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"Manchmal hat man eine sehr lange StraBBe vor sich. Man denkt,
die ist so schrecklich lang,; das kann man niemals schaffen.

Dann fangt man an, sich zu beeilen. Und man eilt sich immer mehr. Jedes Mal, wenn
man aufblickt, sieht man, dass es gar nicht weniger wird, was noch vor einem liegt. Und
man kriegt es mit der Angst, und zum Schluss ist man ganz auBer Puste und kann nicht

mehr. Und die StraBe liegt immer noch vor einem. So darf man es nicht machen.

Man darf nie an die ganze StraBBe auf einmal denken. Man muss nur an den ndchsten

Schritt denken, an den ndchsten Atemzug, an den ndchsten Besenstrich

Und immer wieder nur an den n&chsten.

Dann macht es Freude.

Auf einmal merkt man, dass man Schritt flir Schritt die ganze StraBe gemacht hat
Man hat gar nicht gemerkt wie, und man ist nicht auBer Puste.

Das ist wichtig."

Frei nach Beppo StraBenkehrer, aus dem Buch Momo

von Michael Ende
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ZUSAMMENFASSUNG

Telogene Einzelhaare sind haufig vorkommende Spurentypen an Tatorten. Derzeit werden
sie zumeist von der STR-Typisierung ausgeschlossen, weil ihre STR-Profile aufgrund
geringer DNA-Mengen und starker DNA-Degradierung in vielen Fallen unvollstandig und
schwierig zu interpretieren sind. In der vorliegenden Arbeit wurde eine systematische
Vorgehensweise angewandt, um Korrelationen zwischen der DNA-Menge und DNA-
Degradierung zu dem Erfolg der STR-Typisierung aufzuweisen und darauf basierend den
Typisierungs-Erfolg von DNA aus Haaren vorhersagen zu kénnen.

Zu diesem Zweck wurde ein human- (RiboD) und ein canin-spezifischer (RiboDog) qPCR-
basierter Assay zur Messung der DNA-Menge und Bewertung der DNA-Integritat mittels
eines Degradierungswerts (D-Wert) entwickelt. Aufgrund der Lage der genutzten Primer,
welche auf ubiquitdr vorkommende ribosomale DNA-Sequenzen abzielen, ist das
Funktionsprinzip schnell und kostengiinstig auf unterschiedliche Spezies anzuwenden. Die
Funktionsweise der Assays wurde mittels seriell degradierter DNA bestatigt und der
humane Assay wurde im Vergleich zum kommerziellen Quantifiler® Trio DNA
Quantification Kit validiert. SchlieBlich wurde mit den Assays an DNA aus telogenen und
katagenen Einzelhaaren von Menschen und Hunden der Zusammenhang zwischen DNA-
Menge und DNA-Integritat zu der Vollsténdigkeit der STR-Allele (Allel Recovery) von DNA-
Profilen untersucht, die mittels kapillarelektrophoretischer (CE) STR-Kits erhaltenen
wurde. Es zeigte sich, dass bei humanen Einzelhaaren die Allel-Recovery sowohl von der
DNA-Menge als auch der DNA-Integritat abhangt. Dagegen war die DNA-Degradierung
bei einzelnen Hundehaaren durchweg geringer und die Allel-Recovery hing allein von der
extrahierten DNA-Menge ab.

Um die STR-Analytik degradierter humaner DNA-Proben weiter zu verbessern, wurde ein
neuartiger NGS-basierter Assay (maSTR, Mini-Amplikon-STR) etabliert, der die
16 forensischen STR-Loci des European Standard Sets und Amelogenin als sehr kurze
Amplikons (76-296 bp) parallel amplifiziert. Mit intakter DNA generierte der maSTR-Assay
im Mengenbereich von 200 pg eingesetzter DNA reproduzierbare, vollsténdige Profile
ohne Allelic Drop-ins. Bei niedrigeren DNA-Mengen traten vereinzelt Allelic Drop-ins auf,
wobei unter Verwendung von mindestens 43 pg DNA vollstandige Profile erhalten wurden.

Die kombinierte Strategie aus RiboD-Messungen der DNA-Menge und -Integritat und
daraus resultierendem STR-Typisierungserfolg des maSTR-Assays wurde an degradierter
DNA validiert. AnschlieBend wurde die Strategie auf DNA aus telogenen und katagenen
Einzelhaaren angewandt und mit den Ergebnissen des CE-basierten PowerPlex® ESX 17-
Kits verglichen, das dasselbe STR-Marker-Set analysiert. Dabei zeigte sich, dass der Erfolg
der STR-Typisierung beider STR-Assays sowohl von der optimalen Menge der Template-
DNA als auch von der DNA-Integritat abhangt. Mit dem maSTR-Assay wurden vollstandige
Profile mit ungefahr 50 pg Input-DNA fir leicht degradierte DNA aus Einzelhaaren
nachgewiesen, sowie mit ungefdahr 500 pg stark degradierter DNA. Aufgrund der geringen
DNA-Mengen von telogenen Einzelhaaren schwankte die Reproduzierbarkeit der maSTR-
Ergebnisse, war jedoch stets dem PowerPlex® ESX 17-Kit in Bezug auf die Allel-Recovery
Uberlegen.

Ein Vergleich mit zwei, hinsichtlich der Langenverteilung der Amplikons komplementaren
CE-basierten STR-Kits (PowerPlex® ESX 17 und ESI 17 Fast), sowie mit einem
kommerziellen NGS-Kit (ForenSeq™ DNA Signature Prep) ergab, dass nicht die Technik
der NGS, sondern die Kirze der Amplikons der wichtigste Faktor zur Typisierung
degradierter DNA ist. Der maSTR-Assay wies in allen Vergleichen mit den genutzten
kommerziellen Kits jedoch eine héhere Anzahl an Allelic Drop-ins auf. Diese traten umso
haufiger auf, je geringer die verwendete DNA-Menge und je starker degradiert diese war.
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Weil Profile mit Allelic Drop-ins Mischprofilen entsprechen, wurden die per maSTR-Assay
generierten STR-Profile mit Verfahren zur Interpretation von Mischspuren untersucht. Bei
der Composite-Interpretation werden alle vorkommenden Allele von Replikaten gezahlt,
bei der Consensus-Interpretation lediglich die reproduzierbaren Allele. Dabei stellte sich
heraus, dass im Fall von wenigen Allelic Drop-ins (PowerPlex® ESX 17-generierte Profile)
die Composite-Interpretation und bei Allelic Drop-in-haltigen Profilen (maSTR-generierte
Profile) die Consensus-Interpretation am besten geeignet ist.

SchlieBlich wurde mittels der GenoProof Mixture 3-Software untersucht, inwieweit semi-
und vollsténdig kontinuierliche probabilistische Verfahren bei der biostatistischen
Bewertung der DNA-Profile aus Einzelhaaren geeignet sind. Dabei zeigte sich, dass der
maSTR-Assay aufgrund der hohen Anzahl an Allelic Drop-ins den CE-basierten Methoden
nur in Fallen von DNA leicht Uberlegen ist, die in ausreichender Menge und gering
degradiert vorliegt. In diesem Bereich gelingt die Zuordnung des Profils aus Haaren zum
Referenzprofil jedoch ebenfalls mittels CE-basierten Methoden.

Aus allen Ergebnissen wurde eine Empfehlung fir die Handhabung von DNA aus
ausgefallenen Einzelhaaren abgeleitet, die auf dem DNA-Degradierungsgrad in
Kombination mit der DNA-Menge basiert. Die vorliegende Arbeit schafft somit eine
Grundlage, um ausgefallene Einzelhaare in der Routine-Arbeit von kriminaltechnischen
Ermittlungen nutzbar zu machen, sowie gegebenenfalls auf andere Spurentypen mit
degradierter DNA geringer Menge anzuwenden. Dadurch kénnte die Nutzbarkeit solcher
Spurentypen fir die forensische Kriminalistik erhéht werden, insbesondere wenn die
standardmaBig verwendeten CE-basierten Methoden versagen. Perspektivisch ist die
Technik der NGS aufgrund der groBen Multiplexierbarkeit uniformer, kurzer Marker
generell der CE-basierten Technik bei der Typisierung degradierter DNA (berlegen.



ABSTRACT

Single telogen hairs are commonly occurring traces at crime scenes. Telogen hairs are
usually excluded from STR typing because their STR profiles are in many cases incomplete
and difficult to interpret due to low DNA amounts and strong DNA degradation. In this
study, correlations between the quantity and degradation of DNA to the success of STR
typing were systematically studied, aiming at predicting the STR typing success of DNA
from hair based on such correlations.

For this purpose, a human-specific (RiboD) and a canine-specific (RiboDog) qPCR-based
assay was developed to measure the DNA quantity and to evaluate DNA integrity by a
degradation value (D-value). The location of the primers, that target ubiquitously
occurring ribosomal DNA sequences, allows for a simple adaptation of the assay principle
to different species. The functionality of the assays was confirmed using serially degraded
DNA, and the human assay was validated in comparison to the commercial Quantifiler®
Trio DNA Quantification Kit. Finally, the assays were applied on DNA from telogen and
catagen single hairs of humans and dogs to investigate the relationship between DNA
quantity and integrity to the allele recovery of DNA profiles obtained using STR kits based
on capillary electrophoresis (CE). For human single hairs, the allele recovery was found
to depend on both DNA quantity and DNA integrity. In contrast, DNA degradation was
consistently lower in single dog hairs and the allele recovery depended mainly on the
amount of extracted DNA.

To further improve STR analysis of degraded human DNA samples, a novel NGS-based
assay (maSTR, mini-amplicon STR) was established that amplified the 16 forensic STR
loci of the European Standard Set and amelogenin as very short amplicons (76-296 bp)
in parallel. The maSTR assay generated reproducible, complete profiles without allelic
drop-ins with intact DNA of 200 pg. At lower DNA amounts, allelic drop-ins occurred,
although complete profiles were obtained using at least 43 pg of DNA.

The combined strategy of measuring DNA quantity and integrity using the RiboD assay in
conjunction with the improved STR typing success of the maSTR assay was first validated
on degraded DNA and subsequently applied to DNA from telogen and catagen single hairs.
Results were compared to those of the CE-based PowerPlex® ESX 17 kit that analyses the
same STR marker set. For both types of assays, the STR typing success depended on
both the optimal DNA input amount and DNA integrity. The maSTR assay detected
complete profiles with approximately 50 pg of input DNA for slightly degraded DNA from
single hairs, as well as with 500 pg of heavily degraded DNA. Due to the small amounts
of DNA extracted from single telogen hairs, the reproducibility of maSTR results varied,
but was always superior to the PowerPlex® ESX 17 kit in terms of allele recovery.

A comparison with two CE-based STR kits (PowerPlex® ESX 17 and ESI 17 Fast), which
are complementary in terms of the size distribution of amplicon lengths, and with a
commercial NGS kit (ForenSeq™ DNA Signature Prep) showed that the small amplicon
lengths, rather than the NGS technique, is crucial for a successful STR typing of degraded
DNA. The maSTR assay consistently showed a higher number of allelic drop-ins compared
to the commercial kits. These allelic drop-ins occurred more frequently the smaller the
amount of DNA and the more degraded it was.

Since profiles with allelic drop-ins resemble mixed profiles, strategies for the
interpretation of DNA mixtures were applied on the STR profiles generated by the maSTR
assay. With the composite interpretation, all alleles are counted that occur in replicates,
whereas consensus interpretation counts only the reproducible alleles. It was found that
in the case of few allelic drop-ins (PowerPlex® ESX 17-generated profiles) the composite
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interpretation and in the case of allelic drop-in containing profiles (maSTR-generated
profiles) the consensus interpretation is the most appropriate procedure.

Finally, GenoProof Mixture 3 software was used to investigate whether the semi- or fully
continuous probabilistic methods are suitable for the biostatistical evaluation of DNA
profiles from single hairs. This showed that the maSTR assay, due to its tendency to show
more allelic drop-ins with low DNA amounts, is slightly superior to CE-based methods only
for DNA that is present in sufficient quantity and low degradation. In this range of DNA
amount and integrity, however, the assignment of profiles from hairs to reference profiles
is already successful using CE-based methods.

From all results, a recommendation for the handling of DNA from shed single hairs was
established that is based on the DNA degradation ratio in combination with the DNA
quantity. Therefore, this study provides a basis for including shed single hairs in the
routine work of forensic investigations. Furthermore, the recommendations and the
combined strategy might be applicable to other trace types with degraded DNA of low
quantity. This could increase the usability of such trace types for forensic criminology, in
particular when standard CE-based methods remain inconclusive. In perspective, the
technique of NGS turns out as generally superior to CE-based analysis in typing degraded
DNA due to its potential for multiplex analysis of a large number of uniformly short
markers.
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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Einzelhaare stellen herausfordernde Spurentypen fiir die DNA-
basierte Humanidentifizierung dar

Mit der Erfindung der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR, (Mullis
et al. 1986)) wurde der Grundstein in der Molekularbiologie gelegt, um genetische
Analysen mit nur geringsten DNA-Mengen durchzufiihren. Von dieser Steigerung der
Sensitivitat profitierte unter anderem die forensische Humanidentifizierung dadurch,
dass neben Spurentypen, die typischerweise groBe DNA-Mengen aufweisen, wie
beispielsweise Blut, auch Spuren minimalster DNA-Mengen in die Analysen
miteinbezogen werden konnten.

Allerdings stellt die Analyse biologischer Spuren von Tatorten bis heute eine
Herausforderung dar, da sich die Spurentypen stark in ihrer Eignung hierflr
unterscheiden. Daher ist die heute gangige Erstellung eines DNA-Profils mehreren
Kriterien unterworfen: Erstens muss genigend DNA in genigender Quantitat und
Integritat vorhanden sein. DNA-Mengen unterhalb 100 pg gelten als herausfordernd, und
obwohl eine schwache DNA-Degradierung im Normalfall kein Hindernis darstellt, gerat
die auf PCR-basierende Humanidentifizierung bei DNA-Spuren geringer Menge und hoher
DNA-Degradierung an ihre Grenzen. Zweitens sollte die DNA eines einzelnen
Individuums kontaminationsfrei und weitestgehend frei von PCR-Inhibitoren sein. Bei
forensischen Spuren ist im Grenzfall keins dieser Kriterien erfillt. Beispielsweise kénnen
Inhibitoren wie das Ham des Blutes, Indigo als Bestandteil der Farbelésung bei
Jeansgewebe und Melanin, das farbende Pigment in Haaren, die PCR-Bedingungen derart
verschlechtern, dass die Amplifikation nicht valide ist (Schrader et al. 2012).

Blut und Speichel stellen grundsatzlich ideale Spurentypen dar, da sie oft DNA in
ausreichender Menge in guter Qualitdt enthalten. Die Analysierbarkeit dieser
Spurentypen kann jedoch dadurch erschwert werden, dass sie haufig als Mischspuren
vorkommen. Diese kénnen von mehreren, an der Tat beteiligten Personen stammen,
von einem Gemisch aus Material der schddigenden und der geschadigten Person
stammen und zusatzlich von véllig unbeteiligten Personen gebildet worden sein. Ein
Ansatz fir die Lésung dieses Problems besteht darin, Spurentypen zu untersuchen, die
€o ipso nur von einer einzigen Person stammen kénnen. Hierdurch werden Mischprofile
im Vorhinein ausgeschlossen, so dass héchstempfindliche Analysemethoden zum Einsatz
kommen koénnen. Einen solchen Spurentyp stellt ein einzelnes Haar dar. Dieser
Spurentyp kann als Einzelspur nur von einer Person stammen, die enthaltene DNA
entspricht somit einem individuellen Genom. Kontaminationen und Mischprofile werden
bei diesem Spurentyp von vorneherein vermieden, sofern sie nicht mit biologischem
Material von anderen Personen, wie beispielsweise durch Anhaftungen von Blut,
kontaminiert wurden. An Tatorten gefundene Einzelhaare kénnen wichtige Asservate
darstellen, vor allem wenn keine weitere, im Tatzusammenhang bestehende Spur
gefunden wird, weshalb Einzelhaare oftmals asserviert werden. Analytisch gesehen sind
sie jedoch auch eine der schwierigsten DNA-Spuren, da es sich dabei haufig um
ausgefallene Haare in der telogenen oder exogenen Phase handelt, die auf natlrliche
Weise, also ohne grobe Gewalteinwirkung ausgefallen sind. Weil im Wurzelbereich in
diesen Wachstumsphasen keine Zellteilungen mehr auftreten, weisen solche Haare meist
nur noch Reste von Gewebe auf oder sind zellfrei. Aufgrund dessen enthalten solche
Haare meist nur geringste DNA-Mengen und die DNA ist zum Teil sehr stark degradiert.
Erschwerend kommt hinzu, dass durch Umwelteinflisse, wie UV-Strahlung oder
Feuchtigkeit, die DNA weiter beschadigt sein kann. Die Analyse von DNA aus telogenen
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Einzelhaaren gestaltet sich daher als hdchst anspruchsvoll, weshalb diese Haare
gemeinhin als schlechte Spurentypen gelten. In der vorliegenden Arbeit wird es daher
um die Mdglichkeiten gehen, einzelne ausgefallene Haare fir die forensische DNA-
Analytik nutzbar zu machen. Zu diesem Zweck wird eine Strategie entwickelt, die es
erlaubt einzelne Haare zu identifizieren, die fir eine erfolgreiche DNA-Analytik selektiert
und genutzt werden kénnen.

1.2 Die heutige Erstellung und Nutzung von DNA-Profilen zur
Humanidentifizierung

Der heute in der forensischen Genetik eingesetzte Abgleich von DNA-Markern beruht auf
der wegbereitenden Arbeit des englischen Genetikers Alec Jeffreys. Dieser beschrieb
1985 die Erstellung eines Bandenmusters durch sogenannte variable number of tandem
repeat (VNTR)-Sonden mittels der Technik der restriction fragement Ilength
polymorphism (RFLP)-Analyse (Jeffreys et al. 1985a; Jeffreys et al. 1985b, 1985c). Mit
dieser Methode war es erstmals mdglich, Personen auf Basis ihrer DNA zu unterscheiden.
Die verwendeten Restriktionsfragmente sind aufgrund ihrer GroBe anfallig fir DNA-
Degradierung und nicht fir PCR-Anwendungen geeignet. Heutzutage werden fir die
Humanidentifizierung hochvariable Orte im Genom (Loci), sogenannte short tandem
repeats (STR) genutzt. Die analysierten Bereiche sind im Gegensatz zu VNTRs sehr kurz
(im Allgemeinen kiirzer als 600 bp), wodurch sie fiir die Amplifikation per PCR geeignet
sind und als Folge die STR-Analyse hohere Empfindlichkeiten erreicht als die Analyse per
VNTR.

Heutzutage wird in kriminaltechnischen Instituten routinemaBig eine Reihe von
ausgewahlten STR-Loci, die als Marker dienen, per PCR amplifiziert und anschlieBend
detektiert. Die dadurch generierten DNA-Profile (Edwards et al. 1991) werden
beispielsweise daflir verwendet, Abgleiche zwischen DNA-Spuren aus Kriminalfallen mit
Referenzprofilen zu erstellen, um eine Tatbeteiligung von bestimmten Personen zu
untersuchen, oder um Verwandtschaften nachzuweisen.

1.2.1 STR-Marker sind wichtige Werkzeuge fiir die Humanidentifizierung

Die in der Forensik genutzten, unterschiedlichen STR-Marker befinden sich auf
verschiedenen Chromosomen und bestehen aus Wiederholungen (Repeats) einer
bestimmten Abfolge von meist vier Basen (Tetranukleotid-Repeats), wie beispielsweise
die Basenabfolge Adenin Guanin Adenin Thymin [AGAT] des Markers D5S818. In der
gesamten menschlichen Population gibt es zahlreiche Allele pro Marker, die sich in der
Zahl der Repeats unterscheiden. Da die Anzahl der Wiederholungen eines STR-Locus auf
dem jeweils paternal oder maternal vererbten Chromosom verschieden sein kann und
sich haufig zwischen Individuen unterscheidet, resultiert aus unterschiedlichen Loci eine
hohe Anzahl an individualspezifischen Kombinationsmdglichkeiten, so dass ein
bestimmtes DNA-Profil rechnerisch einmalig in der gesamten Menschheit sein kann
(Budowle et al. 2000).

Die unterschiedliche Anzahl an Wiederholungseinheiten bedingt Langenunterschiede
zwischen den entsprechenden STR-Allelen, die sich wiederum in unterschiedlich groBen
PCR-Amplikons niederschlagen. Nach der PCR-Amplifikation werden die PCR-Produkte
per Kapillarelektrophorese (englisch capillary electrophoresis, CE) entsprechend ihrer
Lénge aufgetrennt. Die Ergebnisse des Nachweises per Kapillarelektrophorese werden
visuell in Elektropherogrammen (beispielsweise in Abbildung 19 B) dargestellt. Durch
Vergleich mit bekannten Standards kann anhand der GroBe der Amplikons auf die Anzahl
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an Wiederholungseinheiten geschlossen werden. Die STR-Loci werden dabei
entsprechend ihrer Wiederholungseinheiten benannt: Kommt eine Wiederholungseinheit
in vierfacher Wiederholung vor (z.B. [AGAT] [AGAT] [AGAT] [AGAT], wird diese als
Allel 4 benannt (Bar et al. 1997).

Tetranukleotid-Repeats, die heutzutage bevorzugt und in gréBter Anzahl in STR-Kits
verwendet werden, weisen vier Basen pro Wiederholungseinheit auf, wodurch sich
theoretisch 256 mdgliche Kombinationen des Motivs ergeben. Da STR-
Wiederholungseinheiten tandemartig angeordnet sind und die Basen A mit T sowie C mit
G komplementar sind, gleichen sich manche Motive, wodurch sich flir Tetranukleotid-
Repeats lediglich 33 moégliche Motive ergeben, wobei AGAT (beziehungsweise GATA) das
haufigste Motiv flir STR Loci ist, dass in den Loci der STR-Kits vorkommt (Jin et al. 1994).
Diese Anzahl an Méglichkeiten wird durch UnregelmaBigkeiten innerhalb der Motive
enorm vergroéBert, wodurch sich die heute gangige Klassifizierung fir STR-Marker ergibt.
Geordnet von einfachen zu hochkomplexen Motiven werden die STR-Marker anhand der
STR Nomenklatur aus den 1990er-Jahren eingeteilt in simple Repeats, compound
Repeats (unterschiedliche simple Repeats, die aufeinander folgen) und complex Repeats,
die sich durch unterschiedliche und teilweise inkomplette Wiederholungseinheiten
auszeichnen. Daneben existieren STRs mit complex hypervariablen Repeats, zu denen
beispielsweise der Marker SE33 (alternativer Name ACTBP2) zahlt, deren Allele sich
durch vielfdltig angeordnete, teilweise inkomplette Wiederholungseinheiten
unterscheiden und deren Allele schwierig zu klassifizieren sind (Urquhart et al. 1994; Gill
et al. 1997; Rolf et al. 1997).

Weiterhin existieren Mikrovarianten, wenn Wiederholungseinheiten nicht vollstandig
sind. Ein Beispiel fur eine Mikrovariante von Tetranukleotid-Repeats ist das in der
Population haufigste Allel 9.3 von Marker THO1, das auch als simple Repeat ,mit
nonconsensus Allel™ (Gill et al. 1997) oder auch als Punktallel bezeichnet wird. Die
Benennung der Punktallele setzt sich aus der Anzahl der Repeats, einem Punkt und der
nachfolgenden Anzahl an Basen zusammen. Tragt beispielsweise ein STR-Locus die
Wiederholungseinheit viermal plus zweier zusatzlicher Basen einer inkompletten
Wiederholungseinheit, wird dieses Punktallel als Allel 4.2 bezeichnet.

Die analysierten STR-Bereiche sind relativ kurz und werden fir gewdhnlich in Langen
zwischen ungefahr 60 bis 550 bp Lange amplifiziert. Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Langen kénnen gemeinsam, in einer sogenannten Multiplex-PCR-Reaktion amplifizierte
STR-Amplikons unterschiedlicher Marker entsprechend ihrer Ldange aufgetrennt und
voneinander unterschieden werden. Heutzutage erfolgt die Auftrennung standardmaBig
mittels Kapillarelektrophorese. Die GrdBenbereiche der Amplikons unterschiedlicher
STR-Loci dirfen sich nicht gegenseitig Uberlappen, da sie in dem Fall nicht zu den
korrekten Loci zugeordnet werden kdénnen. Um die Begrenzung der Anzahl der
gleichzeitig aufzutrennenden Amplikons unterschiedlicher STR-Loci zu erhéhen, werden
die Marker-spezifischen Primer der unterschiedlichen STR-Marker mit Fluorophoren
markiert. Diese Markierung erlaubt neben der Zuordnung per Fragmentlange ebenfalls
die Zuordnung des Fragments anhand des spezifischen Fluorophors in sogenannte
Kanale. Die Starke des Fluoreszenz-Signals wird in sogenannten relativen Fluoreszenz-
Einheiten (englisch relative fluorescence units, RFU) gemessen. Die Kandle werden
haufig nach derjenigen Farbe benannt, die deren Fluorophore emittieren. Dadurch ist
gewahrleistet, dass diejenigen Fragmente unterschiedlicher STR-Marker Uberlappen
dirfen, die mit unterschiedlichen Fluorophoren markiert sind, wodurch sich die Anzahl
der multiplexierbaren STR-Marker erhdéht. Aufgrund der Multiplexierbarkeit werden pro
PCR-Ansatz sehr viele STR-Loci gemeinsam untersucht. STR-Profile eines einzigen
Individuums erzeugen bi-allelische Muster - also zwei Peaks pro STR-Marker - im
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Elektropherogramm, wenn sich die Allele der homologen Chromosomen unterscheiden
(heterozygoter Genotyp), oder sie erzeugen im Fall homozygoter Genotypen lediglich
ein Produkt pro Marker (Abbildung 19 B). In einem zusatzlichen Farbkanal wird mit
jeder Probe ein Langenstandard mitlaufen gelassen, der im Abgleich mit den detektierten
Peaks der anderen Kanale zu einer groben Zuordnung der Allele zu den gemessenen
Léangen in Basenpaaren (bp) fihrt. Kommerzielle Kits enthalten zusatzlich eine Allelleiter,
die als separate Probe ebenfalls kapillarelektrophoretisch aufgetrennt wird und die
Amplifikationsprodukte der in der Population vorkommenden Allele der analysierten
Marker enthédlt. Die Peak-Bereiche dieser Referenzallele werden im Elektropherogramm
als sogenannte Bins dargestellt und dienen der Identifizierung der detektierten Allele
entsprechend der korrekten Nomenklatur.

Als wichtige Kennzahl flir die Abgleiche von STR-Profilen miteinander wird die
sogenannte STR-Recovery genutzt, um die Ausbeute an STR-Allelen zu quantifizieren.
Die Allel-Recovery gibt die Anzahl der Allele des untersuchten Profils (in Prozent) an, die
mit dem jeweiligen Referenzprofil oder anderen Profilen (ibereinstimmen. Alternativ wird
auch der Begriff der Konkordanz, also der Ubereinstimmung, verwendet. Der Begriff der
Recovery wird dafiir genutzt, die Ausfalle von Allelen, sogenannten Allelic Drop-outs, zu
detektieren, um beispielsweise den Erfolg unterschiedlicher STR-Methoden zu
vergleichen. Im Gegensatz dazu liegt der Fokus der Konkordanz starker auf der
Korrektheit der Allele; es ist nicht nur das Ziel moglichst viele Allele durch die STR-
Typisierung zu gewinnen, sondern korrekte Allele, die mit einem Referenzprofil
Ubereinstimmen.

Fir die Durchflihrung von STR-PCR-Reaktionen wird zumeist auf kommerziell erhéltliche,
vorkonfektionierte Reagenzien-Zusammenstellungen, sogenannte Kits, zurlickgegriffen.
Das X- und Y-chromosomal homologe Gen Amelogenin (Mannucci et al. 1994) stellt
keinen STR-Marker dar, wird jedoch standardmaBig in allen gangigen STR-Kits genutzt,
um das chromosomale Geschlecht der zu identifizierenden Person zu bestimmen. In den
aktuell (Stand November 2021) auf dem Markt verbreiteten autosomalen STR-Kits
variiert die Anzahl der analysierten STR-Marker pro Kit, die flr die standardmaBige
Humanidentifizierung eingesetzt werden, zwischen 16 und 26 Markern. Die STR-Kits
PowerPlex® ESX 17, ESX 17 Fast und ESI 17 Fast (Promega), die in der vorliegenden
Studie verwendet wurden, besitzen 16 STR-Marker und Amelogenin (Hill et al. 2011).

Fir die Amplifikation degradierter DNA werden praferiert STR-Kits genutzt, die
besonders kurze Mini-STR-Marker nutzen, wodurch Allelic Drop-outs reduziert werden
kdénnen (Wiegand und Kleiber 2001; Wiegand et al. 2006; Butler et al. 2003; Tsukada
et al. 2002; Grubwieser et al. 2006; Hellmann et al. 2001; Opel et al. 2007).

Die mit den Kits und der kapillarelektrophoretischen Analytik erhaltenen STR-Profile
enthalten lediglich rein numerische Informationen Uber den jeweiligen STR-Marker,
sowie Uber die Anzahl an Wiederholungseinheiten der Allele, eignen sich also sehr gut
zum standardisierten Vergleich und zur Datenbanksuche. Es existieren derzeit global
einige STR-Datenbanken, die auf unterschiedlichen, historisch gewachsenen STR-Sets
beruhen, die in den verschiedenen Landern untersucht werden. In den USA wurde das
Combined DNA Index System (CODIS) entwickelt, aktuell bestehend aus 20 Markern,
inklusive dem Kern (Core STR markers) und den restlichen Markern des erweiterten
Markersets (Hares 2015). In der CODIS-Datenbank des FBI werden momentan ungefahr
20 Mio. STR-Profile gespeichert, die fir Ermittlungen genutzt werden kénnen (Federal
Bureau of Investigation 2021). In Europa, unter anderem in Deutschland, sowie in der
vorliegenden Arbeit, wird das erweiterte European Standard Set (ESS) genutzt (Welch
et al. 2012), das aus den Markern des europdischen Core Sets und der Erweiterung
besteht - eine Ubersicht Uber die Marker liefert Abbildung 16. Fir Ermittlungen in
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Deutschland wird daher die auf dem ESS-basierende Datenbank, die DNA-Analyse-Datei
(DAD, (Bundeskriminalamt 2021)) genutzt.

Daneben existieren Populationsdatenbanken, fiir die Institute und Forschungsgruppen
Informationen zu STR-Markern, unter anderem Allelfrequenzen, global sammeln und
verodffentlichen. Darunter zahlen die zwei STRBase-Datenbanken des National Institute
of Standards and Technology (NIST), zu finden auf (STRBase) und (STRBase 2.0), sowie
(STRIdER), der Datenbank des European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI).
Diese Datenbanken werden nicht zur Personenidentifizierung genutzt, sondern flr
biostatistische Berechnungen der Haufigkeit von STR-Profilen.

1.2.2 Schwellenwerte, biologische und technische Artefakte

Eine der mitunter gréBten Herausforderungen besteht in der forensischen
Humanidentifizierung darin, STR-Profile zu interpretieren. Da die PCR-basierte
Profilerstellung und kapillarelektrophoretische Auftrennung von Fragmenten sehr
sensitive Methoden sind, kdnnen selbst kleinste DNA-Mengen gemessen werden. Diese
mussen jedoch einerseits von Hintergrundrauschen abgetrennt werden und andererseits
als Allele identifiziert werden, die von der Template-DNA stammen. Daher wurden
Kriterien festgelegt, die hilfreich bei der Entscheidung sein kdnnen, ob es sich bei Peaks
im Elektropherogramm um echte Allele handelt, oder ob sie auf Artefakte zurliickzufiihren
sind. Um das Hintergrundrauschen der auf Floreszenzen beruhenden Analytik der
Kapillarelektrophorese von Signalen zu trennen, die durch die Amplifikate verursacht
werden, wird der analytische Schwellenwert genutzt. Ein analytischer Schwellenwert
definiert die minimale Signalstarke, ab der Allele zuverldssig vom Hintergrundrauschen
unterschieden werden kénnen. Die Festlegung beruht daher haufig auf signal-to-noise-
Analysen empirischer Daten (SWGDAM 2010). Der analytische Schwellenwert, der dem
Detektionslimit (englisch Limit of Detection, LOD) entspricht, wird hierbei haufig als
dreifache Standardabweichung des Hintergrundrauschens definiert. In der forensischen
DNA-Analytik wird aus Erfahrungsgriinden der analytische Schwellenwert zumeist bei 50
RFU angegeben, was lediglich valide ist, sofern die Grundlinie rauscharm ist und die vom
herstellende Unternehmen empfohlene Anzahl an Zyklen eingehalten wurde (Schneider
et al. 2006). Die Zuweisung von analytischen Schwellenwerten kann durch Messen des
Hintergrundrauschens von Negativkontrollen, also in Abwesenheit echter Signale,
getroffen werden (SWGDAM 2010). Das Hintergrundrauschen wird in diesem Fall nicht
durch Fehler in der Amplifikation, sondern durch technische Schwankungen innerhalb
des analytischen Systems verursacht, die nicht von Amplikons stammen. Die Intensitat
der vom Hintergrundrauschen verursachten Signale dient dabei als minimalster Wert,
der nicht unterschritten werden sollte.

Ein zweiter Schwellenwert, der stochastische Schwellenwert, wird genutzt, um zufallige,
stochastische Effekte der STR-Profile zu interpretieren. Diese kdnnen unter anderem
Unterschiede in den Peak-Hb6hen verursachen. Die Peak-H®éhen korrelieren mit der
analysierten DNA-Menge und werden in RFU angegeben, welche im Elektropherogramm
auf der Y-Achse aufgetragen sind (Abbildung 19 B). Bei Allelen eines heterozygoten
STR-Locus sollten die Peak-H6hen der beiden Peaks daher ungefahr gleich hoch sein
(Intralocus-Balance, auch als peak height ratio bezeichnet). Durch stochastische Effekte
kdnnen die Peak-Hbhen bei heterozygoten Genotypen variieren. Wenn eines der beiden
Allele in der Hohe der RFU so stark vermindert ist, dass es den stochastischen
Schwellenwert unterschreitet, wird dieses Ereignis als Allelic Drop-out bezeichnet, fallen
beide Allele aus, als Locus Drop-out. Ein stochastischer Schwellenwert ist daher definiert
als der Wert, oberhalb dessen davon ausgegangen werden kann, dass innerhalb einer
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Ein-Personen-Probe kein Allelic Drop-out aufgrund von stochastischen Effekten
aufgetreten ist (SWGDAM 2010). Bei CE-basierten Assays wird eine peak height ratio
von weniger als 60% als Richtwert fir das Auftreten von Intralocus-Imbalancen
betrachtet. Diese peak height ratio wird fir einen STR-Locus berechnet, indem die Peak-
Hoéhe des Allels mit dem niedrigeren RFU-Wert durch die Peak-Hdhe des Allels mit dem
hoéheren RFU-Wert geteilt und dieser Wert dann mit 100 multipliziert wird. Stochastische
Effekte beschreiben also das Auftreten von intralocus auftretenden Unterschieden in der
Peak-Hohe, die unter anderem zu Drop-outs flihren kénnen (SWGDAM 2010).

Unterschiede in den Peak-Hdhen von zwei Allelen an einem Locus kénnen auf vielfaltige
Weise verursacht werden, beispielsweise auch durch praferentielle Amplifikation (die
Bevorzugung der Amplifikation von Allelen aufgrund geringer Lange, (Walsh et al.
1992)), im Wesentlichen aber durch Stichprobeneffekte (stochastisches Sampling) bei
sehr geringen DNA-Mengen. Verstarkt wird dieser Effekt bei degradierter DNA, bei der
potentiell die Template-DNA der beiden Allele in unterschiedlicher Anzahl vorliegen
kdénnte. Da die Vermehrung der Amplikons PCR-basiert und daher fast exponentiellem
Wachstum unterliegt, fallen vor allem Unterschiede in der Amplifikation besonders ins
Gewicht, die in einem frithen Zyklus der PCR geschehen. Daneben kénnen die Peak-
Hohen-Unterschiede nicht nur innerhalb der Loci variieren, sondern sich ebenfalls
zwischen den unterschiedlichen Loci unterscheiden und beispielsweise durch PCR-
Inhibitoren verursacht werden (Leclair et al. 2004; Debernardi et al. 2011; Buse et al.
2003). Der stochastische Schwellenwert wird daher als Hilfsmittel angewandt, um zu
entscheiden, ob ein einzelnes Allel an einem Locus ein tatsachliches homozygotes Allel
ist oder ob das heterozygote Allel als Drop-out ausgefallen ist.

In Anlehnung an die Bezeichnung des Allelic Drop-out existieren ebenfalls Allelic Drop-
ins. Damit werden zusatzlich im Elektropherogramm auftretende Peaks bezeichnet, die
jedoch nicht mit dem Referenzprofil Ubereinstimmen, also diskordant sind. Bei Ein-
Personen-Spuren treten diese vor allem dann auf, wenn DNA in geringsten Mengen
vorliegt. Mittlerweile ist es mdglich, Drop-out und Drop-in-Wahrscheinlichkeiten durch
Parameter zu berechnen, die aus den Elektropherogrammen stammen (Gill et al. 2012;
Gill 2020). Die Hohe der Allelic Drop-ins kann aufgrund der unterschiedlichen Ursachen
variieren. Sie kdnnen beispielsweise durch weitere Personen (als Teil eines Mischprofils)
auftreten oder durch sehr hohe Stotter-Allele verursacht worden sein, vor allem in DNA-
Profilen, die mit kleinsten DNA-Mengen erstellt wurden.

Im Elektropherogramm koénnen verschiedene Artefakte auftreten, die unterschiedliche
Ursachen haben. Dabei wird zwischen biologisch-verursachten Artefakten und
Artefakten, die von dem Detektionsinstrument (der Kapillarelektrophorese) verursacht
wurden, unterschieden (Butler 2009). Biologisch-verursachte Artefakt-Peaks werden
durch die Template-DNA selbst oder durch Fehler wahrend der PCR-Amplifikation
verursacht. Dazu zdhlen sogenannte Stotter-Allele (englisch stutter), welche durch
physisches Verrutschen (englisch slippage) zwischen Template-DNA-Strang und neu-
synthetisiertem DNA-Strang im Zuge der Elongationsphase der PCR generiert werden.
Dabei entstehen PCR-Produkte, die um eine Wiederholungseinheit kirzer (Rickwarts-
Stotter; N-1 beziehungsweise N-4 im Fall von Tetranukleotid-Repeats) oder langer
(Vorwarts-Stotter, N+1; N+4 im Fall von Tetranukleotid-Repeats) sind als die Haupt-
Peaks, welche die genetische Ausstattung der spurenlegenden Person darstellt. Die
verkirzten Stotter-Allele treten im Elektropherogramm vor dem Haupt-Peak auf, die
verldangerten dahinter (Sparkes et al. 1996a; Schibtterer und Tautz 1992; Walsh et al.
1996). Dies tritt umso haufiger auf, je weniger Basenpaare pro Repeateinheit
vorkommen, denn Slippage-Ereignisse von Repeats aus je drei Nukleotiden
(Trinukleotid-Repeats, beispielsweise D2251045) sind wahrscheinlicher als bei
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Tetranukleotid-Repeats (Kruglyak et al. 1998). Die Hohe der Stotter-Peaks kann von den
STR-Loci und den Amplifikationsbedingungen abhdngig sein und kann bis zu 15% des
Hauptpeaks betragen. Bei der Beurteilung des Vorliegens von Stotter-Peaks ist es
entscheidend, nicht nur die relativen Stotter-Intensitaten innerhalb eines STR-Markers
zu untersuchen, sondern zwischen verschiedenen STR-Markern in einer Multiplex-
Amplifikation (Schneider et al. 2006).

Daneben kdénnen weitere biologische Artefakte wie beispielsweise Split-Peaks, Null-Allele
und Off-Ladder-Allele auftreten. Split-Peaks werden durch inkomplette Adenylierung
verursacht, wobei nicht alle Amplifikationsprodukte eine zusatzliche Adenin-Base an das
3'-Ende gehangt bekommen, da zu viel DNA-Template eingesetzt wurde oder das PCR-
Programm die komplette Adenylierung nicht gewahrleistet (Brownstein et al. 1996;
Magnuson et al. 1996). Null-Allele kénnen aus Variationen in oder um STR-
Wiederholungsregionen resultieren, beispielsweise durch Mutationen in
Primerbindestellen, wodurch die betroffenen Allele ausfallen. Null-Allele kénnen durch
eine weitere Amplifikation mit einem alternativen Kit behoben werden, das andere
Primerbindestellen nutzt. Sie treten selten auf, da die flankierende Sequenz um STR-
Wiederholungen relativ stabil und zwischen den Proben konsistent ist (Kline et al. 1998;
Walsh 1998; Leibelt et al. 2003). Off-Ladder-Allele sind Mikrovarianten und treten um
mindestens 0,5 bp zur Allelleiter verschoben oder auBerhalb der Allelleiter auf.

Technologie-verursachte Artefakte werden durch das Detektionsinstrument verursacht
und haben vielfdltige Auswirkungen. Dazu zahlen Durchschlédge, die bei hohen
Signalstarken auftreten und die Fahigkeit des Detektionsinstruments, den Farbstoff im
richtigen Farbkanal zu detektieren, tberfordern, wodurch Allel-Peaks in einem Kanal in
andere Kanale hineinstrahlen kdénnen, was auch als Durchbluten (englisch Bleed-
through) oder Pull-up bezeichnet wird. Weiterhin kénnen freie, nicht an Primer
gebundene Fluoreszenzfarbstoffe als sogenannte Dye blobs detektiert werden. Nicht-
reproduzierbare Artefakte werden weiterhin durch Luftblasen und Harnstoff-Kristalle in
der Kapillare verursacht, die in allen Farbkanalen zu scharfen, gleichhohen “Spikes”
fihren (Sparkes et al. 1996a; Murphy et al. 2005; Butler 2009).

1.2.3 Berechnungen von Ein- und Ausschliissen, sowie Ubereinstimmungen
zwischen Spuren und weiteren Profilen

Wurde eine DNA-Spur von einem Tatort fir Amplifikationen benutzt, die generierten
Elektropherogramme interpretiert und das STR-Profil (englisch question sample Q)
notiert, wird dieses genutzt, um es mit anderen STR-Profilen abzugleichen. Darunter
fallen beispielsweise lokale Abgleiche zu STR-Profilen tatverdachtiger Personen oder
Abgleiche mit Datenbanken. In Deutschland wird daftir die DNA-Analyse-Datei (DAD)
des Bundeskriminalamtes verwendet, die seit dem Jahr 1998 besteht. Die DAD wird
genutzt, um Spuren zu Personen zuzuordnen und um Tatzusammenhdange zu ermitteln
(Spur-Spur-Treffer, (Bundeskriminalamt 2021)). Diese Profile sind bereits bekannt
(englisch known K). Fur den Abgleich gibt es drei mdgliche Resultate: Das unbekannte
Profil Q kann mit dem bekannten Profil K tbereinstimmen und dadurch einen Einschluss
erzeugen, oder die Profile kénnen sich gegenseitig ausschlieBen. Ein Ausschluss kommt
zustande, wenn diskordante Allele vorliegen, die nicht in beiden Profilen zu finden sind
oder Allele zur Ubereinstimmung fehlen. Dabei kénnen die Unterschiede zwischen den
vergleichenden Profilen lediglich damit erklart werden, dass sie von zwei
unterschiedlichen Personen stammen. Weiterhin kann es vorkommen, dass die Profile
weder komplett Ubereinstimmen, noch sich eindeutig voneinander ausschlieBen
(inconclusive), da Informationen flr einen Schlussfolgerung fehlen. Bei
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Ubereinstimmenden Profilen mussen statistische Grundlagen von
Populationsberechnungen beachtet werden, mit denen nachgewiesen werden kann, dass
verglichene Profile nicht per Zufall tibereinstimmen (Butler 2009).

Fur die biostatistischen Berechnung der Schatzung einer zufélligen Ubereinstimmung
(englisch Random match probability, RMP) zwischen STR-Profilen nicht-verwandter
Personen werden Allelfrequenzen derjenigen STR-Allele genutzt, die in den STR-Profilen
vorkommen. Dafliir werden die entsprechenden Informationen aus Populations-
Datenbanken gezogen, die Auskunft geben lber die Haufigkeiten der Allele innerhalb
einer bestimmten Population (Allelfrequenz), die anhand realer STR-Profile untersuchter
Individuen statistisch erhoben wurden. Mittels biostatistischer Analysen wird eine
Schatzung vorgenommen, dass eine zuféllige, nicht verwandte Person innerhalb der
betrachteten Population das fragliche DNA-Profil beigetragen haben kénnte. Bei der
biostatistischen Berechnung der RMP werden die Genotypenfrequenzen aller STR-Marker
des betrachteten STR-Profils fir alle Allele Uber deren Allelfrequenzen berechnet. Die
berechnete zufallige Ubereinstimmung (RMP) entspricht der relativen Haufigkeit des
betrachteten STR-Profils in der relevanten Population. Der RMP stellt daher keinen
Abgleich mit einem anderen STR-Profil dar, sondern gibt lediglich Auskunft Gber die
Seltenheit des betrachteten STR-Profils in der betrachteten Population. Dabei gilt, dass
Allele mit sehr niedrigen Allelfrequenzen eine hohe Diskriminierungskraft (englisch
power of discrimination; PD) besitzen, wenn sie in einem Profil vorhanden sind, da eine
zuféllige Ubereinstimmung umso seltener auftritt, je seltener das Allel vorkommt.
Beispielsweise ist der Marker SE33 (ACTBP2) mit einem PD von 0,98 - 0,99 sehr
informativ (Wiegand et al. 1993; Laszik et al. 2001), da er eine hochpolymorphe Struktur
besitzt und sehr niedrige Allelfrequenzen aufweist. Dadurch besitzt er eine hohe
Heterozygotenrate (englisch heterozygosity; H; (Weir 1996).

Bei der Berechnung von Allelfrequenzen muss getestet werden, ob bestimmte
mathematische Gleichgewichte eingehalten werden. Dabei wird untersucht, ob eine
unabhdngige Vererbung zwischen den Allelen innerhalb eines genetischen Locus (Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht) und zwischen den unterschiedlichen Loci (Kopplungs-
Gleichgewicht, englisch Linkage equilibrium) vorliegt (Balding und Nichols 1994). Wenn
eine Population im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ist, bleiben die Genotyp-Haufigkeiten
an jedem einzelnen genetischen Locus konstant innerhalb einer sich zufallig paarenden
Population (Hardy 1908; Stern 1943). In dem Fall kdnnen die Genotypfrequenzen aus
den Allelfrequenzen berechnet werden (Goodwin et al. 2008). Das Kopplungs-
Gleichgewicht muss erfiillt sein, um die Produktregel, die Multiplikation aller berechneten
Genotypfrequenzen aller untersuchter Loci, anwenden zu kdnnen.

Die biostatistische Schatzung einer zufélligen Ubereinstimmung (RMP) ist Teil von
Fachgutachten, die bei Strafprozessen der tatverdachtigen Personen von den beiden
Positionen der Anklage und der Verteidigung unterschiedlich ausgelegt werden kdnnen.
Um jedoch unterschiedliche STR-Profile miteinander abzugleichen, werden
biostatistische Berechnung des Wahrscheinlichkeitsverhéltnisses (englisch Likelihood
Ratio, LR) vorgenommen. Die Berechnung des LR beruht auf dem Verhaltnis von zwei
Wahrscheinlichkeiten desselben Beweises unter zwei alternativen, sich gegenseitig
ausschlieBenden Hypothesen: Die Hypothese der Anklage (englisch Hypothesis of
Prosecution; Hp) besagt, dass die DNA am Tatort von der tatverdachtigen Person
stammt. Im Gegensatz dazu besagt die Hypothese der Verteidigung (englisch Hypothesis
of Defense; Had), dass die DNA zufallig mit der tatverdachtigen Person Ubereinstimmt und
stattdessen von einer unbekannten Person aus der Bevdlkerung stammt. Je seltener die
untersuchten Allele sind, desto kleiner ist die RMP, umso gréBer wird der LR-Wert sein
und umso starker wird die Hypothese der Anklage (Hp) unterstltzt (Evett et al. 2000).
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Bei Mischspuren und alternativen Szenarien flir den Nachweis des Profils (zum Beispiel
mit Bericksichtigung der errechneten Wahrscheinlichkeiten von Allelic Drop-outs oder
Drop-ins) ist die Berechnung des LR-Werts wesentlich komplexer. Auf das Vorliegen von
Mischprofilen weisen Profile hin, die mehr als zwei Allele in mindestens zwei genetischen
Loci aufweisen, extreme Peak-Hohen-Imbalancen oder auffallig hohe Stotter aufweisen.
Diese kdénnten durch mehr als nur eine Person verursacht worden sein (Gill et al. 2012).
Beispielsweise sollte bei Vorlage von sechs Allelen (die Uber dem stochastischen
Schwellenwert liegen) pro Lokus auf eine Mindestanzahl von drei Spurengebern
geschlossen werden. Das bedeutet, dass von drei Spurengebern oder mehr ausgegangen
werden kann (Schneider et al. 2006; Clayton et al. 1998). GemalB der Richtlinie von
Clayton et al. (Clayton et al. 1998) sollte anschlieBend das ungefdhre Verhaltnis
beziehungsweise der Anteil der Komponenten in der Mischung zueinander bestimmt
werden. Dadurch kann auf den unterschiedlichen Anteil der DNA bzw. Peaks der
jeweiligen Spurenverursacher in der Mischung geschlossen werden und bei groBen
Unterschieden eine Dekonvolution, also Auftrennung der Peak-Informationen in die
einzelnen Profile der an der Spurenlegung beteiligten Personen erfolgen. Daflir wurde
bereits nachgewiesen, dass der Anteil der DNA, die in ein Mischungsverhaltnis als
Template in eine PCR-Reaktion hineingeht, sich nach der Amplifikation in der Peak-Héhe
der Intralocus-Verhadltnis (innerhalb der Marker, jedoch nicht zwischen verschiedenen
Markern) ungefahr widerspiegelt (Lygo et al. 1994; Sparkes et al. 1996b).

Wenn Mischprofile beobachtet werden, eignet sich neben der Berechnung des LR auch
die Berechnung der Einschluss-Chance P(I) (englisch probability of inclusion), vor allem,
wenn die Anzahl der Personen im Profil nicht abgeschatzt werden kann. Die Einschluss-
Chance wird ebenfalls als Random-man-not-excluded (RMNE) bezeichnet und ist ein
biostatistisches MaB3 flir die Wahrscheinlichkeit fir alle Genotypen-Kombinationen, die
nicht von der Beteiligung an der Spur ausgeschlossen werden kdénnen. Da die Einschluss-
Chance Uber die relative Haufigkeit der Genotypen in der Population anhand der
Allelfrequenzen berechnet wird, entspricht die Einschluss-Chance der Random Match
Probability (RMP) im Fall von Einzelpersonenspuren (Schneider et al. 2006).

Die deutsche Spurenkommission hat im Jahr 2009 Richtlinien fir die Interpretation von
Mischspuren veréffentlicht, in denen Mischspuren in drei Kategorien (A, B, C) eingeteilt
werden (Schneider et al. 2006, 2009). Mischspuren der Kategorie A zeichnen sich durch
hohe Peaks oberhalb des stochastischen Schwellenwertes aus, die jedoch keine
signifikanten Unterschiede der Hohe aufweisen, so dass nicht auf ein
Mischungsverhaéltnis geschlossen werden kann und keine Zuordnung zu bestimmten
Einzelpersonen mdglich ist. Diese Profile bendétigen eine biostatistische Analyse mittels
der LR oder des RMNE. Mischspuren der Kategorie B zeigen keine stochastischen Effekte
und weisen flr alle heterozygoten Loci ein konsistentes Verhaltnis der Peak-Héhen von
mindestens 4:1 von Haupt- zu Nebenkomponente aus, wodurch die Peak-Informationen
in die einzelnen Profile der Personen, welche an der Spur beteiligt sind, im Groben
aufgetrennt werden kdnnen. Die Ableitung eines konkreten Profils zum Zweck von
biostatistischen Berechnungen auf Grundlage einer Einzelpersonenspur ist jedoch
lediglich fir die Hauptkomponente zuldssig. Im Gegensatz dazu liegen die Ergebnisse
der Mischspuren der Kategorie C aufgrund von niedriger DNA-Qualitdt oder/und -
Quantitat im stochastischen Bereich, weshalb nicht auf eindeutige Hauptverursacher
geschlossen werden kann (Schneider et al. 2006). Allelic Drop-outs und Drop-ins,
Stotter, weitere biologisch-verursachte und technische Artefakte erschweren die
Auswertung der Profile von Kategorie C. Biostatistische Berechnungen von Loci in
Mischproben dieser Kategorie, welche in der Nahe des Hintergrundrauschens liegen, sind
nicht sinnvoll und daher nicht zulassig (Gill et al. 2006).
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1.2.4 Probabilistische Genotypisierung

Mittlerweile stehen Software-Lésungen zur Verfliigung, die auf probabilistischen
Verfahren basieren, um die Ubereinstimmung von STR-Profilen von tatverdédchtigen
Personen mit Profilen von Spuren, bevorzugt bei Mischspuren, zu berechnen. Daflr
werden Mischungskomponenten identifiziert, Mischungsverhaltnisse bestimmt und diese
Informationen fir biostatistische Berechnungen verwendet. Diese Software-Programme
basieren teilweise auf unterschiedlichen Algorithmen von semi- oder vollstéandig
kontinuierlichen Modellen, haben jedoch gemeinsam, dass diejenigen Genotypen-
Konstellationen an jedem Locus berechnet werden, welche das Zustandekommen des
vorliegenden Elektropherogramms am besten erklaren (Kelly et al. 2014). Bei einer
Mischspur, an der drei Personen oder mehr beteiligt sind, ist die eindeutige Zuordnung
der beteiligten Personen allerdings schwierig bis unmdglich (Bright et al. 2016;
Schneider et al. 2006).

Das Zustandekommen von Elektropherogrammen kann auf unterschiedliche Weise
erklart werden, wobei sich die Ergebnisse je nach dem daflir verwendeten Modell sehr
stark unterschieden koénnen. Enthadlt beispielsweise ein Spurenprofil an einem
heterozygoten Locus die Allele p und q, jedoch das Referenzprofil der tatverdachtigen
Person lediglich das Allel p, kann dies unterschiedlich interpretiert werden. Nach den
bereits erlduterten Regeln (bindres Modell) wiirde diese Nicht-Ubereinstimmung zu
einem Ausschluss fiihren. Dadurch wiirde die Hypothese der Verteidigung (das
Spurenprofil stammt von einer unbekannten, mit der tatverdachtigen Person nicht
verwandten Person aus derselben Population) unterstitzt werden. Anhand
kontinuierlicher Modelle, wie dem semi-kontinuierlichen und dem vollstédndig
kontinuierlichen Ansatz, kann diese Nicht-Ubereinstimmung alternativ erklart werden.
Das Genotypen-Profil kénnte durch Allelic Drop-outs und Drop-ins (die im bindren Modell
nicht berlcksichtigt werden) zustande gekommen sein. Dadurch kann die Nicht-
Ubereinstimmung durch einen Verlust des Allels q (Allelic Drop-out) begriindet werden,
wodurch die Hypothese der Anklage (das Spurenprofil stammt von der tatverdachtigen
Person) unterstltzt wird. Eine wichtige Grundregel zur Schatzung von Drop-out-
Wahrscheinlichkeiten betrifft die Korrelation zwischen Peak-Hohe des Haupt-Allels und
des Allelic Drop-outs. Diese besagt, dass bei Vorlage eines heterozygoten Genotyps, die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Allel aufgrund stochastischer Effekte nicht amplifiziert wird
(und daher ausféllt) mit abnehmender Peak-H6éhe des vorhandenen Allels steigt. Um zu
Uberprifen, ob an einem Locus ein Allelic Drop-out aufgetreten ist, wird daher in
biostatistischen Berechnungen die Drop-out Wahrscheinlichkeit (englisch Drop-out
probability) genutzt. Daflr wird die Peak-Hbhe des vorhandenen Allels zur Drop-out
Wahrscheinlichkeit mittels einer Regressionskurve pro Locus aufgetragen (Gill et al.
2009; Tvedebrink et al. 2009).

