettiert. Nach Trocknen der aufgetragenen DNA erfolgte die Denaturierung durch Ein- 
tauchen der Streifen ftir 1-2Min in eine LOsung aus 1.5M NaC1, 0.5 M NaOH und die an- 
schliel3ende Neutralisation in 0.5 M Tris-HC1, 3 M NaC1, pH = 7.0. Nach Antrocknen wurden 
die Streifen w~ihrend 2.5 Std zur Bindung der DNA an die Membran bei 80°C gebacken 
(modifiziert nach Tyler et al., 1986 und Gill, 1987). 

200ng Y-190 wurden mittels Nick-Translation nach Standardtechnik mit a-32P-dCTP 
(Amersham PB. 10205) markiert. Die Pr~hybridisierung erfolgte w~ihrend 6 Std und die strin- 
genre Hybridisierung tiber Nacht in der gleichen L6sung bestehend aus 5% Dextransulfat, 
45% Formamid deionisata, 0.9M NaC1, 0.05 M Na-Phosphat pH 7.0, 5 mM EDTA, 1/10Vol 
Denhardt's 100 ×, 0,1% SDS und 0,] mg/ml denaturierter Salm Sperm-DNA bei 42°C. Die 
Nylonrnembranstreifen wurden anschlieBend ftir 30M in bei 65°C in 2 × SSC + Denhardt's, 
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ftir 30Min bei 65°C in 1 x SSC + Denhardt 's und fiir 15Min bei 65°C in 0,1 × SSC + Den- 
hardt's gewaschen. Die Autoradiographie vollzog sich wfihrend 1-4 Std bei Raumtemperatur. 
Als Kontrolle wurden die gleichen Ans/~tze auf einer zweiten Membran mit der Minisatelliten- 
Sonde 33.15 hybridisiert. 

LOsungen 

SSC+ Denhardt's = SSC + 1/100Vol Denhardt 's 100 x + 0,1% SDS + 0,1% Natriumpyro- 
phosphat 

SSC = 0.15 M NaC1, 0.015 M tri-Na-Citrat 

Denhardt's 100 x = 2% Polyvinylpyrrolidon K90, 2% Bovine Serum Albumin (Pentax Frac- 
tion V), 2% Ficoll 400, filtrieren (Schleicher & Schuell) 

SDS = Natrium-Dodecyl-Sulfat 

Ergebnisse 

In  T a b e l l e  1 s ind  d ie  E r g e b n i s s e  d e r  s e r o l o g i s c h e n  M e r k m a l s b e s t i m m u n g  an  11 

Z t i r c h e r  F~illen i m  d i r e k t e n  V e r g l e i c h  m i t  d e n j e n i g e n  des  D N A - F i n g e r p r i n t i n g s  

au fge f t ih r t .  S e r o l o g i s c h  k o n n t e n  rege lm~ig ig  d ie  M e r k m a l e  A B O ,  H p ,  G m ,  

K m ,  Tf ,  P G M 1 ,  A D A ,  A K ,  E S D ,  6 - P G D  u n d  s e l t e n e r  Pi ,  B f  u n d  G c  b e s t i m m t  

w e r d e n .  

Tabelle 1, Bestrittene Identit~it bei Blutalkoholproben: Vergleich der Untersuchungsergebnisse 
nach konventioneller Serologie (HE) und DNA-Fingerprinting (DNA) 

Fall Entscheid Blutgruppen DNA-Fingerprint + Steigerung 
- Minderung 

H E  D N A  Z p Z Bd Sex p 
Merk- B/A 
male 

durch 
Fingerprint 

I NA NA 12 1 : 106 14/12 ? 6 : 108 + 15 × 

II NA NA 10 7 : 104 19/18 ? 1.5 : 10 al + 107 × 

III NA NA 10 3 : 10 3 15/15 M 1 : 10 9 q- 10 6 x 

IV NA NA 12 8 : 10 5 17/17 M 1 : 10 l° + 10 6 x 

V NA NA 11 9 : 10 7 11/11 F 1 : 10 7 + 9 x 

VI NA NA 11 4 : 107 18/8 M 7 : 1 0  6 - -  10 x 

VII NA NA 9 5 : 1 0  4 23/18 M 2:1011 + 107 x 

VIII  NA NA 11 5 : 106 15/12 M 6 : 108 + 102 x 

IX NA NA 10 2: 103 18/10 M 1 : 106 + 103 x 

X NA NA 12 2:10 s 15/10 M 1 : 106 + 10 × 

XI NA NA 13 2: 10 s 14/14 M 4: 109 + 104 x 

NA: Nichtausschlug im Vergleich B lut: Alkoholblut 
E Merkmale: Anzahl im Alkoholblut noch typisierbarer serologischer Merkmale 
Z Bd B/A: Anzahl Banden im FP des Vergleichsbluts/Anzahl tibereinstimmender Banden 

