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Speziesdiagnostik an einem Gewebe mit
Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion

C. Schelling, W.Bär1, G. Stranzinger, A.Kratzer1

Zusammenfassung

Die korrekte Identifizierung von biologischen
Spuren kann wichtiges Beweismaterial für die
Aufklärung von Verbrechen liefern. Der vorliegende

Fall betraf ein Herz, für das abgeklärt werden

musste, ob es von einem Menschen stammen

könnte. Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-
Reaktion und dem Einsatz von spezies-spezifi-
schen Printern für zwei Gene konnte schnell
und sicher nachgewiesen werden, dass es sich
um ein Schweineherz handelte. Der Fall zeigt,
dass Synergien zwischen derVeterinärmedizin
und der Rechtsmedizin existieren.

Schlüsselwörter: PCR — Forensik —

speziesspezifische Primer

Species diagnostics of a tissue with the use of
the polymerase chain reaction

The unambiguous identification of a biological
specimen can deliver invaluable evidence to solve

criminal cases. In this case the origin of a

heart had to be clarified. Using the polymerase
chain reaction technique and species-specific
primer pairs for two genes it was clearly shown
that this tissue was not from a human but from a

pig-

Key words: PCR — forensics — species-specific
primer

Einleitung

Das Institut für Rechtsmedizin und die Veterinärmedizinische

Abteilung für Züchtungsbiologie werden
immer wieder mit Anfragen von privater Seite in
Zusammenhang mit der Identifizierung von Tieren oder Spuren

(Haare, Speichel etc.) von Tieren konfrontiert. In
vielen Fällen können diese Problemstellungen nicht
bearbeitet werden, weil ohne ein Rechtsverfahren die für
die Abklärung nötigen Probeentnahmen bei Referenztieren

nicht durchgesetzt werden können. Die Kosten
halten viele Interessierte davon ab, ein solches Verfahren

einzuleiten. In bestimmten Fällen ist es jedoch möglich,

die Synergien zwischen der Veterinärmedizin und
der Rechtsmedizin auszunutzen und Resultate zu
erzielen. Korrekt identifizierte Haare, Speichelreste,
Blutflecken und andere Spuren von Tieren könnten wichtige

Beweismittel zurAbklärung von Verbrechen liefern.
Beim vorliegenden Fall handelte es sich um ein
aufgefundenes Einmachglas, welches ein in Brennsprit ein-
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gelegtes Herz enthielt. Die Tasche mit dem Einmachglas
war in einer Bahnhofsunterführung gefunden und der
Polizei übergeben worden. Auf dem Einmachglas
befand sich eine beschriftete Etikette, deren Text auf eine
menschliche Herkunft dieses Organs hindeutete. Die
Untersuchungsbehörden mussten die Herkunft dieses
Herzens abklären, um ein Verbrechen an einem
Menschen auszuschliessen. Der Verdacht lag nahe, dass es
sich um ein Herz tierischer Herkunft, wahrscheinlich
vom Schwein, handeln könnte. Deshalb wurde mit Hilfe

der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und
Schweine-spezifischen Primerpaaren versucht, die Herkunft
des Gewebes durch Untersuchungen an dessen Erbmaterial

abzuklären.

Material und Methoden

Das Erbmaterial (Desoxyribonukleinsäure, DNS) wurde
zuerst aus einem kleinen Stück Herzmuskelgewebe der
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Herzspitze mit der Chelex-Extraktionsmethode (Walsh
et al., 1991) isoliert (Spur 1). Der PCR-Einsatz dieser DNS
mit human-spezifischen und Schweine-spezifischen
Primerpaaren ergab keine Amplifikationsprodukte. Es wurde

vermutet, dass mit der Chelex-Extraktionsmethode
mögliche Hemmstoffe des Brennsprits nicht vollständig
aus der DNS-Lösung entfernt werden konnten. Mit Hilfe
der organischen Phenol-Chloroform-Extraktion (Sam-
brook et al., 1989) wurde deshalb noch einmal DNS aus

Herzspitzenmuskelgewebe (Spur 2) und aus einem
Stück eines Blutklumpens (Spur 3) aus dem Innern des

Herzens extrahiert. Diese DNS konnte erfolgreich für alle

PCR-AnWendungen eingesetzt werden.
Für die Untersuchungen wurden zwei Schweine-spezifische