Um zu Uberpriifen, ob Allelic Drop-ins und Drop-outs tatsachlich aufgetreten sind oder
die STR-Profile in den Loci homozygot vorliegen, kénnen Wiederholungen der PCR-
Reaktionen sinnvoll sein. Anhand der Consensus-Interpretation (es werden lediglich
reproduzierbare Allele gezahlt) und der Composite-Interpretation (es werden alle Allele
gezahlt) kann das Auftreten bestimmter Allele bewertet werden (Pfeifer et al. 2012).
Manche Software-Programme sind in der Lage diese Methoden in den Berechnungen zu
beriicksichtigen, beispielsweise GenoProof Mixture3 (GPM3, qualitype GmbH , (Gotz et
al. 2017)), das fur die vorliegende Studie genutzt wurde.

Der vollstandig kontinuierliche Ansatz basiert, zusatzlich zu der Miteinbeziehung der
Drop-out und Drop-in-Wahrscheinlichkeiten, auf der Berlcksichtigung weiterer
Parameter auf Basis der Peak-Informationen der untersuchten Elektropherogramme.
Diese umfassen Peak-Hohen innerhalb der STR-Loci und zwischen allen Loci des
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Multiplex-Assays, sowie die Hohen und Verhaltnisse von Stotter-Allelen (Taylor et al.
2013). Als Grundlage der in dieser Studie genutzten semi- und vollstandig
kontinuierlichen probabilistische Genotypisierung per GPM3-Software diente das
biologische Modell von Taylor, Brigth und Buckleton (Taylor et al. 2013). Zu Beginn
mussen daher die Hypothese und Gegenhypothese eindeutig festgelegt werden, die zur
Berechnung des LR genutzt werden. Beispielsweise wird vorgegeben, dass die
Generierung der Mischspur durch zwei nicht verwandte Personen berechnet werden soll,
wobei die eine Person das Opfer sei und die zweite Person die tatverdachtige Person sei
(Hypothese der Anklage). Die Hypothese der Verteidigung ware demnach definiert als
Spurenverursachung durch zwei Personen, das Opfer und einer unbekannten Person,
welche nicht mit der tatverdachtigen Person verwandt ist und aus der untersuchten
Population stammt. Das von der GPM3-Software genutzte mathematische Verfahren ist
das Markov-Chain-Monte-Carlo-Verfahren (MCMC), basierend auf dem Metropolis-
Hastings-Algorithmus, das Markov-Ketten generiert, also zufallige Stichproben aus
Wahrscheinlichkeitsverteilungen zieht. Das geschieht folgendermaBen: Nachdem alle
moglichen Genotypkonstellationen aufgelistet wurden, welche zur Erklarung der
Mischspur in Erwagung gezogen werden konnten, startet die Berechnung an einer
zufdlligen Stelle und nahert sich dann schrittweise dem best fit, also des am besten
passenden Losungsraumes an. Daflir wird in mehreren tausenden MCMC-Iterationen
nach den Parametern und derjenigen Genotypkonstellation gesucht, welche die
Zusammensetzung des Mischprofils im untersuchten Elektropherogramm am besten
erklart (Kelly et al. 2014). In der Burn in-Phase werden mehrere Parameter und
Genotypkonstellationen simuliert und dadurch das sogenannte Total Allelic Product (T'anr)
modelliert. Dieses entspricht der Peak-Hohe eines Allels (a) an einem Marker (1) einer
Person (n) im Replikat (r) gemaB der Formel

ol
Tclmr = Al'Rr °th eednMa 'X(lm

flir das biologische Modell (Taylor et al. 2013). Dabei steht der Ausdruck AIR: flr die
simulierte PCR-bedingte Amplifikationseffizienz in Abhangigkeit von einem Replikat-
Multiplier (R), der eingestellt werden kann. Die Amplifikationseffizienz stellt den Einfluss
der PCR-Reaktion auf jeden STR-Marker dar, da die verschiedenen STR-Marker innerhalb
des Multiplex-Kits unterschiedlich effizient DNA amplifizieren. Die Template-DNA-Menge
(tn) wird abhangig von der RFU im Elektropherogramm simuliert, da nicht nur die
tatsachlich in die PCR eingesetzte Menge unbekannt ist, sondern auch der Anteil der
DNA-Mengen der jeweiligen Personen in der Mischspur unbekannt ist, welche die
Mischspur verursacht haben. Die DNA-Degradierung (dnr) ist abhangig von der
Fragmentldange (mlar) des Allels (auch als Molekulargewicht des Allels bezeichnet), da
lange PCR-Zielregionen weniger haufig amplifiziert wurden, je stérker die DNA degradiert
ist. Die Fragmentlange wird dem vorliegenden Elektropherogramm des STR-Profils
entnommen und wird daher nicht simuliert. Durch die Merkmalsauspragung (X'an) wird
berlicksichtigt, ob das Allel in einem homo- oder heterozygot ausgepragten Marker
vorkommt. Wenn beispielsweise eine homozygote Auspréagung fir das Allel
angenommen wird, sollte das Allel doppelt so hoch sein (=2) wie die heterozygoten
Allele, die im selben Farbkanal neben dem betrachteten Allel liegen. Ob 1 (heterozygot)
oder 2 (homozygot) eingesetzt wird, ist also abhangig von der Genotypkonstellation. Die
Parameter bedingen sich gegenseitig. So kénnen beispielsweise Allele mit hoher RFU
u.a. zustande kommen, wenn das DNA-Template nicht degradiert war, das Allel
homozygot vorkommt oder mehrere an der Mischspur beteiligten Personen dasselbe Allel
tragen. Parameter, die keinen Sinn ergeben, werden durch heuristische Methoden
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bereits am Startpunkt herausgefiltert, um Rechenarbeit flir Genotypkonstellationen zu
vermeiden, durch die das Zustandekommen des tatsachlich vorliegenden Profils im
Elektropherogramm nicht erklart werden kann.

Da das Total Allelic Product die Gesamtmasse des betrachteten Allels unter
Bericksichtigung der Umgebung erklart, werden Phdanomene wie N+1/N-1-Stotter mit
eingerechnet, um das Zustandekommen des Allels zu erkldren. Zu diesem Zweck werden
die erwarteten maximalen Peak-Héhen der N+1 und N-1-Stotter aus den
Stotterschwellenwerten (die dem Manual des genutzten STR-Kits entnommen werden)
berechnet. Das ist notwendig, um zwischen Artefakten, Stottern und tatsachlichen
Allelen einer weiteren Person zu unterscheiden. Im Anschluss wird der Anteil der Stotter-
Allele aus dem eigentlichen Allel herausgerechnet, wodurch die erwartete Peak-Hohe des
Allels erhalten wird. Diese wird mit der tatsachlichen Peak-Hbhe aus dem
Elektropherogramm verglichen, indem die Wahrscheinlichkeit der Ubereinstimmung der
erwarteten mit der beobachteten Peak-Ho6he Uber den Logarithmus der Normalverteilung
berechnet wird. Uber die Multiplikation der Wahrscheinlichkeiten aller Allele und Stotter-
Allele Gber alle Marker flr alle Spurenverursacher wird die Wahrscheinlichkeit fur die
jeweils modellierte Genotypkonstellation flir das komplette STR-Profil ausgerechnet.
Dadurch wird die Dekonvolution erreicht, also die Zerlegung der Mischspur in die
einzelnen Komponenten mit Zuordnung der Allele zu den entsprechenden Personen, die
an der Spurenlegung beteiligt waren. Im nachsten Schritt werden die
Wahrscheinlichkeiten fir simulierte Parameter und Genotypkonstellationen geprift und
entweder akzeptiert oder abgelehnt. Akzeptanz geschieht, wenn die Wahrscheinlichkeit
hoher ist als vorherigen Schritt oder sie innerhalb einer Toleranz liegt, welche zuféllig
von der Software generiert wird und zwischen eins und null liegt. Indem die Anzahl jeder
akzeptierten Genotypkonstellation gezahlt wird, wird eine Wichtung vorgenommen.
Genotypkonstellation, die besonders haufig akzeptiert wurden, sind daher hoéher
gewichtet als weniger haufig akzeptierte Genotypkonstellationen und kénnen daher im
besten Falle als die beste Erkldarung angesehen werden, wie die Mischspur entstanden
sein kénnte. Die Wichtungen fiir die akzeptierten Genotypkonstellationen, die per MCMC-
Verfahren gefunden wurden, gehen mit in die Berechnung des LR ein, welche die
Allelfrequenzen miteinbezieht.

1.2.5 Weitere genetische Marker, die fiir die Humanidentifizierung von
Bedeutung sind

Neben den autosomalen STR-Kits existieren Kits, die zusatzlich genutzt werden kénnen,
beispielsweise um die Diskriminierungsrate zu erhéhen oder um flr Vortests zu nutzen.
So gibt es beispielsweise STR-Panel, die sich auf die Amplifikation paternaler oder
maternaler Marker beziehen, also die Humanidentifizierung tUber gonosomale, X- oder Y-
chromosomale STR-Marker beruhen, beispielsweise um Verwandtschaftsverhaltnisse
aufzuzeigen oder zur Spezialanwendung in Sexualdelikt-Fallen, in denen meist
Mischproben mehrerer Personen unterschiedlichen chromosomalen Geschlechts vorliegt.
Weitere spezielle Marker zur Humanidentifizierung sind Insertions-Deletions-
Polymorphismen (Indels) oder rapidly mutating Y-chromosomale STRs.

Neben STRs werden ebenfalls SNPs (englisch single nucleotide polymorphisms;
Einzelnukleotidpolymorphismen) forensisch analysiert. Heutzutage werden SNPs in der
forensischen Genetik vor allem zu Phanotypisierung und zur Bestimmung der
biogeografischen Herkunft (ebenfalls als Ancestry bezeichnet) und zur Klarung von
Verwandschaftsverhdltnissen (Kinship SNPs und Y-SNPs) eingesetzt. Allerdings eignen
sie sich ebenfalls zur Humanidentifizierung, die jeweiligen SNPs werden als sogenannte
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identity SNPs bezeichnet. Gegenliber STRs sind sie vorteilhaft, da sie potentiell mittels
kirzerer Amplikons amplifiziert werden kénnen, weshalb sie sich vor allem flr die
Analyse degradierter DNA eignen. Weiterhin weisen SNPs geringere Mutationsraten im
Vergleich zu STRs auf, wodurch sie sich besser fiir die Identifizierung von tatverdachtigen
Personen Uber deren Verwandtschaft (Genealogie) und fur
Abstammungsuntersuchungen eignen. Im Vergleich zu STRs nachteilig erweisen sich
SNPs unter anderem durch die geringe polymorphe Ausprdagung, da Uberwiegend
lediglich zwei (oder drei bzw. vier in sehr seltenen tri- oder tetra-allelischen Fallen) Allele
vorkommen, wahrend die forensischen STR-Marker mindestens sechs Allele und mehr
aufweisen. SNPs sind daher geringer polymorph als STRs und aufgrund dessen weniger
informativ. Die dadurch bedingte geringere Diskriminierungsrate der SNPs erfordert eine
héhere Anzahl an SNPs als es bei STRs der Fall ist, um in Kombination mehrerer SNPs
ausreichend hohe Diskriminierungsraten flr die Humanidentifizierung zu erreichen.
Daher eignet sich der Einsatz von SNPs vor allem, wenn sie hochparallel analysiert
werden kdnnen, wie es mittels der Technik der Next Generation Sequenzierung
ermdglicht wurde. Fir die Analyse von Mischspuren eignen sich SNP-Marker nicht
beziehungsweise nur begrenzt (Amorim und Pereira 2005; Gill 2001a). Ein weiterer
Nachteil der SNPs besteht darin, dass sie in kriminalistischen DNA-Datenbanken nicht
reprasentiert sind und daher flir Datenbank-Suchen nicht genutzt werden kénnen.

1.3 Eignung und Nutzung von qPCR in der Forensik

Eine spezielle Anwendung zur Amplifikation von DNA, entsprechend der Methode der
Polymerasekettenreaktion, stellt die quantitative PCR (gPCR) dar, die eine
Quantifizierung der eingesetzten (Template) DNA mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen
in Echtzeit ermdglicht. In der Forensik dient die qPCR-Methode dazu, die DNA-Menge flr
den optimalen Einsatz der DNA in die nachfolgende STR-Reaktion zu ermitteln. Da die
CE-basierte STR-Detektion auf Fluoreszenz beruht, wird flir viele STR-Kits eine DNA-
Menge bis zu 500 pg oder 1 ng empfohlen, um auf negative Effekte wie beispielsweise
dem Durchbluten im Elektropherogramm zu umgehen. Daneben wir die qPCR daflr
benutzt, um die Integritat — den Grad der DNA-Degradierung - zu bestimmen, die
Auskunft geben kann (ber den nachfolgenden Typisierungserfolg der STR-
Profilerstellung. Dadurch wird die Grundlage geschaffen, um auf Basis der gemessenen
Integritats-Werte bestimmte Strategien anzuwenden, die flir die STR-Analyse von
degradierter DNA geeignet sind, wie beispielsweise die Verwendung von Mini-STR-Kits.
Ein weiterer Vorteil der vorhergehenden gqPCR-Analyse ist es, dass viele qPCR-Assays
die Anwesenheit von PCR-Inhibitoren durch eine interne Kontrolle feststellen kénnen
(Morrison et al. 2020; Zupanic Pajnic¢ et al. 2017; Thomas et al. 2013).

Die Detektion der amplifizierten DNA basiert auf der Technik des Fluoreszenz- (oder
Forster) Resonanz-Energie-Transfers (fluorescence resonance energy transfer, FRET)
(Cardullo et al. 1988), sowie auf der fluorometrischen Emission von Fluorophoren wie
beispielsweise SYBR Green, dass sich durch die spezifische Bindung in doppelstrangige
DNA fir den Einsatz in der gPCR eignet (Wittwer et al. 1997). Im Zuge des Elongations-
Zyklus der PCR nimmt die Fluoreszenz proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu.
In der exponentiellen Phase der gPCR steht die gebildete DNA-Menge in einem
exponentiellen Zusammenhang mit der Ausgangsmenge und kann daher zur
Quantifizierung der letzteren herangezogen werden. Uberschreitet die Intensitdt der
Fluoreszenz einen Schwellenwert in der exponentiellen Phase, wird die erforderliche PCR-
Zyklenzahl (Cq-Wert, quantification cycle (Bustin et al. 2009)) erfasst. Durch die
Auftragung der Cgq-Werte gegen den Logarithmus der urspringlich eingesetzten
bekannten DNA-Menge wird mittels einer erstellten Standardkurve eine Kalibrierung
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ermoglicht, anhand deren die jeweils urspringlich vorhandene DNA-Menge der
gemessenen Proben ermittelt wird (Quantifizierung).

Im Vergleich zu photometrischen oder fluorometrischen Methoden ist die Technik der
gPCR besonders gut fir den Einsatz in der genetischen Forensik geeignet, da sie
hochspezifisch und sehr sensitiv ist und daher bis in den Pikogrammbereich valide
Ergebnisse der korrekten Targetregionen liefern kann. Weiterhin ist die gPCR-Technik
multiplexierbar, was die simultane Analyse mehrerer Target-DNA-Bereiche bedeutet, so
dass neben der DNA-Quantifizierung ebenfalls die DNA-Integritadt und die Anwesenheit
von PCR-Inhibitoren erfasst werden kann.

Die Erfassung der DNA-Integritat wird ermdglicht durch Amplifikation von mindestens
zwei Target-DNA-Bereichen, die sich in der Lange unterscheiden. Dieses Prinzip basiert
auf der Idee, dass ein langeres Amplikon anfélliger fir die Degradierung ist, wahrend
kurze Amplikons nur wenig von DNA-Degradierung betroffen sind. Indem die jeweiligen
Mengen dieser Amplikons mittels gPCR bestimmt werden, wird die DNA-Degradierung
anhand des Verhaltnisses bestimmt (Kapitel 2.9) und die DNA-Menge wird anhand der
Menge des kurzen Amplikons bestimmt. In ersten Arbeiten hierzu wurden in der
Vergangenheit Amplikons ausgewahlt, die im Genom nur in zwei Kopien vorliegen (single
copy), was die analytische Empfindlichkeit einschrankt (Swango et al. 2006; Hudlow et
al. 2008). Die derzeitigen Systeme basieren auf Genloci mit mehreren Kopien (englisch
multi-copy gene loci) und sind daher in der Lage, kleinste Mengen von Template-DNA zu
analysieren (Nicklas und Buel 2003; Kitayama et al. 2013; Thomas et al. 2013; Pineda
et al. 2014; Holt et al. 2016; Ewing et al. 2016; Vranes et al. 2017). Dieses Prinzip fir
die Bestimmung der DNA-Degradierung, wurde in der vorliegenden Studie zur
Entwicklung eines in-house gPCR-Assays genutzt (Kapitel 3.2).

Seit einigen Jahren werden die gebrduchlichsten kommerziellen Multiplex-Kits zur
parallelen Messung der DNA-Quantitdt und Integritdt von humaner DNA in der
genetischen Forensik mit paralleler Amplifikation einer internen PCR-Kontrolle (IPC) von
dem Investigator® Quantiplex® Pro (RGQ) Kit (QIAGEN, (Morrison et al. 2020; Vranes
et al. 2017)), dem PowerQuant® Kit (Promega, (Ewing et al. 2016)) und dem Quantifiler®
Trio DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific, (Vernarecci et al. 2015; Holt et al.
2016)) gestellt. Diese Kits sind in der Lage autosomale und Y-chromosomale DNA-
Mengen von weniger als 1 pg zu quantifizieren.

Die Validierung von Techniken zur Quantifizierung wird haufig entsprechend definierter
analytischer Parameter und Richtlinien durchgefiihrt, wie den Guidelines der SWGDAM-
Arbeitsgruppe (SWGDAM 2016) und den MIQE-Guidelines (Bustin et al. 2009). Dabei
spielen vor allem die Prazision der experimentell gemessenen Werte, die sich durch
moglichst geringe Streuung der Messwerte von Replikaten (angegeben durch die
Standardabweichung) auszeichnet, eine wichtige Rolle (Bustin et al. 2009; SWGDAM
2016). Die wahre Menge (die sogenannte Richtigkeit) hochkomplexer genomischer DNA
kann prinzipiell nicht exakt ermittelt werden, da alle Messtechniken zur Quantifizierung
von Nukleinsauren unterschiedliche Schwachen aufweisen (Fluorophore,
Amplikonldngen) und eine gewisse Anzahl an Replikaten notwendig ist, statistisch
signifikante Werte zu ermitteln. Weiterhin treten im Pikogrammbereich
Stichprobenfehler, die auf der zufalligen Entnahme eines Probenteils beruhen. Diese
variieren besonders stark, zeigen also eine geringe Prazision, wenn sehr kleine DNA-
Mengen den Stichprobenumfang bilden, beispielsweise wenn bei DNA-Mengen unterhalb
6,6 pg weniger DNA vorliegt als in einer diploiden menschlichen Zelle vorhanden ist. Da
die Messungen auf spezifischen Zielbereichen der jeweiligen Chromosomen des Genoms
basieren, werden erst in dem Fall positive Messwerte erhalten, wenn diese Bereiche in
der gemessenen Stichprobe vorhanden und amplifizierbar sind. Negative Messwerte
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weisen daher prinzipiell nicht auf die Abwesenheit von DNA hin, sondern lediglich auf
eine Nicht-Amplifizierbarkeit oder Nichtvorhandensein der spezifischen Zielbereiche in
der gemessenen Probe. Die Anfalligkeit gegenliber Stichprobenfehlern wird durch
Nutzung von multi-copy-Loci reduziert, die in hoher Anzahl im Idealfall auf mehreren
unterschiedlichen Chromosomen des Genoms vorkommen. Die Empfindlichkeits-, oder
Empfindlichkeitsschwelle wird haufig Uber das Limit of detection (LOD) getestet, der
geringsten DNA-Konzentration, an der 95% der positiven Proben detektiert werden:
Innerhalb einer Gruppe an Replikaten, die Target-DNA in der Konzentration der LOD
enthalten, dirfen lediglich finf Prozent der Reaktionen vom tatsachlichen Wert
abweichen (Bustin et al. 2009).

Die analytische Spezifitdt bezieht sich auf die Eigenschaft des qPCR-Assays die
spezifische Zielsequenz im Genom nachzuweisen, anstatt unspezifische Bereiche zu
amplifizieren. Die Wiederholbarkeit (Kurzzeit-Prazision oder Intra-Assay Varianz,
englisch Repeatability) bezieht sich auf die Prazision und Robustheit des Assays, mit dem
die gleichen Proben innerhalb desselben Assay-Laufes wiederholt analysiert werden und
kann durch die Standardabweichung der Cq-Werte der technischen Replikate dargestellt
werden. Die Reproduzierbarkeit (Langzeit-Prazision oder Inter-Assay Varianz, englisch
Reproducibility) bezieht sich auf die Variation der Ergebnisse zwischen unterschiedlichen
Assay-Ldaufen oder zwischen verschiedenen Laboren und wird typischerweise als
Standardabweichung der DNA-Konzentrationen dargestellt. Im Gegensatz dazu ist die
Darstellung der Reproduzierbarkeit liber die Standardabweichung der Cq-Werte kein
geeignetes Mittel, da die Standardkurven zwischen den verschiedenen Assay-Ldufen
variieren (Bustin et al. 2009).

1.4 Wachstumsphasen von Haaren beeinflussen den Erfolg der DNA-
Analytik

Ausgefallene einzelne Kopfhaare stellen den GroBteil der an Tatorten gefundenen Haare
dar (DiZinno et al. 1999). Allerdings werden diese nicht in jedem Fall fiir die Analyse der
DNA genutzt, da sich ausgefallene Haare meist im telogenen oder exogenen
Wachstumsstadium befinden und daher geringe DNA-Mengen und einen hohen Grad an
DNA-Degradierung aufweisen. Die STR-Analyse ihrer nuklearen DNA ist aufgrund dessen
selten erfolgreich (Opel et al. 2008; Brandhagen et al. 2018), insbesondere weil haufig
keine anhaftenden Zellen, wie Haarwurzelscheidezellen (englisch hair root sheath cells)
vorhanden sind (Hochmeister et al. 1996; Pfeiffer et al. 2004).

1.4.1 Humanidentifizierung anhand der Morphologie

Der Gebrauch von Haaren in der Forensik kann zur Aufkldrung von Straftaten eine
sinnvolle MaBnahme sein. Im Gegensatz zu einigen Spurentypen, beispielsweise zu
Spermien zum Nachweis von Sexualdelikten, kann es schwierig sein, Haare mit der
Straftat in Zusammenhang zu bringen oder den Tathergang zu erkléren, da Haare von
einem Ort zu einem anderen transferiert werden kdénnen. Haare kdnnen jedoch bei
erfolgreicher Analyse zusatzliche Evidenz erbringen, entweder als Hinweis oder in
Zusammenhang mit anderen Beweismitteln.

Der mikroskopische, morphologische Abgleich von Haaren zwischen tatverdachtigen
Personen und als Beweismittel genutzten Haaren gehérte bis in die 1990er-Jahre zur
Routinearbeit der Identifizierung von Personen. Dieser morphologische Abgleich stellte
sich spater als ungenaue, subjektive und unwissenschaftliche Methode heraus, indem in
einigen der von dem ,Innocence Project" aufgerollten Altféllen (cold cases) in den USA
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mittels neuester DNA-analytischer Methoden nachgewiesen wurde, dass Haare, die
urspriinglich als Beweismaterial gegen tatverddchtige Personen genutzt wurde, ein
anderes STR-Profil als das der tatverddachtigen Personen aufwiesen, zum Teil sogar von
Tieren stammte. Es wurde nachgewiesen, dass in mindestens 90% von 268 Fallen
zwischen den Jahren 1970-1999, die zur Verurteilungen fihrten, die Gutachten von
Haaranalysen fehlerhaft oder wissenschaftlich invalide sind (Geddes 2015; Federal
Bureau of Investigation 2015). Die Problematik liegt vor allem darin, dass es keine
systematischen wissenschaftlichen Studien gibt, in denen Ahnlichkeiten von
morphologischen Merkmalen von Haaren und deren Haufigkeit untersucht wurde.
Infolgedessen ist es véllig unklar, wie viele Individuen weltweit Haare tragen, die eine
identische Morphologie aufweisen, weshalb die Diskriminierungskraft der Morphologie
von Haaren nicht eingeschatzt werden kann. Dieser Fakt wurde ignoriert, wodurch die
tatsachliche Beweiskraft morphologischer Untersuchungen aufgrund von subjektiven
Beurteilungen falsch eingeschatzt wurde (Bowers und Koen 2017; Geddes 2015). Infolge
der Arbeit des ,Innocence Project" stellte das FBI ab 1996 die Erstellung von Gutachten
ein, die alleinig auf der Grundlage visueller Vergleiche beruhten und verpflichtete sich
zur erganzenden Untersuchung der mitochondrialen DNA, sofern ein Haar als
Beweismaterial in Betracht kommt (Bowers und Koen 2017; Federal Bureau of
Investigation 2015).

Heutzutage wird davon ausgegangen, dass die Untersuchung morphologischer
Unterschiede eine Unterscheidung zwischen Menschenhaaren und unterschiedlichen
Haaren verschiedener Tierarten zuldsst, sofern mehrere Parameter untersucht werden.
Beispielsweise werden daflir die Haarwurzelform herangezogen, sowie die
Schuppenstruktur, die Farbung, die Beschaffenheit der Medulla und des Cortexes, sowie
die Dicke der Haare, insbesondere des Haarschaftes (Bowers und Koen 2017; Ogle und
Fox 1999; Robertson 1999). Jedoch wird heutzutage davon ausgegangen, dass es nicht
moglich ist, Haare anhand morphologischer Unterschiede individuellen Menschen
zuzuordnen. Daflr ist die Nutzung der Bestandteile der Haare unabdingbar, wie nukleare
DNA oder Proteine. Die proteomische Genotypisierung stellt momentan noch eine sehr
junge Wissenschaft dar, wurde jedoch bereits erfolgreich an Menschenhaaren angewandt
(Parker et al. 2019; Goecker et al. 2020). Aufgrund der etablierten Strukturen wird in
der forensischen Humanidentifizierung von Haaren jedoch weiterhin die nukledre DNA
genutzt. Hierflr ist jedoch eine erfolgreiche DNA-Analytik vonnéten.

1.4.2 Morphologie und Wachstumsphasen von menschlichen Kopfhaaren

Zum Verstandnis der DNA-Analytik von Haaren ist die Kenntnis des Entwicklungszyklus
und der Morphologie von Haaren von besonderer Bedeutung, da diese im
Zusammenhang mit der Herausforderung der DNA-Analytik von Haaren stehen.

Haare werden in Haarfollikeln gebildet, die gut durchblutetet und in der Haut versenkte
Strukturen darstellen. Der Haarschaft kann in drei Bereiche untergliedert werden (von
innen nach auBen), die Medulla, den Cortex und die Cuticula (Abbildung 1). Anhand
morphologischer Eigenschaften wie Dicke, Pigmentierung und Form der Medulla
(beispielsweise durchgehend oder unterbrochen) und der Art der Beschuppung der
Cuticula, kénnen Haare grob miteinander abgeglichen und unterschieden werden
(Deedrick D. W. 2000; Ogle und Fox 1999; Robertson 1999). An der Basis des
Haarfollikels, am sogenannten Haarbulbus, auch Haarzwiebel genannt, sitzt die
Dermalpapille, ein eiférmiges Gewebe, das aus mesenchymalen Stammzellen besteht
und von proliferierenden Haar-Keimzellen (englisch germinal cells, nicht zu verwechseln
mit den Keimzellen, Gameten der Fortpflanzungsorgane) der anagenen Haarwurzel
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umgeben ist. Die Dermalpapille ist essentiell fliir das Haarwachstum und fir die
Steuerung des Haarzyklus (Taylor et al. 2000; Jahoda et al. 1984; Harding und Rogers
1999). Der Haarschaft wird umgeben von einem umbhillenden Kanal, der inneren
Wurzelscheide (englisch inner root sheath). Die sogenannte duBeren Wurzelscheide
(englisch outer root sheath) entspricht der duBersten Epithelschicht, die um den
proximalen Teil des Haars herum liegt.

Wurzelscheide
/éuﬁere

innere~_

{ Arrector
fe pili
s Muskel

/ Medulla "-‘
Cortex Y
Cuticula 3

Bulbus

Haarschaft

g —
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Abbildung 1: Darstellung von Haaren in unterschiedlichen Wachstumsphasen
Schematische Darstellung eines longitudinalen Schnittes durch Haare unterschiedlicher
Wachstumsphasen (von links nach rechts anagene, katagene, telogene Wachstumsphase).
Aufgrund der schematischen Darstellung wurde auf die Einzeichnung der Zellen, die sich bis zur
Epidermis fortsetzen, in den beiden Wurzelscheiden verzichtet. Auf die Eintragung der
Blutversorgung in die Dermalpapille wurde im Sinne der Ubersichtlichkeit verzichtet. Die
gestrichelte Linie des anagenen Haarfollikels stellt die Aubersche Linie dar. Gezeichnet und
verandert nach (Junqueira und Carneiro 1991; Bengtsson et al. 2012; Lindner et al. 1997).

Der Wachstumszyklus des Haares wird in unterschiedliche Phasen eingeteilt. In der
metabolisch hoch aktiven anagene Phase, der Wachstumsphase der Zellproliferation und
Differenzierung, wachsen die Haare, indem die Haarschafte von differenzierenden Zellen
aus dem basalen Teil des Follikels herausgeschoben werden. Die Verweildauer von
menschlichen Kopfhaaren in der anagenen Phase korreliert mit der Haarlange, wird
jedoch mit zwei bis sieben Jahren angegeben und stellt damit den GroBteil des
Wachstumszyklus dar (Dry 1926; Linch et al. 2001; Alonso und Fuchs 2006). Die
anagene Phase ist von einer hohen metabolischen und mitotischen Aktivitat gepragt.
Ausgehend von der Dermalpapille werden noch undifferenzierte Zellen in Richtung der
Epidermis geschoben und differenzieren sich anschlieBend in Zellen der einzelnen
Bestandteile des Haares. Ein Teil der Zellen entwickelt sich zu Keratinozyten, die das
Protein Keratin produzieren, wodurch der Haarschaft gebildet wird. Andere Zellen
entwickeln sich zu Melanozyten, welche durch die Produktion von Melanin fir die
Pigmentierung des Haarschaftes verantwortlich sind. Die Epithelschichten der inneren
und auBeren Wurzelschicht umgeben den Haarschaft und sind Teil des Haarfollikels.
Durch die sténdige Proliferation werden neue Zellen nachgeschoben, wodurch der bereits
keratinisierte Teil des Haarschafts auf der Haut herausgeschoben wird (Harding und
Rogers 1999; Bengtsson et al. 2012). Die Aubersche Linie ist eine fiktive Trennung und
teilt den Haarbulbus in oben und unten, in bereits differenzierte Zellen und noch

17 |



EINLEITUNG

proliferierende Zellen ein. Der Bereich herum wird auch als Aushartungszone - bezogen
auf die Verhornung durch die Keratinisierung - beschrieben (Madea 2004).

Mit Eintritt in die katagene Phase endet das in der anagenen Phase beobachtete
Wachstum und die Wurzelscheiden werden groBtenteils zuriickgebildet. Die katagene
Phase dauert mehrere Wochen (Linch et al. 2001). Die Teilung und Differenzierung der
Zellen stoppt in der katagenen Phase und der Boden des Haarschafts |6st sich zum Teil
vom Follikel ab und schlieBt sich zu einer abgerundeten Struktur, die als Kolbenwurzel
(Madea 2004) (englisch club hair) bezeichnet wird, die aus Cortex-Zellen besteht und
wahrend der telogenen Phase dort verankert bleibt (Higgins et al. 2009; van Neste et
al. 2007; Harding und Rogers 1999). Wahrend der katagenen Phase unterliegen die
Epithelzellen in Bulbus und Wurzelscheide dem Prozess der Apoptose (Lindner et al.
1997) und der Keratinisierung (van Neste et al. 2007). Keratinozyten der Haare sterben
wahrend der Keratinisierung, wobei der Zellkern fragmentiert wird und die nukledare DNA
durch die Keratinozyten-spezifischen DNasel-like 2 (DNasell2) degradiert wird
(Harding und Rogers 1999; Linch 2009). Die Folge des DNase-Verdaus ist eine erhebliche
Reduzierung der DNA-Menge in keratinisierten Haaren, im Gegensatz zu haarbildenden
Zellen DNasell2-defizienter transgener Mause, die im Mausmodell eine Ablation von
DNasell2 aufweisen (Fischer et al. 2011).

Die Verankerung des Kolbenhaars in der Haut fihrt von den Cortex-Zellen zu
umgebenden Haar-Keimzellen, die als sogenannter Epithelsack (englisch epithelial sac)
bezeichnet wird (Bourguignon et al. 2008). Der Follikel selbst verklrzt sich stark,
wodurch der Epithel-Strang (englisch epithelial strand) ausgebildet wird (Alonso und
Fuchs 2006; Harding und Rogers 1999), der sich zwischen der Dermalpapille und dem
oberen Part des Follikels befindet. Anhaftendes Gewebe, das zum Teil an der
Kolbenwurzel hdngend aus der Haut herausgezogen werden kann, wird als sogenannter
Keimnippel (englisch germinal nipple) bezeichnet (Linch et al. 1998). Als Folge der
Veranderungen in der katagenen Phase liegt die Kolbenwurzel getrennt von der
Dermalpapille vor, die tiefer im Gewebe liegt als die Kolbenwurzel.

Es folgt die telogene, die sogenannte Ruhephase des Haarwachstumszyklus, in der die
Follikel weitestgehend inaktiv bleiben und in der keine Profileration, Differenzierung oder
Apoptose messbar ist (Alonso und Fuchs 2006). Aufgrund der Verkirzung des Follikels
besitzt dieser nur noch etwa ein Drittel seiner urspriinglichen Lange und liegt dadurch
ndher an der Hautoberflache (Linch et al. 2001). Die telogene Phase der Haare in der
menschlichen Kopfhaut dauert ungefahr drei bis vier Monate und somit lédnger als die
katagene Phase (Kligman 1961). Telogene Haare fallen - entgegen landlaufiger
Meinung - normalerweise nicht aus, sondern sie werden durch leichte mechanische
Einwirkungen wie beispielsweise dem Bilirsten des Kopfhaares herausgezogen (Harding
und Rogers 1999). Am Ende der telogenen Phase haben die Haare den
Zellwachstumszyklus (Robertson 1999; Linch 2008; Mintener et al. 2011; Edson et al.
2013) und die nachfolgende Kernfragmentierung wahrend der Keratinisierung (McNevin
et al. 2005) abgeschlossen.

Die nachfolgende Phase, die sogenannte exogene Phase, ist eine vor kurzem
vorgeschlagene vierte Phase des Haarwachstumszyklus und ist die am wenigsten
untersuchte Phase (Milner et al. 2002; van Neste et al. 2007). Die exogene Phase
zeichnet sich dadurch aus, dass das Haar nicht mehr in der Haut verankert ist und daher
ausfallt (Milner et al. 2002). Es existieren zwei unterschiedliche Theorien, die den Prozess
der Ablésung auf verschiedene Weisen erklaren. Der Prozess kdnnte ein passiver
Vorgang sein, wodurch das exogene Haar durch ein neu entstehendes Haar im selben
Follikel aus diesem herausgedrickt wird. Die alternative Theorie besagt, dass die
exogene Phase aktiv durch spezifischen Signale ausgelost wird, wodurch die
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Verankerung des Haars im Follikel aufgelést wird (Higgins et al. 2009). Dass exogene
Haare, im Gegensatz zu telogenen Haaren, keine Reste der inneren und &uBeren
Wurzelscheide aufweisen, konnte mittels bestimmter Farbungen nachgewiesen werden,
mit denen unterschiedliche Wachstumsphasen der Haare voneinander unterschieden
werden kénnen (van Neste et al. 2007). Da die menschliche Kopfhaut etwa 100.000 bis
150.000 Haarfollikel enthalt, die sich in unterschiedlichen Wachstumsphasen befinden,
wobei ungeféahr 10% dieser Haare in der telogenen (oder exogenen) Phase verweilen,
wird der tagliche Verlust auf etwa 150 Kopfhaare geschatzt (Linch et al. 2001).

Als Folge der morphologischen Veranderungen wahrend den verschiedenen
Wachstumsphasen, liegt DNA, die flr die Humanidentifizierung genutzt wird, in
ausgefallenen Haaren in unterschiedlichen Mengen und Degradierungsgraden vor: Reste
von Gewebe der Wurzelscheidezellen kénnen vor allem im Bereich der Kolbenwurzel
anhaften und eine Vielzahl an nutzbaren Zellkernen aufweisen (Ottens et al. 2013;
Haines und Linacre 2016). Im Gegensatz dazu liegt die DNA der Haarschafte stark
degradiert vor (Brandhagen et al. 2018).

Ziel aktueller Forschung ist die Klarung der Frage, welche Mechanismen an der
Aktivierung und Einleitung eines neuen Wachstumszyklus beteiligt sind, die von der
Dermalpapille und multipotenten Stammzellen in einer Ausbuchtung, dem sogenannten
Bulge, ausgehen und zur Bildung eines neuen Haarschaftes flihren (Blanpain et al. 2004;
Panteleyev et al. 2001; Taylor et al. 2000).

1.4.3 Humane und canine Haare sind anhand der Morphologie unterscheidbar

Einzelne Haare von Menschen und Tieren sind eine haufig vorkommende Spur an
Tatorten, wobei Haare in der telogenen Wachstumsphase die Mehrheit dieser Haare
darstellen (Hellmann et al. 2001) In den letzten Jahren hat die Untersuchung von Wild-
und Haustieren in der forensischen Genetik zunehmend an Bedeutung gewonnen. Im
Jahr 2020 lebten 10,7 Mio. Hunde in privaten Haushalten in Deutschland. Hunde sind
daher direkt nach Katzen die zweitbeliebtesten Haustiere in Deutschland (Statista 2021).
Aufgrund dieses hohen Kontaktniveaus sind ausgefallene Hundehaare haufig an Tatorten
zu finden und kénnen einen Menschen mit einem Tatort in Verbindung bringen, wenn
die Haare von einem einzelnen Hund stammen (Gango et al. 2009; Blackie et al. 2015).
Hundehaare bleiben an Kleidung, Teppichen und anderen Oberflachen haften (Blackie et
al. 2015). Da Hundehaare sehr einfach durch Sekundaribertragung (englisch secondary
transfer) weiter verteilt werden koénnen, kann die DNA-Profilerstellung von Hunden
keinen kategorischen Beweis dafir liefern, dass sich ein Mensch am Tatort befand, aber
sie kann sehr starke Hinweise flUr die weitere Untersuchung von Straftaten liefern
(Deedrick D. W. 2000). Weitere Griinde zur Identifizierung eines bestimmten Tieres sind
unter anderem die Klarung von Bissspuren (Eichmann et al. 2004; Dobosz et al. 2009;
Fonseca et al. 2015), der Artenschutz, die Bestimmung des Geschlechts sowie die
Rekonstruktion ungeklarter Todesfélle, Morde und anderer Straftaten. Es kénnen an
einem Tatort Tiere selbst Opfer von Gewalt werden (zum Beispiel durch Tiermissbrauch)
oder sogar als "Mordwaffe" eingesetzt werden (Modrow et al. 2016). Die DNA-analytische
Untersuchung biologischer Spuren tierischen Ursprungs wird unter anderem im Auftrag
des Zoll, der Polizei, von Umweltschutzbehdrden und von Gerichten angeordnet. Eine
genetische Analyse caniner Genome ist ebenfalls flr Zichtungen von Interesse, wobei
in diesem Bereich vor allem die Mischlings- und Abstammungsanalysen von Bedeutung
sind (Modrow et al. 2016). Das Thema der forensischen STR-Typisierung bei Hunden ist
im Vergleich zur STR-Typisierung beim Menschen relativ neu, wahrend die Arbeit mit
mitochondrialer DNA bei Hunden haufiger vorkommt.
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Es ist mittels mikroskopischer Untersuchung flir geschulte Fachkrdfte relativ einfach,
Hundehaare von menschlichem Haar anhand morphologischer Eigenschaften zu
unterscheiden (Abbildung 2), wobei die Wurzelform, die Farbung (gebandert oder
uniform), die Pigmentierung des Cortex, die Struktur der Medulla und die Schuppen-
Formation der Cuticula berlcksichtigt werden, wahrend sich die Bestimmung der
genauen Tierart Uber die Morphologie der Haare als sehr schwierig gestalten kann
(Tridico et al. 2014; Teerink Cambridge University Press, New York, NY, 1991p. 221.;
Bowers und Koen 2017; Moore 1988; Sato et al. 2006). Hundehaare weisen eine
typische Grannenfom auf (Madea 2004), sind spitz zulaufend und speerféormig. Im
Gegensatz dazu erinnert die Kolbenwurzel telogener Menschenhaare an die typische
Form von handelsiblichen Wattestabchen.

canin human

Abbildung 2: Typisches Aussehen von Hunde- und Menschenhaaren

Dargestellt sind die morphologische Unterschiede zwischen telogenen Haaren von Hunden und
Menschen anhand von Fotografien. Gezeigt ist ein canines Deckhaar und ein humanes Kopfhaar.

Hunde besitzen zwei unterschiedliche Haartypen, das Deckhaar (Grannenhaare,
Primdrhaar, Schutzhaar, englisch guard hairs) und die Unterwolle (Wollhaare,
Sekundarhaar). Die Behaarung der Hunde besteht entweder aus einer einlagigen
Behaarung oder aus zwei verschiedenen Haartypen (Deckhaar und Unterwolle), die
blischelweise aus demselben Haarfollikel entspringen und daher mehrschichtig sind
(MUntener et al. 2011). Die umgangssprachliche Bezeichnung ,Fell* kann entweder
bedeuten, dass mehrere Haare aus demselben Follikel entspringen oder dass eine
doppelte Behaarung in Deckhaar und Unterwolle vorliegt. Die Deckhaare sind dicker und
sorgen flr mechanischen Schutz, Farbe und Textur, wahrend die weicheren und sehr
feinen Haare der Unterwolle fiir die Temperaturisolierung von Bedeutung sind (Whitaker
und Ostrander 2019). Im Gegensatz dazu wachsen Menschenhaare als Einzelhaare aus
den Follikeln heraus. Wahrend menschliche Haare in der Regel einfarbig sind, kénnen
vor allem die Deckhaare der Hundehaare in verschiedenen Farben gebandert sein (agouti
(Bannasch et al. 2021)), wahrend die Unterwolle in der Regel einfarbig ist. Deckhaare
sind dick und borstig, wohingegen die Haare der Unterwolle wesentlich feiner, diinner
und weicher sind. Einige Hunderassen (zum Beispiel der Pudel) besitzen nur das
Deckhaar. In diesem Fall fehlt die Unterwolle und die gesamte Behaarung wird nicht als
Fell bezeichnet, sondern als Haarmantel. Taktile Haare (Schnurrhaare) und Spezialhaare
(Haare des Schwanzes und der Mahne) gehdren nicht zum Fell und werden in der Regel
nicht in forensischen Untersuchungen untersucht.
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1.4.4 Die Untersuchung mitochondrialer DNA aus Haaren

Es ist bereits bekannt, dass die mitochondriale DNA (mtDNA)-Analyse neben dem Einsatz
in taxonomischen Studien (Pfeiffer et al. 2004; Wetton et al. 2003) in einigen Fallen
einen starken Hinweis auf einen Tatzusammenhang in der forensischen Molekulargenetik
darstellen kann (Halverson und Basten 2005; Schneider et al. 1999). Vor allem bei
Spurentypen wie ausgefallenen Einzelhaaren, von denen die nukledre DNA aufgrund von
extremer DNA-Degradierung haufig nicht flir die Identifizierung von Personen genutzt
werden kann, wird die mtDNA genutzt. Bisher wurde gezeigt, dass die mtDNA-Menge
und Integritdat mit der Lange des Haarschafts abnimmt und im Haarschaft in geringeren
Mengen vorkommt als die extrem degradierte nukledre DNA (Brandhagen et al. 2018).
Neben der nukledaren DNA wird die mtDNA wahrend der apoptotischen Prozesse und der
Keratinisierung wadhrend der katagenen Wachstumsphase von Haaren ebenfalls
degradiert. Allerdings weist mtDNA gegeniber nukledrer DNA den Vorteil auf, dass sie
in ungefdhr tausendfacher Kopien-Anzahl pro Zelle vorliegen kann (Linch et al. 2001;
Bengtsson et al. 2012), wahrend die humanen Chromosomen lediglich zweifach
vorkommen und beide chromosomale Loci flir eine korrekte STR-Profilerstellung
vorhanden sein missen. Die zirkulare Form kodnnte zudem stabiler gegen DNA-
Degradierung schitzen als die lineare Form der Chromosomen (Thiriveedhi V.K. 2019).
Mittlerweile wurde bereits gezeigt, dass mtDNA in den Haarschaften ausgefallener Haare
in ausreichender Kopien-Zahl vorhanden ist und trotz DNA-Degradierung erfolgreich per
PCR amplifiziert werden kann (Grisedale et al. 2018). Allerdings bieten mtDNA-Profile
nicht die Unterscheidungskraft von nuklearen DNA-Profilen, da mtDNA-Profile
Haplotypen darstellen und zudem die mtDNA ausschlieBlich maternal vererbt wird.
Dadurch kann nicht zwischen mitterlich verwandten Genotypen unterschieden werden,
wodurch die Identifizierung eines Individuums nicht mdoglich ist (Grisedale et al. 2018;
Sullivan et al. 1992; Levin et al. 1999; Bender et al. 2000).

1.4.5 Der Erfolg der Analytik nuklearer DNA aus Haaren hangt von mehreren
Faktoren ab

In einigen Publikationen wurde davon berichtet, dass der Erfolg der nuklearen DNA-
Amplifikation von menschlichen Einzelhaaren von der Anwesenheit kernhaltiger Zellen
abhangt (Ottens et al. 2013; Haines et al. 2015; Haines und Linacre 2016). Dabei
wurden ebenfalls die Erfolge durch "direkte" PCR-Amplifikationen (ohne separaten DNA-
Extraktionsschritt) und der Nutzen der Farbungen von vorhandenen Zellkernen in
Korrelation zu Allel-Ausbeuten der STR-Marker untersucht.

Da kernhaltige Zellen vor allem in der Wachstumsphase und daher am anagenen
menschlichen Haar aufzufinden sind, erzeugen anagene Haare in der Regel zumindest
weitestgehend vollsténdige STR-Profile, vor allem wenn auf die separate DNA-Extraktion
verzichtet wird (Ottens et al. 2013). Es wird daher davon ausgegangen, dass vor allem
anhaftende Zellen der Wurzelscheide gentigend intakte DNA bereitstellen (Ottens et al.
2013). Ottens et al. stellten daraufhin die Hypothese auf, dass telogene und ausgefallene
menschliche Haare fir die STR-Typisierung genutzt werden kénnen, sofern diese Haare
ausreichend Reste des Haarwurzelmaterials aufweisen. Mittels "direkter" Amplifikation
ohne vorhergehende DNA-Extraktion wiesen Ottens et al. partielle oder vollstdndige
STR-Profile von telogenen Einzelhaaren nach.

Um kernhaltige Zellen an menschlichen Haaren sichtbar zu machen, identifizierten
Haines et al. unterschiedliche Farbstoffe (unter anderem Diamond™ Nucleic Acid Dye,
EvaGreen™), welche Zellkerne histologisch anfarben und die nachfolgende "direkte"
PCR-Amplifikation und die Kapillarelektrophorese nicht inhibieren (Haines et al. 2015).
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In einer nachfolgenden Studie zeigten Haines et al., dass der Erfolg der STR-Typisierung
von der Anzahl der kernhaltigen Zellen beeinflusst wird: 55% der elf untersuchten, aus
der Kopfhaut herausgezupften Haare mit mehr als 100 Kernen erzeugten vollstandige
Profile. Im Gegensatz dazu wiesen ausgefallene Haare - die vermutlich Giberwiegend im
telogenen und exogenen Stadium vorlagen - keine Zellkerne oder maximal 20 Zellkerne
auf und wiesen, unabhangig von der Anzahl der Zellkerne, lediglich maximal 40% der
STR-Allele der Referenzprofile auf. Damit stimmten die Ergebnisse von Haines et al. mit
alternativen Studienergebnissen liberein, die ebenfalls nachgewiesen haben, dass Haare
mit einer geringen Anzahl an Zellkernen keine ausreichenden STR-Profile generieren
kdénnen (Edson et al. 2013; Lepez et al. 2014). Haines zeigte jedoch zum ersten Mal,
dass diese schlechte Ausgangssituation von ausgefallenen Haaren nicht wesentlich durch
die Technik der "direkten" PCR-Amplifikation — mit der DNA-Extraktions-bedingter DNA-
Verlust reduziert wird - verbessert werden kann, die zumindest bei anagenen Haaren
von Vorteil sein kann.

Edson et al. zeigten, dass 35% der telogenen menschlichen Haare Zellkerne besaBen
und von den insgesamt 998 Haaren, die mikroskopisch nach einer Haematoxylin-
Farbung analysiert wurden, 6% der Haare mehr als 100 Zellkerne aufwiesen, wobei die
Anzahl der Zellkerne in einer Korrelation mit dem Erfolg der STR-Typisierung zu stehen
schien. Erst ab einer Anzahl von mehr als 20 Zellkernen wurden Teilprofile in der STR-
Typisierung erzielt. Im Bereich zwischen 20 und 100 Zellkernen variierte die Anzahl der
STR-Allele sehr stark. Dies kann dem geschuldet sein, dass einzelne Zellkerne im Zuge
der mikroskopischen Fokussierung tibersehen wurden. Insgesamt fiel der Erfolg der STR-
Typisierung bei Haaren mit einer hohen Anzahl an Zellkernen groBer aus als bei geringer
Anzahl an Zellkernen oder ohne Zellkerne. Diese Zellkerne befanden sich zum Teil im
anhaftenden Gewebe der Haare, das zum Teil in groBer Menge vertreten und eindeutig
unter dem Mikroskop sichtbar war. Zellkerne konnten von Edson et al. durch die
Haematoxylin-Farbung (sowie in Lepez et al. mittels der DAPI-Férbung) jedoch auch an
Stellen von telogenen Haaren nachgewiesen werden, die kein sichtbares Gewebe
aufwiesen (Edson et al. 2013; Lepez et al. 2014). Aufgrund dessen kénnten die Studien
von Edson et al. und Lepez et al. dahingehend kritisiert werden, dass diejenigen Haare,
die aufgrund von anhaftendem Gewebe, gute Erfolge der STR-Typisierung erzielten,
keine friihen telogenen Haare (an denen noch Reste der Verankerung auftreten kénnen,
(Linch et al. 2001)) sein kénnen, sondern einer der Endphasen der katagenen
Wachstumsphase zuzuordnen seien (Edson et al. 2013).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass Zellen des Epithelsacks (Harding und Rogers
1999; Bourguignon et al. 2008), der in der katagenen Phase ausgebildet wird,
beziehungsweise Reste von anhaftenden Wurzelscheidezellen (Alonso und Fuchs 2006)
der Grund sind fur das Auffinden von Geweberesten an telogenen Haaren, die zum Teil
die STR-Typisierung ermdoglichen (Linch et al. 2001). Der Haarschaft und die
Kolbenwurzel sind komplett keratinisiert, wodurch eine erfolgreiche Analyse der
nuklearen DNA des Haarschaftes aufgrund der enormen Degradierung und der geringen
verbliebenen Menge der nuklearen DNA selbst als sehr herausfordernd angesehen wird,
wahrend die Analyse von mtDNA mdglich ist (Robertson et al. 2007). Einige
Arbeitsgruppen empfehlen daher eine Farbung der Zellkerne, die Voraussagen Uber den
Erfolg der nachfolgenden Profil-Erstellung von einzelnen Haarwurzeln in einem gewissen
Rahmen erlauben (Lee et al. 2017; Edson et al. 2013; Lepez et al. 2014; Haines und
Linacre 2016; Szabo et al. 2012). Allerdings stieBen diese Methoden im Fall der
telogenen Einzelhaare mit einer geringen Anzahl an Zellkernen an ihre Grenzen, denn je
starker die DNA degradiert vorliegt, desto haufiger scheitert indessen die STR-Analyse
(Opel et al. 2008). Vollstandige STR-Profile kénnen von diesen Haaren daher generell
nicht erwartet werden (Edson et al. 2013; Lepez et al. 2014).

22 |



EINLEITUNG

Neben dem Nachweis von Zellkernen in Resten von Gewebeanhdngen an telogenen
Haaren, wurde in der Vergangenheit ebenfalls per qPCR-basierter Analyse der DNA-
Menge und -Integritét aus Haaren die generelle Eignung der vorkommenden DNA
untersucht, die DNA zur Identifizierung zu nutzen. Der hohe Degradierungsgrad und die
geringe DNA-Menge ist bezeichnend fiir DNA aus telogenen Einzelhaaren (Opel et al.
2008; Bourguignon et al. 2008; Edson et al. 2013; Lepez et al. 2014; Haines und Linacre
2016; Lee et al. 2017; Szabo et al. 2012). Die DNA-Integritdt, gepaart mit der DNA-
Menge, eignet sich prinzipiell dazu, den Erfolg der STR-Typisierung vorauszusagen.
Zupanic Pajnic et al. haben die Nitzlichkeit quantitativer PCR-Assays zur Beurteilung der
DNA-Integritdt gezeigt, um eine erfolgreiche STR-Analyse aus Skelettresten
vorauszusagen (Zupani¢ Pajni¢ et al. 2017). In ahnlicher Weise wurde in der
vorliegenden Studie untersucht, ob die DNA-Integritat als Metrik fir die Voraussage der
STR-Typisierbarkeit der DNA telogener Einzelhaare dienen kann.

1.4.6 Die Analytik von nukledrer DNA aus Hundehaaren

Es wurden einige STR-Typisierungskits entwickelt, um Hunderassen und einzelne Hunde
zu identifizieren (van Asch und Pereira 2010; Berger et al. 2014; Linacre et al. 2011;
Wictum et al. 2013; Kun et al. 2013; Ogden et al. 2012; Kanthaswamy 2015), die auch
in der Bestimmung von individuellen Tieren durch den Spurentyp des Hundehaars
eingesetzt werden kénnen.

Es wird angenommen, dass ausgefallene Haare von Hunden, insbesondere die kurzen,
permanent ausfallenden Wollhaare, flir eine konventionelle STR-Analyse schlecht
geeignet sind, weil sie zu wenig DNA aufweisen (Budowle et al. 2005). Bei der DNA-
Analyse von Hundehaaren wird daher haufig zuerst morphologisch zwischen Deckhaaren
und Unterwolle unterschieden und die nachfolgende Strategie auf den Spurentyp
angepasst. FlUr die Untersuchung der Unterwolle ist es iblich, Hundehaare zu poolen,
um die DNA-Menge zu erhdhen und den Allelic Drop-out zu reduzieren, der bei der
Analyse von Haaren Ublich ist (McNevin et al. 2005; Bengtsson et al. 2012). Bisher wird
behauptet, dass die STR-Typisierung von genomischer DNA aus Proben von bis zu zehn
Hundehaaren in der Forensik haufig problematisch ist. In friheren Studien konnten
vollsténdige oder nahezu vollstandige DNA-Profile von Hundehaaren erhalten werden,
wenn mehr als zwei Haare zusammengefasst wurden (Pfeiffer et al. 2004; Gango et al.
2009; Dobosz et al. 2009). Im Gegensatz dazu zeigten einzelne telogene Hundehaare
einen sehr geringen DNA-Gehalt und fast nie vollstandige Profile (Padar et al. 2002;
Dayton et al. 2009). Blackie et al. erhielten jedoch einige fast vollsténdige Profile, wenn
einzelne Hundehaare des Deckhaares analysiert wurden, wobei keine Haare der
Unterwolle untersucht wurde. Permanent ausfallende Wollhaare des Hundes sind wie
menschliche telogene Haaren offensichtlich fir eine konventionelle STR-Analyse schlecht
geeignet, da sie zu wenig DNA enthalten (Blackie et al. 2015). Daher werden meist
lediglich die Deckhaare verwendet, die zwar auch telogen sind, aber mehr Erfolg
versprechen. Blackie et al. fihrten die hohe Rickgewinnung von Allelen aus einzelnen
Deckhaaren auf die "direkte" PCR-Amplifikation ohne separate DNA-Extraktion zurlck.