im Alkoholblut 
p: Wahrscheinlichkeit, dab das Vergleichsblut nicht identisch mit dem Alkoholblut 

ist. Bei Blutgruppenmarkern mit Merkmalsfrequenzen Europider (Hummel, 
1971) berechnet. Annahme einer durchschnittlichen Hgufigkeit pro Fingerprint- 
Bande yon 0.25 
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Abb. 1. DNA-Fingerprinting an Blutalkohol- 
proben wegen bestrittener Identitat (Falle III-IV, 
VIII-XI, s. Tabelle). V: Vergleichsblut, A: Alko- 
holblut. In allen Fallen ergab sich eine Best~itigung 
der Identit~tt. In den Fallen VIII u. IX waren we- 
gen degradierter DNA nur noch schwache FP- 
Muster nachweisbar mit entsprechend relativ 
tiefen Indizwerten. Teils ergaben sich geringe 
Unterschiede der Wanderungsgeschwindigkeit der 
Banden - s. Fall X - ,  am ehesten erkl~irbar durch 
mengenmN3ig unterschiedliche DNA-Beladung 
des Gels. )~n: DNA-Marker 

Die DNA-Fingerprints einiger F~ille sind in Abb. 1 dargestellt. Die Resul- 
tate der Geschlechtsbestimmung mit Dot-Blotting sind in Abb. 2 abgebildet. 
Die Y-190-Sonde ist spezifisch m~innlich, DNA von Frauen ergibt keine Hybri- 
disierungsmuster. 

Diskussion 

Mit DNA-Fingerprinting konnten alle Ergebnisse und Schlugfolgerungen der 
zuvor mit konventioneller Serologie vorgenommenen Vergleichsuntersuchun- 
gen zur Identit~itsabkl~irung yon Blutalkoholproben best~itigt werden. Bei den 
11 untersuchten F~llen lagen nach der serologischen Blutgruppenbestimmung 
die Wahrscheinlichkeitswerte, dab die Blutformel des Alkoholblutes nur zuf~il- 
lig mit derjenigen des Probanden 0bereinstimmte, zwischen minimal 2 : 1000 bis 
maximal 4 : 10 Millionen. Es wurde mit for Europide g01tigen Merkmalsh~iufig- 
keiten gerechnet (Hummel,  1971). 

Exakte H~ufigkeiten der Fragmente der Fingerprints liegen nicht vor, doch 
sind durchschnittliche Hfiufigkeiten bekannt (Jeffreys et al., 1985b). Segrega- 
tionsanalysen haben zudem gezeigt, dab keine nennenswerte Koppelung oder 
geschlechtsspezifische Banden auftreten (Jeffreys et al., 1986). Bei vorsichtiger 
und konservativer Sch~itzung der durchschnittlichen H~ufigkeit yon 0.25 pro 
Bande im Fingerprint konnten an unserem Material dennoch Indizst~irken mit 
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Werten zwischen minimal 1:1 Million bis 2:1011 berechnet werden (0.25n; 
n = Anzahl vorhandener Banden im FP des Alkoholblutes). In 10 yon 11 Ffillen 
ergab sich somit nach DNA-Fingerprinting eine Verbesserung der Aussage- 
kraft, wobei in 6 F~llen diese gegentiber konventioneller Serologie zwischen 
1000 bis 10 Millionen Mal besser ausfiel! In 3 der 11 F~ille fielen die Steigerun- 
gen mit 9 bis 15 Mal bescheiden aus und in 1 Fall war mit Fingerprinting sogar 
eine um den Faktor 10 geringere Indizst~irke aufgetreten. 

Unsere Untersuchungen best~itigten aber auch, dab bereits mit 10-12 poly- 
morphen Blutgruppenmerkmalen doch in mehreren F~illen eine ftir praktische 
Belange hohe Sicherheit der Aussage erreicht werden kann. Besonders wertvoll 
war jedoch die DNA-Untersuchung in Fall III, der nach konventioneller Sero- 
logie lediglich eine Indizst~irke von 3 : 1000 aufwies, hingegen nach Fingerprin- 
ting mit einem Wert von 1 : 1 Milliarde nicht mehr den geringsten Zweifel recht- 
fertigte. Ein weiterer Vorteil der DNA-Fingerprint-Methode ist, daft das Er- 
gebnis nach einer einzigen Untersuchung vorliegt. 