Primerpaare verwendet. Mit dem Primerpaar
Pni7p6 und Pni8p7 wird ein Produkt mit der Länge von
168 Basenpaaren (bp) des L-Gulono-gamma-Lactone
Oxidase-Gens (Gulo-Gen) amplifiziert (L. Hasan, persönliche

Mitteilung). Aus der 3' nicht-translatierten Region
des Uncoupling Proteins 2-Genes (UCP2-Gen) wird mit
dem Primerpaar UCPH6 und UCPH9 ein 158 bp langes
Fragment amplifiziert (Werner et al., in press). Für alle
PCR-Reaktionen wurden je 100 ng genomische DNS der
Spuren 2 und 3 des Schweines (Positiv-Kontrolle), des

Menschen, des Hundes, des Pferdes, des Schafes und des
Rindes eingesetzt. Für die Negativ-Kontrolle wurde H20
bidest. anstelle von DNS eingesetzt. Das Reaktionsvolumen

betrug für beide Primerpaare 30 gl mit: 1 x PCR Puffer

mit 1,5 mM MgC12,je 0,4 pM der beiden Primer, 200
pM dNTPs, 5 pg bovines Serumalbumin und 0,5 Einheiten

Taq-Polymerase (Perkin Elmer). Die PCR-Ansätze

wurden in einem Robocycler (Stratagene) mit folgendem

Temperaturprofil inkubiert. Initiale Denaturierung
5 Minuten bei 94 °C, gefolgt von 30 Zyklen mit 45
Sekunden bei 94 °C, 45 Sekunden bei 60 °C und 60 Sekunden

bei 72°C. Die finale Extension dauerte 10 Minuten
bei 72 °C. Die Amplifikationsprodukte wurden in einem
vertikalen 10 % Polyakrylamidgel während 3 Stunden bei
300 Volt der Länge nach aufgetrennt und nach Ethidi-
umbromid-Färbung unter UV-Licht fotografiert.

Resultate

Schweinespezifische Amplifikationsprodukte für das

Gulo-Gen (Abb. 1A) mit der Länge von 168 bp und für das

UCP 2-Gen (Abb. 1B) mit der Länge von 158 bp konnten
nur in den Spuren 2 und 3 sowie in der Positiv-Kontrolle

(genomische DNS des Schweines) nachgewiesen werden.

Aus der Negativ-Kontrolle (H20 bidest. anstelle von
DNS) und der DNS des Menschen, des Pferdes, des Hundes

(Abb. 1A und 1B), des Schafes und des Rindes (nicht
gezeigt) konnten keine solchen Sequenzen vermehrt
werden. Die beiden PCR-Produkte der Spuren 2 und 3

entsprachen sowohl in derAmplifikationsrate als auch in
der Länge den PCR-Produkten der Positivkontrolle. Es

konnte somit eindeutig nachgewiesen werden, dass es

sich bei diesem Gewebe um ein Herz eines Schweines
handelte.

-168 bp

-lOObp

-158 bp

-lOObp

Abbildung 1:

PCR-Nacbweis mit den
Schweine-spezifischen Primerpaaren

für Gulo-Gen (A) und
UCP 2-Gen (B) aus genomischer

DNS: des Schweines
(Positivkontrolle), des Pferdes,
des Menschen, der Spur 2
(Herzspitzenmuskel), der
Spur 3 (Blutklumpen), des
Hundes. DieAmplifikate wurden

aufeinem 10 %

Polyakrylamidgel zusammen mit
einem Längenstandard (10
Basenpaarleiter) und einer
PCR-Negativkontrolle (Wasser)

aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefärbt.
Durch die hohe Menge an
A mplifikationsprodukten
laufen die Banden etwas
weiter als es ihrer Länge
entsprechen würde.
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Diskussion