Es existieren eine Reihe von STR-Kits, die gezielt hundespezifische STR-Marker
amplifizieren, deren Allelfrequenzen bekannt sind. STR-Panels fir die
Individualidentifizierung von Hunden und der Untersuchung von rassenspezifischen
Unterschieden werden vor allem von der (Canine DNA Profiling (CaDNAP)) Gruppe der
Internationalen Gesellschaft fiir Forensische Genetik (ISFG) und der Internationalen
Gesellschaft fur Tier-Genetik (ISAG) entwickelt und untersucht (Berger et al. 2014;
Linacre et al. 2011). Dabei liegt ein Schwerpunkt der Forschung neben der Bestimmung
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des individuelle Tiers auf der Eingrenzung der in Betracht kommender Hunderassen
(Budowle et al. 2005; Zenke et al. 2015). Fir die gezielte Amplifikation degradierter
DNA sind vor allem STR-Kits geeignet, die besonders kurze STR-Marker nutzen, wie
beispielsweise das Mini-DogFiler Kit (Kun et al. 2013).

Fir eine STR-Analyse einzelner ausgefallener Hundehaare ware eine vorgeschaltete
Bestimmung der DNA-Menge und -Integritéat mdglicherweise vorteilhaft. Diese kdnnte
als Voraussage Uber den Erfolg der nachfolgenden Typisierung genutzt werden. Bisher
wurde jedoch der Zusammenhang zwischen der DNA-Menge und -Integritat zum Erfolg
der STR-Typisierung fur die DNA aus Hundehaaren noch nicht systematisch untersucht.
Dementsprechend wurden haufig photometrische Methoden (Pfeiffer et al. 2004; Gango
et al. 2009; Eichmann et al. 2004; Berger et al. 2014; Dayton et al. 2009; Berger et al.
2018; Clements et al. 2008) zur Quantifizierung verwendet, oder es wird auf das
Quantifizieren verzichtet, obwohl gPCR-Methoden zur Quantifizierung genomischer
caniner DNA bereits verfligbar sind (Evans et al. 2007; Walker et al. 2004; Kanthaswamy
et al. 2012; Clements et al. 2006).

1.5 Herausforderungen fiir die STR-Profilerstellung von degradierter
DNA geringer Menge fiir die molekularbiologische Forensik

1.5.1 Degradierung und Menge der DNA in ausgefallenen Haaren

Die Analyse von DNA aus telogenen Einzelhaaren ist sehr anspruchsvoll, da die DNA aus
keratinisierten Zellen nicht nur quantitativ sehr gering, sondern auch stark degradiert
vorliegt (Linch et al. 2001; Bengtsson et al. 2012). Bei menschlichen Haaren flhren die
Prozesse der Beendigung der Wachstumsphase, wie apoptotische Prozesse und
Keratinisierung von Haarbestandteilen, sowie der Wegfall Zellkern-haltiger Gewebe wie
den Wurzelscheiden, zu DNA-Fragmenten mit einer Lange von etwa 100 bp (Matsuda et
al. 1997) bis etwa 200 bp (Teraki und Shiohara 1999). Diese Lange stellt die Obergrenze
fur Allele dar, die aus vollstédndig keratinisierten telogenen Einzelhaaren gewonnen
werden kdnnen. Dariber hinaus kdnnen exogene Faktoren, die nach dem Ausfall des
Haares auf dieses einwirken, die DNA beschddigen. Beispiele fir diese Faktoren sind
Umweltbedingungen wie Temperatur, UV-Strahlung, Feuchtigkeit, niedriger pH-Wert
und der Befall von Bakterien und Pilzen (Kun et al. 2013; Bengtsson et al. 2012).

Es wird zugleich vermutet, dass die keratinisierte Struktur der Haare, die unter glinstigen
Umweltbedingungen lagern, die DNA gegen weitere Degradierung schitzt und dadurch
konserviert. DNA-Degradierung von ancient DNA (aDNA) wurde in der Vergangenheit in
der Verbindung mit Wasser beobachtet, was die hydrolytische DNA-Degradierung
betreffen kdnnte (Paabo et al. 1989; Bengtsson et al. 2012). Da die Keratinisierung mit
Wasserverlust einhergeht, mithin eine natirliche Trocknung darstellt, ware es mdglich,
dass DNA-Fragmente, die durch Apoptose und Keratinisierung verblieben sind,
konserviert in den Haaren vorliegen und durch weitere Degradierung geschutzt sind
(Bengtsson et al. 2012).

Die entstehenden sehr kurzen DNA-Fragmente, die madglicherweise vollstandig
amplifizierbare STR-Loci enthalten, kénnten um Histonproteine gewickelt sein und waren
dann von der Degradierung weniger betroffen. Das Vorhandensein solcher sogenannter
~Nukleosom-geschitzter STRs" wurde 2016 postuliert (Dong et al. 2016), aber noch
nicht experimentell bestatigt.

Fir die Analyse von nukledrer DNA aus Haaren wird meist die Kolbenwurzel des Haares
verwendet, da DNA aus der Kolbenwurzel héhere DNA-Mengen aufweist als aus dem
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Haarschaft (McNevin et al. 2005; Opel et al. 2008; Higuchi et al. 1988). Im Vergleich
dazu weisen anagene Haare aufgrund der anhaftenden Zellen DNA-Ausbeuten im Bereich
von einigen Nanogramm DNA auf (Higuchi et al. 1988; Haines und Linacre 2016). In der
Praxis werden daher katagene und ausgefallene Haare lediglich in den Féllen in die DNA-
Analytik  eingeschlossen, wenn keine  anderen Spuren vorliegen, die
erfolgsversprechender sind. Die DNA-Menge aus ausgefallenen Haaren bewegt sich in
einem Bereich von wenigen hunderten Pikogramm DNA oder weniger, zum Teil wurden
DNA-Konzentrationen von nur wenigen Pikogramm DNA pro uL erhalten (Edson et al.
2013; Haines und Linacre 2016). Durch die geringe DNA-Menge ausgefallener
Einzelhaare weist die DNA dieses Spurentyps Effekte auf, die typisch sind fur Low Copy
Number-DNA.

1.5.2 Low Copy Number-DNA

Schwierige Spurentypen, dessen DNA unterhalb der empfohlenen Einsatze fir
Amplifikations-Reaktionen fallen, werden haufig als sogenannte Low Copy Number-DNA
(LCN-DNA) bezeichnet.

Typisch fir die STR-Analytik von LCN-DNA ist das Vorkommen stochastischer Effekte wie
ungewdhnlich hohe Stotter-Allele, sowie Intralocus-Imbalancen (Imbalancen der Peak-
Hohen der Allele innerhalb des STR-Markers, siehe Kapitel 1.2.2) und Interlocus-
Imbalancen (Imbalancen der Peak-Hdhen der Allele, die sich zwischen den STR-Markern
im gesamten Multiplex unterscheiden), bis zum Ausfallen der Allele (Gill 2001b; Gill et
al. 2012; Budowle et al. 2009; van Oorschot et al. 2010; Benschop et al. 2013).
Weiterhin sind diese Spurentypen besonders gefahrdet durch die Kontamination von
Fremd-DNA, da lediglich wenige fremde DNA-Molekille ausreichen, um die
unterschiedlichen verursachenden Personen im resultierenden Mischprofil aufgrund der
Peak-Hohen nicht unterscheiden zu kénnen (Gill 2001b; Gill et al. 2012). Aufgrund der
vielféltigen Effekte im stochastischen Bereich zeichnet sich LCN-DNA durch inkonsistente
Ergebnisse und daher durch eine besonders schlechte Reproduzierbarkeit der STR-
Ergebnisse aus, die folglich schwierig zu interpretieren sind (van Oorschot et al. 2010;
Balding und Buckleton 2009), vor allem wenn mehrere Personen an der Legung von
Mischspuren bestehend aus LCN-DNA beteiligt waren (Pfeifer et al. 2012).

Die DNA-Menge typischer LCN-DNA bewegt sich in dem Mengenbereich, der bei Einsatz
in STR-Assays zu vereinzelten Peak-Hohen fiihrt, die unterhalb des stochastischen
Schwellenwerts liegen (McNevin et al. 2015). Aufgrund hochsensitiver STR-Assays
wurde die entsprechende Menge mit weniger als 200 pg (Budowle et al. 2009)
beziehungsweise weniger als 100 pg (Gill et al. 2000b) angegeben. Moderne CE-basierte
STR-Kits wie der PowerPlex® ESX 17-Kit, der in der vorliegenden Studie verwendet
wurden, weisen keine Drop-outs oder Drop-ins im Bereich bis 62,5 pg intakter DNA auf
(Tucker et al. 2012).

Zuweilen wird der Begriff LCN zur Kennzeichnung dezidierter Protokolle verwendet, mit
denen DNA mit wenigen Ausgangsmolekllen héhere STR-Peaks als mit dem Standard-
Vorgehen erreichen kénnen. Neben einer verléngerten Dauer der DNA-Injektion zu
Beginn der kapillarelektrophoretischen Fragmentldngenauftrennung zéhlt dazu die
Erhéhung der PCR-Zyklenzahl auf 34 Zyklen oder mehr, die normalerweise zwischen 28-
30 Zyklen liegt, haufig gepaart mit einer nachtréglichen Aufreinigung der PCR-
Amplifikate (McNevin et al. 2015; Gill 2001b; Forster et al. 2008; Budowle et al. 2009;
Smith und Ballantyne 2007). Die Erhdéhung der Zyklenzahl zielt auf hdhere
Fluoreszenzwerte, also Peak-Hdhen in RFU, hat jedoch zur Folge, dass stochastische
Effekte, beispielsweise Intralocus-Imbalancen, sowie Stotter-Allele und Drop-in- sowie
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Drop-out-Ereignisse ebenfalls in der Intensitdat zunehmen, da sie exponentiell vermehrt
werden. Dadurch besteht die Gefahr, dass sie gegebenenfalls lber den analytischen
beziehungsweise stochastischen Schwellenwert gelangen (Gill 2001b; Gill et al. 2000b;
Balding und Buckleton 2009). Manche Arbeitsgruppen raten daher von der LCN-Methode
fir die Analyse von DNA aus telogenen Haaren ab (Edson et al. 2013). Ein neuerer
Ansatz fir den Umgang mit LCN-DNA ist die PCR-Amplifikation in reduziertem PCR-
Volumen, die sogenannte Jow volume-PCR, wobei die Sensitivitat aufgrund héherer DNA-
Konzentration, erhéht wird (McNevin et al. 2015; Schmidt et al. 2006).

Da Allelic Drop-outs typischerweise bei niedrigen Template-DNA-Mengen auftreten,
werden Berechnungen von Drop-in- und Drop-out-Wahrscheinlichkeiten vor allem in
Literatur beschrieben, die von Low Copy Number-DNA handelt (Gill et al. 2000b; Gill et
al. 2012), meist in Kombination der Mischspuren-Problematik. Die Handhabung von
Berechnungen von Drop-in- und Drop-out-Wahrscheinlichkeiten sind haufig Teil von
Software, die probabilistischen Genotypisierung vornimmt (Taylor et al. 2013).

1.5.3 Bedeutung fiir die Analyse von DNA aus einzelnen, telogenen Haaren

Im Gegensatz zur Low Copy Number-DNA beschreibt der Begriff der Low Template-DNA
(LT-DNA) solche Spurentypen, die - zusatzlich zur geringen DNA-Ausgangsmenge oder
als Alleinstellungsmerkmal - eine problematische DNA-Integritdat aufweisen. LT-DNA
zeigt daher die in den Kapiteln 1.2.2 und 1.5.2 beschriebenen Effekte und ist zusatzlich
von der DNA-Degradierung betroffen (Gill 2001b; Balding und Buckleton 2009; McNevin
et al. 2015).

LT-DNA weist aufgrund der Degradierung kurze DNA-Fragmente auf, die prinzipiell zum
Teil oder vollstandig amplifizierbare STR-Loci enthalten kénnen. Je kirzer die DNA-
Fragmente sind, desto wahrscheinlicher ist es, dass bevorzugt lange STR-Amplikons
ausfallen, wodurch sich der Skipisten-Effekt (englisch ski slope effect, Abbildung 19 B)
ergibt, der ein typisches Zeichen fiir degradierte und DNA und/oder Inhibition ist
(Solomon et al. 2018; Zhong et al. 2019). Der Skipisten-Effekt beschreibt
Elektropherogramme, deren Peaks umso geringere RFU-Werte aufweisen, je langer die
Amplikons innerhalb des CE-Kanals sind (Peak-H6hen daher typischerweise von links
nach rechts abnehmend).

STR-Profile degradierter DNA telogener und exogener Einzelhaare zeigen daher haufig
Intralocus-Imbalancen, hohe Stotter-Allele, inkonsistenten Ergebnissen
beziehungsweise schlechte Reproduzierbarkeit, sowie Allel- und Locus-Drop-out in
hohem MaBe (Bengtsson et al. 2012; McNevin et al. 2005; Edson et al. 2013). Daher
zeigte die STR-Typisierung von telogenen Einzelhaaren eine relativ geringe Erfolgsrate,
was zu unvollstdndigen DNA-Profilen fihrte (Opel et al. 2008; Hellmann et al. 2001).

1.5.4 Herangehensweise der Analyse von LT-DNA

Die Interpretation von STR-Profilen von LT-DNA gestaltet sich vor allem dann besonders
schwierig, wenn Drop-ins und Drop-outs zu Nichtibereinstimmung, sogenannter
Diskordanz, zu den Vergleichsprofilen fiihren, da sie Ausschliisse erzeugen. Aufgrund
dessen wurden Modelle fir LT-DNA erstellt, welche die Wahrscheinlichkeiten von Drop-
outs und Drop-ins mit in die Berechnungen zum wahrscheinlichsten Zustandekommen
der Spur Uber die Likelihood Ratio (LR) mit einbeziehen (Balding und Buckleton 2009).

Aufgrund des Zusammenhangs von Amplikonldnge und Nachweisbarkeit bei degradierter
DNA (Hara et al. 2015) ist die Reduzierung der Amplikon-Langen, durch Analyse
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sogenannter Mini-STRs, ein effektives und haufig verwendetes Werkzeug, um STR-Loci
selbst von degradierter DNA erfolgreich zu amplifizieren und Drop-outs zu reduzieren
(Wiegand und Kleiber 2001; Wiegand et al. 2006; Butler et al. 2003; Tsukada et al.
2002; Grubwieser et al. 2006; Hellmann et al. 2001; Opel et al. 2007), die
typischerweise bevorzugt durch lange PCR-Zielregionen verursacht werden (Skipisten-
Effekt (Solomon et al. 2018)). Als Folge wurde bereits in alteren Studien von erhéhten
Erfolgsraten bei der STR-Typisierung von telogenen Einzelhaaren durch reduzierte
Amplikonlangen berichtet (Hellmann et al. 2001).

Um Allelic Drop-ins und Drop-outs zu reduzieren, die in eingeschrankter
Reproduzierbarkeit vorkommen, wird flir die Analyse von LT-DNA die Analyse mehrerer
Replikate der STR-PCR empfohlen (Gill et al. 2000b; Pfeifer et al. 2012). Fir die
Interpretation der Replikate der generierten STR-Profile existieren unterschiedliche
Herangehensweisen, die sogenannten Consensus- und Composite-
Interpretationsmethoden, wobei hier vor allem die Untersuchungen von Pfeifer et al. an
Mischspuren aus LT-DNA erwdhnenswert ist. Per Consensus-Strategie werden alle
reproduzierbaren Allele gezahlt, die in den Replikaten mindestens zweimal vorkommen,
wahrend bei der Composite-Interpretation alle Allele gezahlt werden, selbst wenn diese
nicht reproduzierbar sind (Pfeifer et al. 2012; Benschop et al. 2011; Bright et al. 2012).

Da stochastische Effekte wie Drop-outs und erhéhte Stotter-Allele, sowie Drop-ins haufig
nicht reproduzierbar sind, stellt die Consensus-Interpretation eine effektive konservative
Vorgehensweise dar, um den Einfluss stochastischer Effekte zu reduzieren, die vor allem
bei komplexen Mischspuren von LT-DNA angewandt wird. Durch die Consensus-
Interpretation fallen viele Drop-ins und erhdhte Stotter-Allele weg, wodurch die Menge
der diskordanten (nicht mit dem Referenzprofil libereinstimmenden) Allele wegfallen.
Jedoch fallen durch die Consensus-Methode ebenfalls viele Allele weg, die zum
Referenzprofil konkordant sind, jedoch in den Replikaten nicht reproduzierbar
aufgetreten sind. Fir LT-DNA bleiben daher in Fallen starker DNA-Degradierung und
geringer DNA-Menge zu wenige Allele Ubrig, um aussagekraftige Profile zu bilden
(Benschop et al. 2011; Pfeifer et al. 2012; Benschop et al. 2013). Pfeifer et al. merkten
bereits an, dass der Consensus-Ansatz als die etablierte Standard-Methode bei DNA
groBer Menge gilt, jedoch bei LT-DNA aufgrund der geringen Reproduzierbarkeit nur
geringere Ausbeuten als der Composite-Ansatz hervorbringt (Pfeifer et al. 2012). Da
Drop-ins weniger haufig auftreten als Drop-outs, wird daher in manchen Fallen die
Composite-Methode genutzt. Composite-interpretierte STR-Profile weisen in den meisten
Fallen hdhere Grade der Ubereinstimmung auf als mittels der Consensus-Strategie
erreicht wurden, da nicht-reproduzierbare Allele nicht wedfielen (Pfeifer et al. 2012;
Bright et al. 2012). Pfeifer et al. empfehlen daher bei per Composite-Methode
interpretierten Profilen besonders vorsichtig umzugehen, da Drop-ins zu Ausschlissen
fihren kénnen. Es wird weiterhin empfohlen die Daten nicht zu Uberinterpretieren und
die Anzahl der Replikate und Wahl der Kits sorgsam zu erwéagen, da vor allem Amplikons
kurzer Lange bei degradierter DNA von Vorteil sind (Pfeifer et al. 2012). Bei
ausreichender DNA-Menge sei die Consensus-Methode zu bevorzugen (Pfeifer et al.
2012). Dabei wurde nie Kit-abhangig definiert, welche DNA-Menge einer bestimmten
Degradierung als ,ausreichend" angesehen ist - ein fixer Wert existiert daher nicht.

Die Anzahl der Replikate ist dabei eine weitere wichtige Fragestellung: Pfeifer et al.
zeigten, dass die Consensus-Methode bei der Analyse von zwei Replikaten groBe Verluste
an Informationen durch Drop-outs im Vergleich zur Composite-Methode aufweist, die
sich bei einer Steigerung auf drei Replikate verringern. Dies kdnnte dadurch begriindet
werden, dass tatsdachlich vorliegende Allele mit héherer Wahrscheinlichkeit mindestens
zweimal nachgewiesen werden, wenn die Anzahl der Replikate erhéht wird. Pfeifer et al.
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folgerten daraus, dass die Consensus-Methode mit drei Replikaten besser flir die Analyse
von LT-DNA geeignet ist als die Consensus-Methode mit zwei Replikaten (Pfeifer et al.
2012). Benschop et al. schlagen flir die Consensus-Methode eine mindeste
Ubereinstimmung der Allele von zwei in vier Replikaten vor, was in Routine-Laboren
aufgrund des erhéhten Arbeitsaufwands als nicht praktikabel angesehen wird (Benschop
et al. 2011; Pfeifer et al. 2012; Budowle et al. 2009; McNevin et al. 2015). Pfeifer et al.
stellten zudem fest, dass der Unterschied zwischen Composite- und Consensus-
Interpretation umso gréBer ist, je geringer die analysierte DNA-Menge ist, da bei
sinkender Menge die Anzahl der Drop-outs ansteigt.

McNevin hat typische LCN-Methoden angewandt, um den Erfolg der Typisierung von LT-
DNA aus telogenen Einzelhaaren zu verbessern (McNevin et al. 2015). Dabei erwies sich
die ,klassische® LCN-Methode (34 PCR-Zyklen) aufgrund vermehrter Drop-ins als
kontraproduktiv, wahrend ein reduziertes Reaktionsvolumen mit erhéhter-Polymerase-
Menge mehr konkordante Allele generierte. Da die Consensus-Methode in einem Wegfall
an Allelen resultiert, die nicht reproduzierbar sind, wurde von McNevin
zusammengefasst, dass diese Vorgehensweise der reduzierten Reaktionsvolumina mit
erhéhter Polymerase-Menge eine Consensus-Interpretation Uberflissig mache.
Wesentlich bei der DNA-Extraktion aus Einzelhaaren ist es, dass die DNA der Haare durch
die Extraktionsmethode nicht noch weiter degradiert wird, da umso weniger STR-Allele
nachgewiesen werden kdnnen, je starker die DNA degradiert ist (Opel et al. 2008; Hara
et al. 2015).

Um die Ubereinstimmung des Spurenprofils mit einem bekannten STR-Profil zu
vergleichen, entwickelten Pfeifer et al. den Validitatsgrad (Pfeifer et al. 2012). Dieser
berlicksichtigt im Gegensatz zur klassischen Definition der Konkordanz neben den Drop-
out-Ereignissen ebenfalls die Drop-ins-Ereignisse (Berechnung siehe Kapitel 2.17) und
gewichtet diese ungefahr gleich. Pfeifer et al. betonten, dass Drop-ins als
problematischer zu bewerten sind als Drop-outs, da sich durch Drop-ins
Ubereinstimmungen zu den Profilen von nicht an der Spur beteiligten Personen ergeben
kdénnten. Da jedoch Drop-ins wesentlich weniger haufig auftreten als Drop-outs, wird die
Gewichtung als berechtigt angesehen (Pfeifer et al. 2012).

Neben den Methoden der Composite/Consensus-Interpretation existieren weitere
Herangehensweisen wie die semi- oder vollstédndig kontinuierlichen probabilistischen
Modelle oder das Bayessche Modell. Die genutzte Methode zur Interpretation von STR-
Profilen, ist wohl zu definieren, da sonst der Vorwurf der Befangenheit beispielsweise
durch replicate shopping aufgeworfen werden kénnte, also der gezielten Auswahl eines
Profils, das zur zu vertretenden Hypothese passt (Bright et al. 2012).

Weitere Moglichkeiten, die durch die DNA-Degradierung auferlegten Einschrankungen zu
Uberwinden, basieren auf klirzeren STR-Amplifikaten, sogenannten Mini-STRs, die
sowohl flir menschliche DNA (Hellmann et al. 2001; Opel et al. 2007; Mulero et al.
2008; Wiegand und Kleiber 2001; Wiegand et al. 2006; Butler et al. 2003) als auch fur
canine DNA entwickelt wurden (Kun et al. 2013). Beispielsweise weist das AmpFLSTR
MiniFiler-Kit (Thermo Fisher Scientific) lediglich Amplikon-Langen von unterhalb 270 bp
auf (Mulero et al. 2008).

Daneben eignen sich auch komplementdare STR-Kits, welche dieselben Marker
amplifizieren und in zwei Laufen die Ergebnisse der kurzen Amplikons beider Kits
vereinigt werden kénnen, wie es beispielsweise mit dem PowerPlex® ESX 17, ESI 17-
Kits moglich ist (Hill et al. 2011). Die Humanidentifizierung mittels kurzer Amplikons ist
jedoch nicht auf STR-Marker beschrankt. Assays, die auf SNPs und auf
Insertionen/Deletionen (InDels) basieren, wie beispielsweise das InnoTyper® 21-Kit
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(Grisedale et al. 2018) eignen sich aufgrund der kurzen Zielbereiche flir die Amplifikation
mittels sehr kurzer Amplikons. Das InnoTyper® 21-Kit nutzt neben einem Amelogenin-
Marker 20 human-spezifische Alu-Retrotransposon-Marker sehr kurzer Lange (bis
125 bp), die aufgrund dessen fir stark degradierte DNA aus Haarschaften geeignet sind
und bisher vielversprechende Ergebnisse zeigten (Grisedale et al. 2018).

Herkdmmliche STR-Kits weisen typische Nachteile auf, die auf der Technik der
Kapillarelektrophorese beruhen, wodurch sie fir die Anwendung mit degradierter DNA
geringster Menge nicht ideal sind. Aufgrund der technisch-bedingten Einschrankungen
von kapillarelektrophoretischen Auftrennungen der STR-Amplikons, weisen diese
unterschiedlichen Langen auf, wodurch prdferentielle Amplifikation stattfindet (Walsh et
al. 1992): Je kirzer die Amplikons, desto besser werden sie amplifiziert, kommen in
groBerer Menge vor und dienen in groBerer Menge als Template fiir den nachste PCR-
Zyklus. Neben den typischen Effekten der LT-DNA wie Imbalancen und dem Skipisten-
Effekt, kann praferentielle Amplifikation mit dazu beitragen, dass die Analyse
degradierter DNA aus telogenen Einzelhaaren selten erfolgreich ist. Neben der
Verwendung von Mini-STRs weisen auch SNP-Assays einen Vorteil flir die Analyse von
degradierter DNA aus, da SNP-Marker wesentlich kirzer sein kénnen als STR-Marker und
daher in den kurzen DNA-Fragmenten amplifiziert werden kénnen (Hughes-Stamm et al.
2011).

Eine weitere Madglichkeit zur Analyse degradierter DNA stellt daher die
Humanidentifizierung durch die Next Generation-Sequenzierung (NGS) dar, wodurch die
hochparallele Analyse einer Vielzahl von Amplikons uniformer Lange ermdglicht wird,
wodurch praferentielle Amplifikation stark reduziert wird. Durch die Sequenzierung
besonders kurzer STR-Amplikons hat sich NGS bereits als gut geeignet fiir die STR-
Typisierung von degradierten DNA-Proben erwiesen (Kim et al. 2016) und kénnte auch
die STR-Typisierung telogener Einzelhaare verbessern.

1.6 Die Bedeutung von NGS-Techniken fiir die Forensik

Neben dem Nachweis der in der Forensik genutzten STR-Loci mittels der etablierten
kapillarelektrophoretischen Analytik, existiert seit etwas mehr als 10 Jahren eine weitere
Methode, die momentan als sinnvolle Ergédnzung eingesetzt wird (Ballard et al. 2020).
Dabei handelt es sich um Sequenzier-Techniken der Next Generation Sequencing, die
auch als Massively Parallel Sequencing (MPS) oder High Throughput Sequencing (HTS)
bezeichnet wird (Ng et al. 2018). Diese Begriffe sollten urspriinglich den enorme Vorteil
durch eine innovative, neue Technik verdeutlichen. Nachtraglich wurde sie auch als
Sequenzierung der zweiten Generation bezeichnet, als Abgrenzung zu friiheren, nicht
parallelisierten Verfahren. Damit ist es mdglich, nicht nur die Ldnge von DNA-Stlcken
zu bestimmen, sondern ihre Basenabfolge zu entschllsseln.

Uber 20 Jahre lang bestimmte die Sanger-Sequenzierung, welche nach dem Prinzip des
Kettenabbruchs funktioniert, die molekularbiologische DNA-Sequenzierung (Sanger et
al. 1977). Diese bietet den Vorteil hoher Genauigkeit und langer Leseweiten von
ungeféhr 1.000 Basenpaaren pro erzeugter Sequenz, allerdings unter der Beschrankung
des Probendurchsatzes. Die Mdglichkeit zum Multiplexen, der parallelen Analyse von
unterschiedlichen Amplikons, besteht nicht. Dadurch ist die Technik sehr arbeitsintensiv
und eignet sich nicht fir den Einsatz in der Humanidentifizierung. Im Gegensatz dazu
zeichnen sich verschiedene Techniken der Next-Generation-Sequenzierung durch ihre
hohe Multiplexierbarkeit aus, wodurch eine hohe Parallelisierung, also Generierung
gleicher und unterschiedlicher Sequenzen, sogenannter Reads, im selben Arbeitsschritt
und daher in Relation sehr zeit- und kostenglinstig erreicht wird. Den verschiedenen
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Techniken ist gemein, dass zuerst einzelne Template-Molekiile erzeugt werden,
entweder durch Fragmentierung hochmolekularer DNA, deren Fragmente sonach
raumlich separiert einzeln amplifiziert werden, oder durch die gezielte Amplifikation
bestimmter Loci per Multiplex-PCR. AnschlieBend wird jedes Amplifikationsprodukt
separat als einzelnen Molekill sequenziert. Die Sequenzierung aller Fragmente erfolgt
dabei parallel. Die Sequenzinformationen werden anschlieBend mittels bioinformatischer
Werkzeuge wieder vereinigt, wobei die Informationen der unterschiedlichen,
urspringlich eingesetzten DNA-Proben voneinander unterscheidbar sind (Metzker 2010).
Die gezielte Amplifikation, das sogenannte Amplikon sequencing wird unter anderem im
diagnostischen Bereich und der Humanidentifizierung verwendet.

1.6.1 Das Illumina-Verfahren

Das NGS-Verfahren der Illumina-Sequenzierung existiert seit dem Jahr 2006 (Ansorge
2009) und funktioniert fiir alle Anwendungen nach dem gleichen Prinzip: Zur Erstellung
einer Sequenzier-Bibliothek (englisch library) wird DNA mit Adaptern ligiert oder diese
werden mittels Amplifikation an die Fragmente verankert. Dies geschieht fir die
forensischen Kits mittels mehrerer PCR-Amplifikationen, zwischen denen die PCR-
Produkte gereinigt werden. In diesem Verfahren tragen die Amplikons vor den
Adaptersequenzen sogenannte Indices, die in ihrer Kombination pro Bibliothek, also pro
DNA-Probe, einzigartig in dem Gesamtansatz vorkommen. Einige forensische Kits, die
auf dem Illumina-Verfahren basieren, kénnen bis zu 96 Bibliotheken pro Ansatz parallel
sequenzieren. Nach einer Quantifizierung werden die einzelnen Bibliotheken normalisiert
und vereinigt (gepoolt). Durch die Normalisierung wird sichergestellt, dass keine der
Bibliotheken im Gesamtansatz lberwiegt.

AnschlieBend wird die gepoolte, finale Bibliothek denaturiert, und die einzelstrangigen
Fragmente werden (iber komplementare Adapter Uber eine Seite der Fragmente an einen
Trager innerhalb eines mikrofluidischen Systems, der sogenannten Flowcell, gebunden.
Die lokale Amplifikation der Fragmente zu Clustern geschieht dann Uber die isothermale
Bricken-Amplifikation (englisch bridge amplification (Morozova und Marra 2008)). Dabei
werden die Fragmente vermehrt, bis die Flowcell im Idealfall eine optimale ClustergroBe
der Amplifikate erreicht. Die anschlieBende Sequenzierung basiert auf dem Prinzip des
sequencing by synthesis (Shendure und Ji 2008), bei dem DNA-Polymerase,
Sequenzierprimer und fluoreszenzmarkierte Nukleotide simultan der Flowcell zugegeben
werden und pro Zyklus jeder Strang um ein Nukleotid verlangert wird, das am 3'-Ende
durch einen Blocker vor weiterer Verlangerung geschitzt ist. Nach jedem Zyklus werden
die Fluorophore angeregt und die Reaktion wird als digitales Bild von einer
hochauflésenden Kamera detektiert. AnschlieBend werden Blocker und Fluorophor
abgespalten und der nachste Zyklus wird initiiert. Da alle DNA-Strange auf der Flowcell
von diesem Verfahren betroffen sind, werden alle Strange parallel sequenziert (Mardis
2008). AnschlieBend gehen die Rohdaten, die wahrend der Sequenzierung erzeugt
wurden, in die Datenanalyse ein. Dabei werden die Bild-Dateien und Berechnungen zu
Wahrscheinlichkeiten von bestimmten Basen an jeweiligen Positionen zusammengefigt,
wodurch fastg-Dateien erzeugt werden, die wahrend der Sequenzierung durch die
Detektion jeder eingebauten Base generiert wurden und sowohl Basensequenz- als auch
Qualitatsinformationen beinhalten (base calling). Dabei wird die Qualitadt der Sequenzen
in der 7-Bit-Zeichenkodierung ASCII (American Standard Code for Information
Interchange) kodiert, welche sich in einen dezimalen Zahlenwert (Phred-Wert)
umrechnen lasst. Der Phred-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit des Einbaus einer
inkorrekten Base (inkorrekter base call) an einer bestimmten Position innerhalb der
Sequenzen an (Voelkerding et al. 2009). Um die Qualitat aller Basen aller Sequenzen
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des gesamten NGS-Laufs anzugeben, nutzt die Illumina-Software den prozentualen
Anteil der Basen, die mindestens einen Phred-Wert von 30 aufweisen als Qualitatswert
(Q30). Dies entspricht dem prozentualen Anteil aller Basen im gesamten NGS-Lauf, flr
die eine Wahrscheinlichkeit fir einen inkorrekten base call von eins in 1000 angegeben
wird, was einer Genauigkeit fir einen korrekten base call von 99,9% entspricht.

Da die beidseitigen Illumina-Indices der Amplifikate in die Sequenzierung eingeschlossen
sind, gewahrleisten diese eine Zuordnung der Amplifikate zu der urspringlichen,
spezifischen DNA-Bibliothek.

1.6.2 Vorteile von NGS-Methoden gegeniiber kapillarelektrophoretischer
Analyse forensischer STR-Amplikons

Fir Bereiche mit sich oft wiederholenden Sequenzen (Repeats) stellen kurze Sequenzen,
die zur Sequenzierung genutzt werden, einen Nachteil dar, da diese nicht eindeutig an
das Referenz-Genom kartiert werden kdnnen und repetitive Bereiche nicht Uberspannen
kénnen (Voelkerding et al. 2009). Dies gilt neben Genom-Kartierungen auch fir die
forensischen STR-Loci. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Illumina MiSeq FGx™-
Gerét ist in der Lage bis zu 0,6 x 102 Basen (600 Gigabasen) bei einem Lauf zu
generieren, mit Leseweiten bis zu 300 bp pro Read, die mittels paired-end-Technik zu
600 bp zusammengefiigt werden kdénnen. Aufgrund der repetitiven Sequenzen der STR-
Loci stellt diese vergleichsweise enorme Leseweite dieser Methode einen groBen Vorteil
dar, um den jeweiligen STR-Marker zu liberspannen. Daher ist die NGS-Methode von
600 bp-langen Leseweiten neben der Technik der Kapillarelektrophorese flir die Analyse
von STR-Loci geeignet.

Im Gegensatz zur Sequenzierung kompletter Genome gewinnt die hochparallelisierte
Sequenzierung von STR-Loci in der forensischen Genetik erst seit wenigen Jahren an
Bedeutung. Flr die routinemaBige Analyse von gewdhnlichen Spuren reicht die CE-
Methode meist aus, ist in den kriminaltechnischen Instituten etabliert und validiert, ist
vergleichsweise  kostenglinstig und fordert wenig Ressourcen. Da die
Kapillarelektrophorese vor den Gerichten als valide Methode anerkannt ist, wird diese
Methode bedenkenlos verwendet. Die NGS-basierte STR-Analyse wird daher heutzutage
immer noch primar in Ausnahmefdllen eingesetzt, wo die konventionelle
Analysemethode der STR-Loci per CE erfolglos bleibt. Die alternative Technologie der
NGS kann vor allem bei schwierigen DNA-Spuren wie degradierter DNA und der
Mischspuranalyse  bessere Erfolgschancen bieten sowie  einen enormen
Informationsgewinn und stellt fir diese Spuren daher einen Fortschritt gegenliber der
Kapillarelektrophorese dar.

Die per NGS sequenzierten STR-Loci enthalten neben den Informationen lber die Lange
der Amplikons auch die Information Uber die Basenabfolge. Dadurch ist es maoglich,
zusadtzliche Sequenzvarianten, sogenannte Isoallele, zu finden, die mittels der
Kapillarelektrophorese nicht erfasst werden kénnen (Kim et al. 2016; Gettings et al.
2015). Diese Isoallele zeichnen sich durch dieselben Langen der Amplikons, aber durch
Varianten innerhalb der Sequenzen aus. Solche Sequenzvarianten treten, zumeist als
SNPs, sowohl innerhalb der STR-Wiederholungseinheiten, als auch innerhalb der
flankierenden Sequenzen auf. Indem diese Sequenzvariationen zusatzlich zur
Léngeninformation genutzt werden, wird die Diskriminationskraft betrachtlich erhéht
(van der Gaag et al. 2016; Revoir et al. 2019; Silva et al. 2020; Benschop et al. 2021;
Ballard et al. 2020; Kim et al. 2016; Gettings et al. 2015). Dies hat den Vorteil einer
verbesserten Interpretation der Profile und kann zur Dekonvolution separater Profile
individueller Personen bei Mischspuren beitragen (Benschop et al. 2021; Ballard et al.
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2020; van der Gaag et al. 2016; Hoogenboom et al. 2017). Indem Sequenzvarianten
sowohl in den Allelen als auch in vermeintlichen und tatsachlichen Stotter-Allelen
aufgewiesen werden, stellen die Isoallele ein nutzliches Werkzeug fir die Analyse
forensischer Spuren dar. Vor allem bei LT-DNA kann der Informationsgewinn durch die
Sequenzvariationen von entscheidendem Vorteil sein. Die Technik der NGS kénnte daher
fur die Analyse degradierter DNA geringer Mengen aus ausgefallenen Einzelhaaren gut
geeignet sein. Da mittels NGS viele Allele in mehrere unterscheidbare Varianten
aufgespalten werden, wird es notwendig, die momentane STR-Nomenklatur zur
Benennung von Allelen anzupassen, was in der globalen forensischen Gemeinschaft
diskutiert wird. Dabei ist es wichtig, dass eine neue Nomenklatur fiir NGS-erzeugte
Daten kompatibel ist mit der herkémmlichen, auf CE-generierten Daten basierenden
Nomenklatur (Phillips et al. 2018; Gettings et al. 2017; Parson et al. 2016; Gettings et
al. 2019; Hoogenboom et al. 2021).

Daneben ist die Méglichkeit, eine sehr hohe Anzahl an Markern simultan in einer Reaktion
zu analysieren (Multiplexen) und sehr viele Proben parallel zu bearbeiten, ein wichtiger
technischer Vorteil der NGS-Technik gegenliiber dem gegenwartigen Standardverfahren
der kapillarelektrophoretischen Fragmentanalyse (Churchill et al. 2016). Diese in
Relation zu CE-basierten Assays stark erhdhte Anzahl an STR-Markern ist méglich, da
die Technik der NGS die nicht durch die Anzahl der Kapillaren (im Vergleich zur
Kapillarelektrophorese) begrenzt ist und Uberlappungen der GréBenbereiche der
Amplikons (siehe Kapitel 1.2.1) in der NGS kein Problem darstellen (Ballard et al.
2020). Deshalb ermdglicht NGS die parallele Amplifikation von sehr kurzen Amplikons
(Mini-STRs) fiur alle Marker, die im ahnlichen Langenbereich liegen. Durch die parallele
Nutzung einer Vielzahl von Mini-Amplikons ist die NGS-Technik ideal fiir die Typisierung
degradierter DNA geeignet. Da alle NGS-analysierten Amplikons theoretisch homogene
Langen aufweisen kénnen, wird auch der moéglichen préaferentiellen Amplifikation kurzer
Amplikons begegnet.

1.6.3 Forensische Assays, die auf NGS basieren

Die unterschiedlichen NGS-Verfahren, die sich in der forensischen Genetik durchgesetzt
haben, unterscheiden sich in der Funktionsweise zwischen den jeweiligen Herstellern. Es
existieren zur Zeit zwei populare Systeme, die forensisch validiert worden sind und sich
in der verwendeten Technik unterscheiden, die Illumina-Sequenzierung auf dem MiSeq
FGx™ Forensic Genomics System und das Ion Torrent-Verfahren (Thermo Fisher
Scientific). Einige Kits und Panels gewahrleisten neben der reinen, klassischen STR-
Analytik der autosomalen und gonosomalen Marker auch oder ausschlieBlich die Analyse
von Verwandtschaftsbeziehungen, Abstammungen und bestimmter Marker des
Phanotyps. Diese Analysen gehen uber die klassische forensische Anwendung flr die
Verfolgung von Straftaten hinaus, werden zum Teil jedoch auch dafir genutzt.

Verogen bietet neben dem von Illumina entwickelten ForenSeq™ DNA Signature Prep-
Kit (230 STR- und SNP-Marker (Churchill et al. 2016; Xavier und Parson 2017)) das
ForenSeq™ MainstAY-Kit (52 STR-Marker, die ESSL, CODIS und den minimalen Y-
Haplotyp-Standards umfassen) an, das speziell fir die Routine entwickelt und im Jahr
2021 veroffentlicht wurde, sowie das ForenSeq™ Kintelligence Kit, um genetische
Verwandtschaftsbeziehungen (kinship) inklusive forensischer Genealogie
nachzuvollziehen. Im Kintelligence Kit sind dafiir 10.230 SNP-Marker enthalten, und der
Abgleich mit genetischen Daten anderer Personen ist flir die Verogen-eigene GEDmatch
Datenbank optimiert. Thermo Fisher Scientific bietet flir die forensische
Humanidentifizierung per NGS unterschiedliche Panels der Precision ID NGS-
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Produktreihe an. Das Precision ID GlobalFiler™ NGS STR Panel v2 nutzt Amplikons bis
303 bp Lange fir den gemeinsamen Nachweis von 31 autosomalen STRs und 4 Loci zur
Bestimmung des biologischen Geschlechts (Tao et al. 2019). Daneben werden die
Precision ID Identity Panel (124 SNPs; (Meiklejohn und Robertson 2017) und Precision
ID Ancestry Panel (165 autosomale SNPs (Pereira et al. 2017)) von Thermo Fisher
Scientific angeboten. Das PowerSeq Auto/Y System (46GY) von Promega sequenziert
simultan Amelogenin und 45 autosomale, sowie Y-STR-Amplikons bis zu einer Ldnge von
303 bp (Montano et al. 2018). Den STR-Kits von Verogen, Thermo Fisher Scientific und
Promega ist gemeinsam, dass sie meist einen Einsatz von mindestens 100 pg
beziehungsweise 125 pg genomische DNA empfehlen, um volle Konkordanz zu erreichen.
Die Sensitivitat der NGS-basierten Kits ahnelt daher den modernen CE-basierten STR-
Kits, in denen zwar routinemaBig 0,5 bis 1 ng eingesetzt wird, die jedoch meist selbst
bei 100 pg keine Ausfélle zeigen.

Eine weitere Anwendung der forensischen Next Generation-Sequenzierungen ist die
SNP-basierte Bestimmung der duBeren Merkmale einer Person durch DNA-Analyse, die
sogenannte forensische DNA-Phdnotypisierung (FDP). Die FDP nahm ihren Anfang durch
die Analyse eines Panels von SNPs, die hdaufig mit der Auspragung einer bestimmten
Haar- oder Augenfarbe korrelieren, was spater um die Hautfarbe erweitert worden ist
(IrisPlex-Assay; HIrisPlex-S-Assays (Walsh et al. 2011; Walsh et al. 2013)). Um die
Vielzahl der Marker parallel zu analysieren, basieren kommerzielle Kits zur FDP zumeist
auf der Methode der NGS, wie beispielsweise das fir die vorliegende Studie benutzte
ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit (Verogen) oder das Precision ID Ancestry Panel
(Thermo Fisher Scientific).

Die Technik der NGS wurde in der Vergangenheit bereits erfolgreich vor Gericht dafir
genutzt, monozygote Zwillinge im Rahmen eines Kriminalfalls genetisch zu
unterscheiden (Weber-Lehmann et al. 2014), wobei in diesem Fall die Identifizierung
nicht auf der Analyse von STR-Markern beruhte.

Neuere Verfahren, wie die Technik von PacBio und der Sequenzierung durch Nanoporen
(durch die Firma Oxford Nanopore kommerzialisiert) werden als Sequenzierung der
dritten Generation bezeichnet. Diese Techniken haben gemein, dass sie die
Sequenzierung enorm langer DNA-Stréange ermdéglichen und keine vorherige PCR-
Amplifikation erfordern (Metzker 2010) .
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1.7 Zielsetzung

Der Erfolg der STR-Typisierung von ausgefallenen Einzelhaaren scheint zu einem
gewissen Teil mit dem Vorhandensein und der Anzahl von Zellkernen im Gewebe zu
korrelieren. Es ist bisher allerdings nicht gelungen, bestimmte Grenzwerte zu ziehen,
oberhalb deren eine STR-Typisierung von telogenen Einzelhaaren empfehlenswert ist.
Weiterhin ist die Féarbung von Einzelhaaren und die mikroskopische Untersuchung, um
Zellkerne zu zdhlen, eine aufwendige und umstandliche Methode. Aufgrund der niedrigen
Erfolgsrate der STR-Typisierungen von DNA aus ausgefallenen Haaren, besteht daher
die Notwendigkeit eine Methode zu entwickeln, mit der erfolgsversprechende Haare von
solchen Haaren selektiert werden kénnen, die nicht typisierbar sind. Weiterhin sollten
die analytischen Methoden weiter verbessert werden, um den Typisierungserfolg bei
einzelnen Haaren zu steigern. Die vorliegende Studie verfolgt diese (ibergeordnete
Zielsetzung in zwei Teilzielen.

Das erste Teilziel ist die Entwicklung einer einfachen und kostengiinstigen
Vorgehensweise, mit der auf Basis der DNA-Menge und -Integritdt solche Einzelhaare
identifiziert werden kénnen, bei denen eine STR-Typisierung erfolgversprechend ist. Zu
diesem Zweck sollte eine hochsensitive, flir die Analyse von Einzelhaaren geeignete
gPCR-Methode entwickelt werden, mit der es moglich ist, sowohl die DNA-Menge als
auch die DNA-Degradierung zu bestimmen. Diese Methode sollte zudem auf einfache
Weise an weitere Spezies adaptierbar sein, deren Haare in Kriminalfallen zuweilen eine
Rolle spielen, insbesondere Hundehaare.

Das zweite Teilziel besteht in der Verbesserung der STR-Analytik degradierter DNA aus
Einzelhaaren. Hierflr sollte ein in-house entwickelter NGS-basierter STR-Assay (maSTR-
Assay) validiert und hinsichtlich seiner Eignung flir menschliche Einzelhaare getestet
werden, der aufgrund besonders kurzer STR-Amplikons fur die STR-Typisierung von
degradierter DNA besonders geeignet sein sollte.

SchlieBlich sollte durch die Kombination beider Methoden - der gqPCR zur Bestimmung
der DNA-Menge und Degradierung, sowie dem NGS-basierten Assay zur STR-
Typisierung — eine Strategie erarbeitet werden, mit der in Zukunft telogene Einzelhaare
standardmadBig fir die forensische STR-Analyse genutzt werden kénnen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 DAPI-Farbung von menschlichen Kopfhaaren

DAPI-Farbung erfolgte gemdB (Bourguignon et al. 2008) mittels einer Farbeldsung aus
160 Mg DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol), 224 mg DABCO (1,4-
Diazabicyclo[2.2.2]octan; beides Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 1 mL 200mM Tris-HClI,
pH 7,4 und 9 mL Glycerol, die bei -20°C gelagert wurde. Haarwurzeln wurden bei
Raumtemperatur tUber Nacht in 100-200 pL Farbelésung inkubiert und anschlieBend in
der Farbeldésung mikroskopisch (Leica DM5000 B) untersucht und durch das Okular
fotografiert (Digitalkamera Canon Ixus 125HS).

2.2 Proben und DNA-Extraktion

DNA von humanen und caninen Mundschleimhaut-Abstrichen diente als Referenzproben
fir die STR-Typisierung der jeweiligen Individuen. Diese Proben sowie Gewebe von
Ausstanzungen von Ohren von Mausen und eine caninen Nieren-Zelllinie (MDCK-
Zelllinie) wurden mit dem QIAamp® DNA Mini beziehungsweise mit dem Blood Mini Kit
(QIAGEN, Hilden , Deutschland) gemdB den Empfehlungen des Herstellers behandelt
(QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook). Die fiir diese Studie involvierten
menschlichen Spenderinnen (zwei nicht verwandte weibliche Mitglieder des
Forschungsteams) unterzeichneten vor Abgabe der Proben eine informierte
Einverstandniserklarung. Die drei nicht verwandten Hunde (zwei Ruden, eine Hundin)
wurden wahrend ihrer Teilnahme an der Studie nicht geschadigt.

2.3 DNA-Extraktion von humanen Haaren

Die menschlichen Haare wurden nach dem Waschen der Haare mit einem Kamm, der
zuvor durch mit Bleiche von Nukleinsduren befreit wurde, durch den Vorgang des
Kammens entnommen und an der Luft getrocknet. Hundehaare wurden durch Streicheln
gesammelt. Beim Sammeln der Hundehaare bzw. Menschenhaare wurde darauf
geachtet, nicht an den Haaren zu ziehen. Die Haare wurden bis zu einem Jahr in einer
dunklen Box bei Raumtemperatur und normaler Raumluftfeuchtigkeit aufbewahrt.
Einzelne Haare wurden mit einem von zwei Mikroskopen (Leica DM1000 in Verbindung
mit der Digitalkamera Canon Ixus 125HS; Leica DM5000 B inklusive automatischer
Bildaufnahme) unter einer VergroBerung von 40x bis 100x fotografiert. Um eine
modgliche PCR-Inhibition durch das Pigment Melanin zu minimieren (Yoshii et al. 1993;
Eckhart et al. 2000), wurden nur 1-2 mm des basalen Haarsegments einschlieBlich der
telogenen Kolbenwurzel mit Schere und Pinzette (mit Ethanol und Bleichmittel gereinigt)
abgeschnitten und in ein 1,5 ml-Réhrchen Uberfihrt.

Die DNA wurde mit einem optimierten Puffer nach Hellmann et al. (Hellmann et al.
2001) extrahiert, der wie folgt modifiziert wurde: Die Haarwurzeln wurden in einem
Volumen von 40 pL Extraktionspuffer lysiert, der 1 x TNCa-Puffer mit 10 mM Tris-HClI,
pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM CaClz, 39 mM DTT (Dithiothreitol) und 250 pg/mL
Proteinase K enthielt. Um Inhibitionen der nachfolgenden PCR-Analysen zu vermeiden,
wurde auf Natriumdodecylsulfat verzichtet. Die Ansatze wurden bei 56°C in einem
Thermoschuttler (300 U/min) fur 2 h inkubiert. Waren nach 90 min noch ungeldste
Haarfragmente sichtbar, wurden weitere Proteinase K und DTT bis zu einer
Endkonzentration von 500 pg/mL beziehungsweise 117 mM zugegeben und die Lyse flr
maximal 4 h verlangert. Zur Enzym-Deaktivierung wurden die Proben bei 75°C flr
30 min inkubiert. Die DNA wurde mit Natriumacetat (0,3 M Endkonzentration), 2 uL
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linearem Polyacrylamid (LPA, als Fallungszusatz) und dem 0,8-fachen Volumen
Isopropanol gefallt. Die Proben wurden bei 4°C fiir 20 min inkubiert und anschlieBend
zentrifugiert (30 min, 14000 x g). Das Pellet wurde mit 200 pL 70%igem eiskaltem
Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (10 min, 14000 x g). AnschlieBend wurde
der Uberstand verworfen, das Pellet wurde mindestens 20 min bei offenem Deckel
getrocknet und danach in 10-40 pL vorgewarmtem (37°C) Nuklease-freiem Wasser
resuspendiert. Fir jede Analysemethode (qPCR, CE, NGS) wurde 1 uL gereinigte DNA
verwendet. DNA-Mengen und Integritat wurden mit dem RiboD-Assay (humane DNA)
beziehungsweise dem RiboDog-Assay (canine DNA) bestimmt.

2.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung der erhaltenen PCR-Produkte wurden 1-2% Agarose-Gele in 1x TBE-
Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA-Na2, pH 8,0), welcher auch als
Laufpuffer diente, in horizontalen Elektrophorese-Kassetten verwendet. Als Ladepuffer
und DNA-Farbstoff diente Midori Green Direct (Nippon Genetics, Tokyo, Japan, #MG06),
Als Molekulargewichtsstandard diente der GeneRuler 50bp DNA Ladder ready-to-use
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA, #SM0373), der mi-100 bp+ DNA Marker Go
(Metabion, Planegg, Deutschland, #mi-M8200), sowie der ADNA/HindIII-Ladder
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA, #SM0101). Die DNA-Fragmente wurden flir
30 bis 45 min bei 100 bis 130 V aufgetrennt und nachfolgend auf einem UV-
Transilluminator bei einer Wellenlange von 312 nm betrachtet und mit der Digitalkamera
Canon Ixus 125HS dokumentiert.

2.5 Reinigung von PCR-Produkten mit AMPure XP Beads

Mit Hilfe der magnetischen AMPure XP Beads wurden PCR-Produkte, die langer als
100 bp sind, von Enzymen, Primern, Nukleotiden und Pufferkomponenten gereinigt. Die
Reinigung der PCR-Produkte (30 pL) mittels AMPure XP Beads (Beckman Coulter, Brea,
USA, #A63881) erfolgte nach Angaben des Herstellers. Daflir wurden AMPure XP Beads
und der Gesamtansatz der PCR-Produkte in einer PCR-Platte (Fassungsvermodgen
300 yL) gemischt, auf einem magnetischen Stander zweimal mit 80% Ethanol (je
200 yL) gewaschen und nach Lufttrocknen in 10 mM Tris-Puffer (pH 8,5) resuspendiert.

2.6 Fluorometrische Quantifizierung mittels Quantus (Promega)

Zur Quantifizierung von doppelstrangiger DNA wurde je 1 puL Probe mit 199 uL
QuantiFluor™ ONE dsDNA (Promega, Madison, USA) unter Lichtabschluss gemischt und
auf dem Quantus-Gerat (Promega, Madison, USA) gemessen.

2.7 DNase-Verdau

HeLa genomische DNA (New England BiolLabs, Ipswich, Massachusetts) wurde
schrittweise mit DNase I (Invitrogen, Waltham, USA) verdaut. Die DNase wurde in
DNase-Puffer, der 100 mM Tris, 5 mM CaClz und 2,5 mM MgCl> enthielt, auf eine
Konzentration von 0,0025 U/pL verdinnt. Jedes DNase-Verdauungsgemisch enthielt
25,6 uL DNase-Puffer, 89,6 pL nukleasefreies Wasser (#129114, QIAGEN, Hilden,
Deutschland), 128 pL HelLa-DNA (insgesamt 12,8 ug DNA) und 12,8 pyL DNase I in
DNase-Puffergemisch (0,005 U/pL). Das DNase-Verdauungsgemisch wurde bei 24 °C im
Veriti 96 Well-Cycler (Applied Biosystems, Waltham, USA) inkubiert, wobei der Deckel
auf 70 °C erhitzt wurde. Jedes DNase-Verdauungsgemisch umfasste ein Endvolumen
von 124 L, das 12,2 uL DNase-Puffer, 42,7 uL nukleasefreies Wasser (QIAGEN, Hilden,
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Deutschland), 6,1 pg HelLa-DNA und 0,02025 U DNase I im DNase-Puffergemisch
enthielt. Zu bestimmten Zeitpunkten (5, 30, 120, 240, 480, 720 min) wurde dasselbe
Volumen entfernt (entspricht jeweils dem urspriinglichen Einsatz von 45,5 ng DNA/ L)
und die jeweilige Verdauung durch Zugabe von 5 pL 25 mM EDTA gestoppt und 15 min
bei 65°C inkubiert, danach auf Eis gestellt. Die DNA-Konzentrationen wurden vor der
Analyse eingestellt (1-1000 pg/pL) und 1 pL jeder Probe wurde mit dem RiboD-Assay
gemessen. Die entsprechenden Proben wurden genutzt flr die in Kapitel 3.2.2
(Abbildung 6 und Abbildung 7) beschriebenen Experimente. Diese DNase-verdauten
Proben fir Kapitel 3.2.3 (Abbildung 9), 3.2.6 (Abbildung 11) und 3.5.1 (Abbildung
18) wurden nach einem modifizierten Protokoll durchgefiihrt. Es wurde eine DNase I-
Konzentration von 0,005 U/uL und ein DNase-Verdauungspuffer mit 100 mM Tris, 5 mM
CaCl2 und 0,25 mM MgCl2 verwendet. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde dasselbe
Volumen entfernt (entspricht jeweils dem urspriinglichen Einsatz von 45,5 ng DNA/uL)
der DNase-Verdauungsmischung in ein neues Roéhrchen Uberfihrt und die Reaktion mit
5 pL 25 mM EDTA gestoppt und 15 min bei 65 °C inkubiert, danach auf Eis gestellt. Die
folgenden Proben wurden in zwei verschiedenen Ansatzen verdaut. Folgende Dauern des
DNase-Verdaus wurden durchgefthrt: 5, 15, 25, 35, 45 min (erster Ansatz), sowie 50,
90, 150, 195 und 255 min (zweiter Ansatz). DNase-Verdau von caniner MDCK-DNA
wurde unter Verwendung einer DNase I-Konzentration von 0,0075 U/pL und eines
DNase-Puffers, der 100 mM Tris, 5 mM CaClz und 2,5 mM MgCl. enthielt, durchgefihrt.
Jede Reaktion umfasste ein Endvolumen von 102 pL mit 10,2 yL DNase-Puffer, 76,2 pL
nukleasefreiem Wasser (QIAGEN, Hilden, Deutschland), 800 ng Hunde-DNA und 0,03825
U DNase I. Zu bestimmten Zeitpunkten (0, 15, 90, 180 und 300 min; Kapitel 3.2.2,
Abbildung 6 und Abbildung 7) wurden 20 pL der Reaktion in ein neues Réhrchen
Uberfihrt und die Reaktion durch Zugabe von 2 pL 25 mM EDTA gestoppt. Die DNA-
Konzentrationen wurden vor der Analyse eingestellt (10-1000 pg/pL) und 1 pL jeder
Probe wurde mit dem RiboDog-Assay gemessen. Alle degradierten Proben, sowie die
intakte Kontrolle wurden vor dem Einsatz in die gPCR durch eine gelelektrophoretische
Austrennung der DNA auf die Degradierung Uberprift.