Die teils unerwarteten, relativ geringen Indizstfirken nach Fingerprinting - 
die Fglle VI, IX, X mit Werten um 1 : 1 Million mtissen aufgrund der nach FP 
mSglichen Werte in diese Gruppe eingeteilt werden - waren durch eine 
schlechte Qualit~it der DNA in den Blutalkoholproben bedingt. Wird Blut ohne 
Zusatz des Komplexbildners EDTA bei Raumtemperatur stehengelassen, wie- 
derholt aufgetaut oder mit der Post ungekfihlt bef6rdert, kann eine unspezifische 
hydrolytische Spaltung zu einer Fragmentation der hochmolekularen DNA ffih- 
ren. Der Zusatz von EDTA zur Blutprobe bindet die Mg2+-Ionen, die als Ko- 
faktor von den Nukleasen ben6tigt werden, und verlangsamt damit den Frag- 
mentierungsprozess. Diese unspezifische Fragmentation betrifft vor allem die 
langen Fragmente und ftihrt zu einem allmfihlichen Verlust der durch diese lan- 
gen Fragmente gebildeten Banden im Fingerprint. Extrabanden treten dadurch 
jedoch nicht auf (Bfir et al., 1988). Das Ausmaft der DNA-Degradation kann 
durch eine kurze Elektrophorese einer kleinen Menge der extrahierten DNA 
auf einem Testgel nach Ethidium-Bromid-Anf~irbung einfach abgeschfitzt wet- 
den. Eine St6rung der gaschromatographischen Alkohol-Analytik durch 
EDTA-Zusatz zur Blutprobe kann ausgeschlossen werden (Brandenberger, 
pers6nliche Mitteilung). Enzymatische Prozesse und somit auch das ADH-Ver- 
fahren zur Athanolbestimmung werden vor allem dutch Metallionen gest6rt. 
Die Zugabe eines Komplexbildners sollte deshalb keine unerwanschten Neben- 
effekte hervorrufen. Als Langzeiteffekt kann EDTA nach Herausl6sen der 
wichtigen Zinkionen durch deren Bindung die Aktivit~it der A D H  allerdings 
hemmen. Die Dauer einer Routineanalyse ist jedoch kaum so lang, daft dieser 
spfithemmende Effekt zum Tragen kommen dtirfte. So konnte gezeigt werden 
(Cramer, pers6nliche Mitteilung), daft weder der Zusatz von EDTA zu Vollblut 
in tiblicher (2 mg/ml) noch in 10-facher Konzentration zu einer VerfNschung der 
ADH-Analytik (Boehringer) fiihrte. Eine StSrung des Widmark'schen Nach- 
weisverfahrens ist auch auszuschlieften, da eine nennenswerte Verdampfung 
von EDTA bei 60°C nicht auftritt, well bei neutralem pH im Blut praktisch 
keine freie Sfiure und EDTA als unl6sliches Komplexsalz vorliegen. 

Der Geschlechtsnachweis mit DNA-Sonden ist besonders einfach und sicher. 
Er stellt ftlr den Richter zudem ein weiteres wichtiges, vor allem psychologisch 
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Abb. 2. Geschlechtsbestimmung mit Y-190 an 
Blutalkoholproben mit Dot-Blotting: F~ille III-XI. 
Schwfirzung des Filmes beweist das Vorhanden- 
sein yon Y-spezifischen Sequenzen und gestattet 
die Diagnose ,,m~innlich" (M). Bei fehlender 
Schwfirzung ist die Interpretation ,,weiblich" (F) 
nur zul~glich, wenn durch eine Kontrollhybridisie- 
rung mit einer nichtgeschlechtsspezifischen Sonde 
die Anwesenheit yon DNA im Untersuchungs- 
material bewiesen werden kann 

33.15 Y-190 
Kontrolle 

Kontrolle M 

Kontrolle F 

V: F 

,VhM 

VII: M 

VIII: M 

I1: M 

IV: M 

IX: M 

X:M 

Xh M 

wertvol les  Indiz  dar .  Bei  gesch lech tsspez i f i schen  S o n d e n  wie Y-190 m u g  e ine  
Kon t ro l l hyb r id i s i e rung  mi t  e ine r  n ich tgesch lech tsspez i f i schen  S o n d e  vorge-  
n o m m e n  werden ,  u m  be i  A u s b l e i b e n  e ine r  Schw~irzung d ie  F e h l d i a g n o s e  
, ,weiblich" zu v e r m e i d e n  ( A b b .  2). 

Danksagung. Die DNA-Sonde 33.15 ist Gegenstand eines Patentes. Anfragen betreffend des 
kommerziellen Einsatzes der Sonde sind direkt zu richten an: ICI Diagnostics, Gadbrook 
Park, Rudheath, Northwich, Cheshire CW9 7RA, England. Die Sonden sind gegenwfirtig 
noch nicht k~iuflich erwerbbar. Die Kommerzialisierung eines Untersuchungskits soll bevor- 
stehen. - Fiir die Oberlassung der DNA-Sonde Y-190 danken wir Dr. U. Mtiller, Children's 
Hospital, Division of Genetics and Mental Research Center, Boston, USA. 
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