Die eindeutige Identifizierung von Tieren oder Spuren
derselben können wichtiges Beweismaterial in
Zusammenhang mit derAufklärung von Verbrechen liefern. So

trug die Identifikation von Katzenhaaren, die am Tatort
eines Mordes gefunden wurden, dazu bei, dass der Besitzer

der Katze verurteilt wurde (Menotti-Raymond et al.,
1997). Solche Untersuchungen mit Hilfe genetischer
Marker sind aber vor allem dann aussagekräftig, wenn
aufgrund populationsgenetischer Untersuchungen die
Allelfrequenzen der untersuchten genetischen Marker-
Systeme bekannt sind, und somit die Sicherheit einer
positiven Identifizierung angegeben werden kann. Im
Rahmen einer internationalen Zusammenarbeit werden u.a.
Grundlagen geschaffen, um beim Hund geeignete
genetische Markersysteme genau zu charakterisieren, die
eine positive Identifizierung eines Hundes oder seiner
Spuren ermöglichen (DogMap Consortium, 1999).
Bei biologischen Spuren muss zuerst abgeklärt werden,
welcher Spezies sie zuzuordnen ist. Dazu eignen sich
sowohl Untersuchungen an der genomischen als auch an
der mitochondrialen DNS. Im vorliegenden Fall wurde
die Abklärung der Herkunft des Gewebes aufgrund von
Untersuchungen der genomischen DNS mit Hilfe von

spezies-spezifischen PCR-Primer durchgeführt.
Das vom Gulo-Gen kodierte Enzym hat eine Schlüsselrolle

in der Biosynthese der Ascorbinsäure Primaten
(Nishikimi et al., 1994) und das Meerschweinchen (Ni-
shikimi et al., 1992) haben nur noch ein nicht-funktionelles

Pseudogen in ihrem Genom und können deshalb
selber keine Ascorbinsäure synthetisieren. PCR-Primer-

paare, die spezifisch gegen DNS-Sequenzen des funktionellen

Gulo-Genes des Schweines gerichtet sind, sind
ideale Primerpaare, um zwischen den Genomen des
Menschen und des Schweines zu diskriminieren. Die
Schweine-spezifischen Primer für den Nachweis des
UCP2-Genes wurden aus der cDNS-Sequenz des Schweines

nachVergleich mit der humanen und murinen cDNS-

Sequenz (Girneno et al., 1997) ausgewählt. Die beiden
PGR-Produkte aus den Spuren 2 und 3 zeigten ähnliche
Amplifikationsraten und identische Längen wie die
entsprechenden PCR-Produkte des Schweines. Es konnte
deshalb auf eine Überprüfung mittels DNS-Sequenzierung

verzichtet werden. Das abgelegte Herz stammte
eindeutig von einem Schwein.
Der vorliegende Fall zeigt, dass die Veterinärmedizin in
Zusammenhang mit der Identifikation von Tieren oder
Spuren derselben einen wichtigen Beitrag für die
Rechtsmedizin leisten kann.

Diagnostiqe d'espece animale sur un tissu ä

l'aide de la reaction en chaTne de la polymerase

L'identification correcte de traces biologiques
peut livrer une preuve importante pour l'expli-
cation de crimes. Au cours des deux dernieres
annees,des demandes d'identification d'ani-
maux ou de traces d'origine animale ont etc fai-

tes plus frequemment ä notre institut. Le cas pre-
sente ici etait ä propos d'un coeur dont l'origine
aurait pu eventuellement etre humaine. A l'aide
de la reaction en chaine de la polymerase et
I'utilisation d'un primer pour deux genes specifique
pour une espece, il a pu etre demontre rapide-
ment et avec certitude qu'il s'agissait du coeur
d'un porc et non d'un coeur humain. Le cas

demontre que des synergies existent entre la mede-
cine veterinaire et la medecine legale.

Identificazione della specie del tessuto grazie
all'aiuto della reazione a catena della poli-
merasi

La corretta identificazione di tracce biologiche
fornisce elementi di prova importanti per la solu-
zione di atti criminali. Negli Ultimi due anni si so-

no moltiplicate presso i nostri istituti la richieste
in relazione all'identificazione di animali o di ma-
teriale di provenienza animale. II caso in questio-
ne si riferiva ad un cuore, per il quale andava
identificata la possibile origine umana. Con la

reazione a catena della polimerasi e con l'uso di
primer specifici per due geni, si e potuto verifi-
care velocemente e con sicurezza, che in questo
caso si trattava di un cuore di maiale e non uma-
no. II caso illustra, che esistono sinergie fra la me-
dicina veterinaria e la medicina legale.
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