2.8 Kommerzielle qPCR Kits

Der Ansatz des gPCR-basierten Quantifiler® Trio DNA Quantification Kits, die
Durchfihrung auf dem 7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) und die Analyse der Ergebnisse erfolgte nach Angaben des Herstellers (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Ebenso wurde mit den PowerPlex® Kits ESX 17, ESX
17 Fast und ESI 17 Fast (Promega, Madison, USA) entsprechend der Angaben des
Herstellers verfahren.

2.9 RiboD und RiboDog-Assays

Alle Primersequenzen (Tabelle 1) wurden mit der Software Geneious R8 (Biomatters
Ltd, Auckland, Neuseeland) bestimmt, indem das menschliche Genom GRCh38
(heruntergeladen von der FTP-Site des NCBI (Human genome version GRCh38)) mit den
ribosomalen Sequenzen verschiedener Tierarten verglichen wurde, u.a. mit Anwendung
von BLAST. Diese Abgleiche wurden mit Hilfe von globalen (Needleman-Wunsch-
Algorithmus) und lokalen Alignments (Smith-Waterman-Algorithmus) vorgenommen
(Needleman und Wunsch 1970; Smith und Waterman 1981). Das Primerdesign basiert
auf der Sequenz NC 000021.9 des ,Homo sapiens chromosome 21, GRCh38.p12
Primary Assembly”. Das menschliche lange Amplikon entspricht der chromosomalen
Range 8249466 bis 8249827, das kurze Amplikon der Range 8205910 bis 8205976. Flr
die Reproduzierbarkeitsstudie wurden Singleplex-RiboD-gPCR-Laufe auf einem
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LightCycler II-System (Roche, Basel), einem qTower3-Cycler (Analytik Jena, Jena) oder
einem 7500 Fast Instrument (RiboD im Vergleich zum Quantifiler® Trio Kit, Applied
Biosystems, Waltham, USA) durchgefiihrt. Jede RiboD-Mischung umfasste ein 20 pL
Endvolumen, das 10 pL Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X, #K0221, life
technologies, Carlsbad, USA), 1 uM Primer (entsalzt, Metabion, Planegg), nukleasefreies
Wasser (QIAGEN, Hilden, Deutschland) und 1 pL Template-DNA (1 pg-100 ng) enthielt.
Die Reaktionsbedingungen waren 10 min bei 95°C und 40 Zyklen von 15 s bei 95°C,
30 s bei 65°C und 30 s bei 72°C. Die Spezifitaten der Primer wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese der PCR-Produkte bestatigt.

Tabelle 1: Primer-Sequenzen der RiboD und RiboDog-Assays

Primer Amplikonldnge Richtung Primersequenz (5'-3")
T e T acey
R T otk o
e tion 730 ne e ere TS
fwd 5'-GGA CCT CCG GAG CTG C-3'
Hund - langes Amplikon 313 bp rev 5-GGG TGG CGC GAC AGA-3'

Der Cq-Wert ist umgekehrt proportional zur urspringlich in die PCR eingesetzte DNA-
Menge. Durch die Auftragung der Cq-Werte gegen den Logarithmus der urspriinglich
eingesetzten, bekannten DNA-Mengen, wurde eine Kalibrierung erstellt entsprechend
der Formel:

y=aeIn(x)+b

Anhand der Standardkurve der Kalibrierung wurde durch Auflésen nach x die jeweils
urspringlich  vorhandene DNA-Menge der gemessenen Proben ermitteln
(Quantifizierung). Die Degradierungsverhaltnisse (D-Werte) wurden fiir jede Probe als
Verhaltnis zwischen den DNA-Mengen, berechnet Gber das lange Amplikon, geteilt durch
die DNA-Mengen, berechnet Uber das kurze Amplikon, erhalten.

Die PCR-Effizienz wurde fir jeden Lauf unter Verwendung seriell verdiinnter Standard-
DNA mit bekannter DNA-Menge bestimmt (fiir genaue Werte siehe Anhang 1).

Falls nicht anders erwahnt, wurden serielle Verdiinnungen von HelLa-DNA (#N4006 S,
New England Biolabs, Ipswich, USA) als Kalibratoren verwendet. In spateren
Experimenten erwies sich die Promega 2800M-DNA (#DD7101, Promega, Madison, USA)
als eine zuverlassigere und prazisere DNA flr die Kalibrierung (siehe Anhang 1, S4).
Daher wurden einige Proben unter Verwendung von 2800M als Standard requantifiziert.
Fir RiboDog-Assays diente die aus der Hundezelllinie (MDCK) extrahierte DNA als
Kalibrierstandard. Diese DNA wurde fluorometrisch auf Quantus (Promega, Madison,
USA) quantitativ bestimmt und dann seriell auf 3,2 ng, 320 pg, 32 pg, 3,2 pg DNA
verdinnt.

Die gPCR-basierten RiboD- und RiboDog-Assays wurden hinsichtlich Empfindlichkeit,
Prazision, Genauigkeit, Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit (gemaB den Richtlinien
“SWGDAM Validation Guidelines for DNA Analysis Methods”, 2016, (SWGDAM 2016))
und gemdB den MIQE-Richtlinien (Bustin et al. 2009) mit intakter DNA und artifiziell
degradierter DNA validiert.

Zur Validierung des humanen RiboD-Assays wurde der Quantifiler® Trio DNA
Quantification Kit ((Vernarecci et al. 2015), Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) auf
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dem 7500 Fast Instrument (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nach den
Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die in dieser Studie aufgezeigten D-Werte
sind die reziproken Werte der Degradierungs-Indizes, die mit der HID-Real-Time PCR-
Analysesoftware (Quantifiler® Trio Kit) ermittelt wurden. Um die DNA-
Degradierungswerte zwischen dem RiboD-Assay und dem Quantifiler® Trio Kit zu
vergleichen, wurden also fiir beide Assays die DNA-Degradierungen berechnet, indem
die DNA-Menge, die Uber das jeweilige lange Amplikon bestimmt wurde, durch die DNA-
Menge geteilt wurde, die Uber das jeweilige kurze Amplikon bestimmt wurde.

2.10 Schmelzkurvenanalyse zur Analyse der Artenspezifitait

Die Arten der Homininae Unterfamilie (Goodman et al. 1990) wurden durch humane
genomische HelLa-DNA (#N4006S, New England BiolLabs, Ipswich, Massachusetts) und
DNA von Gorilla (Gorilla gorilla) und Schimpanse (Pan troglodytes) reprasentiert, die aus
Kot extrahiert worden war. Die Hunde-DNA (Canis lupus familiaris) wurde aus einem
Wagenschleimhaut-Abstrich (Mischrasse aus Pointer/Retriever) und aus MDCK-
kultivierten Zellen gewonnen. Maus-DNA (Mus musculus) mit C57BL6-Hintergrund
wurde aus einer Ohrstanze extrahiert. Fliegen der Ordnung Diptera (Ceratitis capitata,
Aedes aegypti, Drosophila suzukii) wurden als DNA-Extrakte von ganzen Fliegen zur
Verfligung gestellt. Es wurden etwa 1 bis 10 ng DNA verwendet, gemessen mit einem
Nanophotometer (Implen, Minchen, Deutschland). Nach der Amplifikation per Realtime-
PCR auf dem Roche LightCycler II (Roche, Basel, Schweiz) beziehungsweise dem
Analytik Jena qTower (Analytik Jena, Jena, Deutschland) wurde die
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, indem 50°C fir 5 min gehalten wurde, gefolgt von
einer Erwarmung von 50 auf 95°C mit einer Geschwindigkeit von 1 °C/s und einer
Haltezeit von 15 s.

2.11 STR-Analyse mittels Kapillarelektrophorese

Im Anschluss an die PCR-Amplifikation der STR-Assays mittels Fluoreszenz-markierter
Primer wurde die kapillarelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte genutzt, um
diese aufzutrennen und nachzuweisen. Die STR-Typisierung von menschlichen Proben
wurde mit dem PowerPlex® ESX 17 System (#DC6721, Promega, Madison, USA) auf
einem 9700 Thermocycler (Applied Biosystems, Waltham, USA) gemaB den
Anweisungen des Herstellers mit den folgenden Modifikationen durchgefihrt: Jede
Reaktionsmischung bestand aus einem 5 uL Endvolumen, das 1 pL Reaktionsmischung,
0,5 pL Primermischung, nukleasefreies Wasser und 1-2 pL Template-DNA enthielt. Die
Reaktionsbedingungen waren 2 min bei 96°C, gefolgt von 30 Zyklen von 30 s bei 94°C,
2 min bei 59°C und 90 s bei 72°C, und einem zusatzlichen Schritt bei 60°C fir 45 min
und einem abschlieBenden Halt bei 4°C. Die STR-Analyse von Hunde-DNA wurde von
Eurofins Medigenomix Forensik GmbH (Ebersberg, Deutschland) durchgefihrt. Fir die
STR-Analyse von Hunde-DNA wurden zwei kommerzielle Multiplex-PCR-Kits gemaB den
Herstelleranleitungen angefertigt: Das Canine Panel 1.1 (#F860S) und der Canine ISAG
STR Parentage Kit (# A36138), die beide von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
bezogen wurden. Ein (Humanproben) oder zwei (Hundeproben) Mikroliter jedes PCR-
Produkts wurden mit Formamid und GréBenstandard gemischt und wahrend der
Kapillarelektrophorese auf einem ABI 310 Genetic Analyzer (Humanproben) oder 3130
XL Genetic Analyzer (Hundeproben; beide Gerate von Applied Biosystems, Waltham,
USA) mit Standardparametern getrennt. Fir Hunde-DNA wurde eine Injektionszeit von
15 Sekunden verwendet. Die Profile wurden mit der GeneMapperID v.3.2.1 Analysis
Software Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) analysiert. Ein analytischer
Schwellenwert von 50 relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) (fir menschliche Proben)
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oder 100 RFU (fir Hundeproben) wurde verwendet, um Allelic Drop-outs zu
identifizieren. Die Auswertung und Interpretation der STR-Daten wurde manuell
vorgenommen, beruhend auf den Elektropherogrammen. Daflir wurden die
Informationen Uber Allel-Nummer und Peak-Héhen (RFU) flir weitere Untersuchungen
manuell in Excel-Tabellen Gbertragen.

2.12 maSTR-Assay

Zum Zweck einer verbesserten Analyse degradierter DNA wurde der maSTR-Assays
(Mini-Amplikon-STR) zur STR-Typisierung entwickelt. Daflir wurden die Zielregionen flr
die Amplifikationen von Mini-Amplikons (Butler et al. 2003; Kim et al. 2016) auf eine
Weise festgelegt, sodass die repetitiven Regionen der europdischen Kern-STR loci (EU-
Core-STR) sowie mdglicherweise informative SNPs in den flankierenden Regionen

enthalten sind und keine SNPs innerhalb der Primerbindungsstellen vorhanden sind.

Tabelle 2: Primersequenzen des maSTR-Assays

Locus Primer Sequencen inklusive Illumina Uberhang (5'-3") Herkunft
D251338 ™9 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGAAACAGAAATGGCTTGG (Kim et al. 2016)

& GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGTTATTCAGTAAGTTAAAGGATTGC  (Kim et al. 2016)
D8s1179 ™9 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTTTTGTATTTCATGTGTACATTCGT (Kim et al. 2016)

&V GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTAGATTATTTTCACTGTGGGGAA (Kim et al. 2016)
D18S51 fWd T CGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTGAGTGACAAATTGAGACCTTG (Kim et al. 2016)

'V GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTTGCTACTATTTCTTTTCTTTTTCTC  (Kim et al. 2016)
FGA fWd T CGTCGECAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAAATAAAATTAGGCATATTTACAAGC (Kim et al. 2016)

& GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCCAGCAAAAAAGAAAGGAA (Kim et al. 2016)
THO1 Wd  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGATTCCCATTGGCCTGTTC (Kim et al. 2016)

& GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAGGTCACAGGGAACACAGA (Kim et al. 2016)
VWA fWd T CGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAATAATCAGTATGTGACTTGGATTG  (Kim et al. 2016)

MV GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGATAAATACATAGGATGGATGG (Kim et al. 2016)
D21S11 fWd T CGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAATTCCCCAAGTGAATTGCC (Kim et al. 2016)

&Y GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTAGATAGACTGGATAGATAGACGA  (Kim et al. 2016)
D10s1248 ™9 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTAATGAATTGAACAAATGAGTGAG (Coble und Butler 2005)

& GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAACTCTGGTTGTATTGTCTTCAT (Coble und Butler 2005)
Disi656  Wd  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGTTGCTCAAGGGTCAACT (Lareu et al. 1998)

&V GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAGAAATAGAATCACTAGGGAACC (Lareu et al. 1998)
D25441 fWd T CGTCGECAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGCTACAGGAATCATGAGCCA *

& GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAGCTAAGTGGCTGTGGTGT *
D125391 ™9 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCAACAGGATCAATGGATGCA *

&Y GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACTGTCATGAGATTTTTCAGCCT *
D2251045 WA 1CGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGCTGCTATGGGGGCTAGAT *

&V GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGAATGTATGATTGGCAATATTTTT  (Coble und Butler 2005)
SE33 fWd  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAAAGAGACAAAGAGAGTTAG (Maller et al. 2007)

'V GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACATCTCCCCTACCGCTATAG (Mller et al. 2007)
Amel. fWd T CGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCCTGGGCTCTGTAAAGAA (Sullivan et al. 1993)

& GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG (Sullivan et al. 1993)
D195433 ™9 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCAAAAAGCTATAATTGTACCAC (Kim et al. 2016)

&Y GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAAAAATCTTCTCTCTTTCTTCCTCTC  (Kim et al. 2016)
D165s539 ™4 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGGGAGCAAACAAAGGCAGA *

'V GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGCATGTATCTATCATCCATCTCTG (Kim et al. 2016)
D3s1358 ™9 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAGTCCAATCTGGGTGACAG (Kim et al. 2016)

rev

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATCAACAGAGGCTTGCATGT

(Kim et al. 2016)

*: Vorliegende Studie.
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Die verwendeten Primersequenzen wurden unter Verwendung der Software Geneious R8
(Biomatters Ltd, Auckland, Neuseeland) entwickelt oder aus friiheren Verdéffentlichungen
(Tabelle 2) adaptiert.

Erstellt und getestet wurden die Primer und die Mastermix-Reaktion von der damaligen
Mitarbeiterin im Projekt ,FunForGen"™ am Fachbereich Angewandte Naturwissenschaften
an der Hochschule Bonn-Rhein-Sieg, Dr. Trine Riemer. Weitere Anpassungen zur
Weiterentwicklung (beispielsweise Kontrollen Gber Non-template-Proben, Anpassungen
der Primerkonzentrationen und Austesten unterschiedlicher PhiX-Gehalter) wurden von
der Autorin im Zuge der Arbeiten vorgenommen (Daten nicht gezeigt), sowie die
Validierung des maSTR-Assays und die Anwendung auf HelLa-DNA und DNA aus
Einzelhaaren.

Jede Amplikon-Multiplex-Reaktion umfasste 25 pyL Endvolumen, bestehend aus 12,5 pL
Multiplex PCR Plus Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland), 1,25 uL Primer-Mix (0,1 uM jedes
der 34 Primer), nukleasefreies Wasser (QIAGEN, Hilden, Deutschland) und Template-
DNA (1 pg-10 ng). Die Reaktionsbedingungen waren 5 min bei 95°C und 35 Zyklen von
30 s bei 95°C, 3 min bei 60°C und 3 min bei 72°C sowie weitere 10 min bei 68°C und
Halten bei 4°C. Die PCR-Indizes (Nextera XT Index Kit, Nr. FC-131-1001, Illumina, San
Diego, USA) wurden in einer zweiten PCR gemaB den Empfehlungen des Herstellers (16s
Metagenomic Library Prep Guide) angehangt, die aus einem 50 uL Endvolumen mit 25
ML HiFi HotStart ReadyMix bestand (KAPA/ Roche, Basel, Schweiz), 10 yL DEPC-Wasser,
jeweils 5 yL Index 1 und 2 und 5 pL gereinigtes PCR-Produkt der vorherigen Amplikon-
PCR. Die Reaktionsbedingungen waren 3 min 95°C und 8 Zyklen von 30 s bei 95°C, 30
s bei 55°C und 30 s bei 72°C. Nach 5 min bei 72°C wurde die Reaktion bei 4°C gestoppt.
Die Reinigung der PCR-Produkte wurde unter Verwendung von Agencourt AmPure XP
Beads (Beckman Coulter, Brea, Kalifornien) gemaB den Empfehlungen des Herstellers
mit Modifikationen durchgeftihrt: 52,5 yL (27,5 yL) 10 mM Tris-HCI und 20 pL (56 L)
AMPure XP-magnetischen Beads fir die erste (zweite) Reinigung. Nach der
Quantifizierung unter Verwendung des QuantiFluor® ONE dsDNA-Systems (Promega,
Madison, USA) und des Library Quantification Kit fur Illumina Platforms (KAPA/ Roche,
Basel, Schweiz) wurden die Proben normalisiert und auf 4 nM gepoolt und auf 4 bis
12 pM Konzentrationen verdinnt. Nach dem Einbringen von PhiX-Reaktionen (15% bis
50%, PhiX Control Kit v3, Illumina, San Diego, USA) wurden die Reaktionen auf das
Illumina MiSeq FGx™-Gerat gemaB den Empfehlungen des Herstellers geladen (MiSeq
FGx Instrument Reference Guide Part # 15050524 Rev. C) und auf einer Standard-v3-
Flowcell auf dem MiSeq FGx™-Gerat (Illumina, San Diego, USA) unter Verwendung von
paired-end Sequenzierungen mit Dual-Index-Reads mit dem Reagent Kit v3 (600 Zyklen,
Illumina, San Diego, USA) sequenziert.

2.13 Bioinformatische Identifizierung von STR-Genotypen aus den
maSTR-Rohdaten

Um die im maSTR-Assay amplifizierten und auf der MiSeq FGx™-Gerat sequenzierten
PCR-Produkte zu nutzen, um STR-Loci zu detektieren, Allelldangen und repetitive
Sequenzen zu bestimmen und ein Alignment, sowie ein Variant-Calling fur nicht-
repetitive Regionen durchzuflihren, wurde die folgende Analysepipeline verwendet.

Das Demultiplexen wurde mit der Illumina bcl2fastg-Konvertierungssoftware mit
Standardparametern durchgefiihrt (Illumina bcl2fastq Conversion Software v1.8.4). Das
Qualitats-Trimmen wurde mit Trimmomatic (Bolger et al. 2014) durchgefiihrt
(Parameter MINLEN: 25 SLIDINGWINDOW: 4: 25 LEADING: 20 TRAILING: 20). Nur
Read-Paare, welche die Parameter des Qualitats-Trimmen erfillt haben, wurden

41 |



MATERIAL UND METHODEN

weiterverarbeitet. Das Merging, der Prozess des Zusammensetzens eines Read-Paares
durch Bilden einer Konsensussequenz der Uberlappenden 3'-Enden, wurde unter
Verwendung von Fastqg-Join mit Standardparametern durchgefihrt (Aronesty 2013).
Auch hier wurden nur erfolgreich zusammengefihrte (merged) Read-Paare
weiterverarbeitet. Allele-Calling wurde mit einem in-house Tool namens SNiPSTR
durchgefiihrt. Es fihrt mit AGREP (tre-agrep) eine Fuzzy-Suche fiir alle Reads durch und
ergibt einen Read-Call, wenn dieser mit ungefdhr zwei Erkennungselementen (REs)
Ubereinstimmt. Die REs sowie die anschlieBend verwendeten Umwandlungen von der
Information der Lange zum spezifischen Allel wurden aus STRaitRazor v2s (King et al.
2017) entnommen. REs sind kurze Oligonukleotidsequenzen, die 12 bis 18 Nukleotide
stromaufwarts und stromabwarts der Repeats umfassen und als Identifikator fir die Loci
und als Grenze zur Unterscheidung zwischen der repetitiven und der flankierenden
Region dienen. Die Fuzzy-Suche wird von AGREP mit einer erlaubten Substitution und
keiner erlaubten Insertion oder Deletion durchgefiihrt (maximale Fehler: 1, Kosten flr
Substitutionen: 1, Kosten pro Insertion und fir Deletion: jeweils 2) (= max-errors: 1,
substitute-cost: 1, insert-cost: 2, delete-cost: 2). Die Zuweisung/Assignment eines
Reads zu einem Locus erfordert eine ausreichende Lange des Reads, um den gesamten
repetitiven Bereich plus die zwei REs zu Uberspannen. Nach der Suche werden Reads
mit identischer Sequenz zusammengefasst und mit einer Haufigkeit versehen. Die
Sequenzlange zwischen den REs fir jeden Read wird bestimmt und in eine Allellange
Ubersetzt. Die Reads werden dann zur weiteren Verarbeitung in repetitive und nicht-
repetitive Bereiche aufgeteilt. Repetitive Bereiche werden automatisch in die core repeat
notation Ubersetzt, d. H. Kern-Repeats in Klammern und eine Zahl, welche die Anzahl
der Reat-Einheiten angibt. Die nicht-repetitiven flankierenden Sequenzen werden unter
Verwendung des Smith-Waterman-Algorithmus auf das Referenzgenom aligniert.

Die Ergebnisse wurden unter Verwendung von benutzerdefinierten R-Skripten
verarbeitet, um die wahrscheinlichsten Allele und Artefakte pro Probe zunachst unter
Verwendung einer statischen Stotterschwelle von 15% zu berechnen und die Ergebnisse
in klassischen Kapillarelektrophorese-Histogrammen darzustellen.

In verschiedenen Schritten der Pipeline wurden Reads gezahlt und die durchschnittlichen
Read-Ldngen bestimmt. Da das letzte Allel-Calling auf zusammengefihrte (engl.
Merged) Reads durchgefihrt wurde, beziehen sich die Frequenzen immer auf die Anzahl
der Read-Paare:

1. Lesepaare mit Durchlassfilter (englisch Passing filter (PF) read pairs): Anzahl der
Read-Paare pro Lauf, die den Chastity-Filter bestanden haben und nach dem
Demultiplexen in die FASTQ-Datei geschrieben werden. Bei diesem Schritt werden keine
Qualitatswerte berlcksichtigt.

2. Getrimmte Read-Paare (engl. Trimmed read pairs): Anzahl der Read-Paare pro Lauf,
die das Qualitats-Trimmen bestanden haben. Es wurden nur Paare gezahlt, bei denen
beide Reads das Trimmen Uberstanden haben.

3. Zusammengefihrte (engl. Merged) Read-Paare: Anzahl der getrimmten Read-Paare,
die erfolgreich zusammengefiihrt wurden, also Read-Paare, die durch Bildung einer
Konsensus-Sequenz des Uberlappenden 3'-Endes zusammengesetzt wurden.

4. Effektive Reads (engl. Effective reads): Anzahl der zusammengefihrten Reads, die
erfolgreich einem Locus zugewiesen (assigned) wurden. Zu diesem Zeitpunkt wurde kein
analytischer Schwellenwert berlcksichtigt. Jeder einem Locus zugewiesene Read wurde
ebenfalls auf eine Allelfrequenz gezahlt.
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Diese Analysepipeline ermdglicht es nicht nur, die Langeninformationen zur Bestimmung
der Allele zu verwenden, sondern auch die repetitive Sequenz anzuzeigen und die
Durchfiihrung von Varianten-Calls in den nicht-repetitiven Regionen durchzufiihren. Die
NGS STR-Nomenklatur bezog sich in dieser Studie auf die Empfehlungen der
Internationalen Gesellschaft flir Forensische Genetik (ISFG) (Parson et al. 2016).

2.14 Schwellenwert-Festlegung

2.14.1 Schwellenwert-Setzung fiir kapillarelektrophoretische Assays

Bei der CE-basierten STR-Analyse der PowerPlex® ESX 17, ESX 17 Fast und ESI 17 Fast-
Kits mittels der GeneMapperID v.3.2.1 Analysis Software (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) wurde ein analytischer Schwellenwert von mindestens 50 RFU
(Schneider et al. 2006) verwendet, um die Anzahl der Allelic Drop-outs und Drop-ins zu
bestimmen. Stotter wurden ab mindestens 15% des Haupt-Peaks detektiert
beziehungsweise gemaB den Angaben des Herstellers der entsprechenden STR-Assays.
Bei Minimalspuren wurde der stochastische Schwellenwert mit dem analytischen
Schwellenwert gleichgesetzt, da die Peaks sehr niedrige RFU aufwiesen.

2.14.2 Schwellenwert-Setzung des maSTR-Assays

Das Allel-Calling aller durchgefiihrten maSTR-Laufe resultierte in mehreren einzelnen
Excel-Tabellen pro Probe. Die Informationen Uber Allel-Nummer und Anzahl der Reads
von allen auszuwertenden Profilen wurden manuell in eine Excel-Tabellen Ubertragen.
Es wurden nur diejenigen Allele als tatsachliche ein (homozygot) bzw. zwei (heterozygot)
Allele detektiert, die den am haufigsten vorkommenden Allelen im jeweiligen Marker
entsprechen und alle voreingestellten Schwellenwerte Uberstiegen. Die analytischen,
stochastischen und Stotter-Schwellenwerte wurden Uber die Profile manuell ausgetestet
und auf alle Profile angewandt. Um die CE- und NGS-basierten Analysemethoden zu
vergleichen, wurden nur die Fragmentlangen (keine Sequenzen) verwendet, um die
Konkordanz der Allele zu ermitteln.

Um Herausforderungen des maSTR-Assays zu identifizieren, die zu Null-Allelen, Allelic
Drop-outs oder Drop-ins fuhren, wurde die Konkordanz zwischen CE- und NGS-
generierten DNA-Profilen (Hill, C. R. et al. 2010) anhand intakter DNA untersucht und
zur Legung entsprechender Schwellenwerte genutzt. Die Festlegung der analytischen,
stochastischen und Stotter-Schwellenwerte war ein wichtiger Bestandteil der
Entwicklung des maSTR-Assays und wird in Kapitel 4.2.4 beschrieben. Der analytische
Schwellenwert von 6 Reads und der stochastische Schwellenwert von 2% der Reads
wurden fur die STR-Interpretation aller maSTR-Assay-generierten Daten angewandt. Die
Entscheidung zwischen homo- und heterozygoten Markern hangt von der Readzahl des
Allels ab, das in geringerer Anzahl als das Allel vorkommt, das die meisten Reads in dem
entsprechenden Marker aufweist: Betragt die Readzahl mehr als 15%, wird es als
tatsachliches Allele gezahlt und der Marker als heterozygot bewertet. Die N-1 und N+1-
Stotter-Schwellenwerte wurden flir die meisten Loci auf 15% des Haupt-Allels festgelegt,
mit Ausnahme der Marker D8S1179 (20%), D18S51 (20%), D2251045 (22%), D251338
(18%), D10S1248 (20%) und SE33 (ACTBP2, 21%). Wurde dieser prozentuale Anteil
Uberschritten, wurde das Allel nicht als Stotter-Allel gezahlt, sondern als tatsachliches
Allel. Um die Stotter-Schwellenwerte festzulegen, wurden alle Stotter-Allele von
Referenzprofilen untersucht, die mit intakter DNA von mindestens 300 pg generiert
wurden. Allelic Drop-ins, die im selben Marker mit nur einem Unterschied einer Repeat-
Lange auftraten, wurden separat gezahlt, unabhdngig davon, ob die Marker-typischen
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Schwellenwerte fiir Stotter Uberschritten wurden. Beispielsweise wurden im Profil 1318
im Marker D251338 sowohl Allel 20 als auch 19 als Drop-ins gewertet, ebenso im Profil
J198 im Marker D8S1179 die beiden Allele 9 und 10. Fir Allele, deren Lénge sich um
eine Wiederholungseinheit unterschied, galt, dass das Allel geringerer Read-Anzahl mehr
als 15 % der gesamten Read-Anzahl des Haupt-Allels aufweisen musste, um als
heterozygoten Allel und nicht als Stotter-Allel interpretiert zu werden.

Nach der Festlegung und Anwendung der Schwellenwerte wurden Signale gemaf
(Ganschow et al. 2018a) unterschieden in Allele (korrekt amplifizierte und sequenzierte
DNA-Templates von biologischem Ursprung), Artefakte, sowie Stotter-Allele; die
restlichen Signale werden als Rauschen gewertet. Artefakte kénnen Sequenzfehler und
- zu einem geringen Teil - somatische Mutationen sein. Artefakte sind Signale, die tber
dem analytischen, aber unterhalb des stochastischen Schwellenwerts liegen.

Die STR-Profile, die mit dem maSTR-Assay erstellt wurden, wurden manuell mit den
jeweiligen Referenzprofilen und den CE-generierten Profilen manuell auf Konkordanz
Uberpriuft.

2.14.3 Stotter-Schwellenwerte fiir probabilistische Verfahren

Fir die Auswertung der maSTR-Assay-generierten Daten zur Nutzung in Software, die
auf probabilistischen Berechnungen beruht, wurden die Profile konservativer in Bezug
auf die Stotter-Schwellenwerte ausgewertet als dies bei den restlichen Auswertungen
der Fall war. Die N-1 und N+1-Stotter-Schwellen wurden festgelegt auf einen Marker-
spezifischen Prozentsatz des Marker-Allels. Wird dieser Uberschritten, wurde das Allel
nicht als Stotter-Allel gezahlt, sondern als tatsachliches Allel: THO1 (15%), D8S1179
(23%), VWA (22%), D18S51 (26%), D12S391 (29%), D22S51045 (22%), D2S441
(25%), D2S1338 (18%), D10S1248 (20%), D19S433 (17%), D21S11 (21%), D251338
(30%), D1S1656 (20%), FGA (24%), D3S1358 (29%), D10S1248 (25%), D16S539
(16%) und SE33 (ACTBP2, 29%).

2.15 Komplementare Auswertung kurzer Amplikons mittels
PowerPlex® ESX/ESI 17 Fast

Vergleichende Untersuchungen zur Performance verschiedener STR-Assays wurden
mittels der PowerPlex® ESX 17 und PowerPlex® ESI 17 Fast Systeme (Promega, Madison,
USA) durchgefiihrt mit 5 sec Injektionen auf dem ABI 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Waltham, USA) mit je 1uL DNA-Einsatz. Die Amplifikation und Analyse eines
Teils der Proben wurden in der Rechtsmedizin Bonn durchgefiihrt mit den
komplementaren PowerPlex® ESX 17 und ESI 17 Fast-Kits, die dieselben 16 STR-Loci
nutzen, jedoch unterschiedlich lange PCR-Produkte amplifizieren. Fir die komplementare
Auswertung wurden lediglich PCR-Produkte verwendet, die kiirzer als 250 bp waren.
Dafir wurden die STR-Marker D1051248, D1S1656, D2251045, D25441, D12S391 von
dem ESX 17 Fast-Kit genutzt, sowie die STR-Marker D195S433, D165S539, D18S51, THO1,
D3S1358, vWA, D8S1179, FGA von dem ESI 17 Fast-Kit (Promega - PowerPlexESI 17
Fast 2021; Promega - PowerPlex ESX 17 Fast 2021; Hill et al. 2011). Es wurde die
Reduzierung der Amplikonlange auf die Allel-Recovery bzw. auf den Validitatsgrad
untersucht, indem lediglich Amplikons mit weniger als 250 bp der komplementdren
PowerPlex® ESX 17 und ESI 17 Fast im Vergleich zu denselben Amplikons, die per
maSTR-Assay analysiert wurden, zu Typisierung genutzt wurden. Dafir wurden jeweils
die Promega-Kits mit denjenigen Markern genutzt, die am besten mit der Ladnge der
Amplikons des maSTR Kits Ubereingestimmt haben. Beispielsweise ist THO1 in beiden
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Promega-Kits ein kurzes Amplikon, im ESI Fast Kit jedoch noch kiirzer als im ESX Fast
Kit. Die Lange des Amplikons betragt bei beiden Personen im maSTR-Assay 92 bp
(Allel 7) bzw. 100 bp (Allel 9) und 103 bp (Allel 9.3), daher wurde fiir den Vergleich der
THO1 Marker aus dem ESI Fast-Kit genutzt. Bei Fallen, in denen die ESX-typisierten
Profile in Duplikaten durchgefiihrt wurden, wurden immer diejenigen Profile genutzt,
welche die gréBte Recovery aufwiesen.

Die durch die ESX 17 und ESI 17 Fast-Kits generierten Profile wurden mit den jeweiligen
Referenzprofilen verglichen, um die Allel-Recovery beziehungsweise Validitatsgrade
(Kapitel 2.17) berechnen. Beim Vorliegen von mehreren Replikaten wurden jeweils
diejenigen ESX 17 und ESI 17 Fast-Profile flir die komplementare Zusammenstellung der
kurzen STR-Marker genutzt, welche die hochsten Validitdtsgrade aufwiesen.

2.16 ForenSeq DNA Signature Prep Sequenzierung

Das ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit (Illumina, San Diego, USA) wurde entsprechend
den Angaben des Herstellers angewandt, beschrieben in (Illumina - ForenSeq™ DNA
Signature Prep 2015). Zur Auswertung wurde die Illumina-eigene UAS-Software genutzt.
Der genutzte Primermix des ForenSeq DNA Signature and Prep Kits umfasste 58 STRs
(einschlieBlich 27 autosomaler STRs, 7 X- und 24 Y-Haplotyp-Marker), 94
identitatsinformative SNPs (iSNPs), 56 abstammungsinformative SNPs (ancestry SNPs,
aSNPs) und 22 phanotypisch-informative SNPs (pSNPs).

Zum Zeitpunkt der Sequenzierung war das von Illumina entwickelte ForenSeq™ DNA
Signature Prep-Kit ebenfalls Teil des Illumina-Portfolios. Daher wurden die Angaben zur
Lange der verwendeten Amplikons aus dem entsprechenden PDF des Reference Guides
"forenseqg-dna-signature-prep-guide-15049528-01_Sept2015", Table 2 (autosomale
STRs) des Herstellers in der Version von September 2015 enthnommen. Mittlerweile
gehort das Kit nicht mehr zu Illumina, sondern ist Teil des Verogen-Portfolios (Verogen,
San Diego, USA). In dem PDF "ForenSeq-DNA-Prep-Guide-VvD2018005-A" von Verogen
in Table 2 (autosomale STRs) in der aktuellen Version von Juni 2018 werden
Amplikonldngen angegeben, die sich um wenige Basenpaare von den Amplikonlangen
unterscheiden, die im Reference Guide von Illumina angegeben wurden (fir beide PDFs
siehe Anhang). Fir die Erstellung der Abbildung der Amplikonldngen wurden die Angaben
des Illumina-vertriebenen Kits genutzt. Da der Zusammenhang zwischen der Anzahl der
STR-Repeats und der tatsachlichen Lange der jeweiligen Amplikons in Abhdngigkeit von
der Repeat-Anzahl lediglich im Verogen-Reference Guide angegeben wurde, wurden
diese Werte in Kombination mit den Amplikonldngen des Illumina-PDFs genutzt, um die
tatsachlichen Amplikonléangen fir die in dieser Studie genutzten DNA (von Person B und
Person C) zu berechnen. Daflir wurde die minimale Amplikonldnge des Illumina-PDFs
genutzt, um die Amplikonlange des kleinsten im Verogen-PDF angegebenen Amplikons
zu berechnen.

2.17 Berechnung des Validitiatsgrades von STR-Profilen mittels
Composite- und Consensus-Interpretation

Um die bestmogliche Interpretations-Strategie fiir STR-Profile aus telogene Haaren zu
untersuchen, wurde DNA aus telogenen Haaren mittels der komplementdren Multiplex-
STR-Typisierungskits (PowerPlex® ESX 17, PowerPlex® ESI 17, Promega, Madison, USA)
amplifiziert und per CE aufgetrennt. Alle Proben wurden ein oder zweimal mit dem ESX-
Kit amplifiziert und einmal mit dem ESI-Kit. Der Interpretation der STR-Profile mittels
Composite- und Consensus-Methode lagen mindestens eine ESX-Analyse und genau eine
ESI-Analyse zugrunde. Per Consensus-Strategie wurden alle Allele gezdhlt, die in den
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zwei beziehungsweis drei Replikaten mindestens zweimal vorkommen, indem sie Uber
dem AT von 50 RFU liegen (Benschop et al. 2011). Die Composite-Strategie zahlt
hingegen alle Allele, selbst wenn diese nicht reproduzierbar sind. Die Injektionszeiten
der DNA-Proben aus telogenen Haaren lag bei 5 sec mit jeweils 1uL DNA.

Um Ubereinstimmungen des Spurenprofils mit bekannten STR-Profilen zu vergleichen,
wurde der Validitatsgrad gemaB Pfeifer et al. (Pfeifer et al. 2012) verwendet:

Validitdtsgrad in % = [Anzahl der Allele im Referenzprofil - Anzahl der Drop-outs] /
[Anzahl der Allele im Referenzprofil + Anzahl der Drop-ins]

Werte unterhalb 100% zeigen das Auftreten stochastischer Effekte an. Mit dieser
Methode kénnen unterschiedliche Interpretationsmethoden zur Bewertung von STR-
Profilen miteinander verglichen werden, indem die Methode nicht nur Drop-out-
Ereignisse bewertet, sondern zusatzlich der Einfluss der Allelic Drop-ins in die
Berechnung eingeht.

2.18 Probabilistisches Verfahren

Fir die Auswertung der maSTR-Assay-generierten Daten zur Nutzung in Software, die
auf probabilistischen Berechnungen beruht, wurden die Profile konservativer in Bezug
auf die Stotter-Schwellenwerte ausgewertet als dies bei den restlichen Auswertungen
der Fall war (Kapitel 2.14). Die maSTR-generierten STR-Profile von DNA aus Haaren
wurden entsprechend der Angabe der Read-Anzahl pro Allel per Composite und
Consensus-Interpretation ausgewertet. Die daraus resultierenden Allel-Nummern,
Readzahlen und anhand der Primer-Positionen berechneten Fragmentldangen der maSTR-
generierten STR-Profile von DNA aus Haaren wurden in die GenoProof Mixture 3 Software
(qualitype GmbH, Dresden, Deutschland, (Goétz et al. 2017)) eingeladen und die
Readzahl im Folgenden als RFU-Werte behandelt. Zum Abgleich mit CE-erzeugten STR-
Profilen (PowerPlex® ESX 17-Kit, Promega, Madison, USA) von DNA aus Haaren wurden
diese als fsa-Dateien eingeladen. Mittels der GenoProof Mixture 3-Software wurden die
semi- und vollstandig kontinuierlichen Berechnungen des LR-Werts auf Basis der beiden
fsa-Duplikate vorgenommen, die von der Software per Composite-Methode interpretiert
wurde. Als Referenzprofile dienten Promega ESX-Profile, die aus
Mundschleimhautabstrichen erzeugt wurden und die ebenfalls als fsa-Dateien
eingeladen.

Die Software GenoProof Mixture 3 wurde genutzt, um mittels semi- und vollstandig
kontinuierlicher Verfahren die Zusammensetzung von gemischten STR-Profilen zu
bewerten bzw. STR-Profile, die aufgrund von Drop-in-Ereignissen Ahnlichkeiten mit
echten Mischprofilen aus Mischspuren aufwiesen (Gotz et al. 2017). Fir die Berechnung
der Genotypen wurden die Allelfrequenzen der FBI-Datenbank aus dem Jahr 2016 der
kaukasischen Population genutzt (,Caucasian (FBI_2016)", siehe Anhang). Fir die
vollstandig kontinuierliche Berechnung wurden die folgenden Parameter genutzt: Als
Ersatzfrequenzen wurde 0,001 genutzt und restlichen Allelfrequenzen wurden aufgefiillt,
wenn die Summer geringer war als 1, ansonsten wurde normalisiert. Subpopulationen
(Theta) und Verwandtschaften wurden nicht berlcksichtigt. Schrittzahlen der
Einschwingphase waren standardmaBig auf 100.000 und bei der Messung auf 500.000
gesetzt, Random-Walk-Standardabweichung auf 0,05. Es wurden immer vier Markov-
Ketten parallel berechnet. Die Detektionsgrenze lag bei sechs und die Linearitatsgrenze
bei 20.000 und die maximale Degradierung lag bei 0,02. Die Varianz der
Amplifikationseffizienz lag bei 0,05, maximales N-1-Stotter-Verhaltnis 0,3 bzw. fir N+1-
Stotter 0,1, die maximale Drop-in-Peak-Hbhe lag bei 400, Drop-in-Alpha-Wert bei 0,005
bzw. Beta-Wert bei 0,05 und die Drop-in-Frequenz bei 0,001. Die minimale Allel-
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Varianzkonstante wurde auf null gesetzt und die maximale auf 30. Bei den
semikontinuierlichen Berechnungen werden die Drop-out- und Drop-in-
Wahrscheinlichkeiten ebenfalls mit in die Berechnung einbezogen. Allerdings wird die
Drop-out-Wahrscheinlichkeit nicht wie beim vollstandig kontinuierlichen Modell
berechnet, sondern voreingegeben (Standardeinstellung: heterozygot = 0,1 und
homozygot = 0,005). Die Drop-in-Wahrscheinlichkeit ist mit 0,05 voreingestellt.
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3. ERGEBNISSE
3.1 Ubersicht iiber die angewandte Strategie der vorliegenden Studie

Abbildung 3 bietet eine Ubersicht Uiber die angewandte Strategie der vorliegenden
Arbeit. Der Gebrauch von Haaren in der Forensik kann in der Strafverfolgung eine
sinnvolle und hilfreiche Methode darstellen. Die Herausforderung bei der Untersuchung
von DNA aus Haaren besteht vor allem in der starken Degradierung der DNA, die haufig
in sehr geringen Mengen im Pikogrammbereich vorkommt. In der vorliegenden Studie
wurden Korrelationen zwischen dem Schweregrad der DNA-Degradierung und der DNA-
Menge zu der Anzahl an erfolgreich detektierten STR-Allelen beschrieben (Kapitel
3.2.6). Dadurch wurde eine Methode etabliert, die es in der Zukunft ermdglichen soll,
anhand des DNA-Degradierungsgrades (D-Wert) und der DNA-Menge Voraussagen Uber
die potentielle Ausbeute an STR-Allelen (Allel-Recovery, Kapitel 1.2.1) zu treffen. Daflr
wurde ein neuer gPCR-basierter Assay entwickelt (RiboD), der sowohl die DNA-Menge
als auch den DNA-Degradierungswert bestimmt (Kapitel 3.2.1). Die Funktionsweise des
Assays wurde anhand artifiziell degradierter DNA nachgewiesen (Kapitel 3.2.2). Die
Validierung des Assays wurde durch Abgleich der Ergebnisse mit einem kommerziell
erhaltlichen Kit durchgefiihrt (Quantifiler® Trio DNA Quantification Kit, Thermo Fisher
Scientific, Kapitel 3.2.3). Das Funktionsprinzip des RiboD-Assays wurde auf canine DNA
Ubertragen und an DNA von Hunden getestet.
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% c generierten STR Profile (Consensus vs. Composite) & -Ale Marker mit unter- C vs. [|U hung NGS-
Tz T @ \J}, .ecovery schiedlicher Analytik: Composite- ||der Amplikon-| | basiertes
82 mllifzls il ESX17-Kit (CE) vs. Interpretation lénge ForenSeq Kit
2 © || Probabilistische Berechnung der likelihood ratio ESX17-Kit
o= . N maSTR-Assay (NGS)
> mittels der Software GenoProof Mixture 3: - Kanite] 3.5.2 Kaoitel 3.5 Kanitel 3.55 .
vollsténdig kontinuierlich / semi-kontinuierlich Kapitel 3.3 Apitet 3.3- SpItet 3.9 apitel 3.5.5  Kapitel 3.5.6

Kapitel 3.5.7

Abbildung 3: Ubersicht iiber die Vorgehensweise der vorliegenden Studie

Ubersicht (iber die angewandte Strategie der vorliegenden Studie inklusive Verweis auf die
jeweiligen Kapitel.
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AnschlieBend wurde der jeweilige spezifische Assay zur Bestimmung der DNA-Menge und
Integritéat von DNA aus ausgefallenen Haaren von Menschen und Hunden angewandt,
um die Korrelation zur Allel-Recovery bei realen Spurentypen zu untersuchen (Kapitel
3.3). Die STR-Typisierung wurde mit dem kommerziellen PowerPlex® ESX 17-Kit
(Promega, Madison, USA) durchgefihrt, das auf der Technik der Kapillarelektrophorese
(CE) beruhen. Diese Technik erlaubt keine Uberlappenden Fragmentldangen, wodurch
lediglich eine begrenzte Anzahl an STR-Markern ahnlicher Fragmentldange parallel
amplifiziert und detektiert werden. Aufgrund der Beschaffenheit der DNA aus
ausgefallenen Haaren, die sich durch hohe DNA-Degradierung auszeichnet, sind vor
allem sehr kurze STR-Marker (Mini-STRs) flr deren Typisierung geeignet. Die Technik
der Next Generation Sequenzierung (NGS) ermdéglicht die parallele Analyse kurzer STR-
Marker ahnlicher Fragmentldange, weswegen ein neues NGS-Kit von der Hochschule
Bonn-Rhein-Sieg entwickelt wurde, das ausschlieBlich Mini-Amplikon-STRs nutzt
(maSTR-Assay). Dieser Assay wurde in der vorliegenden Studie in Bezug auf die
Empfindlichkeitsgrenze, die Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit untersucht
(Kapitel 3.4.3) und sowohl auf artifiziell degradierte DNA (Kapitel 3.5.1) als auch auf
DNA aus ausgefallenen humanen Haaren angewendet (Kapitel 3.5.2). Der NGS-
basierte maSTR-Assay analysiert dieselben STR-Marker wie das PowerPlex® ESX 17-Kit
(Promega, Madison, USA), wodurch die Performance beider Assays miteinander
verglichen werden konnten (Kapitel 3.5). Um den Einfluss der Marker-Léange auf den
Erfolg der STR-Typisierung zu untersuchen, wurden die bisherigen Ergebnisse mit
weiteren CE-basierten Kits (PowerPlex® ESX 17 und ESI 17 Fast-Kits, Kapitel 3.5.5)
und einem kommerziellen NGS-basierten Kit (ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit,
Illumina, Kapitel 3.5.5) verglichen. Um eine fiir ausgefallene Haare geeignete Strategie
zu finden, wurde die Interpretation mittels der Consensus- und der Composite-Methode
untersucht (Kapitel 3.5.4 und 3.5.7). Interpretierte Profile wurden ebenfalls flr
biostatistische Berechnungen mittels semi- und vollstdndig kontinuierlichen
probabilistischen Verfahren (Kapitel 3.5.7) genutzt.

3.2 Entwicklung von zwei Protokollen zur Messung der Menge und
Integritat von DNA bei Menschen und Hunden

In dieser Studie wurden SYBR Green-basierte Singleplex-qPCR-Assays etabliert, die auf
rDNA-Sequenzen von Mensch (RiboD-Assay) bzw. Hund (RiboDog-Assay) abzielen, um
die Menge und Integritat von DNA aus ausgefallenen Einzelhaaren zu bestimmen.

3.2.1 Primerdesign

Um eine ausreichende Empfindlichkeit sicherzustellen, basiert das Verfahren auf einer
gPCR, die spezifisch auf eine Sequenz abzielt, die in mehreren Kopien pro Genom
vorhanden ist. Es wurden daflir Sequenzen der ribosomalen DNA (rDNA) genutzt, da
diese in tandemartig-repetitiv angeordneten Clustern von etwa 400 Kopien pro diploider
Zelle auf den menschlichen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 verteilt sind (Henderson
et al. 1972; Long und Dawid 1980; Veiko et al. 2003). Es besteht eine betrachtliche
Sequenzdiversitat in den regulatorischen Regionen, was eine Anpassung an menschliche
DNA oder nicht-menschliche Spezies ermdglicht (Srivastava und Schlessinger 1991;
Agrawal und Ganley 2018). Die menschenspezifischen Primer zielen auf eine Region des
rDNA-Promotors innerhalb des intergenic spacer (1GS) ab, die im Gegensatz zu der 5S,
5,85 und 28S-rDNA zwischen verschiedenen Spezies nur wenig konserviert ist
(Srivastava und Schlessinger 1991; Agrawal und Ganley 2018; Symonova 2019). Zur
Quantifizierung wird ein kurzes Amplikon (67 bp, Abbildung 4) verwendet, von dem
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erwartet wird, dass es nur wenig von der DNA-Degradierung beeinflusst wird, wahrend
ein langes Amplikon (362 bp), das anfélliger fir DNA-Degradierung ist, zur Beurteilung
der Starke der DNA-Degradierung dient. Wie in Abbildung 4 dargestellt, sind beide
Amplikons innerhalb einer 720 bp langen Zielsequenz (8249466-8250185 bp, Contigs
NT_187317, NT_187318 und 8432491-8433210 von NC_000021.9, Homo sapiens
Chromosom 21, GRCh38.p12) durch 291 bp getrennt. Die Zielsequenz des kurzen
Amplikons befindet sich 11 bp stromaufwarts der + 1-Stelle der 45S-Pra-rDNA. Die
720 bp lange Sequenz befindet sich auch auf Chromosom 22 (NT_187388.1) und auf
einem unplatzierten genomischen Geriist (unplaced genomic scaffold, NT_167214.1).

B “‘\“‘H\h\
/ —
e Promotor ITS1 5,85 ITS2 3'ETS
| ]
lang kurz

Abbildung 4: Schematische Darstellung der humanen rDNA-Organisation
Schema der humanen genomischen Zielsequenzen innerhalb der rDNA-Sequenzen der Nucleolus-
Organisatorregion eines akrozentrischen Chromosoms, die flir den RiboD-Assay innerhalb der
rDNA-Sequenzen von Chromosom 13, 14, 14, 21 und 22 in der Nucleolus-Organisatorregion
verwendet wurden. Die fiir die gPCR genutzten Sequenzen liegen im Promotor-Bereich, der dem
transkribierten Bereich vorgeschaltet ist. Dieser Bereich besteht aus der 18S, 5,8S und 28S-rDNA
inklusiver der external transcribed sequences (ETS) und internal transcribed sequences (ITS). +1
markiert den Transkriptionsstart. Modifiziert nach (Miller und Beatty 1969).

Amplikons fir den RiboDog-Assay wurden analog zum menschlichen System entwickelt.
Zur Quantifizierung wird ein kurzes (87 bp) Amplikon verwendet, wahrend die Integritat
der DNA unter Verwendung eines langen Amplikons (313 bp) bestimmt wird. Beide
Primerpaare amplifizieren PCR-Produkte der erwarteten Lange (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Nachweis der PCR-Produkte der RiboD- und RiboDog-Assays

Die PCR-Produkte des humanen RiboD-Assays (67 bp und 362 bp) und des caninen RiboDog-
Assays (87 bp und 313 bp) wurden mit der jeweilig passenden Template-DNA (Mensch bzw. Hund)
erstellt und auf einem zweiprozentigen Agarosegel aufgetragen. Langenstandard: GeneRuler 50bp
DNA Ladder ready-to-use. Alle gezeigten Wells befanden sich auf demselben Gel und wurden
nachtraglich flr die Abbildung nebeneinander dargestellt.
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3.2.2 Bestimmung von DNA-Mengen und DNA-Degradierungswerten mit
artifiziell degradierter DNA

Menschliche (HelLa) und canine (MDCK) DNA wurde durch DNase I-Verdau fir
verschiedene Zeitrdume schrittweise artifiziell degradiert und zur Validierung der beiden
gPCR-Assays hinsichtlich DNA-Menge und -Integritét verwendet (Abbildung 6 und
Abbildung 7). Im reprasentativen Gelbild (Abbildung 6) zeigt sich, dass die verdaute
DNA einen Schmier auf einem Agarosegel erzeugt, der umso weiter in den Bereich mit
niedrigem Molekulargewicht reicht, je langer die DNA verdaut wurde.

Mensch Hund
min min
[ 1 [ 1
M1 + 5 30 120 240 480 720 M2 M1 0 15 90 180 300 M2

- ———— e

D-Wert: 2,0 1,02 0,70 0,41 0,44 0,12 2,47 1,85 0,82 0,12 0,06

Abbildung 6: Serielle Degradierung genomischer DNA

Serieller DNase I-Verdau, visualisiert auf einem zweiprozentigem Agarosegel. Die Dauer gibt die
Lange der DNase I-Behandlung an (in Minuten). Mensch: DNase I-Verdau von HelLa-DNA. Hund:
DNase I-Verdau von caniner DNA aus MDCK-Zellen. M1-Marker: ADNA/HIindIII, M2-Marker: mi-
100 bp+ DNA Marker Go (Angaben in Basenpaaren). +: Unverdaute Positivkontrolle (HeLa-DNA
bzw. DNA aus MDCK-Zellen). D-Wert: DNA-Degradierungswert, berechnet mit dem jeweiligen
gPCR-Assay (RiboD fir humane DNA; RiboDog flir canine DNA). Die hier gezeigten D-Werte
stimmen mit den fiir 1000 pg DNA berechneten D-Werten in Abbildung 7 B und D Uberein.

Die unterschiedlich lange verdauten DNA-Proben wurden in den entsprechenden
humanen RiboD-Assays und caninen RiboDog-Assays gemessen. Dabei wurde die DNA-
Menge und der DNA-Degradierungsgrad bestimmt. Der als D-Wert bezeichnete DNA-
Degradierungsgrad ist das Verhaltnis der berechneten DNA-Mengen an langem und
kurzem Amplikon des gPCR-Assays (Kapitel 2.9). Je niedriger die D-Werte sind, desto
ausgepragter ist die DNA-Degradierung. Die Messungen wurden in 22 (Mensch) und
einem (Hund) gPCR-Ansatz an den gPCR-Geraten Roche LightCyclerIl (Mensch) und
gTower3 (Hund) durchgefihrt. Alle Daten, einschlieBlich der PCR-Effizienz, sind in den
Zusatzdaten aufgefiihrt (siehe Anhang 1, S1, S2, S4, S7). Die Anzahl der Replikate wird
in Abbildung 7 A und C aufgefihrt.

Wie in Abbildung 7 gezeigt, korrelieren abnehmende DNA-Mengen (sowohl fir kurze
als auch lange Amplikons; A, C) und abnehmende D-Werte (B, D) mit der
Degradierungsdauer fur alle initial eingesetzten DNA-Mengen (1 bis 1000 pg flr
menschliche DNA, 10 bis 1000 pg flir canine DNA; die DNA-Mengen beziehen sich auf
gemessene DNA-Mengen vor dem DNase-Verdau). Die DNA-Menge des kurzen
Amplikons wurde zu Beginn der DNase-Verdaus nur geringfligig beeinflusst und kann
somit unabhangig vom Verdau Informationen Uber die DNA-Konzentration liefern. Das
lange Amplikon wurde durch den Verdau starker beeinflusst als das kurze Amplikon, so
dass die D-Werte sowohl flir den menschlichen als auch fir den caninen Assay mit
zunehmender DNA-Degradierung abnahmen. Vor allem bei intakter oder nur maBig
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degradierter DNA wurden die D-Werte deutlich durch die Menge der eingegebenen DNA
beeinflusst. Serielle Verdiinnungen von DNA-Proben, deren DNA-Mengen und DNA-
Degradierungen bekannt sind, zeigen umso geringere D-Werte, je starker die Proben
verdinnt sind.
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Abbildung 7: Einfluss des DNase-Verdaus auf die DNA-Menge und -Integritat

Auswirkung des artifiziellen DNase-Verdaus auf die beiden gPCR-Assays in Abhdngigkeit von der
Verdauungsdauer und der urspringlich verwendeten DNA-Menge. A, B: Mensch. C, D: Hund. A,
C: Durchschnittliche, gemessene DNA-Mengen, sortiert nach der ursprunglich eingesetzten DNA-
Menge (1, 10, 100, 1000 pg). Schwarze Balken stehen fir kurze Amplikons, wahrend graue Balken
lange Amplikons reprasentieren. Die DNA-Mengen wurden anhand der C4-Werte berechnet, die D-
Werte aus dem Quotienten der jeweils berechneten DNA-Mengen der beiden Amplikons.
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung (+ SD) dar; Anzahl der gemessenen Proben (n)
oberhalb jedes Balkens. B, D: Korrelation des D-Werts (y-Achse) und der Degradierungsdauer (x-
Achse) fur die verschiedenen angegebenen Mengen an eingesetzter DNA.

Mit dem RiboD-Assay wurde eine ausreichende Prazision Uber 1 pg fur intakte DNA und
10 pg degradierte DNA erreicht. Degradierte DNA mit Mengen von weniger als 10 pg
zeigte eine inkonsistente Amplifikation des langen Amplikons. Die
Empfindlichkeitsgrenze fiir den RiboD-Assay fiir intakte DNA befindet sich daher bei 1 pg
und flr degradierte DNA bei 10 pg. Fir Hunde-DNA zeigte degradierte DNA von 10 pg
starke Variationen. Im Allgemeinen schienen die Hunde-qPCR-Assays weniger prazise zu
sein als die humanen gPCR-Assays, was mit der geringeren Anzahl analysierter Replikate
zusammenhangen kénnte (Abbildung 7 A und C).

3.2.3 Validierung des humanen RiboD-Assays

Der zuvor beschriebene artifizielle DNase-Verdau von HelLa-DNA mit DNase I wurde mit
einer hdheren Anzahl an Verdau-Dauern unter leicht verdnderten Bedingungen
wiederholt, um die Aktivitdt der DNase leicht zu erhéhen und dadurch dieselbe
Bandbreite des vorherigen Verdaus in kirzerer Dauer zu erreichen. Die erhaltenen
Proben bestatigten die vorherigen Ergebnisse, da mit der Verdau-Dauer der Schmier auf

52 |




ERGEBNISSE

einem Agarosegel in Richtung des geringeren Molekulargewichtes wanderte und die D-
Werte abnahmen (Abbildung 8).

Der D-Wert und die DNA-Menge zweier auf die Einsatzmenge von 10 ng (vor dem
Verdau) und 333 pg (nach dem Verdau) normalisierten Probensatze wurden sowohl mit
dem Quantifiler® Trio-Kit als auch mit dem RiboD-Assay gemessen, um letzteren zu
validieren (Abbildung 9). Die Probensatze beinhalteten sowohl intakte DNA als auch
artifiziell degradierte DNA, so dass die beiden unterschiedlichen Assays in Bezug auf die
Empfindlichkeit bei Einsatz von degradierter DNA verglichen wurden.
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Abbildung 8: Serielle Degradierung menschlicher HeLa-DNA

Serieller DNase I-Verdau von HelLa-DNA, visualisiert auf einem zweiprozentigen Agarosegel. Die
Dauer gibt die Lénge der DNase I-Behandlung an (in Minuten). M1-Marker: ADNA/HindIII, M2-
Marker: GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use (Angaben in Basenpaaren). +: Unverdaute
Positivkontrolle (HeLa-DNA). D-Wert: Degradierungswertwert, berechnet mit dem RiboD gqPCR-
Assay. Die hier gezeigten D-Werte stimmen mit den fir 333 pg DNA berechneten D-Werten in
Abbildung 9 und Abbildung 11 Uberein. Die 255 min verdauten Probe wurde nicht quantifiziert
und wurde fortan von weiteren Versuchen ausgeschlossen. Die verdauten Proben wurden in zwei
identischen Ansatzen erzeugt und auf zwei unterschiedliche Agarosegele geladen.

Die Ergebnisse zeigen, dass der RiboD-Assay und das Quantifiler® Trio-Kit Assays im
Bereich von 10.000 pg bis ungefédhr 100 pg DNA-Mengen und Integritat zu quantifizieren
vermoégen. Beide Assays zeigen den Trend, dass mit zunehmender DNA-Degradierung
der D-Wert und die DNA-Menge abnimmt (Abbildung 9). Es wurde jedoch eine
geringere PCR-Effizienz des RiboD-Assays im Vergleich zum Quantifiler® Trio Kit
nachgewiesen (siehe Anhang 1, S2).

Da sich die Normalisierung der DNA-Proben der Einsatzmenge von 10 ng fiir den DNA-
Degradierungswert vor dem DNase-Verdau bezieht, die Normalisierung des 333 pg-
Datensatzes mit den Proben nach dem DNase-Verdau geschah, nehmen die DNA-
Mengen des ,, 10 ng"-Datensatzes bei beiden Quantifizierungs-Assays entsprechend der
Dauer des DNase-Verdaus ab, wahrend der ,333 pg"-Datensatz relativ stabil bleibt
(Abbildung 9 A).

Mit 10 ng eingesetzter DNA zeigen beide qPCR-Assays eine Korrelation zwischen
zunehmender Verdau-Dauer und abnehmenden DNA-Mengen (10 ng Proben, Abbildung
9 A) und sinkenden D-Werten (Abbildung 9 B). Die D-Werte des Quantifiler® Trio-Kits
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decken jedoch einen groBeren Bereich fir DNA ab, die zwischen 5 und 25 Minuten
verdaut wurde (schwach degradierte DNA).
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Abbildung 9: Vergleich des RiboD-Assays und des Quantifiler® Trio-Kits

A: Gemessene DNA-Menge nach dem DNase I-Verdau flr die jeweils eingesetzten DNA-Mengen.
B: D-Werte der eingesetzten DNA flir die DNA-Mengen von 10 ng und 333 pg. Die degradierten
DNA-Proben wurden auf 10 ng (vor dem Verdau) und 333 pg (nach dem Verdau) normalisiert. Die
x-Achse in den Abbildungsteilen A und B reprasentiert die Dauer, fur die die DNA mittels DNasel
verdaut wurde (5, 15, 25, 35, 45, 50, 90, 150, 195 min). Fir den RiboD-Assay wurden Messungen
mit einem gTower3-Thermocycler (Analytik Jena) durchgefiihrt, wahrend das Quantifiler®-Kit mit
einem 7500 Fast Instrument (Applied Biosystems) durchgefiihrt wurde. Um die DNA-
Degradierungswerte zwischen dem RiboD-Assay und dem Quantifiler® Trio Kit zu vergleichen,
wurden die reziproken Werte fur das Quantifiler® Trio Kit angegeben.

3.2.4 Testung unterschiedlicher DNA zur Kalibrierung

Fir alle bisherigen, in dieser Studie durchgefiihrten Untersuchungen, wurden serielle
Verdinnungen von HelLa-DNA als Kalibratoren fir die gqPCR-Kalibrierungskurve des
RiboD-Assays verwendet. Aufgrund moglicher Aneuploidien bei HelLa-DNA, einer
Tumorzelllinie, wurde die Promega 2800M-DNA als potenzieller Ersatz flir die Erstellung
der Kalibrierungskurve getestet. Im Durchschnitt fiihrte die 2800M-DNA als
Kalibrierstandard zu DNA-Mengen von etwas weniger als einem Drittel geringerer Menge
als bei Messungen mit HelLa-DNA als Kalibrierstandard, wahrend die D-Werte nur
geringfligig beeinflusst wurden (siehe Anhang 1, S4).
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3.2.5 Speziesspezifitit des humanen RiboD-Assays

Der RiboD-Assay sollte spezifisch Menge und Integritdt humaner DNA in forensischen
Proben bestimmen, um Uber einzusetzende Mengen in nachfolgenden STR-Analysen zu
informieren. Weiterhin ist die Speziesspezifitat von PCR-basierten
Quantifizierungsmethoden ein wichtiger MaBstab, um die Madglichkeiten von
Kontaminationen durch nicht-menschliche DNA einzuschatzen. Daher wurde die
Speziesspezifitat des RiboD-Assays unter Verwendung von DNA von Menschen und
verschiedenen Tieren getestet, einschlieBlich Individuen der Homininae-Unterfamilie
(Mensch, Gorilla, Schimpanse), Hund und Maus sowie verschiedener Fliegenarten der
Ordnung Diptera (Ceratitis capitata, Aedes aegypti, Drosophila suzukii). Obwohl der
RiboD-Assay zu Amplifikationsprodukten mit DNA der getesteten, nicht-menschlichen
Spezies flhrte, konnten insbesondere Amplifikationsprodukte des Assays von anderen
Saugetier-Spezies (Maus, Hund) unter Verwendung des langen Amplikons mittels
Schmelzkurvenanalyse und Agarose-Gelelektrophorese klar von menschlicher DNA
unterschieden werden. Eine Ausnahme bildete die DNA von Gorilla und Schimpanse, die
zu sehr ahnlichen PCR-Produkten wie beim Menschen flihrte, was auf eine hohe
Konservierung der ribosomalen DNA-Sequenzen zwischen Mitgliedern der Homininae-
Unterfamilie hinweist (Abbildung 10).

kurzes Amplikon

langes Amplikon

Abbildung 10: Nachweis der Speziesspezifitit des humanen RiboD-Assays

Der gPCR-Assay wurde mittels unterschiedlicher DNA aus unterschiedlichen Tierarten und Mensch
durchgeflihrt und die entstandenen PCR-Produkte nach Abschluss der gPCR auf einem
zweiprozentigen Agarosegel aufgetrennt. Langenstandard: GeneRuler 50bp DNA Ladder ready-
to-use (Angaben in Basenpaaren).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass der RiboD-Assay sowie der RiboDog-Assay sicher
verwendet werden kénnen, wenn die Spezies der Probe anderweitig bestatigt werden
kann, beispielsweise durch mikroskopische Morphologie bei Haaren und taxonomische
Untersuchungen mittels der nukledren DNA oder mtDNA.

55 |



ERGEBNISSE

3.2.6 Voraussage der STR-Allel-Recovery unter Verwendung des RiboD-
Assays von artifiziell verdauter humaner DNA

Der RiboD-Assay soll zur Voraussage des Typisierungserfolges bei forensischen DNA-
Proben verwendet werden. Daher wurde im Folgenden getestet, ob DNA-Menge und D-
Wert Uber die Anzahl der erhaltenen STR-Allele der artifiziell degradierten DNA
(Kapitel 3.2.3) Auskunft geben kann. Daflir wurden die DNA-Mengen und D-Werte der
verdauten Proben in Korrelation gesetzt zu der Anzahl der erhaltenen, konkordanten
STR-Allele (Allel-Recovery, Kapitel 1.2.1) nach erfolgter STR-Typisierung unter
Verwendung des PowerPlex® ESX 17-Kits (Promega, Abbildung 11). Zur Berechnung
der Allel-Recovery wurden die Allele der Referenzprobe (intakte HeLa-DNA) mit den STR-
Profilen der artifiziell verdauten Hela-D verglichen: Die Allel-Recovery gibt die Anzahl
der Allele des untersuchten Profils an, die mit dem jeweiligen Referenzprofil
Ubereinstimmen. Da die Allel-Recovery sowohl von der eingesetzten DNA-Menge als
auch von dem Grad der DNA-Degradierung abhangt, wurden konstante DNA-Mengen
eingesetzt, um den Einfluss der DNA-Degradierung gezielt zu untersuchen. Durch den
Einsatz von jeder DNA-Probe in drei unterschiedlichen Verdinnungen (333 pg, 33pg und
3,3 pg) wurde eine Normalisierung erreicht, bei der sich die Allel-Recovery innerhalb der
Verdinnungsstufe lediglich durch die D-Werte der eingesetzten DNA unterscheidet. Die
Verdinnung auf 333 pg wurde als der Realitdt angemessen erachtet, da einzelne
telogene Kolbenwurzeln gewohnlich nicht mehr als 300 pg DNA ergaben (Kapitel 3.3).
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Abbildung 11: Einfluss des DNase-Verdaus auf die Allel-Recovery

Ergebnisse der STR-Typisierung von artifiziell verdauter und intakter HeLa-DNA, typisiert mittels
des PowerPlex® ESX 17-Kits (Promega). Die seriellen Verdinnungen von intakter und verdauter
(neun Stufen des schrittweisen DNase-Verdaus von 5 bis 195 min) HelLa-DNA sind geordnet nach
der DNA-Menge (333 pg, 33 pg und 3 pg) aufgetragen. Gestapelte Balken reprasentieren die Allel-
Recovery und den D-Wert jeder Probe: Schwarze Balken zeigen den D-Wert (Werte zwischen 0
und 1, rechte y-Achse). Graue Balken geben die Allel-Recovery in Prozent an (innerhalb und Uber
den Balken). Zwei Proben mit einer DNA-Menge von vier beziehungsweise einem Pikogramm DNA
(intakt und Verdau-Dauer 35 min) ergaben keine Allele. Die letztere Probe erzeugte keinen Cq4-
Wert durch Messen des langen Amplikons, daher war ein D-Wert nicht anwendbar (NA*). Es
wurden keine Replikate durchgeflihrt.

Um die beobachteten Korrelationen zwischen der DNA-Degradierung und den Allel-
Recoveries der STR-Typisierungen zu formulieren, wurden die in Tabelle 3 aufgefihrten
verbalen Pradikate fir die Beschreibung der D-Werte genutzt. Diese wurden mit dem
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RiboD-Assay berechnet, weshalb die D-Werte nicht auf andere qPCR-Assays Ubertragen
werden kdnnen. Die D-Werte stehen in Relation zu geringen DNA-Mengen (weniger als
2 ng DNA). Eine genauere Zuordnung zu bestimmten DNA-Mengen ist flr diese D-Werte
nicht anwendbar, da der D-Wert umso geringer ausfallt, je niedriger die eingesetzte
DNA-Menge ist (Abbildung 7 B). Die Bereiche der D-Werte orientieren sich an dem
Gelbild von Abbildung 8: Leicht degradierte DNA zeigt bereits einen deutlichen Schmier,
der sich weiter verklirzt und umso weiter in den Bereich der niedrigeren
Molekulargewichte wandert, je ldanger verdaut wurde. Ab einer Verdau-Dauer von 35 min
ist die DNA stark degradiert und ab einem Verdau-Dauer von 195 min ist die extrem
verdaute DNA auf dem Gelbild fast nicht mehr erkennbar.

Tabelle 3: Verbale Pradikate der DNA-Degradierungsgrade von humaner DNA

Degradierung leicht maBig ausgepragt stark extrem

D-Wert <1-0,2 <0,2-0,1 | <0,1-0,05 | <0,05-0,01 < 0,01

Wie in Abbildung 11 dargestellt, nahm die Allel-Recovery mit zunehmender DNA-
Verdau-Dauer (und dadurch zunehmendem Grad der DNA-Degradierung, gemessen
anhand des D-Werts) und abnehmender DNA-Menge ab: Je langer der DNase I-Verdau
dauerte, desto weniger Allele wurden gewonnen. Zusatzlich zeigt Abbildung 11 anhand
der drei Verdinnungs-Stufen (333 pg, 33 pg, 3,3 pg), dass umso weniger Allele erhalten
wurden, je weniger DNA in die STR-Typisierung eingesetzt wurde. Intakte und leicht,
maBig, sowie ausgepragt und stark degradierte DNA (entsprechend Verdau-Dauern von
5, 15, 25 und 35 min) mit einer Menge von etwa 333 pg zeigten keine Allelic Drop-outs.
Bei noch langerem DNase-Verdau, resultierend in D-Werten unterhalb 0,023, war die
Allel-Recovery jedoch stark beeintrachtigt. Bei der Analyse von DNA-Mengen im Bereich
von 33 pg nahm die Allel-Recovery stark ab, sodass selbst fiir intakte DNA lediglich 62%
der Allele detektiert werden konnten. Dieselben Proben degradierter DNA wiesen daher
in der 1:10-Verdinnung im Bereich von 30 pg eingesetzter DNA wesentlich mehr Drop-
outs auf als beim Einsatz der zehnfachen DNA-Menge. Auf 3 pg normalisierte Proben
haben die Empfindlichkeitsgrenze des PowerPlex® ESX 17-Kits erreicht: Es werden keine
oder nur sehr wenige Allele nhachgewiesen. In keinem Fall wurden mit beiden Methoden
andere Allele als die erwarteten gefunden.

Die vorliegenden Ergebnisse rechtfertigen die Annahme, dass die zu erwartende STR-
Recovery fir DNA geringer Menge vorausgesagt werden kann, wenn lediglich die beiden
per RiboD-Assay gemessenen Faktoren der DNA-Menge und der DNA-Integritat
vorliegen. Diese Annahme wird in den weiteren Kapiteln weiter untersucht.

3.3 Zusammenhang zwischen DNA-Menge und Degradierung zur Allel-
Recovery bei Einzelhaaren

Der Ribo-Assay ermdéglicht aufgrund seiner hohen Empfindlichkeit die Analyse der DNA
aus einzelnen telogenen Haaren. Daher wurde im Folgenden untersucht, ob flr diesen
Spurentyp eine ahnliche Korrelation zwischen der DNA-Menge und DNA-Degradierung
zu der Allel-Recovery besteht, wie in Kapitel 3.2.6 bereits gezeigt wurde. Dadurch
kdnnte eine Voraussage der Allel-Recovery fir DNA aus Einzelhaaren erméglicht werden,
die auf den qPCR-Ergebnissen der DNA-Menge und -Integritat basiert.

Um dies zu untersuchen, wurde DNA aus einzelnen Haaren aus einem Kollektiv von
Menschen- bzw. Hundehaaren extrahiert, DNA-Menge und DNA-Degradierungsgrad
mittels der RiboD- bzw. RiboDog-Assays bestimmt und einer speziesspezifischen STR-
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Analyse unterzogen. Als Referenzprofile dienten Mundschleimhaut-Abstriche der drei
Hunde und zwei menschlichen Individuen, von denen die untersuchten Haare stammten.
Aufgrund der geringen Menge an extrahierter DNA, wurden DNA-Proben von einzelnen
Haaren nur ein einziges Mal analysiert. In keinem Fall wurden mit den humanen und
caninen STR-Kits andere Allele als die erwarteten gefunden (keine Drop-ins). Die
nachfolgend dargelegten Ergebnisse sollen dazu dienen, die zu erwartende Allel-
Recovery von STR-Markern abschatzen zu kénnen beim Einsatz von Einzelhaaren, von
denen lediglich die Menge der einsetzbaren DNA und der Degradierungsgrad bekannt ist.

Menschenhaare

Um die Relevanz einer gqPCR-basierten Methode zur Voraussage des STR-Erfolgs von
telogenen Einzelhaaren zu untersuchen, wurden die Zellkerne menschlicher Kopfhaare
Uber eine DAPI-Farbung nachgewiesen. Zellkerne wurden lediglich im Gewebe der
Haarwurzelscheiden (anagen) und des Keimnippels (katagen) beobachtet. Diese
Ergebnisse  stimmen mit  bereits  verdffentlichten Ergebnissen anderer
Forschungsgruppen Ulberein, in denen mittels histologischer Farbungen gezeigt wurde,
dass menschliche Einzelhaare in der ruhenden Wachstumsphase keine oder nur wenige
Zellkerne aufweisen (Edson et al. 2013; Lepez et al. 2014; Haines et al. 2015; Haines
und Linacre 2016). Eine diffuse DAPI-induzierte Blaufarbung der Kolbenwurzel katagener
und telogener Haare weist darauf hin, dass sich freie DNA in den keratinisierten Zellen
des Cortex befinden kdénnte (Abbildung 12).

anagen katagen telogen

N
'l

Abbildung 12: DAPI-gefidarbte Haaren in unterschiedlichen Wachstumsphasen

Darstellung von humanen ungefarbten und mit DAPI gefarbten Kopfhaaren unterschiedlicher
Wachstumsphasen anhand reprasentativer Fotografien. Die VergréBerung erfolgte mittels des
Fluoreszenzmikroskops Leica DM5000, die Aufnahmen wurden mittels der Digitalkamera Canon
Ixus 125HS durch das Okular getatigt. Die Fotografien der einzelnen Haare wurden mit
unterschiedlichen Einstellungen vorgenommen: Die obere Abbildung eines anagenen Haares
wurde mittels Auflichtes erzeugt, die anderen Haare mittels Hellfeld, wahrend die Aufnahmen der
blaulich DAPI-gefarbten Haare unter Fluoreszenz (DAPI-Filter) erfolgten.

e

Abbildung 13 zeigt reprasentative Beispiele der Morphologie der Wurzelbereiche der
analysierten Einzelhaare sowie die per RiboD-Assay ermittelten Mengen und D-Werte
der daraus extrahierten DNA. Der Ubergang (katagene Phase) vom wachsenden Haar
(anagene Phase) zu inaktiven, toten Haaren (telogene Phase) ist gekennzeichnet durch
vollstandige Keratinisierung (Verhornung) des Haares und Ablésung des Haarfollikels
von der Papille, wobei die Wurzelscheide auf einen als Keimnippel bezeichneten Zellrest
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reduziert ist (Haare 9 und 28, (Linch et al. 1998)). Typisch fiir telogene Haare ist die
Reduktion auf ein Drittel der urspringlichen Gesamtwurzelldnge und die typische
Kolbenwurzel-Morphologie, die nahezu oder vollsténdig zellfrei sein kann (Haare 27 und

29 (Linch et al. 1998; Linch 2008), siehe Kapitel 1.4.2).
16 17 27

3 7

23

A 1

;

4 5

DNA-Menge 39.220 24191 11.484  10.988 10.042 7.326 978 406 332 310 270 pg

D-Wert 0,964 0,452 0,218 0,032 0,24 0,067 0,292 0,008 0,003 0,022 0,081
24 22 21 28 29 25 19

DNA-Menge 185 177 174 145 135 127 123 95 78 49 pg

D-Wert 0,037 0,186 0,125 0,136 0,008 0,006 0,026 0,473 0,024 0,727

B K1 K2 K3 K4 K5 G1 G2 K6 K7 K8 G3 M1 G4 G5 G6 G7 G8 G9 M2

AL LA

Abbildung 13: Fotografien von menschlichen und caninen Einzelhaaren

Einzelhaare von zwei Menschen (A) und drei Hunden (B), die in der Studie verwendet wurden.
A: Menschliche Haare, angeordnet nach der DNA-Menge [pg] und dem entsprechenden D-Wert.
Die DNA-Menge bezieht sich auf die komplette DNA-Menge der gesamten Haarwurzel.
B: Hundehaare, mit Haaren G4, G8 und M2, die fiir die Haarpools reprasentativ sind, die fur die
DNA-Extraktion verwendet wurden. Die Buchstaben K, G, M bezeichnen die drei Hunde, von denen
die Haare stammen. Fotos von Haar 7 und 27 stammen von dem Mikroskop Leica DM5000 B.
Folgende Fotos wurden mittels der Fotokamera Canon Ixus 125HS durch das Okular des Leica
DM1000- Mikroskops in der Hellfeld-Einstellung aufgenommen: Haar 1, 2, 4, 5, 3, 9, 16, 17, 23,
24, 20, 22, 21, 28, 29, 25, 19, 26, 18, sowie alle Hundehaare. Aufgrund der Hellfeldmikroskopie
erscheinen die Haare durchscheinender im Vergleich zu Bildern, die mit der Leica DM5000 B
aufgenommen wurden. Die Haare 1-5 befanden sich nicht im telogenen Wachstumsstadium,
sondern im anagenen (Haar 1) beziehungsweise katagenen (Haare 2-5) Stadium und dienten als
Positivkontrolle zu den telogenen Haaren, um den Einfluss der DNA-Menge und Integritat auf die
konkordanten Allele zu untersuchen.

Da Einzelhaare im telogenen Stadium nur sehr wenig DNA beinhalten, konnte pro Ansatz
jeweils nur ein Mikroliter eingesetzt werden, um genligend Probe fiir den Einsatz in
unterschiedliche Analysetechniken (PowerPlex® ESX 17 und ESI 17 Fast STR-Kits,
maSTR-Assay, ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit) zu gewahrleisten. Der Einsatz von
groBeren Volumina war somit ausgeschlossen, weshalb Gruppen von ahnlichen
eingesetzten DNA-Mengen gebildet wurden.

Die Haare 1-5 befanden sich nicht im telogenen Wachstumsstadium, sondern im
anagenen (Haar 1) beziehungsweise katagenen (Haare 2-5) Stadium und dienten als

59 |



ERGEBNISSE

Positivkontrolle zu den telogenen Haaren, um den Einfluss der DNA-Menge und Integritat
auf die konkordanten Allele zu untersuchen. Die Haare 1-4, 6-16, 21-23, 25, 27, 29,
sowie Pool 1-3 stammen von der weiblichen Person B, wahrend die Haare 5, 17-20, 24,
26 und 28 von der weiblichen Person C stammen.

Die empirisch ermittelten Schwellenwerte, die flir die Erstellung verbaler Pradikate
(Tabelle 3) an artifiziell degradierter DNA (Kapitel 3.2.3) ermittelt wurden, wurden in
der vorliegenden Studie mit Einzelhaaren bestatigt.

Um die Auswirkung der DNA-Degradierung in Hinblick auf die beiden Faktoren der
eingesetzten DNA-Menge und des DNA-Degradierungsgrads zu untersuchen, wurden
diese Parameter separat analysiert. Dafir wurden die Proben entsprechend ihrer
eingesetzten DNA-Menge in sechs Gruppen fir Einzelhaare eingeteilt (Abbildung 14
und Tabelle 4). Innerhalb der Gruppen wurden die Proben entsprechend ihrer D-Werte
angeordnet.
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Abbildung 14: Allel-Recovery der DNA aus humanen und caninen Haaren

Ergebnisse der STR-Typisierung von menschlicher (links) und Hunde-DNA (rechts) unter
Verwendung des PowerPlex® ESX 17-Kits (Mensch) und zwei unterschiedlicher STR-Kits fir Hunde-
DNA. Jede DNA-Probe wurde einmal analysiert. A: Histogramm der logarithmischen D-Werte,
bestimmt mittels des RiboD- bzw. RiboDog-Assays. B: Die Balkenhdhen (einschlieBlich der Anzahl
innerhalb des Balkens) repréasentieren die Ubereinstimmung (in Prozent) der gewonnenen STR-
Allele, die mit den jeweiligen Referenzprofilen Ubereinstimmen (Recovery). Fiur die Analyse der
menschlichen Haare wurden die Proben entsprechend ihrer DNA-Menge [pg] in sechs Gruppen
(und einer zusatzlichen Gruppe fiir gepoolte Proben) geordnet. Innerhalb der Gruppen wurden die
Proben entsprechend ihrer D-Werte angeordnet. Die DNA-Menge [pg] bezieht sich auf das
eingesetzte Volumen von je 1 yL DNA, die fir die Analyse verwendet wurde. Die humanen Haare
1-5 befanden sich nicht im telogenen Wachstumsstadium, sondern im anagenen (Haar 1)
beziehungsweise katagenen (Haare 2-5) Stadium und dienten als Positivkontrolle zu den telogenen
Haaren, um den Einfluss der DNA-Menge und Integritat auf die konkordanten Allele zu
untersuchen. Die humanen Haare 1-4, 6-16, 21-23, 25, 27, 29, sowie Pool 1-3 stammen von der
weiblichen Person B, wahrend die humanen Haare 5, 17-20, 24, 26 und 28 von der weiblichen
Person C stammen. Der Pool der Hundehaare M2 erzeugte keinen Cq-Wert flr das lange Amplikon,
daher war ein D-Wert nicht anwendbar (NA*).
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Abbildung 14 zeigt, dass die Beziehung zwischen D-Werten und Allel-Recoveries der
einzelnen Haare ebenfalls vom DNA-Gehalt abhdngig war. Bei der gleichzeitigen
Betrachtung der DNA-Menge und des Degradierungswertes (D-Wert) muss daher
beachtet werden, dass die berechneten D-Werte von der eingesetzten DNA-Menge
abhangig sind: Je geringer die eingesetzte DNA-Menge ist, desto kleiner sind die
berechneten D-Werte (Abbildung 7). Daher missen beide Parameter betrachtet
werden, wenn Riickschlisse auf die Allel-Recovery gezogen werden. Da DNA aus
Einzelhaaren der natirlichen DNA-Degradierung unterworfen ist, wird davon
ausgegangen, dass stark degradierte DNA keine hohe DNA-Menge aufweisen kann, da
diese stark degradiert wurde.

Tabelle 4: Allel-Recoveries menschlicher Haare in Bezug auf DNA-Menge und D-Wert

Kategorie 1 2 3 4 5 6
DNA-Menge [ng] 2-1 0,5 0,2-0,3 0,05-0,1 0,02 < 0,01
- < 1-0,2 leicht 2x(++)* 2x(++) 1x(++) 2x(-)
g <0,2-0,1 méBig 1x(++)
z <0,1-0,05 ausgepragt 1x(-) 1x(-) 3x(-)
< 0,05 stark/extrem 1x(+) 1x(-) 3x(-) 4x(-) 6x(-)
Gesamtanzahl der Haare 2 3 3 5 4 12

* Anzahl individueller Haare mit Allel-Recoveries von >90% (++); 60-90% (+); weniger als 60%

(=)

Zur leichteren Interpretation der vorliegenden Ergebnisse sind die D-Werte in Tabelle 4
in vier Gruppen eingeteilt, die von leichter (D-Werte zwischen 1 und 0,2) Gber maBige
(D-Werte 0,2-0,1), ausgepragte (D-Werte zwischen 0,1 und 0,05) bis zu starker und
extremer (D-Werte unter 0,05) Degradierung reichen. Dieses Klassifikationsschema
zeigt, dass ein hoher DNA-Gehalt der einzelnen Haare typischerweise zu Allel-Recoveries
von Uber 90% fluhrte, selbst wenn die DNA maBig degradiert ist (Gruppen 1 und 2). Mit
moderatem DNA-Degradierung und Mengen zwischen 2 ng und 500 pg ergab das
PowerPlex® ESX 17-Kit (fast) vollstandige Profile. Wenn die DNA-Mengen dagegen unter
20 pg lagen, fiihrte selbst eine leichte Degradierung dazu, dass weniger als 60% der
Allele detektiert wurden.

Bei einem maximalen DNA-Einsatz von etwa 350 pg oder weniger wurde die Allel-
Recovery hauptsachlich durch den Grad der DNA-Degradierung bestimmt (Gruppe 3),
gemessen anhand des D-Werts. Beispielsweise ergab leicht degradierte DNA von Haar 6
(346,7 pg; D-Wert 0,368) ein nahezu vollstandiges Profil. Im Gegensatz dazu lieferte
die ausgepragt degradierte DNA von Haar 7 (366,2 pg; D-Wert 0,067) nur 52% der
Allele. DNA aus Haaren, bei denen weniger als 50 pg DNA eingesetzt wurde, war haufig
extrem degradiert (D-Werte unter 0,01) und zeigt im Allgemeinen sehr schlechte Allel-
Recovery, was wahrscheinlich auf stochastische Effekte zurickzufihren ist.

Wie aus Abbildung 13 hervorgeht, wurden aus Haaren mit reichlich vorhandenem
Gewebe, wie dies typischerweise in der anagenen und katagenen Ubergangsphase
(Haare 1-5) der Fall ist, DNA-Mengen > 1 ng (pro pL eingesetzte Probe) und
D-Werte > 0,1 gewonnen, die ohne oder mit sehr wenigen Allelic Drop-outs analysiert
werden konnten (Abbildung 14). Dies ist konsistent mit Befunden von (Linch et al.
1998) die berichteten, dass die Menge des am Kolbenhaar anhaftenden Gewebes
maBgeblich den Erfolg der nukledaren DNA-Analyse flr diesen Haartyp bestimmt. Daher
besteht unbestreitbar eine Korrelation zwischen der Morphologie der Kolbenwurzel und
der Typisierbarkeit ebendieser Wurzel, wenn eine groBe Menge anhaftendes
Wurzelscheidengewebe (engl. hair root sheath tissue) vorhanden ist.
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Bei vollstandig telogenen und auch einigen katagenen Kolbenwurzeln, wie solchen mit
wenig anhaftendem Wurzelscheidengewebe, variierten die DNA-Mengen oder D-Werte
stark, so dass die STR-Typisierbarkeit nicht aus der Morphologie abgeleitet werden
konnte: Die telogenen Haare 16 und 27 hatten (fast) kein anhaftendes Gewebe, aber
zeigten vergleichbare D-Werte (weniger als 0,06) und héhere DNA-Mengen als die Haare
28 und 26, die mehr anhaftendes Gewebe aufwiesen, weshalb diese eher dem Ubergang
katagen-telogen zuzuordnen waren. GemaB der vorliegenden Studie weist anhaftendes
Gewebe mit der spezifischen Morphologie eines Keimnippels daher nicht zwingend auf
eine erfolgreiche Typisierbarkeit hin.

Zusammenfassend gilt, dass die Schwellenwerte des D-Werts, die flr artifiziell
degradierte DNA charakterisiert wurden (siehe Kapitel 3.2.6), auch fir DNA-Proben
gelten, die aus menschliche Einzelhaaren extrahiert wurden. Zusatzlich beeinflusst die
eingesetzte DNA-Menge den Einfluss des D-Werts auf die Allel-Recovery: Je geringer die
eingesetzte DNA-Menge ist, desto starker hangt die Allel-Recovery vom D-Wert ab; je
weniger Input-DNA verwendet wird und je starker sie degradiert wird, desto geringer ist
die Allel-Recovery. Zusammengenommen legen diese Ergebnisse nahe, den RiboD-Assay
zur Voraussage des Erfolgs der nachfolgenden STR-Typisierung einzusetzen.

Hundehaare

In dieser Studie wurden Fellhaare von drei Hunden verwendet, die verschiedene
Mischlinge unterschiedlicher Rassen waren (siehe Anhang 1, S5). Abbildung 13 zeigt
die Morphologie von getesteten Hundehaaren. Typisch fir Hundehaare sind die speer-
formigen Haarwurzeln (Tridico et al. 2014), wodurch sie im Normalfall leicht von
menschlichen, wattestabchen-férmigen Haarwurzeln unterschieden werden kdénnen.

Da einzelne Haare der Unterwolle in Vorversuchen sehr geringe Mengen an DNA ergaben,
wurden zehn Haare der Unterwolle (G8, Abbildung 13) gepoolt, quantifiziert und mit
einem Pool von zehn ebenso extrahierten Deckhaaren (G4) desselben Hundes
verglichen. Deutlich erkennbar ist die feinere Struktur der Haare der Unterwolle (G8),
bei der die Haarwurzel weniger dick ist als bei Deckhaaren. Im Gegensatz zu Deckhaaren
konnten aus den gepoolten Haaren der Unterwolle keine STR-Allele amplifiziert werden.

Hundehaare, die hohe DNA-Ausbeuten ergaben, zeigten eine hdhere Allel-Recovery als
Haare mit einer geringen DNA-Menge, wahrend die DNA-Degradierung nur einen
geringen Einfluss auf die STR-Typisierbarkeit hatte. Zum Beispiel ergab Haar G1 94,4%
der Allele, wenn mehr als 1,5 ng DNA verwendet wurden, wahrend die gleichermalBen
degradierte DNA von Haar G7 ein leeres Profil ergab, wenn 102 pg verwendet wurden
(Abbildung 14). Beim Vergleich von Hundehaaren mit dhnlichen DNA-Mengen zeigte
keines der Haare D-Werte von weniger als 0,2. DNA aus Hundehaaren scheint daher im
Vergleich zu menschlichen Haaren nur geringfligig oder maBig degradiert zu sein.
Dariber hinaus wurde ebenfalls beobachtet, dass bei einigen Proben die Anzahl der
Allelic Drop-outs nicht von den D-Werten abzuhdngen scheint. Beispielsweise wurden fir
die Probe Haar G3 (D-Wert 0,38) mehr Allele detektiert als bei dem Haar G5, dessen
D-Wert mit 0,54 gréBer war als vom Haar G3 (Abbildung 14). Beide Proben wiesen
hohe DNA-Mengen auf (Bereich zwischen 500-700 pg DNA), in dem die STR-Typisierung
erfolgreich sein sollte. Die Morphologie der Hundehaare des Deckhaars gibt daher keine
Information Uber die moégliche Allel-Recovery der nachfolgenden STR-Typisierung.
Beispielsweise sehen die Haare G2, G3 und G6 vom selben Hund d&hnlich aus und ergeben
relativ hohe DNA-Mengen und hohe D-Werte. Im Gegensatz zu den beiden anderen
Haaren konnte bei der STR-Typisierung von Haar G6 jedoch kein einziges STR-Allel
detektiert werden (Abbildung 14 und Abbildung 15).
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Uberraschenderweise ergab das Haar G1 kein vollstdndiges Profil, obwohl sein D-Wert
nur eine geringe DNA-Degradierung zeigte und die eingesetzte DNA-Menge mit etwa
1,5 ng sehr hoch war. In den STR-Profilen dieses Haares sowie in anderen Haaren und
einer Speichelprobe von Hund G zeigte den Marker AHTh253 einen Allelic Drop-out. Die
beiden Allele von AHTh253 konnten nur in einer anderen Speichelprobe identifiziert
werden, in der mehr DNA in der STR-PCR verwendet wurde. AHTh253 ist der langste
Marker im griinen CE-Kanal und daher anfallig fir Allel- und Locus-Drop-out.
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Abbildung 15: Vergleich unterschiedlicher caniner STR-Profile

Ausschnitte exemplarischer Elektropherogramme der STR-Profile von DNA aus Hundehaaren.
A: Referenzprofil von DNA aus einem Mundschleimhautabstrich. B: Haar G2, C: Haar G3, D: Haar
G6, inklusive der eingesetzten DNA-Mengen (obere Zahl) und des D-Werts der eingesetzten DNA
(untere Zahl, jeweils linker Rand). Bei den caninen STR-Assays wird anstelle einer Allelnummer
die Fragmentlange in Basen angegeben (Zahlen oberhalb der Peaks).

Bei der Bewertung der STR-Profile von Hundehaaren ist anzumerken, dass die Lange der
PCR-Amplifikate anstelle einer Allelzahl angegeben ist. Darliber hinaus kénnen Stotter-
Allele oft halb so hoch sein wie die echten Peaks. Dies liegt daran, dass Hunde-STR-
Marker haufig Dinukleotid-Wiederholungen sind, die starker zum Stottern neigen als
Marker mit mehr Basen pro Wiederholungseinheit (Dayton et al. 2009). Besonders
Marker mit vielen sich wiederholenden Einheiten (wie AHTh130) sind davon betroffen.
Ein weiterer Faktor fir die hohen Stotter-Allel kdnnte die Injektionszeit von 15 Sekunden
im Vergleich zu menschlichen Kits sein.
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3.4 Entwicklung des NGS-basierten maSTR-Assays

Der maSTR-Assay (Mini-Amplikon-STR) wurde im Zuge dieser Arbeit entwickelt, mit dem
Ziel, von degradierter DNA mittels NGS STR-Profile zu erstellen, die das EU-Core-STR-
Set (ESS) abdecken und somit DAD-kompatibel sind.

3.4.1 Design des maSTR-Assays

Der PCR-Assay ermoglicht die parallele Amplifikation von 16 EU-Core-STR-Loci und
Amelogenin unter Verwendung kurzer Amplikons (76-296 bp), sogenannten Mini-
Amplikons (Butler et al. 2003; Kim et al. 2016) mit Gberlappenden GréBenbereichen in
einer Multiplexreaktion (Abbildung 16). Die amplifizierte DNA wurde verwendet, um
eine gepoolte NGS-Bibliothek zu konstruieren, die anschlieBend mit einem Illumina
MiSeq FGx™-Gerat flr Paired-End-Reads in 2 x 300 bp-Zyklen analysiert wurde. Die
Reads wurden unter Verwendung einer eigens entwickelten bioinformatischen Pipeline
den entsprechenden STR-Loci und Allelen zugewiesen. Anpassungen der von dieser
Pipeline gelieferten Lédngen-Allel-Ubersetzungen fiihrten zur korrekten STR-Typisierung
des SE33-Locus, was zum Zeitpunkt der Entwicklung des Assays mit anderen NGS-Tools
noch nicht mdglich war. Damit amplifiziert der maSTR-Assay exakt dieselben Marker wie
die PowerPlex® ESX 17 und ESI 17 Kits (Promega). Aus diesem Grund wird im weiteren
Verlauf der Studie der maSTR-Assay mit ebendiesen Kits verglichen, um die Allel-
Recovery zu untersuchen.
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Abbildung 16: GroBenverteilung der Amplikons des maSTR-Assays
Minimale (76 bp) und maximale (296 bp) Fragmentlangen aller méglichen Amplikons des maSTR-
Assays.

3.4.2 MiSeq FGx™ Qualitdts-Metriken

Die Parameter fir die Qualitdts- und Performance-Metriken der unterschiedlichen
maSTR-Assay-Durchlaufe (im Folgenden als "Laufe" bezeichnet) wurden gemaB (Guo et
al. 2017) analysiert. Die Clusterdichte (K/mm?) ist ein MaB fir die Anzahl der Cluster
pro Quadratmillimeter pro Lauf. Cluster-Passing-Filter (PF-Cluster) ist die Anzahl der
Cluster, die den Qualitatsfilter Gberstanden haben. Die Qualitatsmetrik % = Q30 ist ein
Prozentsatz der Nukleotide der Reads mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von weniger als
1 in 1000 (0,1%) fir den base call einer inkorrekten Base (Kapitel 1.6.1). Effektive
Reads werden gezahlt als Anzahl der Reads pro Probe nach dem Qualitats-Trimmen, dem
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Zusammenfihren der Read-Paare (merging) und der erfolgreichen Bestimmung der
STR-Allele. Effektive Reads sind daher Reads, die tatsachlich fiir die STR-Typisierung
verwendet wurden. ,Effektive Reads [%] der gefilterten Reads"™ wird als Prozentsatz der
gefilterten Reads berechnet, die als effektive Reads flir die STR-Typisierung verwendet
wurden.

Der Parameter ,Effektive Reads [%] der gefilterten Reads" zeigt, dass ein groBer Teil
der gefilterten Reads nicht fir die STR-Typisierung qualifiziert ist, da nur 1/3 (Lauf 1
und 2) bis die Halfte (Lauf 4) der gefilterten Reads als effektiv verwendet wurden. Im
Allgemeinen gehen beim Trimmen und Zusammenflihren wesentlich weniger Reads
verloren als bei der Bestimmung der STR-Allele selbst, da die Parameter "gefilterte Read-
Paare", "getrimmte Read-Paare" und "erfolgreich zusammengefiihrte Read-Paare" im
Vergleich signifikant héhere Zahlen aufweisen als die Anzahl der ,effektiven Read-
Paare". Daher scheint die Qualitdt von zusammengefiihrten Read-Paaren, die als
effektive Reads verwendet werden, der entscheidende Faktor fiir den Erfolg der STR-
Typisierung zu sein.

Tabelle 5: Qualitdts-Parameter fir die vier maSTR-Laufe in der vorliegenden Studie
Guideline  Laufl1 Lauf2 Lauf3 Lauf 4

Anzahl der Proben degradierter DNA 78 78 50 38
PhiX [%] 15 50 15 15
Finale, gepoolte Bibliothek [pM]* ~127 12,2 5,8 19,3
Dichte [K/mm?] 800-1000 1200 1300 730 1240
Cluster [Mio.]? 28,7 31,8 18,3 28,6
PF Cluster [Mio.] 22-25 24,6 27,8 17,6 23,1
Ausbeute [GB]? 13-15 14,7 16,7 10,6 13,9
% = Q30 >70 47 60 56 50
Nukleotide vor Trimmen [Mrd.]* 3,5 2,1 2,4 4,2
Nukleotide nach Trimmen mit Singletons [Mrd.] 2,6 1,6 2,2 3,4
Nukleotide nach Trimmen ohne Singletons [Mrd.] 2,4 1,5 2,1 3,2
Gefilterte Read-Paare [Mio.] 19,8 12,2 14 18,7
Getrimmte Read-Paare [Mio.] 16,4 10,2 12,8 16,5
Erfolgreich zusammengefiihrte Read-Paare [Mio.] 15,2 9,4 12,4 15,6
Effektive Read-Paare [Mio.] 5,7 3,5 5,5 9,8
Effektive Reads [%] der gefilterten Reads® 31 31 40 52
Gefilterte durchschnittliche Read-Lange [nts]® 88 87 87 112
Getrimmte durchschnittliche Read-Lénge [nts] 74 73 82 98
Zusammengefihrte durchschnitttliche Read-Ldnge [nts] 80 80 85 103

1 pM: picoMol (1E-12 Mol), berechnet anhand der DNA-Quantifizierung (KAPA Bibliothek
quantification kit) und dem Verdinnungsfaktor; 2 Mio.: Million (1E+06); 3 GB: Gigabasen (1E+09
Basen); 4 Mrd.: Milliarde [1E+09]; > Effektive Reads [%] der gefilterten Reads: Division der Anzahl
der effektiven Reads durch die Anzahl der gefilterten Reads; ¢ nts: Nukleotide; 7 wurde nicht mit
dem KAPA Library Quantification Kit gemessen.

In den maSTR-Laufen 1 und 2 wurden dieselben Proben derselben Amplikon-PCR fir
beide gepoolten Bibliotheken verwendetet, mit Ausnahme einer Probe aus Lauf 1, die
nicht in Lauf 2 enthalten war. In Lauf 1 wurden 96 DNA-Proben sequenziert, in Lauf 2
daher nur 95. Im Gegensatz dazu wurden in den Laufe 3 und 4 zwei unterschiedliche
Bibliotheken verwendet, indem dieselbe DNA mancher Proben flir zwei unabhdngige
Amplikons-PCRs eingesetzt wurde. In Lauf 3 wurden 87 DNA-Proben sequenziert, in
Lauf 4 nur 63.

Lauf 1 und 2 fihrten zu ahnlichen Qualitdtswerten, da dieselben Proben derselben
Amplikon-PCR flr beide Bibliotheken verwendetet wurden (mit Ausnahme einer Probe).
Eine erhdéhte PhiX-Menge in Lauf 2 (50% PhiX) hat mdglicherweise zu etwas hdheren
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Qualitatswerten als in Lauf 1 (15% PhiX) gefiuhrt, lieferte jedoch insgesamt weniger
gefilterte und effektive Reads als Lauf 1. Der Wert % = Q30 in allen Laufen lag nicht
innerhalb des empfohlenen Bereichs fiir Amplikon-Sequenzierungen (> 70). Dies kdnnte
auf Uberclustering und geringe Komplexitét der Proben zuriickzufiihren sein: In allen
Laufen diente die DNA von nur funf bis zehn Individuen als Template. Alle Laufe ergaben
zusammengefihrte Read-Paare mit kurzen Langen (ktrzer als 110 nt), moéglicherweise
aufgrund von Uberclustering (Daten nicht gezeigt).

Die Laufe 1, 2 und 4 beinhalteten hohe DNA-Mengen, was zu héheren Werten der Dichte
fihrte als in Lauf 3, der eine geringere DNA-Menge aufwies. Eine hohe eingesetzte DNA-
Menge filhrte zu Merkmalen, die fiir Uberclustering typisch sind, wie niedrige
Qualitatswerte (% = Q30; mit Ausnahme von Lauf 2) im Vergleich zu Lauf 3 und ein
hoéherer Verlust von Clustern, welche den Filter nicht passierten (Anzahl der ,PF-Cluster"
im Vergleich zu ,Cluster"), sowie ein hdherer Verlust von Reads, welche nicht die
Anforderung fir eine erfolgreiche Zusammenfiihrung erfillten (Anzahl der ,getrimmten
Read-Paare im Vergleich zu ,erfolgreich zusammengefiihrten Read-Paare"), was zu
einem hoheren Verlust von Reads flihrte als in Lauf 3 (Manual "Cluster Density"
(Illumina)).

3.4.3 NGS-Charakteristiken: Wiederholbarkeit, Reproduzierbarkeit,
Konkordanz und Empfindlichkeit

Der NGS-basierte maSTR-Assay wurde hinsichtlich Empfindlichkeit, Prazision,
Genauigkeit, Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit validiert (gemaB den Richtlinien
~SWGDAM-Validierungsrichtlinien fiir DNA-Analysemethoden®, (SWGDAM 2016)). Um
den NGS-basierten maSTR-Assay auf Konkordanz (Hill, C. R. et al. 2010) zu prifen,
wurde die Information Uber die Fragmentldnge der NGS-generierten Reads mit CE-
generierten STR-Profilen des PowerPlex® ESX 17-Assays (Kapitel 2.11) verglichen. Die
Reproduzierbarkeit wurde bewertet, indem zuverlassige und korrekte Genotypen
mehrfach von derselben Template-DNA generiert und analysiert wurden, die von
derselben Person angesetzt und demselben Detektionsinstrument (PCR-Cycler, sowie
MiSeq FGx™-Gerat) erhalten wurden, gemaB der Vorgabe von Guo et al. (Guo et al.
2017). Die Wiederholbarkeit wurde untersucht, indem zweimal dieselben PCR-Produkte
sequenziert wurden (in Lauf 1 und 2). Um die Wiederholbarkeit, Reproduzierbarkeit und
die Empfindlichkeitsgrenze des entwickelten maSTR-Assays zu testen, wurden
verschiedene DNA-Verdinnungen intakter DNA in unterschiedlichen maSTR-Laufe
sequenziert. Die DNA stammt aus kultivierten HelLa-Zellen (Person A), sowie von Person
B aus Mundschleimhautzellen, welche durch einen Abstrich gesammelt wurden. Die
Empfindlichkeit, definiert als die Fahigkeit zur reproduzierbaren Erstellung vollstéandiger
Profile aus einer Reihe von Eingangs-DNA-Mengen mit Messwerten (ber dem
analytischen Schwellenwert auf einem NGS-Gerat (Guo et al. 2017), wurde unter
Verwendung unterschiedlicher DNA-Mengen aus zwei verschiedenen Verdinnungsreihen
ausgewertet. Aufgrund der Durchfihrung der PCRs und der Detektion der STR-
Fragmente auf dem MiSeq FGx™-Gerat in mehreren Replikaten, zeigen die vorliegenden
Ergebnisse Varianzen, die sowohl auf Effekte wahrend der Amplifikationen der Erstellung
der Bibliothek beruhen kénnen, als auch auf Unterschieden wahrend der Clusterbildung
und Sequenzierung mit dem MiSeq FGx™-Gerat.

DNA-Mengen zwischen 1 ng und 100 pg HelLa-DNA ergaben vollstandige Profile.
Allerdings konnten Allelic Drop-ins nicht reproduzierbar vermieden werden: In Lauf 2
trat beim Einsatz von 211 pg DNA ein Drop-in-Ereignis im Marker D2251045 auf, das
ein Stotter-Allel sein kdnnte, aber oberhalb des Stotter-Schwellenwertes von 22% lag.
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Dieser Marker besteht im Gegensatz zu den Ubrigen Markern, die aus Tetranukleotid-
Wiederholungseinheiten bestehen, aus Trinukleotid-Wiederholungseinheiten, die zu
héheren Stottern neigen, als es bei Tetranukleotid-Markern der Fall ist (Schlétterer und
Tautz 1992; Kruglyak et al. 1998). Daher wird in diesem Fall angenommen, dass es sich
hierbei nicht um eine Kontamination handelt, sondern um ein ungewdéhnlich hohes
Stotter-Allel (Abbildung 17). Vollstandige, zuverlassige, genaue und Ubereinstimmende
STR-Profile mit 100% Recovery wurden reproduzierbar aus 200 pg DNA erhalten und in
der Einzeltestung ebenso aus mindestens 112 pg DNA. In einigen Fallen traten bei DNA-
Mengen unterhalb 100 pg trotz eines vollstandigen Profils (43 pg HelLa-DNA) einzelne
Allelic Drop-in-Ereignisse (3%) auf. DNA-Mengen unter 40 pg flihren zu einem starken
Anstieg von Allelic Drop-outs sowie Drop-ins (insbesondere bei Mengen unter 10 pg).
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Abbildung 17: Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit des maSTR-Assays

Die Reproduzierbarkeits- und Empfindlichkeitsstudie des maSTR-Assays wurde mittels intakter
DNA durchgefiihrt. Das Histogramm zeigt die Allel-Recovery [%] aufgetragen gegen DNA-
Verdlinnungen von zwei Personen (Person A, Person B) mit spezifischen Mengen, berechnet aus
verschiedenen NGS-Laufen (Lauf 1, 2, 3 und 4). Die H6he ganzer Balken (grau und schwarz) stellt
die Recovery korrekt typisierter Allele dar (Zahlen oberhalb der Balken), wahrend graue Felder
Allelic Drop-ins als Prozentsatz aller detektierten Allele darstellen. Die DNA-Mengen wurden unter
Verwendung des RiboD-Assays mit 2800M-DNA (Promega) als Kalibrator (Standardreihe)
berechnet. Die Proben der 1:10 Verdinnungsreihe wurden in Lauf 4 analysiert.

Bei Einsatz von minimalsten DNA-Mengen liefert die Methode keine verldsslichen STR-
Profile, weil stochastische Effekte gehauft auftreten. Der Anteil der Allelic Drop-ins wird
in Abbildung 17 als Anteil am tatsachlich vorkommenden Profil (aller vorkommenden
Allele, sowohl korrekter/konkordanter und fremder/diskordanter Allele) dargestellt. Das
bedeutet beispielsweise, dass bei Einsatz von 3 pg DNA von Person A 76% der Allele
nicht nachweisbar sind (Lauf 3) im Vergleich zum Referenzprofil, da lediglich sieben
korrekte Allele (24% des Referenzprofils) detektiert wurden. Weitere sieben Allele
wurden als Drop-ins detektiert, diese stellen daher die Halfte der tatsachlich detektierten
Allele des Profils dar und werden daher als Anteil von 12% dargestellt.

Das Auftreten von mehr als zwei Allelic Drop-ins an mehr als zwei Loci innerhalb eines
STR-Profils flihrt zu seiner Bewertung als Mischprofil (Gill et al. 2012). Daher muss die
Empfindlichkeitsgrenze als diejenige DNA-Menge definiert werden, mit der in
empirischen Studien keine oder nur wenige und nicht-reproduzierbare Drop-ins
auftreten. Werden geringere DNA-Mengen unterhalb der Empfindlichkeitsgrenze
eingesetzt, kann anhand des STR-Profils nicht auf die Herkunft der Drop-ins geschlossen
werden, die sowohl durch die schlechte DNA-Integritat und geringe DNA-Quantitat, als
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auch durch Assay-bedingte Fehler bedingt sein kdnnen. Aufgrund der vorliegenden
Daten kann nicht davon ausgegangen werden, dass der maSTR-Assay unterhalb der
Empfindlichkeitsgrenze von 40 pg die Anforderungen fir reproduzierbare Daten mit
zufriedenstellender Genauigkeit und Prazision erfullt.

3.5 Vergleich des NGS-basierten maSTR-Assays mit kapillarelektro-
phoretischen Kits

Nach der Entwicklung und Validierung des maSTR-Assays wurde der Assay genutzt, um
STR-Profile mittels degradierter DNA geringer Menge zu erstellen, und um diese Profile
mit denjenigen Profilen zu vergleichen, die mit kommerziellen, CE-basierten STR-Kits
erstellt wurden, indem dieselbe DNA eingesetzt wurde.

3.5.1 Vergleich der CE- und NGS-basierten STR-Typisierung mittels artifiziell
degradierter HeLa-DNA (Proof of Concept)

Um die Eignung (Proof of Concept) des maSTR-Assays fir degradierte DNA-Proben zu
belegen, wurde der maSTR-Assay mit dem CE-basierten PowerPlex® ESX 17 STR Assay
hinsichtlich der Allel-Recovery verglichen. Hierzu wurde die analysierte DNA-Menge auf
etwa 333 pg artifiziell degradierte DNA normalisiert (sowie weiter seriell verdiinnt auf
33 pg und 3,3 pg; quantifiziert mit dem RiboD-Assay mit HeLa-DNA als Kalibrierung).
333 pg wurden als angemessen erachtet, da aus einzelnen Kolbenwurzeln telogener
Haare haufig nicht mehr als 300 pg DNA gewonnen werden. Die Konkordanz (Hill, C. R.
et al. 2010) der per maSTR-Assay erstellten STR-Profile wurde durch den Vergleich mit
STR-Profilen ermittelt, welche unter Verwendung des Promega PowerPlex® ESX 17 (CE)-
Kits an intakter und degradierter HeLa-DNA erstellt wurden. Die per PowerPlex® ESX 17
generierten Ergebnisse wurden in Kapitel 3.2.6 gezeigt.

Wie in Abbildung 18 gezeigt wird, nahm die Allel-Recovery beider Analysemethoden
mit zunehmender DNA-Degradierung (angezeigt durch den D-Wert) und abnehmender
DNA-Menge ab: Je langer der DNase I-Verdau andauerte, desto weniger DNA wurde
gemessen, welche umso starker degradiert wurde, was in einer riicklaufigen Anzahl von
detektierten Allelen resultierte. Intakte und degradierte DNA mit einer Menge von etwa
333 pg bei D-Werten von = 0,023 zeigte sowohl bei CE- als auch bei NGS-basierten
Assays nur wenige Allelic Drop-outs. Bei D-Werten unter 0,023 war die Allel-Recovery
mit dem PowerPlex® ESX 17-Kit jedoch starker betroffen als mit dem maSTR-Assay, der
in den meisten Proben von 333 pg DNA immer noch (fast) vollstandige Profile ergab.

Bei der Analyse von DNA-Mengen im Bereich von 33 pg nahm die Allel-Recovery der CE-
basierten Methode stark ab. Die Performance der NGS-Methode wurde auch durch Allel-
und Locus Drop-outs beeinflusst, jedoch in geringerem MaBe als bei der CE-basierten
Methode. Auf 3 pg normalisierte Proben scheinen die Empfindlichkeitsgrenze sowohl der
CE- als auch der NGS-basierten Methode erreicht zu haben. Die NGS-Methode ergab
immer noch eine hdéhere Anzahl von Allelen, es gab jedoch keine klare Korrelation
zwischen dem Degradierungswert und der Allel-Recovery.

In keinem Fall wurden mit dem PowerPlex® ESX 17 Kit in Kombination der CE-basierten
Detektionsmethode andere Allele oberhalb des Schwellenwertes von 50 RFU als die
erwarteten Allele gefunden, was zu einer Ubereinstimmung von 100% fiihrte. Im
Gegensatz dazu wurden Allele, die nicht mit dem Referenzprofil Gbereinstimmten (Allelic
Drop-ins), unter Nutzung des maSTR-Assays in Kombination mit der NGS-basierten
Detektionsmethode detektiert. Die Anzahl dieser Allelic Drop-ins stieg mit der
absteigenden Integritdt und Quantitat der Template-DNA an (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Vergleich maSTR- und ESX-basierter Recovery aus HeLa-DNA
Vergleich der maSTR-basierten und PowerPlex® ESX 17-basierten (CE) STR-Typisierung von
artifiziell degradierter und intakter HeLa-DNA. Die Histogramme sind gegen serielle Verdiinnungen
von intakter und degradierter HeLa-DNA (neun Stufen des schrittweisen DNase-Verdaus von 5 bis
195 min, siehe Kapitel 3.2.3) mit Mengen von etwa 333 pg, 33 pg und 3 pg aufgetragen.
A: Histogramm der logarithmischen D-Werte. B: Histogramm der Anzahl der detektierten Allelic
Drop-ins (ADI) des maSTR und des CE-basierten STR-Assays. C: Histogramm, welches die Allel-
Recovery des maSTR-Assays und des CE-Assays mit den angegebenen DNA-Mengen darstellt.
Gestrichelte Balken reprasentieren den prozentualen Anteil an Allelen, die mittels des maSTR-
Assays erhalten wurden, wahrend schwarze Balken die Allel-Recovery des CE-Assays zeigen
(Anzahl innerhalb der Balken). Graue Balken reprasentieren identische Allel-Recovery von CE- und
maSTR-Assays. Zwei Proben mit einer DNA-Menge von vier beziehungsweise einem Pikogramm
DNA (intakt und Verdau-Dauer 35 min) ergaben unter Verwendung von CE-basierter Analytik keine
Allele. Die letztere Probe erzeugte keinen Cq-Wert durch Messen des langen Amplikons, daher war
ein D-Wert nicht anwendbar (NA).

Bei stark degradierter DNA, die in groBer Menge eingesetzt wurde, wurden stochastische
Effekte detektiert, wie Drop-outs aber auch Drop-ins. Dabei handelt es sich vor allem
um ungewdhnlich hohe Stotter-Werte. Beispielsweise weist die Probe ,Verdau-Dauer von
90 min, 333 pg" (Abbildung 18), die per maSTR-Assay analysiert wurde, ein Allelic
Drop-in auf, wobei es sich um ein Stotter-Allel der Repeat-Anzahl 19 im Marker SE33
(ACTBP2) handelt, das mit 26% um 4% oberhalb des akzeptierten Stotter-
Schwellenwerts von 22% des Haupt-Allels 20 vorkommt (Abbildung 19 B).
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Abbildung 19: Vergleich eines maSTR- und eines ESX-generierten STR-Profils

Vergleich der STR-Profile derselben DNA-Probe (Verdau-Dauer 90 min, 333 pg), die artifiziell
degradiert wurde. Das STR-Profil zeigt die Allele 16 verschiedener forensischer STR-Loci und
Amelogenin einer einzigen individuellen Person. A: Histogramm, das durch die Amplifikation per
maSTR-Assay und Analyse mittels MiSeq FGx™-Sequenziergerat und einer bioinformatischen
Pipeline erstellt wurde. Die Signalstarke der Allele wird Uber die Anzahl der Reads (Y-Achse)
dargestellt, die amplifiziert wurden. Die GréBe der Fragmente wird nicht explizit angegeben. Die
Allele sind entsprechend ihrer Fragmentlange von kurz (links) nach lang (rechts) innerhalb des
grau-hinterlegten Bereichs (entspricht einem STR-Marker) geordnet. Signale, die als Allele
gewertet wurden, sind blau dargestellt, Artefakte rot und Stotter-Allele gelb.
B: Elektropherogramm, das durch die Amplifikation mittels PowerPlex® ESX 17-Kit (Promega) und
Langenauftrennung auf dem ABI 310 Genetic Analyzer erstellt wurde. Die Peaks stellen die
Amplikons der amplifizierten Allele dar. Die Allele wurden kapillarelektrophoretisch entsprechend
ihrer Lange aufgetrennt und anhand Fluoreszenzmarkierungen in vier Farbkanalen getrennt
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dargestellt. Graue Streifen reprdasentieren die sogenannten Allel-Bins, welche die Zuordnung der
gemessenen Allel-Nummern zu real existierenden Allelen gewahrleisten. Die Signalstarke der
Allele wird Uber die relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU, Y-Achse) dargestellt, sowie im Kastchen
unter der Allel-Nummer (abgektrzt als ,,al*) angegeben als Hohe (englisch height, abgekirzt ,ht").
Die GroBe der Fragmente wird in Basenpaaren (bp) durch die X-Achse dargestellt und reicht von
kurz (links) nach lang (rechts). Aufgrund dessen wird der Skipisten-Effekt der degradierten DNA,
die in die Multiplex-PCR eingesetzt wurde, visuell erkennbar: Die kurzen, sich im
Elektropherogramm links befindlichen Allele weisen signifikant hdohere Signalstarken auf als
Amplikons von STR-Loci, die durch ldngere Fragmente (rechts) amplifiziert wurden. Zum Teil fielen
die langen Allele komplett aus.

3.5.2 Anwendung des maSTR-Assays in einem forensischen Kontext mittels
Analyse humaner Einzelhaare

Die Fahigkeit des NGS-basierten maSTR-Assays, zuverlassige und genaue STR-Profile zu
erhalten, wurde unter Verwendung von DNA aus humanen Einzelhaaren bewertet, die
bereits fir Untersuchungen der CE-basierten STR-Allel-Recovery (mittels des
PowerPlex® ESX 17-Kits, Kapitel 3.3) verwendet und in Abbildung 13 dargestellt
wurden.

Die mit den STR-Typisierungsmethoden des NGS-basierten maSTR-Assays und des
PowerPlex® ESX 17-Assays erzielten Allel-Recoveries sind in Abbildung 20
zusammengefasst. Wie bereits bei artifiziell degradierter DNA zu sehen war, hing der
Prozentsatz der detektierten Allele sowohl von der DNA-Menge, als auch vom
Schweregrad der Degradierung ab. Um die Wirkung der DNA-Degradierung isoliert zu
untersuchen, wurden die Proben entsprechend ihrer DNA-Mengen in sechs Gruppen
eingeteilt. Innerhalb der Gruppen wurden die Proben nach dem Schweregrad der DNA-
Degradierung — dargestellt mittels des D-Werts - sortiert.

Anagene (Haar 1) und katagene Haare mit reichlich anhaftendem Wurzelgewebe (Haare
2-4, Abbildung 13), die bereits mit dem PowerPlex® ESX 17-Kit (fast) vollstéandige
Profile lieferten, lieferten mit dem maSTR-Assay ebenfalls gute Ergebnisse (Abbildung
20). Im Gegensatz dazu bestand keine Korrelation zwischen der Morphologie und der
DNA-Menge, sowie dem D-Wert und damit der Typisierbarkeit bei vollstandig telogenen
Kolbenwurzeln ohne Zellanhaftungen und solchen mit wenig anhaftendem
Wurzelscheidengewebe: Die telogenen Haare 16 und 27 hatten (fast) kein anhaftendes
Gewebe, zeigte jedoch vergleichbare D-Werte (weniger als 0,06) und eine groBere
Menge an DNA als die Haare 28 und 26, die mehr anhaftendes Gewebe hatten. Beim
Vergleich dieser Haare mit und ohne Gewebe konnte eine etwas erhéhte Recovery fur
die maSTR-generierten im Vergleich zu CE-generierten Profilen nachgewiesen werden
(Abbildung 20).

Um die Starke der DNA-Degradierung von humaner DNA aus Haaren zu beschreiben,
wurden die in Tabelle 3 aufgelisteten verbalen Pradikate genutzt. Wie in Abbildung 20
gezeigt, wurden mit einer hohen Menge an eingesetzter DNA hohe Allel-Recoveries,
sowohl der CE-, als auch der NGS-basierten STR-Typisierung erreicht, selbst wenn die
DNA leicht bis maBig degradiert wurde (Gruppen 1 und 2). Bei leichter bis maBiger DNA-
Degradierung und Mengen zwischen 2 ng und 500 pg, ergaben beide Analysemethoden
(fast) vollstéandige Profile. Bei einem maximalen DNA-Input von etwa 350 pg DNA oder
weniger wurde die Allel-Recovery vom Schweregrad der DNA-Degradierung abhangig
(Gruppe 3). Beispielsweise ergab leicht degradierte DNA von Haar 6 (346,7 pg, D-Wert
0,368) ein fast vollstéandiges Profil mit CE und NGS. Im Gegensatz dazu enthalt
ausgepragt degradierte DNA von Haar 7 (366,2 pg, D-Wert 0,067) eine dhnliche DNA-
Menge und lieferte durch CE-Analyse etwa 50% der Allele, wahrend der maSTR-Assay
ein nahezu vollstandiges Profil ergab.
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Abbildung 20: maSTR- und ESX-generierte Allel-Recovery von DNA aus Haaren
Korrelation des DNA-Degradierungswerts und dem Auftreten stochastischer Effekte fur
reprasentative 29 menschliche Einzelhaare und drei gepoolte DNA-Proben von telogenen Haaren
unter Verwendung des PowerPlex® ESX 17-Kits (CE) und des maSTR-Assays. A: Histogramm der
logarithmierten D-Werte. B: Histogramm der Anzahl der Allelic Drop-ins (ADI). C: Histogramm der
Allel-Recovery des maSTR-Assays und des CE-Assays fiir alle Haare. Gestrichelte Balken zeigen
den prozentualen Anteil von Allelic Drop-ins an, welche vom maSTR-Assay erhalten wurden.
Schwarze Balken zeigen die Allel-Recovery des CE-Assays an. Graue Balken reprasentieren
identische Allel-Recoveries fur die CE- und maSTR-basierte Analytik. Die Werte der einzelnen
Proben sind in unterschiedliche Blécke ahnlicher DNA-Mengen [pg] geordnet. Die DNA-Mengen
[pg] beziehen sich auf jeweils 1 uL DNA pro Probe, die fir die Analyse verwendet wurde. Die Haare
1-5 befanden sich nicht im telogenen Wachstumsstadium, sondern im anagenen (Haar 1)
beziehungsweise katagenen (Haare 2-5) Stadium und dienten als Positivkontrolle zu den telogenen
Haaren, um den Einfluss der DNA-Menge und Integritdt auf die konkordanten Allele zu
untersuchen. Die Haare 1-4, 6-16, 21-23, 25, 27, 29, sowie Pool 1-3 stammen von der weiblichen
Person B, wahrend die Haare 5, 17-20, 24, 26 und 28 von der weiblichen Person C stammen.

DNA aus Haaren, die weniger als 50 pg DNA ergab, weist zugleich eine extreme DNA-
Degradierung auf (D-Werte von < 0,01). Solche DNA-Proben zeigten bei der CE-Analyse
eine schlechte Allel-Recovery, wahrscheinlich aufgrund stochastischer Effekte, konnten
jedoch mit dem maSTR-Assay obzwar unvollstandig, dennoch zum Teil aufschlussreich
typisiert werden. Beispielsweise konnte die stark degradierte DNA des Haars 27 (D-Wert
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0,022) mit dem maSTR-Assay Uber die Halfte der Allele detektieren, wahrend die
herkdmmliche CE-basierte STR-Typisierung nur etwa die Halfte dieser Recovery
erreichte. Diesem Vorteil steht jedoch entgegen, dass ebendiese Haare, welche per
maSTR-Assay eine erhdhte Recovery gegentiber dem PowerPlex®-Kit aufweisen, ebenso
eine erhdhte Anzahl an Allelic Drop-ins zeigen. Bei der CE-basierte Methode wurden
keine Drop-ins detektiert. Beispielsweise sind in Probe 27 sechs Allelic Drop-ins im
maSTR-generierten Profil enthalten, wahrend die CE-basierte Methode lediglich
konkordante Allele zeigt (Abbildung 20). Diese Anfalligkeit des maSTR-Assays fur
Drop-ins kann unterschiedliche Ursachen haben.

Die Allel-Recovery des maSTR-Assays hangt, wie schon beim ESX 17-Kit gezeigt, neben
der DNA-Integritat der eingesetzten DNA auch von den DNA-Mengen ab: Je geringer die
eingegebene DNA-Menge ist, desto starker hangt die Allel-Recovery von der
Schweregrad der DNA-Degradierung (dargestellt Gber den D-Wert) ab. Je weniger Input-
DNA verwendet wird und je starker sie degradiert ist, desto geringer ist die Allel-
Recovery, sowohl in CE- als auch in NGS-basierter Analytik (siehe Blécke 4, 5 und 6,
Abbildung 20). In den meisten Fallen (mit Ausnahme von Haar 3) ergab degradierte
DNA unter Verwendung des maSTR-Assays eine hohere Allel-Recovery als die CE-
Analyse unter Verwendung von PowerPlex® ESX 17. Zusammengenommen legen diese
Ergebnisse nahe, dass der RiboD-Assay eine Voraussage des nachfolgenden STR-
Typisierungserfolgs unter Verwendung einer herkdmmlichen CE-basierten und NGS-
(maSTR-) basierten STR-Analyse ermdglicht.

3.5.3 Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit forensischer STR-Profile aus
Haaren

Die bereits in Abbildung 20 aufgefihrten Proben wurden in Bezug auf die
Reproduzierbarkeit der STR-Ergebnisse anhand des maSTR-Assays in Duplikaten
analysiert, sowie flir das CE-basierte ESX 17-Kit als einzelne Analyse. FlUr die maSTR-
generierten Daten bedeutet das, dass ungefahr die Halfte der hier gezeigten Profile in
maSTR-Lauf 1 und 2 sequenziert wurden, wobei dieselben PCR-Produkte in beiden
Laufen verwendet wurden (Abbildung 21), weswegen mit diesen Proben die
Wiederholbarkeit untersucht wurde. Im Gegensatz dazu wurde die andere Halfte der
Profile in den Laufen 3 und 4 basierend auf separaten PCR-Amplifikationen sequenziert.
Dabei wurden identische Vorgehensweisen angewandt beim Ansetzen der PCRs, mit der
Ausnahme, dass im maSTR-Lauf 4 die finale Bibliothek in der Menge von 8pM anstatt
4pM eingesetzt wurde. Dies kdnnte einen Einfluss auf die daraus resultierende
Datenmenge haben, wiirde wahrscheinlich jedoch nicht die Drop-in-Raten beeinflussen,
weil diese bereits wahrend der vorgeschalteten Multiplex-PCR entstehen.

Wie Abbildung 21 zeigt, variiert die Anzahl der Drop-ins und der Recoveries zwischen
den unterschiedlichen maSTR-generierten Profilen. Diese Variation korreliert sowohl mit
der Quantitat und Integritat der eingesetzten DNA als auch mit der Zugehdrigkeit zu den
jeweiligen maSTR-Assay-Laufe. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nimmt mit
abnehmender Quantitat und Integritat der Template-DNA ab: Sowohl die Recoveries als
auch die Anzahl der Drop-ins sind nicht reproduzierbar bei Profilen geringer DNA-
Quantitat und -Integritat.

Die Tatsache, dass Minimalspuren, vor allem solche, deren DNA degradiert vorliegt,
schlechte Reproduzierbarkeiten aufweisen, ist fir CE-Analysen bekannt. Allerdings
weisen Profile, die mit CE-basierten Kits generiert werden, eine wesentlich geringere
Haufigkeit von Allelic Drop-ins auf als mittels des maSTR-Assays detektiert wurden. Die
in Abbildung 20 und Abbildung 21 dargestellten CE-generierten Profile weisen keine
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Drop-ins auf. Neben der bekannten Problematik der stochastischen Effekte muss daher
fir maSTR-generierte Profile noch mindestens eine andere Ursache fiir die hohe Anzahl
an Drop-ins vorliegen, die vermehrt stochastische Fehler bedingt und/oder durch
tatsdachliche Kontaminationen sowie systematische Fehler hervorgerufen werden
kdénnten. Den nicht vorhandenen Allelic Drop-ins steht gegeniiber, dass die CE-basierten
Profile wesentlich niedrigere Recoveries aufweisen, als es beim maSTR-Assay der Fall
ist. Vor allem bei DNA-Proben aus telogenen Haaren, die in geringen DNA-Mengen
und/oder eine hohe DNA-Degradierung aufweisen, fallen eine Vielzahl von Allelen aus,
die jedoch mit dem maSTR-Assay detektiert werden konnten.
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Abbildung 21: Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit von STR-Profilen

Der Vergleich zur Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit der maSTR-Ergebnisse im Vergleich
zum PowerPlex® ESX 17-Assay wurde mit DNA aus Haaren durchgeflihrt. Ein Teil der Proben, die
unter ,maSTR_1" gelistet sind, wurden in Lauf 1 des maSTR-Assays sequenziert, der andere Teil
der Proben von ,maSTR_1" wurde in Lauf 3 sequenziert. Ein Teil der Proben, die unter ,maSTR_2"
gelistet sind, wurden in Lauf 2 des maSTR-Assays sequenziert, der andere Teil der Proben von
»,mMaSTR_2" wurde in Lauf 4 sequenziert. Dieselben Proben wurden als Duplikate analysiert in
Lauf 1 und 2, ein anderer Teil der Proben wurden als Duplikate in Lauf 3 und 4 analysiert. Die
folgenden Profile wurden zur Uberpriifung der Wiederholbarkeit in Lauf 1 und Lauf 2 auf Basis
derselben Amplikon-PCRs sequenziert: Einzelhaar 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 27. Alle restlichen
Profile wurden in Lauf 3 und Lauf 4 sequenziert und stammen aus zwei getrennten PCR-Ansatzen.
Die Wiederholbarkeits-Studien der Profile zielen bei Profilen, welche in Lauf 1 und 2 generiert
wurden, lediglich auf die Sequenzierung ab, da in beiden Laufen dieselben Bibliotheken verwendet
wurden und daher dieselben PCR-Amplikons in zwei Replikaten sequenziert wurden. Im Gegensatz
dazu zielen die Reproduzierbarkeits-Studien der Profile, die in Lauf 3 und 4 generiert wurden, auf
die Amplifikation per PCR und die Sequenzierung ab, da unterschiedliche Bibliotheken verwendet
wurden, indem dieselbe DNA flir zwei unabhdangige Amplikons-PCR-Laufe eingesetzt wurde.

In Abbildung 21 ist auffallig, dass die Unterschiede in der Recovery und der Anzahl der
Allelic Drop-ins von den Proben derjenigen Haare, die in Lauf 1 und 2 sequenziert
wurden, weniger gravierend sind, als dies bei den Proben von Lauf 3 und 4 der Fall ist
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(Abbildung 21). Das konnte einerseits durch die identischen PCR-Produkte verursacht
worden sein, die in Lauf 1 und 2 doppelt sequenziert wurden, wahrend in Lauf 3 und 4
die Amplikon-PCRs unabhangig voneinander liefen. Andererseits zahlen die meisten
Proben, die in Lauf 1 und 2 liefen, zu denjenigen Proben (Einzelhaare 6, 7, 8, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 27), die weniger stark degradierte DNA und/oder DNA gréBerer Menge
aufwiesen als die Proben, die in Lauf 3 und 4 sequenziert wurden. Daher werden im
Folgenden einzelne reprasentative Beispiele herausgegriffen, um zu erldutern, wie die
Wiederholbarkeits- und Reproduzierbarkeitsstudie genutzt wurde, um Hinweise auf die
Urspringe der der Allelic Drop-ins zu erlangen.

Einige Proben weisen Allelic Drop-ins auf, die eine sehr hohe Readanzahl zeigen und
nicht reproduzierbar sind: Bei Profilen, die separate Amplikon-PCRs durchlaufen haben
(Lauf 3 und 4), treten zum Teil Drop-ins sehr hoher Readzahlen auf, die nicht
reproduzierbar sind, jedoch zu hohe Readzahlen aufweisen, um als Hintergrundrauschen
zu zahlen. Eine Hochsetzung des analytischen Schwellenwertes kann diese daher nicht
unterbinden: Bei der Haar 21 treten im Profil 1357 (siehe Anhang 2) in Lauf 3 in Marker
D8S1179 die fremden Allele 9 und 11 mit einer hohen Readzahl auf (je mehr als 2000
Reads) und das fremde Allel 10 mit einer etwas niedrigeren, jedoch recht hohen Read-
Zahl fir DNA geringer Menge (Abbildung 22). Das homozygote Allel 13 des
Referenzprofils konnte nicht detektiert werden. Bei der Wiederholung sowohl der
Amplifikation der Probe als auch der Sequenzierung in Lauf 4 (J434) wurden Drop-in-
Allele 9 und 11 nicht als prominenteste Allele detektiert, allerdings wurden diese Allele
in niedriger Readzahl nachgewiesen und es traten in diesem Profil neben Allel 13 auch
das fremde Allel 10 in héherer Readzahl auf. In der entsprechenden Probe, die per
PowerPlex®-Assay und CE analysiert wurde, konnten keine Drop-ins festgestellt werden,
allerdings konnte in dem Marker kein einziges Allel detektiert werden.
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Abbildung 22: Vergleich der STR-Profile einer replizierten Haar-Probe

Reproduzierbarkeit der maSTR-Ergebnisse im Vergleich zum CE-basierten PowerPlex®-Assay
anhand des reprasentativen Beispiels von der Probe ,Haar 21" A: Amplifikation und
Sequenzierung der DNA per maSTR-Assay in zwei Replikaten. B: Amplifikation und
Fragmentléangen-Auftrennung per CE-basiertem PowerPlex® ESX 17-Assay (Promega).

Bei Haar 27 tritt im Profil J198 (siehe Anhang 2) in Lauf 1 in Marker D125391 das fremde
Allel 22 mit 66 Reads auf, statt dem heterozygoten Allel 21 (das zusammen mit Allel 23
dem Referenzprofil entsprechen wiirde). Dasselbe Phanomen fiir Marker D12S391 tritt
auch im Profil J189 bei Haar 10 derselben Spenderin auf (siehe Anhang 2): Allel 22 wird
hier mit 65 Reads gezahlt, wobei Allel 23 vorhanden ist und Allel 21 fehlt. Allel 22, das

75 |



ERGEBNISSE

in beiden Profilen bei Marker D12S391 diskordant ist, aber als Allel gezahlt wird, kénnte

ein ungewodhnlich hohes Stotter-Allel von Allel 23 sein oder es kénnten systematische

Fehler in der Auswertung vorliegen, die zu einem Zahlen von Allel 22 anstatt Allel 21

gefuhrt haben.

Weiterhin wurde beobachtet, dass mit abnehmender Zahl der effektive Reads in
Korrelation die Anzahl der Allelic Drop-ins zunehmen und die Recoveries abnehmen (vgl.

Abbildung 21 und Abbildung 23). Dabei ist auffallig, dass die Zahl der effektiven

Reads in den Laufen 1 und 2 niedriger sind als in den Laufen 3 und 4.
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Abbildung 23

A: Die folgenden Profile wurden zur Uberpriifung der Wiederholbarkeit in Lauf 1 und Lauf 2 auf

Alle restlichen Profile wurden in Lauf 3 und Lauf 4 sequenziert und stammen aus zwei getrennten

Basis derselben Amplikon-Bibliothek sequenziert: Einzelhaar 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 27.
PCR-Ansatzen. Die Wiederholbarkeits-Studien der Profile zielen bei Profilen, welche in Lauf 1 und

2 generiert wurden, auf die Sequenzierung ab, da in beiden Laufen dieselbe Bibliothek verwendet

wurde und daher dieselben PCR-Amplikons in zwei Replikaten sequenziert wurden. Im Gegensatz

dazu zielen die Reproduzierbarkeits-Studien, der Profile, die in Lauf 3 und 4 generiert wurden, auf

die Amplifikation per PCR und die Sequenzierung ab, da zwei unterschiedliche Bibliotheken

verwendet wurden, indem dieselbe DNA fiir zwei unabhangige Amplikons-PCR-Laufe eingesetzt

wurde. B: VergréBerte Darstellung von A mit Markierung der 11.000 Reads-Grenze.
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Einige Proben weisen Allelic Drop-ins auf, die eine sehr hohe Readanzahl zeigen und
reproduzierbar sind: Bei der Probe Haar 15 tritt im maSTR-Profil J195 (siehe Anhang 2)
in Lauf 1 in Marker D8S1179 das fremde Allel 10 neben dem Allel 13 auf, das im
Referenzprofil homozygot vorkommt. Dabei zahlt das fremde Allel mehr Reads als das
Allel des Referenzprofils. Dieses Verhaltnis trat nach erneuter Sequenzierung in Lauf 2
erneut auf (J291). Ebenso verhalt es sich bei Haar 14 im Profil 1199 (siehe Anhang 2) in
Lauf 1 in Marker D8S1179. Hier tritt das fremde Allel 10 neben dem Allel 13 auf, das im
Referenzprofil homozygot vorkommt, auf und zahlt dabei mehr Reads als das Allel des
Referenzprofils. Dieses Verhaltnis ist ebenfalls reproduzierbar (J295 in Lauf 2). Dies ist
ein Hinweis darauf, dass die Sequenzierung und Sequenz-Analyse nicht die Ursache des
Drop-ins sein kann, da in Lauf 1 dieselben PCR-Produkte genutzt wurde wie in der
Wiederholung (Lauf 2).

Bei Haar 25 tritt im Profil 1353 (siehe Anhang 2) in Lauf 3 in Marker D19S433 das fremde
Allel 14 neben dem Allel 13 auf; das Referenzprofil zeigt die Marker 12 und 13. Dabei
zahlt das fremde Allel 14 mehr Reads als das Allel 13 des Referenzprofils. Bei der
Wiederholung der PCR und erneuter Sequenzierung in Lauf 4 (J437) fallt der Marker
komplett aus. Das Mischungsverhaltnis des Allels 14 mit hoher Readzahl und des Allels
13 in niedriger Readzahl, sowie der gleichzeitige Allel-Ausfall von Allel 12 und Drop-in
des Allels 14 konnte ein Hinweis darauf sein, dass die korrekten Allele vorhanden sind
und amplifiziert wurden, jedoch die bioinformatische Auswertung um ein Repeat
Lverrutscht" ist. Alternativ kénnte aufgrund stochastischer Effekte Allel 14 ein sehr hoher
Stotter von Allel 13 sein, der in hdherer Readzahl als Allel 13 vorkommt.

3.5.4 Consensus und Composite-Interpretationen von kombinierten ESX/ESI-
und maSTR-generierten STR-Profilen aus Einzelhaaren

Um die bestmdgliche Interpretations-Strategie flir STR-Profile aus ausgefallenen Haaren
zu untersuchen, wurde STR-Profile von DNA aus Haaren hinsichtlich der
GréBenverteilung der Loci von komplementdren Multiplex-STR-Typisierungskits
(PowerPlex® ESX 17, PowerPlex® ESI 17, Promega, Kapitel 2.15) untersucht. Diese Kits
amplifizieren dieselben STR-Marker, jedoch in unterschiedlichen GréBenverteilungen. Es
wurden die gleichen Marker unterschiedlicher Lange von beiden Kits fir die Analyse der
Replikate verwendet. Die Ergebnisse der Replikate der ESX 17/ESI 17-Typisierungen
wurden mit denjenigen der maSTR-basierten Typisierung verglichen. Daflir wurden die
STR-Profile mittels zweier Interpretations-Strategien ausgewertet und miteinander
verglichen: Mittels der Consensus-Interpretation der Profile werden lediglich
reproduzierbare Allele gezahlt, wahrend in der Composite-Interpretation alle
vorkommenden Allele aller Replikate gezéhlt werden (Kapitel 1.2.4). Statt der Allel-
Recovery wird der Erfolg der Typisierung im Validitdtsgrad angegeben (Kapitel 2.17,
(Pfeifer et al. 2012)), da in dessen Berechnung neben der Anzahl der Allelic Drop-outs
auch die Anzahl der Allelic Drop-ins eingeht. Aufgrund der zuvor beobachteten hohen
Anzahl an Drop-ins im maSTR-Assay, erscheint dieser Wert zur Beurteilung der Qualitat
der STR-Profile als besser geeignet als die Allel-Recovery.

Mit abnehmender DNA-Menge und DNA-Integritat steigt die Anzahl der Allelic Drop-outs
der ESX-, ESI- und maSTR-Assays, wodurch der Validitatsgrad abnimmt. Allelic Drop-
ins werden unter Anwendung der ESX und ESI-Kits nur in wenigen Fallen detektiert,
kommen im maSTR-Assay dagegen vermehrt vor (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Vergleich unterschiedlicher Interpretationsmethoden

Die Ergebnisse der STR-Interpretationsmethoden , Consensus"™ (cons.) und ,Composite" (comp.)
von STR-Profilen wurden anhand der DNA unterschiedlicher Haare verglichen. Die Proben wurden
gemal der in die PCR eingesetzte DNA-Menge in zwei Kategorien sortiert (mehr und weniger als
20 pg DNA-Einsatz). Innerhalb der Kategorien wurden die DNA anhand ihres DNA-
Degradierungswerts sortiert. DNA-Proben, zu denen die in die PCR eingesetzte DNA-Menge und
der Degradierungswert vorliegen (A und B), wurden mit den komplementaren Kits PowerPlex®
ESX 17 und ESI 17 Fast (Promega) amplifiziert und per CE analysiert. Bei der Consensus-Strategie
werden Allele oberhalb des Schwellenwerts von 50 RFU gezahlt, die in den zwei beziehungsweise
drei Replikaten mindestens zweimal vorkommen. Mittels der Composite-Strategie werden alle
Allele gezahlt, die mindestens einmal vorkommen und den Schwellenwert von 50 RFU
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Uberschritten haben. Der Validitatsgrad (C, E) wird anhand der Anzahl der Allelic Drop-outs
(hellgrau) und Allelic Drop-ins (schwarz-wei3 gestreift; D, F) berechnet. Der Validitatsgrad und
die Anzahl der Allelic Drop-ins und Drop-outs der Consensus- beziehungsweise Composite-
interpretierten Profile ist sowohl fiir die kombinierte Auswertung der komplementéaren PowerPlex®
ESX 17 und ESI 17 Fast-Kits (C, D) gezeigt, als auch fir den maSTR-Assay (E, F). Der
Validitatsgrad des maSTR-Assays (G) wurde nicht Uber die beiden Interpretationsstrategien
berechnet, sondern stellt die miteinander verrechneten Allelic Drop-ins und Drop-outs flr die STR-
Profile der einzelnen Replikate dar. Es wurden dieselben DNA-Proben verwendet wie in Abbildung
20, Abbildung 21 und Abbildung 23. Die kombinierte ESX/ESI 17-Methode wurde per
Consensus beziehungsweise Composite-Interpretation analysiert, anhand je einem ESI 17 Fast-
erzeugtem Profil und zwei ESX 17-Profilen (Haar 22, 4, 25, 5 und 19) beziehungsweise einem ESX
17-Profil (Haar 23, 17, 18 und Pool). Die maSTR-Profile wurden immer in Duplikaten ausgewertet.
Die Haare 4 und 5 befanden sich nicht im telogenen Wachstumsstadium, sondern im katagenen
Stadium und dienten als Positivkontrolle zu den telogenen Haaren, um den Einfluss der DNA-
Menge und Integritat auf die konkordanten Allele zu untersuchen. Die Haare 4, 22, 23, 25 und
Pool I stammen von der weiblichen Person B, wahrend die Haare 5, 17-19 von der weiblichen
Person C stammen.

Wie zuvor (Kapitel 3.4.3) schon gezeigt, ist DNA aus Haaren nicht auswertbar, wenn
die eingesetzte DNA-Menge zu gering ist, auch wenn die DNA nur wenig degradiert ist
(Abbildung 24, Haar 18). Der umgekehrte Fall mit einer hohen Menge an eingesetzter
DNA, aber starker DNA-Degradierung, resultiert ebenfalls in einer Vielzahl an Allelic
Drop-outs (Abbildung 24, Haar 5 und C+ Pool I).

Bei fast allen Proben wurden per Composite-Strategie héhere Validitatsgrade als mit der
Consensus-Strategie erreicht. STR-Profile, die mittels des maSTR-Assays generiert
wurden, weisen hohere Validitéatsgrade auf als ESX/ESI-generierte STR-Profile. Die
Validitatsgrade der einzelnen maSTR-Replikate wurden ebenfalls in Abbildung 24
dargestellt, weil diese auf unterschiedlichen PCR-Assays beruhen und daher verglichen
werden kann, ob durch die Consensus- oder Composite-Strategie der Duplikate eine
Verbesserung in Relation zu den einzelnen Replikaten erreicht werden konnte. Dies
konnte lediglich flir die maSTR-generierten Daten durchgeflihrt werden, nicht fir die
ESX/ESI-Daten, weil diese keine Duplikate darstellen, da unterschiedliche Amplikons
erzeugt wurden. Die maSTR-generierten Daten zeigen, dass DNA, die in ausreichender
Menge und Integritdt vorliegt, sowohl mittels separater als auch Composite oder
Consensus-kombinierter Auswertung zu guten Validitatsgraden fihrt (Haar 4 und
Haar 5). Aufgrund der ungewdhnlich hohen Anzahl der Allelic Drop-ins des maSTR-
Assays zeigen vor allem die per Composite-Methode ausgewerteten Proben (weil hier
alle detektierten Allele gewertet wurden) lediglich eine geringe Verbesserung des
Validitatsgrades in Relation zu den Validitatsgraden der separat ausgewerteten Proben.

DNA-Proben von Mengen unterhalb 20 pg konnten mit keiner der beiden Strategien zu
auswertbaren STR-Profilen fiihren, da die Anzahl der Allelic Drop-outs selbst mit der
Composite-Strategie zu hoch war.

3.5.5 Komplementdre Analyse kurzer Amplikons (<250 bp)

Um den Grund fir die in Relation zu CE-basierten STR-Typisierungskits erhdhten
Validitatsgrade (Pfeifer et al. 2012) der maSTR-generierten STR-Profile zu untersuchen,
wurden lediglich diejenigen Marker der komplementaren Promega Kits PowerPlex® ESX
17 und ESI 17 ausgewertet, die kirzer als 250 bp sind (Kapitel 2.15). Diese Kits
amplifizieren dieselben Marker, jedoch unterscheiden sich die Primer-Bindestellen der
beiden Kits, sodass PCR-Amplikons, die in einem Kit eine hohe Anzahl an Basenpaaren
aufweisen, im anderen Kit kirzere Amplikons generieren (Hill et al. 2011). Die
gemeinsame Analyse beider Kits soll dazu fliihren, dass mit degradierter DNA mehr STR-
Allele erhalten werden sollen als mit einem Standard-Kit, da insgesamt 13 der 17 STR-
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Marker durch die komplementdre Anwendung Uber sehr kurze Amplikons (< 250 bp)
abgedeckt werden. Die entsprechenden Marker von maSTR-generierten Profilen wurden
zum Vergleich herangezogen (Abbildung 25).

A 600 574 549
= 500
=
© 400
Qo
$ 300
=
P 200
66
8 100
2 5 9 13 6 17
. m > > > = &
B 08 0,727
0,7
0,6
£ 0,5 0,473
LY
=04
A 03 0,218
o l 0,032 . s . 0,026
0,1 : . 4 0,003
0,0 | - - — -
0,87
11 .87 1,00
C 096 (1,00 1,00
L0 0,94 17 —
0,9
0,8
B o7
Fos
::3
5 03 0,38
=2 0,36
S 04
0,3
0,2
0,1
0,0 =
Haar 4 5 C+ Pool | 18 19 22 23 25 17
> 20 pg DNA < 20 pg DNA
B ESX/ESI <250bp mESX ESI O maSTR kurz O masSTR alle

Abbildung 25: Validitatsgrade in Abhdngigkeit der STR-Amplikonlange

Vergleich unterschiedlicher STR-Interpretationsmethoden (C) zu der DNA-Menge (A) und -
Integritdt (angegeben anhand des DNA-Degradierungsgrads, D-Wert, B) mittels DNA aus
telogenen Haaren. Die STR-Interpretationsmethoden (C) umfassen die komplementdre, CE-
basierten Auswertung der PowerPlex® ESX 17 und ESI 17 Fast-Kits (,ESX/ESI <250bp“) zur
separaten Auswertung der einzelnen CE-basierten Kits (,ESX", ,ESI") und dem NGS-basierten
maSTR-Assay, von dem lediglich diejenigen Marker ausgewertet wurden, die in ,ESX/ESI <250bp"
genutzt wurden (,maSTR kurz") und von allen Markern (,maSTR alle™). Anordnung in zwei
Kategorien (mehr und weniger als 20 pg eingesetzte DNA-Menge) und innerhalb der Kategorie
entsprechend der DNA-Degradierung in absteigender Reihenfolge. Fir die Erstellung der Profile
der komplementare ESX/ESI-Amplikons unterhalb 250 bp Lange wurde jeweils dasjenige ESX 17-
beziehungsweise ESI 17 Fast-Profil genutzt, das den héchsten Validitatsgrad aufwies. Die Haare 4
und 5 befanden sich nicht im telogenen Wachstumsstadium, sondern im katagenen Stadium und
dienten als Positivkontrolle zu den telogenen Haaren, um den Einfluss der DNA-Menge und
Integritat auf die konkordanten Allele zu untersuchen. Die Haare 4, 22, 23, 25 und Pool I stammen
von der weiblichen Person B, wahrend die Haare 5, 17-19 von der weiblichen Person C stammen.

Durch die komplementare ESX/ESI-Auswertung der Amplikons, die klrzer als 250 bp
sind, wurden die Validitatsgrade bei manchen Haaren erkennbar verbessert im Vergleich
zu den separaten Auswertungen anhand der ESX 17- beziehungsweise ESI 17-Kits. Dazu
zahlen Haare, die mehr als 100 pg DNA aufwiesen oder leicht bis ausgepragt degradierte
DNA (Proben Haar 4, Haar 5, C+ Pool I, Haar 23). In Fallen, in denen per ESX- oder ESI-
Kit kaum oder keine Allele gefunden werden konnten (stark bis extrem degradierter DNA
geringer Menge), konnte durch die komplementare Auswertung keine Verbesserung
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erzielt werden. Im Fall extrem degradierter DNA geringer Menge (13 pg) von Haar 23
wurde aufgrund der komplementaren Auswertung ein Validitatsgrad von 0,5 und eine
Allel-Recovery von 52% erreicht, wahrend die separaten Auswertungen lediglich
Validitatsgrade von 0,36 (ESX) und 0,16 (ESI) aufwiesen. In keinem der untersuchten
Falle Uberstiegen die Validitatsgrade der komplementdren ESX/ESI-Auswertung
diejenigen des maSTR-Assays. Ergebnisse des NGS-basierten Assays (,maSTR kurz"),
von dem lediglich diejenigen Marker ausgewertet wurden, die auch in der
komplementaren ESX/ESI-Auswertung genutzt wurden, unterschieden sich kaum von
den Ergebnissen, in denen alle Marker genutzt wurden (,maSTR alle™, Abbildung 25).

3.5.6 Vergleich mit einem alternativen NGS-basierten Kit

Um zu Uberprifen, ob die verbesserten Validitdatsgrade des maSTR-Assays im Vergleich
zu den Validitdtsgraden der CE-basierten Kits auf den jeweiligen instrumentellen
analytischen Verfahren (CE bzw. NGS) selbst beruhen, wurden einige DNA-Proben aus
Einzelhaaren zusatzlich einer NGS-basierten Sequenzierung mittels des ForenSeq™ DNA
Signature Prep-Kits (Verogen, bzw. Illumina, siehe Kapitel 2.16) unterzogen. Dieses
Kit nutzt neben Amelogenin sowohl 27 autosomale STR-Marker (aSTRs), als auch 94
identitatsinformative SNP-Marker (iSNPs) zur Identifizierung von Personen, sowie 31
gonosomale STR-Marker zur Klarung von Verwandtschaftsverhédltnissen (X-, Y-STRs).
Weitere Marker zur Bestimmung des Phanotyps (22 phanotypisch-informative SNPs,
pSNPs) und der Bestimmung der biogeografischen Herkunft (56 abstammungs-
informative SNPs, ancestry SNPs, aSNPs) sind ebenfalls enthalten. Als Kontrolle wurde
von jeder Person, die Einzelhaare spendete, ein zusatzlicher Mundschleimhautabstrich
genommen, die DNA extrahiert und per ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit sequenziert
und unter den Standard-Einstellungen der Schwellenwerte ausgewertet. Die Ergebnisse
der STR-Marker und Amelogenin dieser Kontrollen waren zu 100% konkordant mit den
Referenzprofilen der CE-Analytik. Gonosomale STRs wurden in der vorliegenden Studie
nicht betrachtet. Die SNPs, welche zur Voraussage der Phanotypen (Augen- und
Haarfarbe), sowie der biogeografischen Herkunft verwendet werden, gingen in die
Analyse mit ein. Auf die Voraussagen wird aufgrund der Anonymisierung in der
vorliegenden Studie verzichtet.

Alle Qualitétswerte der Sequenzierung mit dem ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit
lagen im akzeptablen Bereich. Die durchschnittliche Qualitat fir die erhaltenen Reads
lag innerhalb des empfohlenen Bereichs: Die Cluster-Dichte lag bei 479 k/mm?, und sehr
viele Cluster haben die Qualitatsprifung bestanden (Clusters passing filter lag bei
98,35%). Die Phasierung lag mit 0,208% unterhalb des von Illumina empfohlenen
Schwellenwertes von < 0,25% und das Prephasing lag unterhalb des Schwellenwerts
von < 0,15% (0,002%).

In Tabelle 6 werden die marker-spezifischen Ergebnisse gezeigt. Die Summe der Reads
wird lediglich angegeben fiir die Allele, die typisiert werden konnten. Die Recovery wird
angegeben als die relative Recovery der typisierten Allele [%] zum Referenzprofil (C+).

Die sehr niedrigen Recoveries der STR- und SNP-Marker der Sequenzierungen zeigen,
dass die Haare 22, 23 und Haar 25 nicht zu aussagekraftigen Ergebnissen der
ForenSeq™-Sequenzierungen fihren (Tabelle 6). Diese Proben weisen sehr wenige
beziehungsweise keine Reads auf, die in der Sequenzierungs-Reaktion erstellt wurden
und den Proben zugeordnet wurden. Die auf SNP-basierte Phanotypisierung war von
diesen Proben ebenfalls nicht erfolgreich. DNA aus Haaren, die in relativ hoher Menge
eingesetzt wurde (Haar 2 und 5), zeigte hohe Recoveries und konnte erfolgreich fir die
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SNP-Phanotypisierung verwendet werden, die ebenfalls fiir die Kontrollproben aus
Mundschleimhautabstrichen erfolgreich war.

Tabelle 6: Ergebnisse der Typisierung mittels des ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kits

Person B Person C
Kontrolle Einzelhaar Kontrolle Einzelhaar
Probe C+_buccal 2 23 25 22 C+_buccal 5
Autosomale Typisierte Loci 28/ 28 28/ 28 4/28 0/28 0/28 28/ 28 17/ 28
STRs + Recovery [%] NA 100 8,0 0 0 NA 52,2
Amel Summe der Reads 50621 27840 240 0 0 67903 2661
Typisierte Loci 7/7 6/7 1/7 0/7 1/7 7/7 4/7
X-STR Recovery [%] NA 90,9 9,1 0,0 9,1 NA 58,3
Summe der Reads 30109 13279 49 0 54 31031 514
Typisierte Loci 90/ 94 82/ 94 3/94 0/ 94 1/94 93/ 94 30/ 94
iSNP Recovery [%] NA 90,6 3,4 0,0 0,9 NA 25,2
Summe der Reads 27224 18292 142 0 45 42073 2736
ﬁ::l;;(:)_ :sg;;‘a"rﬂ? 22/ 22 22/ 22 0 0 0 22/ 22 12/22
typisierung Ei':rﬁ’i‘;]‘-?ﬂraf'“he 53/ 54 50/54 | 4/54 0 0 53/ 54 26/ 54

NA: Nicht anwendbar

In allen untersuchten Assays und Kits sind unterschiedliche Amplikonldngen pro Marker
enthalten, da die Primer-Bindestellen zwischen den PCR-Assays variieren. Um die
Ergebnisse der ForenSeq™-Sequenzierung bewerten zu kénnen, wurden die Bandbreiten
der moglichen Amplikonlangen aller untersuchten Marker gegeneinander aufgetragen
(Abbildung 26).

Die durchschnittliche Amplikonlange (Mittelwert) der autosomalen STRs des ForenSeq™'-
Kits liegt flir die minimalen Amplikonlangen bei 143 bp und fir die maximalen
Amplikonlangen bei 201 bp. Die Mediane der Datensdtze liegen bei weniger
Basenpaaren, sowohl flr die minimale (135 bp) als auch maximale (182 bp)
Amplikonldngen. Mit Ausnahme der aSNPs sind die Mittelwerte der Amplikonlangen
groBer als die Mediane der jeweiligen Datensatze. Der GroBteil aller Amplikons aller STR-
und SNP-Marker im ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit sind daher kiirzer als der
Mittelwert. Das wird dadurch verursacht, dass wenige Amplikons existieren, die
wesentlich langer sind als der Median. Fir aSTRs gilt dies vor allem aufgrund der
Amplikonldangen von Penta E, Penta D, FGA, D12S391, D22S1045 und D21S11
(Abbildung 26).

Insgesamt sind im ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit 172 SNP-Marker enthalten (vor
allem iSNPs und aSNPs, Abbildung 26), die in wesentlich kirzeren Amplikons (116 bp
im Median) amplifiziert werden als es fir STR-Marker des ForenSeq™-Kits und STR-
Markers der CE-basierten ESX und ESI 17-Kits (Abbildung 27) der Fall ist. Daher wurde
erwartet, dass beim Einsatz degradierter DNA vor allem die SNP-Marker der ForenSeq™-
Methode gegeniber den STR-Markern des ForenSeq™-Kits und STR-Markern der CE-
basierten Kits in groBen Mengen korrekt amplifiziert werden sollten. Allerdings sind die
Ausbeuten dieser zusatzlichen Informationen sehr gering (Tabelle 6): Bei Haar 5 (stark
degradierte DNA groBer Menge, siehe Abbildung 28) konnten lediglich 26,2% aller in
der Vergleichsprobe (Mundschleimhautabstrich, C+) identifizierten iSNPs gefunden
werden, sowie nur ungefahr die Halfte aller pSNPs, die jedoch ebenfalls eine ausgepragte
Lange aufweisen kénnen und dadurch starker von Drop-outs betroffen sein kénnen. Auch
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bei stark degradierter DNA, die in geringen DNA-Mengen (< 20 pg, Haar 22, 23, 25)
vorlagen, konnten im Durchschnitt nur weniger als 10% aller SNPs identifiziert werden.
Selbst bei lediglich gering degradierter DNA (Haar 2), von dieser vergleichsweise viel
DNA in die initiale PCR eingesetzt wurde (1,2 ng, Abbildung 28), konnten nicht alle
analysierbaren SNPs gefunden werden.
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Abbildung 26: GroBenbereiche aller ForenSeq™-Amplikons

Langenbereiche und Anzahl der Amplikons des ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kits (Illumina), in
dem die minimalen und maximalen mdglichen Amplikonldngen in Basenpaaren pro autosomalem
STR-Marker (aSTR) und SNP-Marker (iSNP, pSNP und aSNP) als Boxplots aufgetragen sind. Diese
Auftragung gibt keinen Aufschluss Uber die tatsachlichen Amplikonléngen der Allele der
untersuchten Testpersonen. Die Punkte reprasentieren die Datenpunkte (den Langen der
Amplikons in bp) und die Kreuze zeigen die Mittelwerte der Amplikonlangen an. Die zentrale Linie
der Boxplots stellt den Medianwert dar, der die Hélfte aller Datenwerte reprasentiert und welcher
die Datenwerte in zwei Halften teilt: Die eine Halfte der Daten ist hdochstens so groB wie der
Median, die andere Halfte ist mindestens so groB3. Der Interquartilsabstand (25-75%), in dem 50%
der Datenwerte liegen, wird von der jeweiligen Box reprasentiert (exklusive Median). Die von der
Box ausgehenden Striche (Whiskers) zeigen den Abstand zu den Maximal- beziehungsweise
Minimalwerten an (wenn keine AusreiBer vorhanden sind), oder den nachstgroBeren
(beziehungsweise nachstkleineren) Datenpunkt, wenn AusreiBer vorhanden sind. AusreiBer sind
definiert als Datenpunkte, die eine zu groBe Distanz von der Box (1,5-facher Interquartilsabstand)
haben, um von den Whiskers eingefasst zu werden.

Um die Auswirkungen der unterschiedlichen Amplikonldngen der verschiedenen Assays
auf die Recovery der STR-Marker unter Einsatz degradierter DNA vergleichen zu kdnnen,
wurden alle amplifizierbaren Allele der zwei an dieser Studie teilnehmenden Personen
(B und C) gegeneinander aufgetragen (Abbildung 27). Dadurch wurde gewahrleistet,
dass Aussagen Uber den Zusammenhang der Amplikonlange der Allele und der Recovery
getroffen werden koénnen, die nicht auf der Amplikon-Bandbreite (Abbildung 26)
basieren, sondern auf der tatsachlichen Amplikonlange der untersuchten Proben. Die
durchschnittliche Amplikonlange (Mittelwert) der autosomalen STRs aller Kits und Assays
der untersuchten Amplikons der beiden Personen liegt sehr nah an den jeweiligen
Medianen der Amplikonlangen (Abbildung 27). Es liegen lediglich wenige Amplikons
hoher Lange vor, die den Mittelwert in den Bereich einer hohen Basenpaar-Anzahl
verschieben. Diese Amplikons groBer Lange sind im maSTR-Assay sowie in den ESX und
ESI Kits die langen Amplikons des Markers SE33 (ACTBP2), die im ForenSeq™-Kit durch
die beiden Penta-Marker ersetzt wurden (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Amplikonldngen verschiedener Assays von zwei Personen

Aufgetragene Langenbereiche der autosomalen STR-Amplikons des ForenSeq™ DNA Signature
Prep-Kits (Illumina), des maSTR-Assays und der PowerPlex® ESX 17 und ESI 17-Kits (Promega)
fir die jeweilige DNA der untersuchten Personen (B und C). Diese Auftragung als Boxplots erlaubt
keinen Rlickschluss lber die Bandbreite der Amplikons der verwendeten Assays, sondern zeigt die
Amplikonlangen in Basenpaaren der tatsachlich amplifizierten Allele pro Marker. n = Anzahl der
Datenpunkte (STR-Marker) pro Datensatz. Die verwendeten Parameter der Boxplots sind identisch
zu Abbildung 26.

Die eingesetzte DNA-Menge und der Degradierungsgrad bedingt maBgeblich die Menge
an Amplikons, die mittels der unterschiedlichen PCR-basierten Assays erstellt werden
konnten: Wdhrend wenig bis ausgepragt und stark degradierte DNA in relativ groBer
Menge (mehr als 20 pg DNA) gute Ergebnisse der CE-basierten Typisierung ergeben
(Haar 2, 5 und C+ Pool I, Abbildung 28), kann stark degradierte DNA in geringer Menge
(Haar 22, 23 und 25) weder in CE- noch in NGS-basierten Methoden erfolgreich typisiert
werden.

Trotz der im Vergleich zu den CE-basierten ESX 17 und ESI 17-Kits relativ kurzen
Amplikonldngen der autosomalen STR-Marker des ForenSeq™-Kits und der hohen Anzahl
der autosomalen STR-Marker im ForenSeq™-Kit (Abbildung 27), wurden
vergleichsweise wenige Allele durch das ForenSeq™-Kit amplifiziert: Die Recoveries der
STR-Marker des ForenSeq™-Kits und die absolute Anzahl an amplifizierten Allelen fallen
sehr niedrig aus (Abbildung 28, C und E, siehe Anhang 2, ForenSeqg Results 1). Vor
allem die Recoveries der ForenSeq-Auswertung fiir Haare, die sich durch besonders
starke Degradierung und geringste DNA-Menge auszeichnen, sind niedriger als die
maSTR-erzeugten Ergebnisse und die Ergebnisse der komplementaren ESX/ESI-Kits.
Beispielsweise zeigt das telogene Haar 23 mit bis zu 17 Allele (von 30 Allelen flr
Person B) ungefahr die Halfte der Allele des Profils fir die komplementare ESX/ESI-
Methode und der maSTR-Assay, wahrend das ForenSeq™-Kit lediglich vier Allele (von
50 Allelen fiir Person B) typisiert (Abbildung 28, C und E). Vor allem Proben starker
DNA-Degradierung und geringste DNA-Menge zeigen im Vergleich zum maSTR-Assay
und den CE-basierten Methoden eine geringere Anzahl an korrekt amplifizierten STR-
Allelen beim ForenSeq™-Kit, obwohl dieses mehr amplifizierbare Marker zur Verfligung
stellt als die CE-basierten Kits und der maSTR-Assay. Es wurde angenommen, dass dies
hauptsachlich durch die geringe Recovery bedingt wurde und die geringe Recovery durch
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sehr stringente Schwellenwerte in der ForenSeq™-spezifischen UAS-Software verursacht
wurde. Daher wurden die Schwellenwerte nachtraglich herabgesetzt flir eine erneute
Analyse der Ergebnisse.
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Abbildung 28: Vergleich von NGS- und CE-basierten STR-Profilen aus Haaren

Gegenlberstellung NGS- und CE-basierter STR-Assays zur Profilerstellung anhand reprasentativer
DNA aus Haaren variabler DNA-Menge (A) und Integritdat (angegeben anhand des DNA-
Degradierungsgrads, D-Wert, B). Die relative Allel-Recovery [%] zum Referenzprofil, sowie die
Anzahl der Allelic Drop-ins und die absolute Anzahl korrekt amplifizierter Allele des PowerPlex®
ESX 17-Kits (Promega), der komplementaren Auswertung der Allele geringer Amplikonlange der
PowerPlex® ESX 17- und ESI 17 Fast-Kits (Promega), des in-house entwickelten maSTR-Assays
(in zwei Replikaten, Lauf 3 und Lauf 4), sowie der ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kits (Illumina)
werden miteinander dargestellt. Die Auswertung der "ForenSeq STR" und "ForenSeq SNP" wurde
mit drei unterschiedlichen Schwellenwerten durchgefiihrt. Auswertungen, die mit dem Zusatz "1"
gekennzeichnet sind, wurden mit den voreingestellten Schwellenwerten der UAS Software
ausgewertet (analytischer Schwellenwert von 1,5% und Interpretations-Schwellenwert von
4,5%). Auswertungen, die mit dem Zusatz "2" bzw. "3" gekennzeichnet sind, wurden mit dem
analytischen Schwellenwerte von 1% und den Interpretations-Schwellenwerten von 2% ("2")
beziehungsweise 1% ("3") ausgewertet. Alle Daten sind geordnet in zwei Kategorien (mehr und
weniger als 20 pg eingesetzte DNA-Menge) und innerhalb der Kategorie entsprechend der DNA-
Degradierung in absteigender Reihenfolge geordnet. Die Haare 4 und 5 befanden sich nicht im
telogenen Wachstumsstadium, sondern im katagenen Stadium und dienten als Positivkontrolle zu
den telogenen Haaren, um den Einfluss der DNA-Menge und Integritat auf die konkordanten Allele
zu untersuchen. Die Haare 2, 22, 23, 25 und Pool I stammen von der weiblichen Person B, wahrend
das Haar 5 von der weiblichen Person C stammt. Die Anzahl der autosomalen STR-Allele ohne
Amelogenin belauft sich fur Person B (beziehungsweise C) auf 30 (29) flr die Kits ESX 17 und
ESI 17, sowie flir den maSTR-Assay, wahrend sich die Zahl in der komplementaren ESX/ESI-
Auswertung flr Allele unter 250 bp auf 25 (24) belduft und fir das ForenSeq™-Kit 50 (46) Allele
zahlt. NA: Nicht anwendbar (wurde nicht getestet). Die Daten der ESX 17- und der maSTR-Assays
entsprechen Kapitel 3.5.3, Abbildung 21 und Kapitel 3.5.5, Abbildung 25.
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Durch die Herabsetzung der Schwellenwerte sollte untersucht werden, ob dies eine
Erhéhung der Recovery und einen Anstieg der absoluten Anzahl der amplifizierten Allele
bedingt. Durch Herabsetzung des analytischen Schwellenwertes werden weniger Reads
bendtigt, um als Signal wahrgenommen zu werden. Durch Herabsetzung des
Interpretations-Schwellenwertes werden Signale bei weniger Reads als Allel typisiert.
Die Herabsetzung der analytischen und des Interpretations-Schwellenwerts ergab
entgegen der Erwartungen lediglich einen geringfligigen Anstieg der Readanzahl pro
Profil (Abbildung 28). Beispielsweise stieg die Anzahl der Reads von Haar 5 von 2661
Reads pro STR-Profil (herkdmmliche Schwellenwerte) bis auf 2888 Reads (analytischer
Schwellenwert 1% und Interpretationsschwellenwert 1%) an (siehe Anhang 2, ForenSeq
Results 1). Haare, die sich durch besonders starke Degradierung und geringste DNA-
Menge auszeichnen, konnten eine geringfiigige Steigerung der Readanzahl verzeichnen
(von 240 Reads pro STR-Profil bis zu 255 Reads, Haar 23, Abbildung 28, siehe Anhang
2, ForenSeq Results 2 und 3) oder keine Reads dazugewinnen und zeigten dadurch auch
bei einer Herabsetzung der Schwellenwerte keine auswertbaren Reads (Haar 22 und 25,
siehe Anhang 2, ForenSeq Results 1).

Die Herabsetzung der Schwellenwerte bedingte zugleich eine geringfligige Verbesserung
der Recoveries der STR- und SNP-Marker, beispielsweise stieg flir die Probe von Haar 23
die Recovery der STR-Allele von acht auf zehn Prozent an durch Herabsetzung der
Schwellenwertes, zugleich stieg die Recovery der SNP-Marker von drei auf 13% an
(Abbildung 28). Der Zugewinn der STR-Allele bestand durchgehend aus korrekten
Allelen, die konkordant zu den verwendeten Referenzprofilen waren (siehe Anhang 2,
ForenSeq Results 3), mit zwei Ausnahmen: Die Proben Haar 2 und 5 zeigten durch die
Herabsetzung wenige Allelic Drop-ins (Abbildung 28), die in jedem Fall als Stotter-
Allele mit hoher Readzahl identifiziert wurden. Haare, die sich durch besonders starke
Degradierung und geringste DNA-Menge auszeichnen, konnten daher durch keine der
Methoden vollstdndig typisiert werden. Die besten Recoveries wurden durch die
komplementédre Auswertung der ESX/ESI 17-Kits erreicht und durch der maSTR-Assay
(Abbildung 28, Haar 23), wobei letzterer viele Drop-ins bei Haaren geringer DNA-
Menge aufweist (Abbildung 28 D).

Trotz der hohen Anzahl an STR- und SNP-Markers scheint das ForenSeq™-Kit gegeniber
der herkdmmlichen Typisierung mittels STR-Assay per Kapillarelektrophorese fiir den
Einsatz geringster Mengen von degradierter DNA keinen signifikanten Vorteil zu haben,
da die relative Allel-Recovery des ForenSeq™-Kits geringer ausfiel als mit dem ESX 17-
Kit (CE). Dies gilt neben Haaren, die sich durch besonders starke Degradierung und
geringste DNA-Menge auszeichnen, auch fir ausgepragt und stark degradierte DNA, die
in groBerer DNA-Menge eingesetzt werden konnten: Bei dem Haar 5 lag die Recovery
bei 76,7% der STR-Marker, wahrend die ForenSeq™ lediglich 52,2% erreichte. Obwohl
das ForenSeq™-Kit mit 27 autosomalen STR-Marker mehr Marker enthélt als das ESX
17-Kit, wurden aufgrund der vergleichsweise schlechten Recovery lediglich 24 der 46
moglichen Allele amplifiziert (Abbildung 28 , C und E).

3.5.7 Bewertung der DNA humaner Haare mittels probabilistischer Verfahren

Um zu testen, inwieweit probabilistische Ansatze dabei unterstitzen kénnen, anhand
von STR-Profilen von DNA aus Haaren die bekannten Referenzprofile zu ermitteln,
wurden die CE- und NGS-basierten STR-Profile auf Basis eines vollstdndig
kontinuierlichen und eines semikontinuierlichen probabilistischen Modells ausgewertet.
Dafir wurde die DNA von sieben ausgewahlten Einzelhaaren und die Probe Pool (I) aus
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telogenen Haaren per CE-basierten PowerPlex® ESX 17 Kit (Promega) und dem maSTR-
Assay analysiert.

Die DNA-Proben wurden erneut sequenziert (maSTR-Lauf 5, Daten nicht gezeigt) in
Duplikaten, wobei die Multiplex-PCRs separat angesetzt wurden. Die Daten des maSTR-
Assays wurden unter modifizierten Schwellenwerten flr Stotter-Allele erneut
ausgewertet (Kapitel 2.14.3), da die aufgetretenen Allelic Drop-ins bei manchen
Profilen, die unter den herkdmmlichen Schwellenwerten ausgewertet wurden, per
Consensus-Interpretation nicht wegfielen. Da sich die Schwellenwerte der STR-Analyse
der in diesem Kapitel vorliegenden Daten zu den bisher in den vorherigen Kapiteln
prasentierten Daten unterscheiden, wurde die Anzahl der Allelic Drop-outs und Drop-ins
erneut dargestellt (Abbildung 29). Die Ubereinstimmung der STR-Profile mit den
Spenderprofilen wurde durch die Berechnung eines Validitatsgrades (Pfeifer et al. 2012)
durch den Vergleich der Consensus- und der Composite-Interpretation der STR-Profile
bestimmt.
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Abbildung 29: Validitdtsgrade von CE- und NGS-generierten STR-Profilen
Auswirkung der CE- und NGS-basierten Methoden und der Consensus- (,cons") und Composite-
(,comp") Interpretationsmethoden auf den Validitatsgrad. Der Validitatsgrad in % wurde aus zwei
unabhangige Amplifikationen pro Probe berechnet gemaB Pfeifer et al. (Pfeifer et al. 2012). Ein
Wert von 100% zeigt ein korrektes Ergebnis ohne Drop-out oder Drop-in-Ereignisse an, wahrend
Werte <100% auf stochastische Effekte hinweisen. Die Berechnungen basierten auf per Consensus
(schraffierte Balken) oder Composite (schwarze Balken) interpretierten Profilen. WeiBe Balken:
Mittelwerte. Grau Zahlen Uber Balken: Anzahl der Allelic Drop-ins. Degradierungs-Werte (D-Werte)
wurden unter Verwendung des RiboD Assays bestimmt. Die STR-Profile wurden mit dem
PowerPlex® ESX 17-Kit (Promega) und dem in-house-entwickelten NGS-basierten maSTR-Assay
erstellt. Die Haare 3 und 5 befanden sich nicht im telogenen Wachstumsstadium, sondern im
katagenen Stadium und dienten als Positivkontrolle zu den telogenen Haaren, um den Einfluss der
DNA-Menge und Integritat auf die konkordanten Allele zu untersuchen. Die Haare 3, 9, 21, 23 und
der Pool (I) stammen von der weiblichen Person B, wahrend die Haare 5, 18 und 28 von der
weiblichen Person C stammen.

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.5.2 und 3.5.4 konnten auch hier bestatigt werden: Allelic
Drop-ins treten vor allem beim maSTR-Assay auf, wobei die Anzahl der Drop-ins in
Relation zu der bisherigen Auswertung durch Modifizierung der Schwellenwerte
gesunken ist. Degradierte DNA geringster Menge erreicht durch die maSTR-Typisierung
hohere Validitatsgrade als die CE-basierte Typisierung. Weiterhin erreicht die Composite-
Interpretationsmethode hoéhere Validitdtsgrade als die Consensus-Methode, wahrend
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diese eine geringere Anzahl an Allelic Drop-ins aufweist. Aufgrund der hohen Anzahl der
Allelic Drop-ins des maSTR-Assays wurden diese STR-Profile fiir die Anwendung der
probabilistischen Methoden per Consensus-Methode interpretiert. Da die per PowerPlex®
ESX 17-erzeugten STR-Profile lediglich in einem der acht Profile Drop-ins zeigten, dieses
Assay jedoch mehr Allelic Drop-outs als die NGS-Methode zeigte, wurden die CE-
basierten Daten per Composite-Methode interpretiert. Diese Methode zeichnet sich
dadurch aus, dass die Anzahl der Drop-outs in Relation zur Consensus-Methode reduziert
werden. Aufgrund dessen weisen die NGS-basierten STR-Profile keine Allelic Drop-ins
auf und CE-basierte STR-Profile weisen lediglich einen Allelic Drop-in auf in der gepoolten
Probe.

Im Folgenden wurde die Wahrscheinlichkeit (basierend auf der Likelihood Ratio)
berechnet werden, dass die STR-Profile der DNA aus Einzelhaaren mit den Profilen der
Referenzproben libereinstimmen. Daflir wurden die Consensus-interpretierten CE-Profile
und die Composite-interpretierten NGS-basierten STR-Profile auf der Basis einer
vollsténdig  kontinuierlichen und einer semikontinuierlichen probabilistischen
Modellierung mittels der Software GenoProof Mixture 3 (qualitype GmbH (Gotz et al.
2017)) bewertet (siehe Kapitel 1.2.4). Als Hypothese der Anklage wurde
angenommen, dass die DNA der Haare von derjenigen Person stammt, von der die
Referenzprobe (Mundschleimhautabstrich) genommen wurde (Abbildung 30). Die
Hypothese der Verteidigung geht davon aus, dass das Haar von einer mit der Spenderin
nicht verwandten Person stammt. Es wurden jeweils Duplikate der Profile eingesetzt, die
per maSTR-Assay beziehungsweise per CE (PowerPlex® ESX 17 Kit) analysiert wurden.
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Abbildung 30: Likelihood Ratios bei verschiedenen Berechnungen

Die Likelihood Ratios wurden mit vollstandig kontinuierlichen und semikontinuierlichen
probabilistischen Methoden der GenoProof Mixture 3 Software (qualitype GmbH) berechnet fir per
Composite- bzw. Consensus-Interpretation analysierte Profile aus CE- und NGS-basierter STR-
Typisierung mit. Hp: Hypothese der Anklage; Hq: Hypothese der Verteidigung.

Der Vergleich der pro DNA-Probe eingesetzten DNA-Menge und des
Degradierungsgrades (Abbildung 29) mit den Ergebnissen der probabilistischen
Berechnungen (Abbildung 30) bestdtige die bisherigen Beobachtungen: Leicht
degradierte DNA von mindestens 40 pg Menge sind gut typisierbar mit keinen oder
wenigen Allelic Drop-outs und Allelic Drop-ins (Haare 3 und 9), wodurch mittels semi-
und vollstandig kontinuierlichen Berechnungen sehr hohe Wahrscheinlichkeiten (LR von
mindestens 1E+19) fiir eine Ubereinstimmung von Probe und Referenzprofil erreicht
werden. Stark degradierte DNA relativ hoher Menge (Haar 5) erreicht vergleichbare
Ergebnisse. Fiur ausgepragt degradierte DNA Gber 40 pg Menge (Pool I) wurden etwas
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geringere Likelihood Ratios fir die semi- und vollsténdig kontinuierliche Berechnung
erreicht von maximal 1E+15. GemaB den verbalen Pradikaten, die vom Netherlands
Forensic Institute (NFI) empfohlen werden (Likelihood ratios in practice), ist dieser Wert
eine extrem starke Unterstltzung fir den Fall, dass die genannten Profile zu beobachten
sind, wenn die Hypothese der Anklage wahr ist (,das Haar stammt von der Spenderin"),
wohingegen die Hypothese der Verteidigung (,das Haar stammt von einer mit der
Spenderin nicht verwandten Person") weniger unterstltzt wird. Die bindre Berechnung
des LR ergab flr die maSTR-generierten Profile von Haar 3 und Haar 9 gleich hohe Werte
(2E+21) wie flr die vollstandig kontinuierliche Berechnung. Die restlichen maSTR-Profile
ergaben LR-Werte von Null fiir die binare Berechnung. Die binar berechneten CE-Daten
ergaben flir Haar 9 ebenfalls denselben Wert wie flir die vollstandig kontinuierliche
Berechnung (2E+21), alle LR-Werte der restlichen Haare ergaben Null (Daten nicht
gezeigt).

Die bisherigen Ergebnisse, dass DNA aus Haaren (Haare 23, 21, 18 und 28), die in
Mengen unterhalb 20 pg eingesetzt wird, unabhangig von den Degradierungswerten
keine ausreichenden STR-Typisierungen ergeben, wurde bestdtigt. GemaB den
SWGDAM-Guidelines lage fir alle Proben — mit Ausnahme der vollstéandig kontinuierlich
berechneten, NGS-analysierten Probe von Haar 18 - ein Einschluss vor
(Ubereinstimmung mit der Referenzprobe). Da jedoch keine dieser Proben den LR-Wert
von 1E+04 Uberstieg, wird gemaB den Prdadikaten, die vom NFI empfohlen werden,
angenommen, dass es zwar wesentlich wahrscheinlicher ist, die genannten Profile zu
beobachten, wenn die Hypothese der Anklage wahr ist (,das Haar stammt von der
Spenderin®™), als wenn die Hypothese der Verteidigung (,das Haar stammt von einer mit
der Spenderin nicht verwandten Person™) wahr ist. Als verbales Pradikat empfiehlt das
NFI den Ausdruck ,moderat starke Unterstitzung®. GemaB den SWGDAM-Guidelines
zahlt jeder LR-Wert als Inklusion, jedoch erlaubt lediglich die H6he des LR eine ungefahre
Einschatzung der tatsdchlichen Ubereinstimmung. Zum Vergleich lohnt es sich, sich am
Wert von 3E+10 zu orientieren; dies ist die ungefahre Anzahl an Menschen, die je auf
der Erde gelebt haben. Aufgrund dessen wird der Wert von E+04 als nicht ausreichend
gewertet. Von der Autorin der vorliegenden Studie wird angenommen, dass ein solch
niedriger LR-Wert nicht als statistisch ausreichend bewertet werden kann, um in einem
Gutachten die Ubereinstimmung der Proben-DNA mit den Referenzprofilen bedenkenlos
zu empfehlen, da die Ubereinstimmung des Haar-Profils mit dem Profil einer Person, die
mit der Spenderin der Referenzprobe nicht verwandt ist, nicht mit hd&chster
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden kann. Als Folge dessen ist die Zuordnung der
Profile aus den Haaren 23, 21, 18 und 28 zu ihren Referenzproben statistisch nicht
ausreichend zu rechtfertigen und daher nicht beweiskraftig (englisch inconclusive).

Fir NGS-erzeugte Daten, bei denen nur ein Allel eines heterozygoten Locus
nachgewiesen werden konnte, wobei das eine Allel eine hohe Readzahl zeigte, erzeugten
die vollstandig kontinuierlich berechneten Likelihood Ratios einen Ausschluss (Haare 28,
23 und Pool, Abbildung 30).

Die Ergebnisse wurden bereits publiziert in (HeB et al. 2019).
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4. DISKUSSION

Degradierte DNA aus ausgefallenen Einzelhaaren ist ein schwieriger Spurentyp der
forensischen Molekulargenetik. Die Erfolge der STR-Typisierung dieses Spurentyps
hangen maBgeblich von der verwendbaren DNA-Menge und dem AusmaB der DNA-
Degradierung ab. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig systematisch die
Korrelation zwischen DNA-Menge und DNA-Degradierung zum Erfolg der STR-
Typisierung untersucht. Darauf basierend wurden Schlussfolgerungen Uber den
Typisierungs-Erfolg von DNA aus einzelnen ausgefallenen Haaren gezogen, die mittels
moderner forensischer STR-Kits oder neuen NGS-Methoden analysiert wurden.

Zu diesem Zweck wurden gPCR-basierte Methoden zur Messung der DNA-Menge und
Bewertung der DNA-Integritdat von humaner (RiboD-Assay) und caniner (RiboDog-Assay)
DNA entwickelt, die Gber den DNA-Degradierungswert (D-Wert) abgebildet wird. Mittels
dieser Assays wurde anhand einer schrittweisen, Uber die Verdau-Dauer induzierten
DNA-Degradierung eine Verringerung der DNA-Menge und DNA-Integritat festgestellt
(Kapitel 3.2.2). Die Allel-Recovery der STR-Marker dieser artifiziell verdauten DNA
nahm mit zunehmender DNA-Degradierung und abnehmender DNA-Menge ab, wobei die
Anzahl der Allelic Drop-outs sowohl von der eingesetzten DNA-Menge, als auch von der
DNA-Integritat (gemessen mittels des D-Werts) abhing (Kapitel 3.2.6). Der Einfluss
der DNA-Degradierung auf die Allel-Recovery konnte besonders gut fiir die auf 333 pg-
normalisierten Proben festgestellt werden. Bei der Analyse von 1:10-verdiinnten DNA-
Mengen im Bereich von 33 pg nahm die Allel-Recovery stark ab und selbst fiir intakte
DNA konnten lediglich 62% der Allele detektiert werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den
Ergebnissen der Empfindlichkeits-Studien des PowerPlex® ESX 17-Kits Uberein, das bis
zu minimalen DNA-Mengen von 62,5 pg keine Drop-outs oder Drop-ins aufweist (Tucker
et al. 2012). Unterhalb dieser DNA-Menge fihrt neben der DNA-Degradierung auch die
geringe DNA-Menge zum Auftreten stochastischer Effekte.

Diese Beobachtungen anhand artifiziell degradierter DNA wurden an STR-Typisierungen
von DNA aus humanen telogenen Einzelhaaren bestéatigt (Kapitel 3.3). Leicht und maBig
degradierte DNA (definiert gemaB den verbalen Pradikaten in Tabelle 3) aus
Einzelhaaren ist in gréBeren Mengen im Einzelhaar vorhanden als ausgepréagt, stark und
extrem degradierte DNA, weshalb mit leicht und maBig degradierter DNA groBerer
Menge mehr Allele typisiert werden kdnnen als bei starker degradierter DNA geringerer
Menge (Kapitel 3.3). Bei Hundehaaren scheint die Allel-Recovery lediglich von der
eingesetzten DNA-Menge abzuhdngen, da die DNA aus telogenen Deckhaaren im
Vergleich zu reprasentativen Menschenhaaren wenig degradiert ist. Die erhaltenen STR-
Typisierungsergebnisse standen in keiner Abhangigkeit zu morphologischen Merkmalen
der Einzelhaare, sofern wenig oder kein anhaftendes Gewebe vorhanden war.

Eine Zielsetzung der Entwicklung des RiboD-Assays war es, einen DNA-Locus zu
verwenden, der zwischen Spezies konserviert genug ist, um den Assay an verschieden
Spezies adaptieren zu kdnnen; zugleich sollte eine Diskriminierung zwischen den Spezies
moglich sein. Die Umsetzung dieses Ziels wurde gezeigt durch Anpassung des
humanspezifischen Assays an Hunde-DNA (RiboDog-Assay). Die prinzipielle Eignung
beider Assays fiir die Bewertung degradierter DNA aus Minimalspuren wurde schlieBlich
durch die Analyse von Einzelhaaren von Menschen und Hunden gezeigt. Die
entsprechenden Ergebnisse der RiboD und RiboDog-Assys wurden bereits publiziert in
(HeB et al. 2021).

Um die STR-Typisierung flir degradierte DNA geringer Menge aus Einzelhaaren zu
verbessern, wurde der maSTR-Assay entwickelt. Dieser Assay typisiert 16 EU-Core-STR-
Loci und Amelogenin simultan. In dem maSTR-Assay werden besonders kurze und daher
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fur die Anwendung an degradierter DNA geeignete Amplikons (76-296 bp) verwendet.
Der Assay amplifiziert verldssliche und reproduzierbare STR-Profile mit einer
Mindestmenge von 200 pg eingesetzter DNA (Kapitel 3.4.3). Unterhalb 100 pg DNA
hdufen sich Allelic Drop-outs und Drop-ins. Im Vergleich zum kommerziellen,
Kapillarelektrophorese-basierten PowerPlex® ESX 17-Kit (Promega), in dem die gleichen
STR-Marker wie im maSTR-Assay genutzt werden, ist der maSTR-Assay in der Lage,
mehr konkordante Allele zu typisieren. Allerdings generiert der maSTR-Assay zugleich
mehr Allelic Drop-ins. Dieser Unterschied wurde vor allem bei stark degradierter DNA
geringer DNA-Menge deutlich (Kapitel 3.5.1 und 3.5.2). Aufgrund der geringen Mengen
eingesetzter DNA von telogenen Einzelhaaren schwankte die Reproduzierbarkeit der
maSTR-Ergebnisse, war jedoch dem PowerPlex® ESX 17-Kit in Bezug auf die Allel-
Recovery lUberlegen, zum Preis einer héheren Anzahl an Allelic Drop-ins (Kapitel 3.5.3).

Um den maSTR-Assay mit einer CE-basierten Methode zu vergleichen, die dieselben
Marker nutzt, wurden Duplikate von maSTR-erzeugten und einer Kombination aus
PowerPlex® ESX 17- und ESI 17-Kit-generierte STR-Profilen per Consensus- und
Composite-Methode interpretiert (Kapitel 3.5.4). Obwohl das Beurteilungssystem
dieses Vergleichs, der Validitdtsgrad (Pfeifer et al. 2012), neben der Anzahl der Allelic
Drop-outs ebenfalls Drop-ins miteinbezieht, erreichten maSTR-generierte Profile hdhere
Validitatsgrade als ESX/ESI 17-generierte Profile, trotz der im Vergleich wesentlich
héheren Anzahl an Allelic Drop-ins des maSTR-Assays. Die schlechteren Validitatsgrade
werden mit der im Vergleich zum maSTR-Assay wesentlich langeren Amplikons der ESX
17 und ESX 17 Fast-Kits begriindet. Der Validitatsgrad scheint als Bewertungssystem
flir Assays mit einer hohen Anzahl an Drop-ins der Bewertung per Allel-Recovery nicht
Uberlegen zu sein, da Drop-ins fir die Interpretation von STR-Profilen eine groBere
Herausforderung darstellen als Drop-outs, da die Verlasslichkeit des Profils nicht
gegeben ist. Ausgrundessen wird postuliert, dass sich die Consensus-Methode besser
eignet, um STR-Profile stark degradierter DNA geringer Menge zu beurteilen, als es die
Composite Interpretationsstrategie vermag. Die Anzahl der Allelic Drop-ins sollte daher
in jedem Fall im Bericht beziehungsweise im forensischen Gutachten mit angegeben
werden, um den Einfluss auf das STR-Profil einschatzen zu kdnnen.

Um gezielt den Einfluss der Amplikonldangen auf die STR-Typisierungserfolge von
degradierter DNA zu untersuchen, wurde der maSTR-Assay mit einer CE-basierten
Methode zu verglichen, die ebenfalls ausschlieBlich kurze Amplikons nutzt: Die
komplementare Auswertung der ESX 17 und ESI 17 Fast-Kits, in der lediglich Amplikons
mit einer Maximalldange bis 250 bp genutzt wurden. Diese komplementéare ESX/ESI 17-
Auswertung der PowerPlex®-Profile zeigte ahnliche Validitédtsgrade wie der maSTR-Assay
(Kapitel 3.5.5) und lag hinsichtlich der Allel-Recovery lediglich geringfligig hinter der
dem maSTR-Assays zuriick (Kapitel 3.5.5). Jedoch wies die komplementdre ESX/ESI-
Methode von Amplikonldngen unterhalb 250 bp weniger Allelic Drop-ins auf als die
maSTR-Methode. Das ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit (Illumina), ein ahnlich wie der
maSTR-Assay NGS-basiertes Assay, nutzt ebenfalls kurze Amplikons, scheint jedoch
sehr konservative Schwellenwerte zu benutzen und war dem maSTR-Assay bei der Allel-
Recovery unterlegen, erzeugte jedoch weniger Drop-ins. Untersuchungen der CE- und
NGS-generierten STR-Profile mittels probabilistischer Verfahren bestatigten, dass der
maSTR-Assay aufgrund der hohen Anzahl an Allelic Drop-ins den CE-basierten Methoden
nur in Fallen von DNA Uberlegen ist, die in ausreichender Menge und gering degradiert
eingesetzt wird.

Somit konnte in der vorliegenden Studie bestdtigt werden, dass die Amplifikation kurzer
Marker der entscheidende Vorteil bei der Amplifikation degradierter DNA ist und dass die
Bewertung von geringsten DNA-Mengen sehr komplex ist, da im Bereich der
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Empfindlichkeitsgrenzen der Assays gearbeitet wird, an dem sich stochastische Fehler
haufen und die Reproduzierbarkeit nicht gegeben ist. Es konnte ebenfalls festgestellt
werden, dass NGS-basierte Methoden potentiell einen Vorteil gegeniiber CE-basierten
Methoden aufweisen, indem simultan eine Vielzahl sehr kurzer Amplikons in Multiplex-
Assays generiert werden kénnen. Eine gegenliber CE erhdhte Sensitivitat der NGS-
Technik konnte nicht festgestellt werden.

Nachfolgend werden die unterschiedlichen Themenbereiche vorerst getrennt
voneinander diskutiert und anschlieBend auf die Gesamtstrategie eingegangen. Dabei
wird zuerst auf die Korrelation zwischen der DNA-Menge und dem DNA-
Degradierungswert zu der Allel-Recovery artifiziell degradierter DNA und DNA aus
Einzelhaaren eingegangen mittels des in-house entwickelten RiboD-Assays
(Kapitel 4.1). In den Kapiteln 4.2 bis 4.8 wird auf die alternativen STR-basierten
Assays, vor allem auf den maSTR-Assay, zur Typisierung der genutzten DNA-Proben
eingegangen. Eine Schlussfolgerung und ein Ausblick umschreibt die aus den
gewonnenen Daten resultierenden Erkenntnisse und gibt Empfehlungen fir die
Arbeitsweise beim Vorliegen degradierter DNA aus Haaren.

4.1 Die Quantitat und Integritdt von DNA aus Einzelhaaren korreliert
mit der Allel-Recovery

4.1.1 Die Eighung ribosomaler Sequenzen fiir eine qPCR-basierte Analytik

In dieser Studie wird die Entwicklung eines zuverldssigen, empfindlichen und
kostenglinstigen Assays zur gleichzeitigen Bestimmung der Quantitdt und Integritat von
degradierter DNA auf humanen Einzelhaaren beschrieben. Aufgrund der erforderlichen
Empfindlichkeit flr diese Anwendung eignet sich hierfir eine quantitative PCR-Methode
in Echtzeit (qPCR) besonders gut (Higuchi et al. 1993). Die in dieser Studie entwickelten
gPCR-Assays generieren kurze und lange Amplikons, wobei die kurzen Amplikons
gegeniiber DNA-Degradierung resistenter sind als die langen Amplikons. Uber dieses
Prinzip war es mdglich, die DNA-Menge und den Degradierungswert (D-Wert) zu
bestimmen. Um die erforderliche Empfindlichkeit zu gewahrleisten, nutzen die qPCR-
Assays einen Muti-Copy-Locus, wodurch sie in der Lage sind, kleinste Mengen von
Template-DNA zu analysieren (Nicklas und Buel 2003; Kitayama et al. 2013; Thomas et
al. 2013; Pineda et al. 2014; Holt et al. 2016; Ewing et al. 2016). In der vorliegenden
Studie wurden zum ersten Mal die multi-copy-vorliegenden ribosomalen DNA-Sequenzen
genutzt. Beim Menschen sind sie in Clustern von insgesamt mehreren hundert Kopien
pro Genom vorhanden. Diese rDNA-Cluster befinden sich an den Nukleolus-Organisator-
Regionen der humanen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22 (Srivastava und
Schlessinger 1991; Henderson et al. 1972; Long und Dawid 1980; Veiko et al. 2003).
Die Verteilung Uber mehrere Chromosomen senkt die Wahrscheinlichkeit stochastischer
Sampling-Effekte bei der Analyse von DNA mit niedriger Kopienzahl, wie sie beim Verlust
eines bestimmten Chromosoms oder Chromosomenteils auftreten kénnen. Die
prinzipielle Organisation der rDNA-Einheiten in den Clustern ist bei allen Spezies dhnlich,
und bei den meisten nicht-humanen Spezies befinden sich rDNA-Cluster ebenfalls auf
mehreren Chromosomen. Die Genome vieler Eukaryoten enthalten sogar eine noch
hoéhere Anzahl von rDNA-Einheiten als das menschliche Genom (Long und Dawid 1980).

Der RiboD-Assay basiert auf einer humanspezifischen 720 bp-Zielsequenz, die sich in
der Promotorregion — einem Teil des intergenic spacers (IGS) - des pra-45S rDNA-Gens
befindet. Wéhrend die transkribierten Bereiche der rDNA unter den Spezies evolutionar
hoch konserviert sind und ubiquitdr vorkommen, sind die IGS-Sequenzen variabler, da
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sie weniger konserviert sind (Srivastava und Schlessinger 1991; Agrawal und Ganley
2018; Symonova 2019; Mayer et al. 2008; Mayer et al. 2006; Paalman et al. 1995), so
dass es maoglich ist, artspezifische Assays zu etablieren.

Die vorliegende Studie der Speziesspezifitat zeigt, dass Primer-Bindestellen vorliegen,
die zwischen den Spezies sehr dhnlich sind, da der humane RiboD-Assay auch aus DNA
nicht-humaner Spezies Amplifikations-Produkte generierte (Abbildung 10). Dieses
Ergebnis legt nahe, dass die Region von etwa -80 bp stromaufwarts der
Transkriptionsstartstelle trotz ihrer speziesspezifischen Sequenz (Mayer et al. 2008) fur
die PCR-Amplifikation nicht spezifisch genug ist. Weiterhin kdnnten verschiedene
Polymorphismen innerhalb einer Spezies vorliegen oder mdoglicherweise polymorphe
rDNA-Wiederholungseinheiten in diesen Regionen vorliegen. In der Tat wurde
mittlerweile gezeigt, dass sowohl intra- als auch interindividuelle Sequenzvariationen,
sowie Variationen der Kopien-Anzahl innerhalb der rDNA-Sequenzen vorkommen
(Malinovskaya et al. 2018; Parks et al. 2018) und dass der IGS der variabelste Teil der
rDNA-Einheiten ist (Agrawal und Ganley 2018). Dies kénnte auch eine Erklarung fir die
etwas unsauberen Banden der Gelbilder (Abbildung 5 und Abbildung 10) liefern und
konnte die etwas geringer als erwarte Empfindlichkeit von lediglich einem Pikogramm
erkléaren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nicht getestet, inwieweit solche
Variationen den RiboD-Assay beeinflussen koénnten. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass bestimmte Variationen die Bindung von PCR-Primern und damit die
gemessenen DNA-Mengen oder D-Werte beeinflussen kénnen. Die geringfiigigen
Unterschiede in den Ergebnissen, die bei Verwendung von HelLa-DNA oder Promega
2800M-DNA als Kalibrierstandards beobachtet wurden (siehe Anhang 1, S4, sowie
Kapitel 3.2.4), koénnen auf solche rDNA-Sequenz- oder Kopien-Anzahl-Variationen
(copy number variations) in den jeweiligen Kalibratoren hinweisen. Diese Unterschiede
wurden beim Vergleich des RiboD-Assays mit dem Quantifiler® Trio DNA Quantification
Kit ermittelt (Kapitel 3.2.3). Diese Unterschiede zwischen den beiden Methoden
hinsichtlich der ermittelten DNA-Mengen und DNA-Degradierungswerte kdnnten auf
inharente Eigenschaften der verschiedenen Ziel-DNA-Loci zurlickzufiihren sein. Zum
Beispiel ist es mdglich, dass Hela-DNA, die als Standard fir RiboD-Tests dient, aufgrund
von Aneuploidie und Chromosomenaberrationen eine unterschiedliche Anzahl von Ziel-
DNA-Loci aufweist, im Vergleich zu DNA aus menschlichen diploiden Zellen. Einige
kinstlich degradierte Proben wurden unter Verwendung von Promega 2800M-DNA als
Standardkalibrierung flr den RiboD-Assay neu quantifiziert, was tatsachlich zu
ahnlicheren Ergebnissen zwischen dem RiboD- und dem Quantifiler®-Assay (Vergleich
Anhang 1, S4 und Abbildung 9) fuhrte. Im Durchschnitt fihrte die 2800M-DNA als
Kalibrierstandard zu DNA-Mengen von etwa 29% weniger DNA-Menge als bei Messungen
mit HeLa-DNA als Kalibrierstandard, wohingegen die D-Werte nur geringfligig beeinflusst
wurden (siehe Anhang 1, S4).

Vor allem durch die Gelbilder, die mit den langen Amplikons erzeugt wurden (Abbildung
10), und durch die Schmelzkurvenanalyse (siehe Anhang 1, S3) konnten die PCR-
Produkte der Nicht-Homininae-Spezies von den menschlichen PCR-Produkten
unterschieden werden; innerhalb der Unterfamilie der Homininae (Mensch, Gorilla,
Schimpanse (Goodman et al. 1990)) war dies jedoch nicht mdglich. Wahrend bestimmte
forensische Szenarien denkbar sind, in denen Mischungen aus Affen- und menschlicher
DNA auftreten kdnnten, sind solche Szenarien bei der Fallarbeit eher unwahrscheinlich.
In solchen seltenen Fallen wére die auf RiboD basierende Analyse der DNA-Menge und -
Integritat irrefihrend. Bei anderen Saugetieren, die potenziell zu positiven RiboD-
Testergebnissen flihren kdnnten, wie beispielsweise die in dieser Studie untersuchte DNA
von Hunden und Mé&usen, miissen aufgrund der Ahnlichkeiten der Gelbilder und
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Schmelzkurzen-Analysen die Schlussfolgerungen mit Vorsicht gezogen werden. Im
Gegensatz dazu konnen sowohl der RiboD-Assay als auch der RiboDog-Assay mit
Sicherheit auf Spuren unzweifelhafter Speziesherkunft angewendet werden, wie z.B.
kultivierte Zellen, Gewebebiopsien oder telogener Haare wie in der aktuellen Studie.
Allerdings muss die Fachkraft zur korrekten Begutachtung der Haare in der Lage sein,
Einzelhaare aufgrund speziesspezifischer Morphologie der korrekten Spezies
zuzuordnen. Im Zweifelsfall kdnnen taxonomische Studien (beispielsweise anhand der
Gens der Cytochrom-c-oxidase I der mtDNA (Cortellini et al. 2019)) genutzt werden, um
die Herkunft der Haare zu bestimmen.

Die hier entwickelte gPCR-Methode bietet somit den Vorteil, dass sie schnell und einfach
auf andere Arten Ubertragen werden kann, da die Zielregionen (Promotorregionen der
rRNA-Gene) ubiquitar sind, auch wenn sie sich in der exakten Sequenz unterscheiden.
Diese Regionen sind bei vielen Tierarten bereits bekannt und sequenziert. Dies erlaubt
die Bestimmung der Mengen und der Integritdt der DNA verschiedener Spezies in
wenigen einfachen Arbeitsschritten.

4.1.2 Validitat der qPCR-Ergebnisse

Die Validierung des RiboD-Assays erfolgte durch den Vergleich mit dem kommerziellen
Quantifiler® Trio DNA Quantification-Kit (Thermo Fisher Scientific). Dieses zeigte
denselben Trend zwischen der Dauer des DNase-Verdaus zu den erhaltenen DNA-
Mengen und Degradierungswerten, wie es beim RiboD-Assay der Fall war
(Kapitel 3.2.3). Es wurde jedoch eine geringere PCR-Effizienz des RiboD-Assays im
Vergleich zum Quantifiler® Trio Kit nachgewiesen (siehe Anhang 1, S2). Grund daftr
kdnnte beispielsweise eine noch nicht optimale Zusammensetzung des Reaktionsmixes
sein oder eine nicht optimale Primerbindung, beispielsweise aufgrund polymorpher
Targetsequenzen. Die HOhe der D-Werte des Quantifiler® Trio -Kits zeigen zwar
denselben Trend wie der RiboD-Assay, weisen jedoch bei intakter und gering
degradierter DNA einen hdheren Anfangswert auf, wodurch im Verlauf der Degradierung
ein groBerer Wertebereich abgedeckt wird (Abbildung 9). Dies kann auf Unterschiede
in der Lange der benutzten Amplikons (vor allem der langen Amplikons: 362 bp flr
RiboD, 214 bp fir das Quantifiler® Trio-Kit) oder der genomischen Verteilung der
Amplikons zwischen den beiden Assays zurlickzufihren sein. Aufgrund der geringen
Fragmentlédnge der langen Amplikons des Quantifiler® Trio Kits (214 bp) kdnnte diese
theoretisch selbst bei extrem stark degradierter DNA die Degradierung prazise messen,
wahrend die Amplifikation Uber die langen RiboD-Amplikons bereits von der
Degradierung der Targetsequenzen beeinflusst ware. Das RiboD-Assay wurde mit der
Intention entwickelt, DNA-Degradierung zu messen, um Auswirkungen auf die STR-
Profile von CE und NGS-basierten Typisierungskits voraussagen. Daher ist die Lange der
langen RiboD-Amplikons mit 362 bp im Vergleich zum Quantifiler® Trio Kit besser
geeignet, mdgliche Drop-outs von STR-Allelen vorauszusagen, die langer als 214 bp
sind. Daruber hinaus wurde der RiboD-Assay nicht als Multiplex-Assay ausgefthrt und
ist daher anfalliger fur Variabilitdt zwischen der Amplifikation eines langen und eines
kurzen Fragments derselben DNA-Probe.

Aufgrund einer Proben-Normalisierung unter Verwendung des RiboD-Assays lagen die
mit der RiboD-Methode bestimmten DNA-Mengen ndher an den erwarteten Werten als
die mit dem Quantifiler® Trio -Assay bestimmten Mengen.

Um die RiboD- und RiboDog-Assays noch weiter zu validieren, wurde auf die jeweiligen
Empfehlungen der MIQE-Guidelines (Bustin et al. 2009) und die "SWGDAM Validation
Guidelines for DNA Analysis Methods” (SWGDAM 2016) zuriickgegriffen. Die gPCR-
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basierten RiboD- und RiboDog-Assays wurden auf Reproduzierbarkeit untersucht, also
auf die Variationen zwischen unterschiedlichen Laufen, in Kombination mit der
Wiederholbarkeit innerhalb der Laufe (Abbildung 7). Aufgrund stark beschrankter
Anzahl an parallel amplifizierbaren Proben wurden alle quantifizierten Proben gemeinsam
aufgetragen, also nicht zwischen Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit
unterschieden. Da lediglich die an den jeweiligen Standardkurven desselben Laufs
interpolierten Werte (DNA-Menge) flir den Vergleich verschiedener Laufe genutzt
wurden, nicht jedoch die Cq-Werte, ist der Vergleich der Werte miteinander konform mit
den MIQE-Guidelines (Bustin et al. 2009) und ist daher valide und zulassig.

Bei der Validierung der Assays fiel auf, dass die PCR-Effizienz und die
Standardabweichungen der Einzelwerte schwankten (siehe Anhang 1, S1 fir RiboD und
S7 fur RiboDog). Es kommen an dieser Stelle zwei Faktoren zusammen: Die generelle
Herausforderung einer guten Prazision (geringe Streuung der Messwerte) und die
Herausforderung der prazisen DNA-Quantifizierung bei geringsten DNA-Mengen
(SWGDAM 2016).

Zum einen ist die Prazision (angegeben durch die Standardabweichung) eine
Herausforderung, da es dadurch erschwert wird, den ,wahren Wert" zu finden. Die
Standardabweichungen der berechneten DNA-Mengen waren innerhalb der Testlaufe
(Wiederholbarkeit) geringer als zwischen den Testlaufen (Reproduzierbarkeit; siehe
Anhang 1, S1 und S7). Diese Variationen in der PCR-Effizienz und den Einzelwerten der
Replikate aller gPCR-Laufe, die Uber den Grad der Prazision informieren, sind
moglicherweise auf das verwendete gPCR-Cycler-Modell (Roche LightCyclerll)
zurlickzufihren, das nur eine parallele Bearbeitung von 32 Proben ermdéglicht. Daher
wurden DNA-Standards fir die Kalibrierung lediglich in Duplikaten im Bereich geringer
Mengen (1 pg bis 1 ng) gemessen, was zu geringen Variationen innerhalb der Laufe,
aber héheren Variationen zwischen den Laufen flihrte. Weiterhin wurde eine Vielzahl an
gPCR-Laufen benétigt, um eine hohe Anzahl an Replikaten zu erhalten. In jedem Lauf
sind Standards flr die Erstellung der Kalibrierungskurve mitgelaufen, wodurch die Anzahl
der tatsachlich nutzbaren Proben weiter reduziert wurde und von jedem Lauf die Effizienz
und die akzeptable Abweichung von der Standardkurve separat festgestellt werden
musste.

Zum anderen streuen Messwerte umso breiter, je geringer die eingesetzte DNA-Menge
ist, da stochastische Effekte auftreten. Da die Messungen auf spezifischen Zielbereichen
der jeweiligen Chromosomen des Genoms basieren, werden erst in dem Fall positive
Messwerte erhalten, wenn diese Bereiche in der gemessenen Stichprobe vorhanden und
amplifizierbar sind. Bei geringen DNA-Mengen ist es wahrscheinlicher als bei hohen DNA-
Mengen, dass diese Bereiche zufdllig nicht in der Stichprobe enthalten sind. Diese
Mdglichkeit wurde zwar durch die Nutzung von multi-copy-Loci in den RiboD- und
RiboDog-Assays reduziert, kann jedoch trotzdem auftreten.

Aufgrund dieser beider Faktoren sind die Standardabweichungen der geringen DNA-
Mengen, die Uber mehrere Ldaufe bestimmt wurden, zum Teil recht hoch. Die
Empfindlichkeitsgrenzen der Assays, die anhand der Prazision der gemessenen Werte
fir geringe DNA-Mengen festgelegt wurden, wurden davon beeinflusst. Dabei wurde
zwischen dem kurzen und dem langen Amplikon unterschieden. Fir das humane und
canine qPCR-Assay galt gleichermaBen, dass die Amplifikation eines kurzen Amplikons
der zuverlassigen Bestimmung der DNA-Menge bei geringen DNA-Mengen diente. Eine
zufriedenstellende Prazision (im Sinne von Standardabweichungen, die im akzeptablen
Bereich lagen) wurde bis zu 1 pg fur das kurze Amplikon und 10 pg flr das lange
Amplikon im Fall von menschlicher DNA erreicht. Degradierte DNA mit kleineren Mengen
als 10 pg zeigte aufgrund der inkonsistenten Amplifikation des langen Amplikons keine
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zuverlassigen Werte. Daher wurde die Empfindlichkeitsgrenze fiir den RiboD-Assay fir
intakte DNA auf 1 pg und fir degradierte DNA auf 10 pg festgelegt.

Fir den RiboDog-Assay wurde die Untergrenze der Empfindlichkeit von 10 pg DNA flr
das kurze und das lange Amplikon ermittelt. Der canine qPCR-Assay zeigt allerdings
generell mehr Variationen als der humane gPCR-Assay, mdglicherweise aufgrund der
geringen Replikatanzahl: Die canine DNA wurde bis zu zweimal gemessen, wobei die
humane DNA bis zu neunmal gemessen wurde. Weiterhin wurde flir den humanen Assay
gekaufte DNA (HeLa-DNA beziehungsweise 2800M-DNA) verwendet, wahrend fir die
Kalibrierung des RiboDog-Assays eigens extrahierte canine DNA aus kultivierten Zellen
verwendet wurde, die lediglich fluorometrisch auf dem Quantus-Gerat (Promega,
Kapitel 2.9) quantifiziert wurde. Diese Methode misst neben der caninen DNA ebenfalls
andere doppelstréangige DNA-Molekiile anderer Spezies wie beispielsweise die DNA von
Bakterien. Daher wird davon ausgegangen, dass die tatsachlich vorhandene Menge an
hundeeigener DNA geringer war als die mit der fluorometrischen Methode gemessene.
Um die tatsachlich vorhandene DNA-Menge zu messen, kénnten kinstlich erzeugte DNA-
Templates als Kalibrierung in der gqPCR, deren Molekllanzahl bekannt ist, verwendet
werden. Es wird jedoch vermutet, dass die RiboDog-gqPCR bei Hunden etwas weniger
empfindlich sein kdnnte wie es beim humanen RiboD-Assay erwiesen wurde. Diese
Erkldrungen kénnten moglicherweise die starke Streuung der Messwerte begrinden,
aufgrund dessen verdiinnte DNA-Proben von Hunden unterhalb 320 pg fir die Erstellung
der Standardkurve nicht verwendet wurden. Daher konnte mit den beiden
Messergebnissen von 3200 und 320 pg die tatsachliche DNA-Menge der Hunde-DNA
weniger genau bestimmt werden, als dies bei menschlicher DNA der Fall war. Dies galt
vor allem fir Messwerte, die unterhalb 320 pg und damit auBerhalb der Standardkurve
lagen.

Aufgrund des gPCR-Programms mit 40 Amplifikationszyklen trat in wenigen qPCR-Laufe
ein positiver NTC (no template control) auf, wobei das Signhal von den tatsachlichen
Proben unterscheidbar war.

Ein weiterer Faktor, der zu Messungenauigkeiten beitrug, kénnte das geringe Volumen
der eingesetzten DNA sein. Dadurch bezieht sich die DNA-Menge in Pikogramm [pg] in
Abbildung 14 auf das eingesetzte Volumen von je 1 yL DNA. In den meisten
kommerziellen gPCR-Assays werden jedoch mindestens 2 uL Probe eingesetzt, um
Pipettierfehler zu reduzieren, die vor allem bei minimalen Volumina auftreten. Eine
solche Vorgehensweise war in dieser Studie nicht mdéglich, da das DNA-Volumen der
Lysate begrenzt war und die DNA flr mehrere Ansatze in unterschiedlichen Methoden
(Quantifizierung, unterschiedliche STR-Assays) ausreichen musste.

Die gPCR-Effizienzen des RiboD Assays lag bei 97% (kurzes Amplikon) und 90% (langes
Amplikon), wenn HelLa-DNA fiur die Erstellung der Kalibrierungskurve genutzt wurde,
sowie 95% (kurzes Amplikon) und 90% (langes Amplikon), wenn die Kalibrierung auf
2800M-DNA (Promega) beruhte (siehe Anhang 1, S4). Die gPCR-Effizienzen des
RiboDog-Assays wurden mit seriell verdinnter Hunde-DNA aus MDCK-Zellen bestimmt
und ergaben 94% fir das kurze Amplikon und 90% flr das lange Amplikon (siehe
Anhang S7) womit sie unterhalb der optimalen PCR-Effizienz (95-105%) lagen, obwohl
lediglich sehr wenige Messpunkte genutzt wurden. In den meisten Fallen waren die
gPCR-Effizienzen beider Assays unter Verwendung des kurzen Amplikons héher als die
Assays unter Verwendung des langen Amplikons, selbst bei intakter DNA mit einer hohen
Menge (siehe Anhang 1, S1), was bedeuten kénnte, dass die langen Amplikons weniger
gut amplifiziert werden als die kurzen Amplikons. Diese niedrigen Effizienzen der Assays
kdnnen auf suboptimales Primerdesign oder suboptimalen Reaktionsbedingungen
hinweisen. Sofern, selbst nach einer kiinftigen Optimierung der Primer, das Problem

96 |



DISKUSSION

bestehen bleibt, kénnte dies ein Hinweis darauf sein, dass die Target-Regionen im
Genom polymorph gestaltet sind, so dass nicht davon ausgegangen werden kénnte, dass
die Empfindlichkeit und Effizienz verbessert werden kann. Fir eine schnelle und
kostenglinstige Amplifikation zur groben Bestimmung der DNA-Menge und Degradierung
ist das RiboD/RiboDog-Prinzip jedoch geeignet. Fiir diese Assays wird nicht der Anspruch
erhoben, DNA-Mengen im einstelligen Pikogrammbereich zu messen. Fiir solch kleine
DNA-Mengen koénnen ohnehin keine vollstdndigen STR-Profile erstellt werden. Das
RiboD/RiboDog-Prinzip reicht jedoch dafiir aus, den Erfolg der STR-Typisierung aus
ausgefallenen Haaren von Menschen und Hunden abzuschatzen.

4.1.3 Vergleich der RiboD- und RiboDog-Assays mit kommerziellen Kits

Aufgrund der Versuchsergebnisse wird angenommen, dass der RiboD-Assay ebenso
zuverlassig wie andere kommerziell erhéltliche Kits auf dem Markt, wie der Quantifiler®
Trio DNA Quantification Kit (Vernarecci et al. 2015; Holt et al. 2016), das PowerQuant®
System von Promega (Ewing et al. 2016) und der Investigator® Quantiplex® Pro Kit von
QIAGEN (Vranes et al. 2017) ist. Diese Kits weisen zwar niedrigere
Empfindlichkeitsgrenzen auf, wurden jedoch (noch) nicht im Zusammenhang mit der
systematischen Austestung des Degradierungswertes in Korrelation zum Erfolg der STR-
Typisierungen von DNA aus ausgefallenen Einzelhaaren beschrieben.

Im Gegensatz zu diesen kommerziellen Multiplex-Kits, basiert die Amplifikation der
Amplikons der RiboD und RiboDog-Assays auf einfachen Singleplex-Reaktionen unter
Verwendung von SYBR Green als Farbstoff. Die RiboD und RiboDog-Assays wurden zum
Zweck einer schnellen und kostengiinstigen Méglichkeit entwickelt, um Haare von
Menschen und Hunden zu quantifizieren und die DNA-Integritét zu bestimmen. Die
Assays basieren auf einer genetischen Region, die ubiquitar in Tieren vorkommt, jedoch
speziesspezifische Promotorregion besitzt. Basierend auf dieser Promotorregion wird
eine schnelle Anwendung auf weitere Tierarten ermoglicht. Die Vorteile des RiboD-
Assays gegeniber kommerziellen Loésungen bestehen daher in der nicht-proprietaren
genetischen Locus-Information, die die Etablierung von gPCR-Assays zu geringen Kosten
ermadglicht. Darlber hinaus kdnnte sich die mdgliche Anpassung des RiboD-Prinzips an
nicht-menschliche Spezies in der Wildtierforensik als nitzlich erweisen, insbesondere in
Landern, in denen die Budgets fir die DNA-Analyse begrenzt sind. Das RiboD-Assay-
Prinzip kann sich daher besonders in Kriminalfallen mit Tieren als nltzlich erweisen.
Tierhaare sind haufig gefundene Spuren, die bei der Klarung von Tatumstdnden helfen
kdnnen, beispielsweise wenn eine der an der Straftat beteiligten Personen Hunde besitzt
oder Tatorte von bestimmten Hunden bewohnt waren. Aus diesem Grunde wére eine
weitere Anpassung des RiboD/RiboDog-Prinzips an Katzenhaare eine kiinftige sinnvolle
Aufgabenstellung. In der Wildtier-Forensik kénnen Tierhaare morphologisch
entsprechend ihrer Arten identifiziert (Tridico 2005; Tridico et al. 2014) und anschlieBend
aufgrund der STR-Analyse mit bestimmten Individuen oder Populationen in Verbindung
gebracht werden. Hierbei ware dann die méglicherweise geringe Speziesspezifitat des
gPCR-Assays nicht von Nachteil.

4.1.4 Umgang mit PCR-Inhibition

Interne PCR-Kontrollen (IPC) zur Unterscheidung zwischen DNA-Degradierung und PCR-
Inhibition, die haufig in kommerziellen Kits enthalten sind, waren in den Reaktionen der
RiboD und RiboDog-Assays nicht enthalten. Bei diesen Kontrollen ist die Template-DNA
bereits im PCR-Mix enthalten und die Amplifikation wird lediglich in dem Fall inhibiert,
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wenn PCR-Inhibtoren vorliegen. Eine analoge Madglichkeit zur IPC stellen die
Qualitatssensoren in STR-Kits dar. Diese bestehen aus einem kurzen und einem langen
Locus, dessen Template-DNA im Assay enthalten ist. Bei gleichzeitiger Detektion des
kurzen Sensors in voller Signalstarke, zeigt die Reduzierung der Signalstarke des langen
Sensors eine PCR-Inhibition an; bei starker PCR-Inhibition fallen beide Sensoren aus
(Zgonjanin et al. 2017).

Der RiboD- und RiboDog-Assay (ebenso wie der maSTR-Assay) enthalten keine IPCs
(beziehungsweise Qualitatssensoren) und wurden nicht auf Inhibitoren (lblicherweise
unter anderem bestehend aus Huminsaure, Hematin, Calciumhydrogenphosphat,
Tanninsdure, Ethanol (Schrader et al. 2012)) getestet, da im Mittelpunkt dieser Arbeit
die forensische Anwendung auf DNA aus Einzelhaaren stand. Aus Einzelhaaren
extrahierte DNA kann als PCR-Inhibitor insbesondere Melanin enthalten (Yoshii et al.
1993; Eckhart et al. 2000). Da nukledre DNA in Haarschaften sehr stark degradiert
vorliegt (Brandhagen et al. 2018), wurde in dieser Studie lediglich die Kolbenwurzel und
ein kurzes Stiick vom Ubergang zum Haarschaft pro Probe verwendet. Dadurch wurde
einer starken Belastung mit Melanin vorgebeugt. Weiterhin kénnten Inhibitoren wie
Huminsauren vorhanden sein, wenn die Haare am oder im Boden gelagert wurden, wie
beispielsweise im Falle von Leichenfunden. In der vorliegenden Studie wurden
Einzelhaare unter kontrollierten Bedingungen gesammelt (Kédmmen mit einem
gereinigten Kamm, Streicheln der Hunde mittels eines Handschuhs). Es wird
angenommen, dass diese Spurentypen nicht vergleichbar sein kénnten mit Haaren, die
fir unbestimmte Zeit an Tatorten lagen, eventuell durch sekunddren Transfer
transportiert wurden, sowie bestimmten Umweltbedingungen aufgesetzt waren.
Anhaftungen und Kontaminationen sowie exogen induzierte DNA-Degradierung kdénnten
bei realen Casework-Proben die Folge sein, die in dieser Studie nicht untersucht wurden.
In der vorliegenden Studie wurde darauf verzichtet, da diese Variable die Ergebnisse
verandern kénnte und lediglich die interne DNA der Haare und deren Eignung zur DNA-
Quantifizierung und -Typisierung untersucht werden sollte.

Grundsatzlich kann die DNA im Falle von Inhibitoren weiter aufgereinigt werden. Jedoch
erscheint dies bei Einzelhaaren wenig sinnvoll, weil hierbei weiterer Verlust an DNA
auftrate. Auch wird bei Anwesenheit von Inhibitoren empfohlen, die Probe zu verdinnen,
da damit gleichzeitig die Inhibitor-Konzentration verringert wird (Schrader et al. 2012).
Bei DNA aus ausgefallenen Einzelhaaren bietet sich diese Vorgehensweise jedoch nicht
an, da die ohnehin schon geringe DNA-Konzentration dadurch weiter verringert werden
wirde. Somit erscheint die Information Uber das Vorliegen von PCR-Inhibition gerade
bei Einzelhaaren wenig sinnvoll.

4.1.5 Die Eighung von ausgefallenen humanen Haaren als Spurentyp in der
Forensik

Telogene Einzelhaare sind ein haufig anzutreffender Spurentyp, der aufgrund der zu
erwartenden geringen Erfolgsraten bisher nur selten einer STR-Analyse unterzogen
wurde. Vielmehr wird mitochondriale DNA analysiert, die jedoch aufgrund ihrer
mutterlichen Vererbung eine wesentlich geringere Trennscharfe aufweist (Buckleton et
al. 2011; Verscheure et al. 2013). Die Analyse von Menge und Integritat der nukledaren
DNA mittels gPCR ist daher eine Strategie zur Identifizierung derjenigen Haare, die
erfolgreich STR-typisiert werden kénnen (Lin et al. 2018; Thomas et al. 2013; Holmes
et al. 2018; Martins et al. 2019). Wenn sie auf einzelne Haare angewandt wird, besteht
ein Vorteil der anschlieBenden Analyse darin, dass die DNA von einem einzelnen
Individuum stammt. Dadurch kdnnen Methoden mit hdochster Empfindlichkeit angewandt
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werden, da das Risiko der Erstellung gemischter Profile minimiert wird (Martins et al.
2019). In dieser Studie wurde zum ersten Mal an Einzelhaaren der Zusammenhang
zwischen DNA-Integritat und STR-Typisierbarkeit systematisch untersucht.

Die Nitzlichkeit des humanen RiboD-Assays fiir die Voraussage des Erfolgs der STR-
Typisierung in Fallen von degradierter DNA wurde in den Kapiteln 3.2.2 und 3.2.6
untersucht. Bei Verwendung von artifiziell degradierter HeLa-DNA war die Allel-Recovery
sowohl von der DNA-Menge als auch vom D-Wert abhangig, wobei niedrige DNA-Mengen
und/oder niedrige D-Werte mit niedrigen Allel-Recoveries korrelierten. Dieser Befund
wurde bei der Anwendung des RiboD-Assays auf einzelne Haare bestatigt (Kapitel 3.3).
Dabei ist auffallig, dass vollstandige Profile lediglich flir diejenigen humanen Einzelhaare
erzeugt wurden, die nicht dem telogenen Wachstumsstadium, sondern dem anagenen
(Haar 1) beziehungsweise dem katagenen Stadium zuzuordnen sind (Haare 2-5;
Abbildung 13). Durch diese Studie wurde zum ersten Mal der Zusammenhang zwischen
DNA-Integritdt und STR-Typisierbarkeit systematisch untersucht, indem degradierte
DNA aus Einzelhaaren analysiert wurde. In dieser Studie waren hohe DNA-Mengen
pradiktiv fir vollstdndige STR-Profile, wenn die D-Werte Uber 0,03 lagen. Weiterhin
wurden vollstandige Profile mit weniger als 100 pg Input-DNA flr leicht degradierte DNA
(D-Wert von 1 - 0,2) erhalten. Bei DNA-Mengen zwischen 50 und 100 pg korrelierte der
Erfolg der STR-Typisierung hauptsachlich mit den D-Werten. Als Faustregel hat sich in
der Studie bewiesen, dass der Einsatz von weniger als 100 pg DNA, welche ausgepragt
bis extrem degradierte ist (D-Wert von < 0,1), zu weniger als 50% Konkordanz zum
Referenzprofil flihrte. Weiterhin schienen bei DNA-Mengen unter 20 pg stochastische
Effekte zu Gberwiegen, da die Profile unabhdngig von den D-Werten unvollstandig waren.

Bemerkenswert ist, dass die D-Werte (und der Erfolg der DNA-Typisierung) nicht mit der
Morphologie des Haares korrelierten, wenn kein oder wenig Gewebe anhaftet. In
friheren Studien wurden fluoreszierende DNA-Farbungen verwendet, um den Erfolg der
STR-Typisierung auf der Grundlage des Vorhandenseins von Zellkernen oder von
mutmaBlichen Zellkernresten innerhalb der Wurzel oder des Haarschafts vorauszusagen
(Bourguignon et al. 2008; Edson et al. 2013; Lepez et al. 2014; Haines und Linacre
2016; Lee et al. 2017; Szabo et al. 2012). Die hier vorliegende Studie bestatigt eine
frihere Studie von (Opel et al. 2008), die DNA-Degradierung einzelner Haare durch gPCR
an menschlichen Alu-Sequenzen untersuchte. Sie fanden eine &hnliche Diversitat der
DNA-Mengen pro Haar und eine ausgepragte und variable DNA-Degradierung und
konnten diese Ergebnisse mit dem Erfolg der STR-Typisierung in Beziehung setzen (Opel
et al. 2008). In der Studie von Opel et al. wurde jedoch ein STR-Multiplex von lediglich
zwolf STR-Markern untersucht und keines der aktuellen Standard-Kits wie in der
vorliegenden Arbeit. Zudem sind die Alu-Elemente auf Primaten-Arten beschrankt
(Batzer und Deininger 2002), so dass der Assay nicht an andere Arten angepasst werden
kann.

Bei menschlichen telogenen Einzelhaaren zeigt die vorliegende Studie nur in dem Fall
eine Korrelation zwischen der Morphologie und dem Erfolg der STR-Typisierung, wenn
sehr viel anhaftendes Gewebe wie Haarwurzelscheidezellen vorhanden ist. Im Gegensatz
dazu kann der STR-Typisierungserfolg von telogenen Haaren nicht basierend auf der
Morphologie des Haares geschéatzt werden, wenn lediglich wenig oder kein anhaftendes
Gewebe vorhanden ist. Der Grund hierflir kdnnte eine starke DNA-Degradierung des
anhaftenden Gewebes sein (die durch den D-Wert nachgewiesen wurde), welche eine
inharente Eigenschaft sein oder aus unglnstigen Umgebungsbedingungen resultieren
kann. Diese Erkenntnis steht im Widerspruch zur aktuell bestehenden pauschalen
Annahme, dass Haare mit viel anhaftendem Gewebe (neben anagenen auch katagene
Haare) bessere STR-Profile liefern als vollstandig telogene Einzelhaare ohne oder mit

99 |



DISKUSSION

wenig anhaftendem Gewebe. Daher wird hier postuliert, dass es sinnvoll ist, nicht mehr
von der Annahme auszugehen, dass eine Korrelation zwischen Morphologie und
Typisierbarkeit vorliegt. Die vorliegenden Ergebnisse belegen, dass der D-Wert eine
geeignete MessgroBe flir die Entscheidung darstellt, ob eine STR-Typisierung an
Einzelhaaren durchgefiihrt werden soll, als die bloBe Untersuchung der Morphologie
eines Haares. Insbesondere wurde nachgewiesen, dass STR-Profile von humanen Haaren
gewonnen werden konnen, die aufgrund ihrer schlechten morphologischen
Eigenschaften im Routinelaborbetrieb flir die Analyse verworfen und lediglich als
Rickstellprobe gelagert worden waren. Somit kann es vorkommen, dass wertvolle
Informationen nicht genutzt werden, die zur Klarung von Kriminalfdllen beitragen
kdénnten. Dariber hinaus kann eine gqPCR-Messung vor der STR-Typisierung helfen,
humane Haare von der Analyse auszuschlieBen, die trotz vielversprechender
morphologischer Eigenschaften keine brauchbaren DNA-Profile liefern wirden. Da
zumindest in europaischen und amerikanischen Kriminallaboren eine DNA-
Quantifizierung vorgenommen wird, um das optimale Volumen der vorliegenden DNA fiir
den Einsatz in der STR-PCR zu ermitteln, bietet sich eine simultane Bestimmung der
DNA-Integritat an. Diese beiden Eigenschaften der DNA, die Menge und die Integritat,
kdnnten somit kinftig in Kombination genutzt werden, um den STR-Erfolg
vorauszusagen.

4.1.6 Fehlende Einheitlichkeit in der morphologischen Beschreibung von
Haaren

Uber die fragwiirdige Beziehung zwischen Morphologie und STR-Typisierungserfolg
hinausgehend, ist die Beschreibung von Haar-Morphologie in der Forensik oft wenig
konsistent. In der vorliegenden Studie wurden Haare genutzt, die sowohl reine
Kolbenwurzeln aufwiesen, als auch Haare mit anhaftendem Gewebe. Diese Haare
wurden daher als telogen und zum Teil auch als katagen beschrieben, wenn ein
betrachtlicher Teil der Kolbenwurzel von Gewebe bedeckt war. In alteren Publikationen
werden Haare jedoch zum Teil auch als telogen beschrieben, die viel Gewebe aufwiesen.
Zum Teil werden die Begriffe ,telogen™ und ,katagen" in Publikationen genutzt, ohne
dass reprasentative Fotografien beiliegen, beispielsweise in (Ottens et al. 2013).
Dadurch kann es passieren, dass selbst sachverstdandige Personen nur schwer
einschatzen kdnnen, ob ein vorliegendes Haar eher als telogen oder katagen einzuordnen
ist. Beispielsweise wurden Kolbenwurzeln, die eine relativ groBe Menge anhaftendes
Gewebe aufweisen, das sich vor allem an der Spitze der Kolbenwurzel findet, als telogen
(Edson et al. 2013) bezeichnet und das anhaftende Gewebe als Keimnippel (Linch et al.
1998). Dabei handelte es sich zum Teil um ahnliche Haare wie in Abbildung 13, die in
der vorliegenden Studie zum Teil als katagen bezeichnet wurden. Der Ubergang zwischen
dem katagenen und telogenen Wachstumsstadium ist schwierig exakt zu bestimmen,
wenn sich telogene Haare durch den groBteiligen Verlust anhaftender Zellen
auszeichnen, jedoch nicht festgelegt ist, wieviel Gewebe tatsachlich anhaften darf, um
als telogen und nicht als katagen zu gelten. In einigen Studien wird deshalb ausdrticklich
darauf hingewiesen, dass lediglich telogene Kolbenwurzeln verwendet wurden, die
keinen Keimnippel aufwiesen (Hellmann et al. 2001). Die unterschiedlichen Formen des
Gewebeanhangs werden nicht einheitlich unter anderem in den Publikation von
(Bourguignon et al. 2008) und (Linch et al. 1998) beschrieben. Die Problematik der
Vergleichbarkeit von Typisierungsergebnissen von Haaren bestimmter Morphologie spielt
hierbei zusatzlich hinein: Jedes Haar kann nur ein einziges Mal zur DNA-Extrahierung
genutzt werden.
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Die in der vorliegenden Studie vorgestellte Strategie stellt eine Mdglichkeit dar, dieses
Problem der inkonsistenten Benennung zu l6sen, da sich die Morphologie flr die
Voraussage des Typisierungserfolgs als irrelevant herausgestellt hat. Die DNA-Menge
und DNA-Degradierung stellen geeignetere und aussagekraftigere pradiktive Metriken
dar, die in einer engeren Korrelation zum Erfolg der STR-Typisierung stehen, als das
Zahlen von Zellkernen (beispielsweise genutzt von (Edson et al. 2013)) oder der
Betrachtung der morphologischen Merkmale bei Haaren. Die in dieser Studie
vorgeschlagene Strategie zur STR-Analyse von Einzelhaaren in der forensischen Genetik
ist daher auf Haare in allen Wachstumsphasen anwendbar und nicht nur auf die telogene
Wachstumsphase.

4.1.7 Einfluss der Haarmorphologie bei Hunden auf den Typisierungserfolg

In der Vergangenheit wurden vollstandige Profile in der Regel nicht mit einzelnen
telogenen Hundehaaren erzeugt. Um vollstandige Profile zu erhalten, mussten Pools von
mindestens flnf bis zehn Haaren verwendet werden (Pfeiffer et al. 2004). Im Gegensatz
dazu zeigt die hier vorliegende Studie, dass vollstdndige oder fast vollstandige Profile
(geniigend STR-Marker fir eine hohe Trennscharfe, in der Regel 15 Loci) aus einzelnen
Deckhaaren von Hunden gewonnen werden kénnen.

Bei Deckhaaren von Hunden nimmt die Morphologie der Einzelhaare noch weniger
Einfluss auf den Erfolg der STR-Typisierung als bei menschlichen Haaren: Die
Morphologie der Deckhaare gibt weder Auskunft (ber die Menge der DNA oder die
Integritat, noch Uber den Erfolg der STR-Typisierung. Dies zeigt sich daran, dass kein
Haar erkennbare Zelladhasionen trug (Abbildung 13), die DNA-Mengen der einzelnen
Haare jedoch sehr unterschiedliche Typisierungs-Erfolge erzielten. Die RiboDog-
Ergebnisse zeigten, dass die D-Werte aller DNA aus caninen Deckhaaren im Vergleich zu
D-Werten telogener Menschenhaare relativ groB sind und nie kleinere Werte als 0,2
ergaben (Abbildung 14). Verglichen mit den Degradierungswerten von Kkinstlich
verdauter Hunde-DNA scheint ein D-Wert von 0,2 einer nicht maximal degradierten DNA
zu entsprechen. Im Gegensatz dazu ist die DNA aus telogenen Menschenhaaren starker
degradiert als die DNA der Deckhaare von Hunden: Die meisten der hier getesteten
menschlichen telogenen Einzelhaare hatten D-Werte von weniger als 0,1 (Abbildung
14). Alle untersuchten Deckhaare wiesen daher D-Werte auf, die im Vergleich zu
kinstlich verdauter Hunde-DNA oder im Vergleich zu menschlichen telogenen
Einzelhaaren als leicht verdaute DNA (< 1-0,2) eingestuft wurden. Bisher ist die DNA-
Integritdt von Hundehaaren nicht systematisch untersucht worden. Die vorliegende
Studie zeigt zum ersten Mal, dass die DNA einiger Deckhaare weniger stark degradiert
ist als menschliche Kopfhaare. Der Befund wurde an drei Hunden erzielt. Es sollte daher
in weiteren Studien untersucht werden, ob dieser Befund generell fir Hunde
reprasentativ ist. Da die DNA von caninen Deckhaaren nur geringfligig degradiert ist,
scheint der Grad der DNA-Degradierung wenig oder keinen Einfluss auf den Erfolg der
STR-Profilierung zu haben. Daher wird der Schluss gezogen, dass Allel-Ausfélle in STR-
Profilen bei caninen Deckhaaren hauptsdchlich oder ausschlieBlich auf kleine DNA-
Mengen zurlckzufiihren sind, jedoch nicht in Abhdngigkeit zur DNA-Degradierung
stehen. Dies steht im Gegensatz zu friheren Studien, die von geringen Erfolgsraten bei
der STR-Typisierung einzelner oder gepoolter telogener Hundehaare berichteten (Pfeiffer
et al. 2004). In Ubereinstimmung mit unserer Studie wurde jedoch kiirzlich (iber eine
erfolgreiche STR-Analyse von einzelnen Deckhaaren von Hunden unter Verwendung
~direkter® PCR-Ansatze berichtet (Blackie et al. 2015). In dieser Studie war die DNA-
Integritat einzelner Haare jedoch nicht bewertet worden. Es scheint also in Bezug auf
die DNA-Integritat einen prinzipiellen Unterschied zwischen Hunde- und
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Menschenhaaren zu geben, und es kdnnte interessant sein, dies auch bei anderen
Saugetieren zu untersuchen.

Eine mdgliche Erklarung fir die unterschiedliche Integritdt von menschlichem Haar und
Hundehaar ware, dass Hundehaare im Vergleich zu menschlichem Haar eine kirzere
Lebensdauer haben, so dass zur DNA-Degradierung weniger Zeit zur Verfligung stiinde.
Es ware ebenfalls denkbar, dass bestimmte Prozesse, die zur DNA-Degradierung im
menschlichen Haar flihren, im Hundehaar anders ablaufen oder dass einige Prozesse
ganz fehlen. Daher wdre es interessant, die maodglichen individuellen und
rassenspezifischen Unterschiede der Hundehaare hinsichtlich der DNA-Integritat zu
untersuchen, da solche Unterschiede den Erfolg der STR-Typisierung beeinflussen
kdénnten. Beispielsweise ergaben Einzelhaare des Hundes K in der hier vorliegenden
Studie hohere Allel-Recoveries als Einzelhaare der anderen zwei getesteten Hunde
(Abbildung 14). Dabei ist nicht klar, ob dies durch einen geringen Stichprobenumfang,
oder einen hunderassenspezifischen Unterschied bedingt wurde. Unterschiede zwischen
kurzhaarigen und langhaarigen Rassen waren denkbar, insbesondere, weil bekannt ist,
dass der Haarwechsel rassenspezifisch ist: Gewdhnlich befinden sich einige
Hundehaarfollikel im Anagen-, andere im Katagen- und einige im Telogen-Stadium. Die
Rate, mit der Hunde ihre Haare verlieren, und die Anzahl der ausfallenden Haare
unterliegt rassespezifischen Wachstumszyklen, da insbesondere Hunde im Freien in der
Regel zweimal im Jahr einen Fellwechsel von Sommer- auf Winterfell durchlaufen,
wodurch die DNA-Menge und -Integritdt der Haare beeinflusst werden koénnte (Al-
Bagdadi et al. 1977). So gelten beispielsweise kurzhaarige Hunde wie Pudel als flr
allergiegeplagte Menschen geeignet, da sie kein Unterfell haben, ihre Haarfollikel in der
Regel in der anagenen Wachstumsphase bleiben und daher weniger Haare ausfallen als
bei anderen Hunderassen (Verma und Joshi 2012). Im Gegensatz dazu wachst
menschliches Kopfhaar etwa 5 Jahre lang aus der Kopfhaut, bevor es ausfdllt. In einer
Studie von Blackie et al. konnten jedoch keine rassenbedingten Unterschiede festgestellt
werden, weder fur den Erfolg der STR-Typisierung noch fur die DNA-Menge (Blackie et
al. 2015). Um diese Hypothese zu untersuchen missten wesentlich mehr Hunde
untersucht werden, um signifikante Ergebnisse zu erhalten. Gleichwohl ware es
interessant, rassenspezifische Unterschiede zu untersuchen in Bezug auf DNA-Menge
und -Integritat aus Deckhaaren.

Das Fell vieler Hunderassen weist neben dem Deckhaar eine zusatzliche Art der Haare,
die feinere Unterwolle auf. Es besteht sowohl ein morphologischer als auch ein DNA-
analytischer Unterschied zwischen Deckhaaren und Haaren der Unterwolle bei Hunden.
Bei Hundehaaren sehen die Haare der Unterwolle (G8, Abbildung 13 und Abbildung
14) nicht nur feiner und dinner aus, sondern enthalten auch viel weniger DNA als
Deckhaare (G4). Der Grad der DNA-Degradierung ist jedoch bei den Deckhaaren und
dem einen Pool an Haaren der Unterwolle ahnlich. Hier vorliegende Untersuchungen
bestatigten die Ergebnisse von (Blackie et al. 2015): Die Unterwolle weist in der Regel
keine oder nur wenige Allele auf, wéhrend die Erfolgsrate bei den Deckhaaren bis zu
vollstandigen Profilen deutlich héher war (Abbildung 14). Die Einzelhaare der
Unterwolle sind daher flir forensische DNA-Analysemethoden nicht geeignet. Fir die
Untersuchung der Unterwolle ist daher eine Zusammenlegung (Pooling) mehrerer Haare
erforderlich (Blackie et al. 2015). Haare der Unterwolle sind jedoch h&ufiger zu finden
als Deckhaare, da sie bei vielen Rassen in hoherer Anzahl vorkommmen und insbesondere
beim Fellwechsel zwischen der kalten und warmen Jahreszeit verstarkt ausfallen.
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4.1.8 Optimierung der DNA-Extraktion aus Haaren

In dieser Studie wurde der Extraktionspuffer nach (Hellmann et al. 2001) weiter
optimiert, insbesondere um magliche PCR-Inhibition durch die Reagenzien zu vermeiden.
Dies erschien insbesondere deswegen wichtig, weil auf Silica-basierte Methoden zur
DNA-Aufreinigung verzichtet wurde, da diese immer einen gewissen Verlust an DNA
aufgrund unvollsténdiger Bindung und/oder Elution implizieren, wodurch die
Minimalspuren noch weiter an DNA verlieren kénnten. Beim Puffer nach Hellmann et al.
wird auf EDTA als Komplexbildner fir zweiwertige Kationen verzichtet, um eine erhéhte
Proteinase K-Aktivitat zu erzielen. EDTA wird normalerweise eingesetzt, um Calcium-
und Magnesiumionen zu komplexieren, wodurch in Zellen enthaltene DNasen inaktiviert
werden (Grahn 2013; Amory et al. 2007; Guéroult et al. 2010). Vermutlich ist es bei
dem Spurentyp des ausgefallenen Haares ohne Zellanhange nicht notwendig, DNasen zu
inaktivieren, da diese Haare hauptsachlich aus getrocknetem Keratingeriisten bestehen,
die keine aktiven DNasen beinhalten. Fir die DNA-Extraktion scheint bei diesem
Spurentyp vor allem eine effiziente Proteinase K und ein Reduktionsmittel (im
verwendeten Protokoll Dithiothreitol, DTT) von Bedeutung zu sein, das die
Disulfidbriicken des Keratingerlistes aufbricht. Durch den Verzicht des Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS), das im Puffer nach Hellmann et al. enthalten ist, wurde
vermieden, dass potentielle SDS-Reste nach der DNA-Fallung vorliegen kénnten. Dies
war von Bedeutung, da bereits geringe SDS-Reste zu PCR-Inhibition fihren (TIJSSEN
1993). Wie die erhaltenen Ergebnisse zeigen, erwies sich der Extraktionspuffer als gut
geeignet, um DNA aus Haaren zu extrahieren und effizient mittels PCR zu analysieren.

4.1.9 Reprasentiert der DNase-Verdau das DNA-Degradierungsmuster in
Haaren?

In der vorliegenden Studie wurden die Ergebnisse mit artifiziell verdauter humaner HelLa-
und caniner MDCK-DNA durch Untersuchungen an Einzelhaaren von Menschen und
Hunden bestatigt. Bemerkenswert ist dabei, dass artifiziell verdaute DNA aus kultivierten
Zellen durch vorhergehende DNA-Extraktion ohne DNA-verpackende Proteine wie
Histone vorliegt. Im Gegensatz dazu liegt die nukledre DNA der Haare im Zuge der DNA-
Degradierung im Chromatin vor, also gebunden in Nukleosomen. Innerhalb der
Nukleosomen kénnte die DNA fiir Endonukleasen weniger zuganglich sein und es gibt
Hinweise darauf, dass die Positionierung der Nukleosomen gewebeabhdangig ist (Dong et
al. 2016). Fir Haare wurde gezeigt, dass das Enzym DNasell2 die DNA-Degradierung
vermittelt (Fischer et al. 2011). Daher spiegelt der artifizielle DNase I-Verdau von
nackter HeLa- oder MDCK-DNA mdglicherweise nicht das DNA-Degradierungsmuster
natlrlicher Haare wider, und daher sind die aus Zellen oder Geweben oder sogar
zwischen verschiedenen Geweben erhaltenen D-Werte mdéglicherweise nicht exakt
vergleichbar. Weiterhin kdnnte sich auch die Zuganglichkeit der STR-Loci fir DNasen
(beziehungsweise der Grad ihrer Degradierung) zwischen DNA aus Haaren und
gereinigter genomischer DNA unterscheiden.

4.1.10 Ergdnzung zum Aufbau der Studie mit ausgefallenen Haaren

Aus den hier prasentierten Ergebnissen von menschlichen Haaren und Hundehaaren
kann nicht geschlossen werden, in wie viel Prozent der Fédlle von vorhandenen Haaren
diese fir die STR-Typisierung erfolgversprechend sind, da hauptsachlich diejenigen
Haare fir die Typisierungsstudien ausgewahlt wurden, die quantifizierbare DNA-Mengen
aufwiesen. Die hier vorliegenden Ergebnisse sind daher als Teil einer qualitativen, jedoch
nicht als quantitativen Studie zu interpretieren. Von mehreren hunderten untersuchten
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menschlichen Kopfhaaren befand sich der GroBteil in der katagenen Wachstumsphase,
beziehungsweise dem Ubergang zwischen katagener und telogener Phase, erkennbar
durch eine groBe Menge anhaftenden Gewebes an der Wurzel. Dies kann durch die Art
der Probennahme bedingt worden sein, da durch das Kammen der Kopfhaare eine
gewisse Kraft ausgewirkt wurde. Es wurden lediglich solche Haare in die gqPCR-basierte
Bestimmung der DNA-Menge und Degradierung eingeschlossen, die nur geringe
Zellanhaftungen oder reine Kolbenwurzeln aufwiesen (Abbildung 13). Ausnahme davon
waren ein paar wenige Haare der anagenen (Haar 1) und katagenen Wachstumsphase
(Haare 4-5), die als Vergleichsproben genutzt wurden. Von allen untersuchten Haaren
wurden lediglich solche Haare flir weitere Studien genutzt, die Cq-Werte erzeugten. Bei
zu geringen DNA-Mengen oder zu hoher Degradierung konnten keine Cq-Werte erhalten
werden, wodurch die Haare von weiterer Nutzung ausgeschlossen wurden.

4.2 Entwicklung und Evaluierung des maSTR-Assays

Die NGS-Technik stellt ein vielversprechendes Werkzeug dar, um degradierte DNA zu
typisieren (Miller et al. 2019), vor allem wenn sehr kurze Marker genutzt werden (Kim
et al. 2016). Um gezielt die Humanidentifizierung mittels degradierter DNA zu
verbessern, wurde der maSTR-Assay entwickelt, eine NGS-basierte Methode zur STR-
Amplifikation mit - im Vergleich zur kapillarelektrophoretischen Methode - relativ kurzen
Amplikons. Die Validierung des maSTR-Assays in Bezug auf Konkordanz, Empfindlichkeit
und Reproduzierbarkeit erfolgte mittels intakter HelLa-DNA in unterschiedlichen
Verdinnungen (Kapitel 3.4.3). Als Proof of Concept wurde die verbesserte STR-
Typisierung degradierter DNA mit dem maSTR-Assay im Vergleich zur CE-Methode
anhand schrittweise degradierter HeLa-DNA nachgewiesen (Kapitel 3.5.1). Der maSTR-
Assay wurde anschlieBend mit unterschiedlichen CE- und NGS-basierten forensischen
Assays und unterschiedlichen STR-Interpretation-Methoden verglichen, um eine
optimierte Strategie fir die Analyse menschlicher telogener Einzelhaare in der
Humanidentifizierung abzuleiten.

4.2.1 Entwicklung des maSTR-Assays

Kim et al. (Kim et al. 2016) entwickelten einen NGS-Assay mit Mini-STRs zur
erfolgreichen STR-Typisierung degradierter DNA unter Verwendung von 13 CODIS STR-
Markern, vier zusatzlichen Markern und Amelogenin. Flr die Entwicklung des maSTR-
Assays wurde der Assay nach Kim et al. um die restlichen Marker der EU-Core-STR-Loci
einschlieBlich SE33 (ACTBP2) erweitert. Der maSTR-Assay umfasst mit 16 EU-Core-STR-
Loci und Amelogenin dieselben Loci wie die CE-basierten PowerPlex® ESX 17- und
ESI 17-Kits (Promega). Damit wird sowohl gewahrleistet, dass die Performance der
Assays vergleichbar ist (wobei Variationen durch die verwendete Technik und die
unterschiedliche Lange der Amplikons generiert werden), als auch, dass Kompatibilitat
zur DAD-Datenbank gegeben ist. Die Designs der Primer wurden maBgeblich unter der
Vorgabe durchgefiihrt, mdglichst kurze Amplikons zu generieren, damit der Assay
verglichen mit anderen CE- und NGS-basierten Assays besser in der Lage ist, stark
degradierte DNA zu analysieren. Die gewahlten Amplikonldngen variieren zwischen
minimal 76 bp bis maximal 296 bp. Zudem wurde darauf geachtet, dass keine bekannten
SNPs auf den Primerbindestellen liegen.
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4.2.2 NGS-Charakteristiken: Wiederholbarkeit, Reproduzierbarkeit,
Konkordanz, Empfindlichkeit und MiSeq FGx™ Qualitats-Metriken

Nach dem Design und den ersten Laufen des maSTR-Assays erfolgte die Validierung des
Assays in Bezug auf Konkordanz, Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit mittels intakter
HelLa-DNA in unterschiedlichen Verdinnungen (Kapitel 3.4.3). Die Reproduzierbarkeit
des maSTR-Assays wurde anhand dreier maSTR-Laufe untersucht Abbildung 17. Mit
Bezug auf die Definition von Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit (Kapitel 1.3)
werden in Lauf 1 und Lauf 2 die Wiederholbarkeit untersucht, da in Lauf 1 und Lauf 2
dieselben Proben derselben Amplikon-PCR fir beide gepoolten Bibliotheken verwendetet
wurden, mit Ausnahme einer Probe aus Lauf 1, die nicht in Lauf 2 enthalten war. Da
angenommen wurde, dass die Erstellung der Bibliotheken per PCR mehr Variation
erzeugt als die nachfolgenden Schritte der Sequenzierung, wurden die in Lauf 1 und
Lauf 2 genutzten Proben als technische Replikate angesehen, obwohl sie in zwei
unterschiedlichen Laufen analysiert wurden. Sofern die Mindestmenge von 200 pg DNA
eingesetzt wurde, werden in der Regel 100% konkordante, wiederholbare und
reproduzierbare Allele erhalten in den Vergleichen der Wiederholbarkeit und
Reproduzierbarkeit (Lauf 3 im Vergleich zu Lauf 1 beziehungsweise Lauf 2,
Abbildung 17). Fur Variationen der Ergebnisse wie der Read-Zahl zwischen den
Laufen 1 und 2 trugen modglicherweise Ungenauigkeiten beim Pipettieren bei, da die
bereits amplifizierte PCR-Bibliothek einzelner Proben (ein individuelles STR-Profil
entspricht einer Probe) jeder Probe flr die beiden Laufe 1 und 2 separat zur gepoolten
Bibliothek von Lauf 1 und Lauf 2 pipettiert wurden, wodurch sich die entstehenden
gepoolten PCR-Bibliotheken leicht unterschieden haben kdénnten.

Der Vergleich der Rohdaten aller maSTR-Laufe (Tabelle 5) zeigt, dass der geringe Anteil
effektiver Reads im Vergleich zu der Anzahl der gefilterten Reads hauptsachlich auf
Schwierigkeiten bei der Bestimmung von STR-Allelen zuriickzufiihren ist, die
wahrscheinlich auf reduzierte Read-Langen zurickzuflhren sind. Als Ursache der
reduzierten Readldngen wird das Uberclustering vermutet, das zu Reads von geringer
oder unzureichender Qualitat fihren kann, je mehr Zyklen ausgefihrt wurden (Daten
nicht gezeigt), was zu kurzen Reads mit lediglich akzeptabler Qualitat fihrt. Dieser Effekt
kdnnte hauptsachlich dazu gefihrt haben, dass die Read-Ldnge von etwa 206
Nukleotiden der urspringlichen Amplikons auf (weniger als) etwa 100 Nukleotide
gefilterter Reads (,gefilterte durchschnittliche Reads") reduziert wurde. Uberclustering
(englisch overclustering) geschieht, wenn zu viel DNA auf die Flowcell geladen wird (im
Falle der Standard-v3-Flowcell normalerweise bei mehr als 20 pM) oder die Library nicht
sauber genug von Verunreinigungen gewaschen wurde. Daraus resultierend liegen die
gebildeten Cluster zu nah beieinander, was sich in unprazisen Bildaufnahmen
niederschlagt (Manual "Cluster Density" (Illumina)), wodurch die Qualitat eingeschrankt
wird. Das Trimmen von Nukleotid-Informationen niedriger Qualitat, sowie das Verwerfen
einzelner Reads (Singletons), wenn der komplementdre Read des Paares nicht den
Qualitats-Anforderungen entsprach, fihrte zu einem groBen Verlust an Nukleotiden (Lauf
1 verlor aufgrund dieser Ursache mehr als eine Milliarde Nukleotide), wodurch die Read-
Léangen noch stdrker verringert wurden. Dies wirkte sich jedoch nur geringfligig auf die
Read-Lange aus, da die Anzahl der "gefilterten durchschnittlichen Read-Lange" mit der
Anzahl der "getrimmten durchschnittlichen Read-Langen" vergleichbar ist. Der
Zusammenfihrungsprozess (Merging) fihrte aufgrund Uberlappender Effekte lediglich
zu leicht verlangerten Read-Paaren.

Infolge reduzierter Read-Langen wurden die repetitiven Regionen der STR-Loci nur
teilweise abgedeckt, so dass in diesen Fallen keine Allelbestimmung mdglich war.
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Weiterhin scheint die Anzahl der Proben, die degradierte DNA enthalten, mit der
durchschnittlichen Read-Lange pro maSTR-Lauf zu korrelieren. In Laufen, die
hauptsdchlich degradierte DNA enthalten, ist ein hoher Anteil an kurzen
Amplifikationsprodukten zu erwarten, da die gréBeren Amplikons nicht mehr als
Zielsequenzen fir die Amplifikation dienen konnte. Infolgedessen wird der Anteil der
kurzen Reads erhoht. Dies wiirde die Korrelation langerer Read-Langen von Lauf 4 mit
der geringeren Anzahl von Proben degradierter DNA (im Vergleich zu den Laufen 1, 2
und 3) erkldren, was zu einer héheren Anzahl effektiver Read-Paare und einem hdheren
Anteil gefilterter Reads zu effektiven Reads flhrt. Es wird angenommen, dass Lauf 4 aus
diesem Grund bessere Ergebnisse als die anderen Laufe zeigt, selbst wenn Lauf 4
aufgrund einer hohen Menge an Input-DNA Uberclustert war. Aufgrund all dieser
Erkenntnisse wird empfohlen, dass der maximale DNA-Input nicht mehr als 4 bis 8 pM
DNA betragen sollte, wenn eine groBe Anzahl von Proben mit stark degradierter DNA aus
Einzelhaaren eingesetzt wird.

Im Vergleich der Laufe 3 und 4 wies Lauf 4 (entspricht den Proben von ,maSTR_2" in
Abbildung 21) eine héhere Recovery als Lauf 3 auf (entspricht den Proben von
»,maSTR_1"). Dies konnte durch die langere durchschnittliche Lange der
zusammengefihrten Reads (Tabelle 5) in Lauf 4 (103 nts) als in Lauf 3 (85 nts) bedingt
worden sein.

4.2.3 Indikatoren fiir Imbalancen und Diskordanzen des maSTR-Assays

Die Read-Zahl von Signalen und die Anzahl an Allelic Drop-ins dient im Folgenden als
Indikator, um die Validitat des maSTR-Assays zu beurteilen. Allelic Drop-ins traten
sowohl in Verdinnungsreihen bis zum Minimal-Wert von 3 pg in den Studien zur
Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit mittels intakter HeLa-DNA (Abbildung 17) auf,
als auch in den Untersuchungen von Verdinnungsreihen von unterschiedlich stark
degradierter artifizieller DNA (Abbildung 18). Ebenso traten Allelic Drop-ins in der
Analyse humaner telogener Einzelhaare (Abbildung 20) auf. Im Gegensatz dazu traten
in allen verglichenen NGS- und CE-basierten STR-Kits signifikant weniger Allelic Drop-
ins auf als im maSTR-Assay und wurden nur in Einzelfdllen beobachtet. Daher wird
vermutet, dass der maSTR-Assay eine besondere Fehlerquelle aufweist, die zu einer
Haufung von Allelic Drop-ins fuhrt. Dabei zog sich eine Auffalligkeit durch alle mit dem
maSTR-Assay generierten Daten: Die Anzahl der Drop-ins und Drop-outs von mittels des
maSTR-Assays erzeugten STR-Profilen von artifiziell degradierter DNA und DNA aus
telogenen Einzelhaaren nimmt mit abnehmender DNA-Menge und ansteigender DNA-
Degradierung zu (Abbildung 18 und Abbildung 20).

Ursprung der Problematik der Allelic Drop-ins kénnten starke Interlocus-Imbalancen
(siehe Kapitel 1.5.2) sein, die stichprobenartig im maSTR-Assay nachgewiesen wurden
(Daten nicht gezeigt). Interlocus-Imbalancen werden beispielsweise bedingt durch
ineffiziente PCR-Effizienzen oder zu geringem/zu hohem Anteil der marker-spezifischen
Primer in der Primer-Abmischung der Multiplex-Reaktion. Dadurch kdénnen Allele
ausfallen, obwohl sie in ausreichender Start-Menge auf der Template-DNA vorlagen.
Hierbei fallen — typisch fiir LT-DNA (Kapitel 1.5.2 und 1.5.3) - umso mehr Allele aus,
je starker degradiert die eingesetzte DNA und je geringer die DNA-Menge war (Gill
2001b; Gill et al. 2012; Budowle et al. 2009; van Oorschot et al. 2010; Benschop et al.
2013). Diese Anfélligkeit flir stochastische Effekte, spiegelt sich typischerweise auch im
Auftreten von Imbalancen wider (Whitaker et al. 2001).

Vor allem zufallige Amplifikationsfehler kénnten eine Ursache fiir einen Teil derjenigen
Drop-ins sein, die nicht reproduzierbar sind. Aus den Untersuchungen von Replikaten
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der maSTR-Sequenzierung (Abbildung 21) und von Composite/Consensus-
interpretierten Profilen (Abbildung 24) wird geschlossen, dass viele Allelic Drop-ins
nicht reproduzierbar sind, da die Anzahl der Allelic Drop-ins in den Replikaten variiert.
Beispielsweise weisen die DNA-Proben aus telogenen Einzelhaaren in Lauf 4 mehr Allelic
Drop-ins auf als in Lauf 3 (Abbildung 21), daher kann zumindest aus den Daten
abgeleitet werden, dass die Differenz zwischen der Anzahl der Allelic Drop-ins von Lauf 4
und Lauf 3 denjenigen Allelic Drop-ins entspricht, die nicht reproduzierbar detektiert
wurden. Die Anzahl nicht-reproduzierbarer Allelic Drop-ins scheint mit abnehmender
DNA-Menge und DNA-Integritdt anzusteigen. Dies wird daraus ersichtlich, dass die
Differenz der Anzahl der Allelic Drop-ins zwischen Lauf 3 und Lauf 4 groBer ist als
zwischen Lauf 1 und Lauf 2 (Abbildung 21). Da in den Laufen 1 und 2 vor allem DNA-
Proben héherer DNA-Menge und -Integritdt analysiert wurden, konnte diese Annahme
jedoch nicht weiter erhartet werden.

Bei stark degradierter DNA, die in groBer Menge eingesetzt wurde, handelt es sich bei
einem Teil der Drop-ins wahrscheinlich um ungewdhnlich hohe Stotter-Allele (dargelegt
in Kapitel 3.5). Ein Beispiel daflr ist das diskordante Allel 22 des Markers D125391,
auf das in Kapitel 3.5.3 eingegangen wurde. Die Mdglichkeit, dass Allele innerhalb eines
unbalancierten Markersystems ausfallen, im Vergleich zu Markersystemen, die innerhalb
und auBerhalb in Relation zum Gesamt-Assay ahnlich hohe Read-Zahlen aufweisen, ist
umso groBer, je unbalancierter die Markersysteme sind und je geringer die Menge und
Integritat der eingesetzten DNA ist. Hohe Stotter-Allel sind daher ein bereits bekanntes
stochastisches Phanomen. Allerdings traten in den maSTR-Profilen ebenfalls Drop-ins an
Positionen auf, die keinen Stottern entsprechen kénnen.

Da durchaus ebenfalls Drop-ins auftraten, die reproduzierbar sind, kann ein
systematischer Fehler der initialen Multiplex-PCR oder eine fehlerbehaftete
Auswertung/Analyse flir einen Teil der Allelic Drop-ins nicht ausgeschlossen werden.
Mdglicherweise wurden manche Drop-ins durch Fehler im Primer-Assay (Primerdesign,
Primer-Abmischungen, Kreuzreaktionen) oder eine fehlerbehaftete Auswertung/Analyse
des Allel-Callings hervorgerufen. Diese Hypothese wird dadurch unterstitzt, dass fir
einige Allele die Readzahlen zu hoch sind, sodass sie zum Teil in héherer Read-Zahl als
die konkordanten Allele auftraten. Beispielsweise traten in Stichproben aus Lauf 1 und
Lauf 2 dieselben Allelic Drop-ins reproduzierbar auf, die unabhangig von dem Auftreten
des konkordanten Allels auftraten (STR-Marker D8S1179, Kapitel 3.5.3, Abbildung
22). Weiterhin sollte die Problematik des Primer-Designs einzelne Marker mehr betreffen
als andere, was im Falle von D8S1179 ebenfalls zutreffen kdnnte, da dieser Locus
besonders anféllig fir Drop-ins zu sein schien. Abhilfe kénnte ein klnftiges Neudesign
der entsprechenden Marker schaffen.

Eine alternative Erklarung fiir das Auftreten von Allelic Drop-ins (vor allem flir das
Auftreten reproduzierbarer Allelic Drop-ins) wirde das Vorkommen von
kontaminierender Fremd-DNA bieten, welche umso starker beobachtet wurde, je
geringer die gezielt eingesetzte DNA-Menge ist. Durch die geringe Menge der Template-
DNA koénnten aufgrund praferentieller Amplifikationen (Walsh et al. 1992) in den ersten
Zyklen der PCR zuféllig selbst die geringsten Spuren kontaminierender Fremd-DNA zu
Signalen in einer héheren Anzahl fihren, als die eigentliche DNA-Probe erreicht. Reale
Kontaminationen aus fremder DNA erscheint jedoch unplausibel, da Drop-ins in allen
maSTR-Laufen detektiert wurden, in einer Vielzahl an Ldufen der PowerPlex®-Kits mit
geringsten DNA-Mengen jedoch lediglich vereinzelte Drop-ins detektiert wurden. Gabe
es im genutzten Labor Probleme mit Kontaminationen, miissten diese ebenfalls bei den
PowerPlex®-Kits aufgetreten sein. Kontaminationen von Komponenten des maSTR-
Assays werden als Hauptursache ausgeschlossen, da durch stichprobenartige
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Untersuchungen keine reproduzierbar auftretenden Fremd-Allele in allen Proben mit
geringer DNA-Menge detektiert wurden. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden
spezielle MaBnahmen beim Ansatz aller Assays ergriffen, wie dem Ansatz der initialen
PCR unter einer UV-Hood, der Verwendung von ISO18385-konformer Plastik und der
Trennung der Ansatzraume in pra- und post-PCR-Anwendungen.

4.2.4 Legung der Schwellenwerte fiir den maSTR-Assay

Eine maBgebliche Aufgabe in der Entwicklung des maSTR-Assays war die Festlegung der
analytischen und stochastischen Schwellenwerte. Da der maSTR-Assay in-house
entwickelt wurde, mussten sowohl die Stotter-Schwellenwerte als auch der analytische
und stochastische Schwellenwerte empirisch bestimmt werden. Da die NGS-Technik in
der Forensik noch relativ neu ist, existiert keine Guideline zur Legung der
Schwellenwerte. Anbei wird beschrieben, welche Methoden - neben den Empfehlungen
fur CE-basierte Systeme (siehe Kapitel 1.2.2) - bereits existieren und auf welche Weise
die Schwellenwerte im maSTR-Assay festgelegt wurden, inklusive der moglichen Folgen
fir die Allel-Recovery des maSTR-Assays, sowie Empfehlungen fir kinftige
Optimierungen des maSTR-Assays in Bezug auf die Schwellenwerte.

Die Beobachtung, dass die absolute Anzahl von per NGS-erzeugten Reads fiir die Legung
der analytischen und stochastischen Schwellenwerte von Bedeutung ist (Bregu et al.
2013; Young et al. 2017), wird in einigen Publikationen aufgegriffen und war
ausschlaggebend fir die Festlegung auf bestimmte Schwellenwerte im maSTR-Assay.
Als Beispiel zur genauen Berechnung des analytischen und stochastischen
Schwellenwertes dient die Publikation von Guo et at. (Guo et al. 2017) anhand des
ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit auf dem MiSeqFGx™-System. Diese basiert auf dem
Minimum von 650 effektiven Reads pro Locus, der als minimale Depth of Coverage (DoC)
festgelegt wurde. Dieser Begriff beschreibt die Abdeckung (englisch coverage) am
jeweiligen Locus. Der analytische Schwellenwert wurde definiert als 1,5% dieses Werts
(1,5% x 650 effektive Reads = 10 effektive Reads). Der stochastische, auch als calling
oder Interpretations-Schwellenwert bezeichnete Wert, wurde bei 4,5% dieses Werts
(30 effektive Reads) gelegt. Aufgrund dieser Read-Zahlen sollte ein mit dem ForenSeq™
erzeugtes Profil eine Mindestzahl von 85.000 effektiven Reads aufweisen (Guo et al.
2017). Bei einer optimalen Anzahl von 650 effektiven Reads pro Marker musste der
maSTR-Assay aufgrund der 17 enthaltenen Marker mindestens 11.050 Reads pro STR-
Profil aufweisen. Diese Grenze wurde von manchen Haar-Proben (Haar 8, 15, 16, 19,
24, 26, 27 und 28) in mindestens einem der beiden Replikate nicht erreicht
(Abbildung 23 B).

Fiir das Precision ID GlobalFiler™ NGS STR Panel fiir die Sequenzierung auf dem Ion S5
von Thermo Fisher Scientific wurde &hnlich vorgegangen. Dieses Kit nutzt einen
analytischen Schwellenwert von 2% und einen stochastischen Schwellenwert von 5%
einer festgesetzten Abdeckung (Miller et al. 2018).

Wahrend der NGS-basierte maSTR-Assay entwickelt wurde, standen keine etablierten
Methoden zur Verfligung, um die analytischen Schwellenwertes der forensischen
Methode von PCR-basierten NGS-Assays basierend auf Hintergrundrauschen
festzulegen. Die Intensitat der Signale wurde zwar mittels der Anzahl der sequenzierten
Reads pro Locus (entspricht der Abdeckung) bestimmt (Warshauer et al. 2013), jedoch
existierte keine validierte Methode, um falsch positive Signale zu bewerten, die vom
Hintergrundrauschen verursacht werden (Young et al. 2017). Young et al. beschrieben
einen Ansatz zur Festlegung analytischer Schwellenwerte, der fir NGS-basierte
Multiplex-Assays geeignet ist und auf dem Hintergrundrauschen basiert. Dies wurde
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durchgefiihrt mit der Argumentation, dass positive Kontrollen besser als negative
Kontrollen dazu geeignet sein sollten, einen analytischen Schwellenwert festzulegen, da
neben dem instrumentellen Rauschen ebenfalls das PCR-verursachte Rauschen
beriicksichtigt werden sollte, das im Idealfall das alleinige Rauschen darstelle und
lediglich bei positiven Kontrollen untersucht werden kénne (Bregu et al. 2013; Young et
al. 2017).

Young et al. postulierten die Hypothese, dass ein analytischer Schwellenwert von
10 Reads als allgemein ausreichend fur Profile mit einer Abdeckung von unter 5.000
Reads angesehen werden kann (Young et al. 2017). Sie haben ebenfalls festgestellt,
dass analytische Schwellenwerte, ,die auf Hintergrundrauschen basieren und als das
Signal zahlen, das nach Abzug von Allelen und N-1 Stotter-Artefakten verbleiben, mit
zunehmender Locus Abdeckung nach oben tendieren.™ Ein in Relation zur eingesetzten
DNA-Menge erhdhtes Hintergrundrauschen wurde ebenfalls von der Arbeitsgruppe um
Bregu et al. festgestellt, indem gezeigt wurde, dass das Hintergrundrauschen mit einem
DNA-Input von mehr als 1 ng DNA zunimmt (Bregu et al. 2013). Aufgrund dieser
Tatsache empfiehlt sich die Festlegung des analytischen Schwellenwertes auf Basis von
Negativkontrollen daher nicht. Daraus ergibt sich, dass der analytische Wert von
10 Reads daher angepasst werden kann, wenn wesentlich mehr (Schwellenwert sollte
hochgesetzt werden) oder weniger (Schwellenwert kdnnte herabgesetzt werden) als
5.000 Reads pro Locus vorhanden sind.

Aufgrund dessen zielte die empirische Bestimmung des analytischen Schwellenwertes
des in-house entwickelten maSTR-Assays auf einen Wert zwischen 1 und 10 Reads. Zur
Festlegung des analytischen Schwellenwertes wurden Profile ausgetestet mit
unterschiedlichen Schwellenwerten unterhalb 10 Reads pro Allel. Diese Testung geschah
an STR-Profilen von intakter DNA mit Verdiinnungen von bis zu 300 pg/Profil und wurde
durch einen Vergleich der Konkordanz zwischen den mittels CE bestimmten
Referenzprofilen und den NGS-generierten DNA-Profilen unterschiedlicher analytischer
Schwellenwerte vorgenommen, mit dem Ziel Null-Allele und Allelic Drop-outs zu
identifizieren. Dabei wurde festgestellt, dass bei einem analytischen Schwellenwert von
sechs Reads keine unbekannten Signale detektierbar waren, sowie keine Allelic Drop-
out und Drop-in-Ereignisse auftraten. Das Hintergrundrauschen setzte sich daher
zusammen aus sogenannten Sequenzierfehlern und technisch-bedingten Artefakten.
Aufgrund dessen wurde dieser analytische Schwellenwert auf alle erstellten STR-Profile
angewandt als regulare Qualitatskontrolle aller Profile. Dass es eine sinnvolle MaBnahme
war den AT herunterzusetzen, zeigt sich darin, dass STR-Profile von DNA aus telogenen
Haaren durchaus weniger als 5.000 Reads pro Locus aufweisen kénnen (Abbildung 23).
Damit wurde die die Empfehlung von Young et al. um vier Reads unterschritten. Durch
die Festlegung des analytischen Schwellenwertes auf sechs Reads wurde ein Wert
gewahlt, der ibermaBiges Allelic Drop-out konkordanter Allele verhinderte.

Die Festlegung des analytischen Schwellenwerts des maSTR-Assays wurde
zusammenfassend nicht an einem prozentualen Wert der minimalen Depth of Coverage
festgesetzt, sondern an einem festen Wert von sechs Reads pro Allel. Das lasst sich vor
allem darltber rechtfertigen, dass in der Testung an verdlnnter, intakter DNA keine
fremden Allele gefunden wurden und es zu dem Zeitpunkt der Entwicklung nicht mdglich
war den analytischen Schwellenwert prozentual zu definieren. Es wird daher empfohlen
nach einer kinftigen Optimierung der Primer-Designs und Primer-Abmischungen der im
maSTR-Assay verwendeten Primer, die minimale Depth of Coverage auszutesten, die flr
diesen Assay sinnvoll ware und anhand dessen den analytischen (und stochastischen)
Schwellenwert zu bestimmen. Daflir ware es sinnvoll, DNA-Verdinnungsreihen in drei
bis fiinf Replikaten in die Bibliothek-PCR einzusetzen, wobei vor allem geringe DNA-
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Mengen eingesetzt werden missen, zumindest jedoch die DNA-Menge von 100 pg/Profil.
Anhand dieser Profile wird empfohlen die minimale Depth of Coverage zu bestimmen,
also die minimale Anzahl an Reads pro Locus, in denen keine Drop-outs vorkommen. In
diesem Ansatz wird empfohlen den analytischen Schwellenwert auf 1,5% der Depth of
Coverage festzulegen und den stochastischen Schwellenwert bei 4,5%. In diesem Ansatz
wird empfohlen vor Festlegung der Schwellenwerte die Interlocus- und Intralocus-
Balance zu bestimmen.

Fir die Festlegung des stochastischen Schwellenwertes des maSTR-Assays wurde anders
als beim analytischen Schwellenwert vorgegangen. Ein stochastischer Schwellenwert
von 2% der Reads des jeweiligen Locus ist ein akzeptierter Ansatz bei der Analyse
forensischer NGS-Daten (Ganschow et al. 2018b) und wurde dementsprechend flir den
maSTR-Assay angewandt und stichprobenartig an STR-Profilen Uberprift, die mit
mindestens 300 pg intakter DNA generiert wurden. Da jedoch einige Allelic Drop-outs
und Drop-ins in den in der vorliegenden Arbeit generierten Daten festgestellt wurden,
kann davon ausgegangen werden, dass der stochastische Schwellenwert hdéher
angesetzt werden muss, um eine valide Mdglichkeit darzustellen auf stochastische
Effekte hinweisen zu kénnen. Vermutlich tragen Imbalancen des maSTR-Assays zur
Beobachtung bei, dass der stochastische Schwellenwert zu niedrig gelegt wurde.
Allerdings ware es ebenfalls denkbar, dass der stochastische Schwellenwert fir Profile
mit einer geringen Anzahl an Reads weniger verlasslich sein kdnnte als bei Profilen aus
intakter DNA ausreichender Menge. Da Low Copy Number-DNA vermehrte stochastische
Effekte aufweist, konnte es in diesen Fallen sinnvoll sein, den stochastischen
Schwellenwert anzuheben.

In stichprobenartigen Untersuchungen der maSTR-erzeugten STR-Profile wurde
beobachtet, dass manche Allele um einen Repeat verrutscht sein kénnten oder die
Typisierung korrekter Allele fehlerbehaftet sein kdnnte, da sehr hohe Allelic Drop-ins
eintraten, wahrend die konkordanten Allele fehlten oder nur in niedriger Read-Zahl
vorhanden waren. Manche dieser speziellen Beobachtungen waren reproduzierbar,
andere nicht (Kapitel 3.5.3). Manche solcher Phanomene kénnten durch sehr hohes
Hintergrundrauschen erzeugt worden sein. Daher kénnte es sinnvoll sein, die Read-Zahl
flr den analytischen Schwellenwert nicht fir alle STR-Marker gemeinsam zu bestimmen,
sondern fur alle Marker separat.

Der maSTR-Assay weist im Gegensatz zu dem PowerPlex® ESX 17-Kit eine hohe Anzahl
an Allelic Drop-ins auf, vor allem beim Einsatz von geringen DNA-Mengen intakter
(Abbildung 17) und degradierter DNA (Abbildung 18 und Abbildung 20), die zum
Teil eine hohe Readzahl besitzen (Daten nicht gezeigt, lediglich Stichproben wurden
ausgewertet). Daher wird - neben den bereits besprochenen méglichen Ursachen fir
das Auftreten der Drop-ins - vermutet, dass die niedrigen analytischen und
stochastischen Schwellenwerte, die flir den maSTR-Assay genutzt wurden, fir die hohe
Anzahl an Drop-ins und zugleich fiir die — in Relation zu den PowerPlex® Kits - relativ
niedrige Anzahl der Drop-outs verantwortlich sein kénnte. Bei einem zu niedrig gesetzten
analytischen Schwellenwert wird nicht ausreichend sicher zwischen dem
Hintergrundrauschen und realen Signalen unterschieden (SWGDAM 2010), wodurch sehr
niedrige, konkordante Allele gezahlt werden (die Allel-Recovery folglich hoch ist), jedoch
auch diskordante Signale des Hintergrundrauschens als Allele gewertet werden, die als
Allelic Drop-ins gezahlt werden. Bei einem zu niedrig gesetzten stochastischen
Schwellenwert kann das Auftreten stochastischer Effekte nicht ausgeschlossen werden.
Durch Hochsetzen des stochastischen Schwellenwerts kénnen zumindest diejenigen
Signale ausgeschlossen werden, die stochastischen Ursprungs sind (SWGDAM 2010). Es
wird angenommen, dass diejenigen diskordanten Allele, die trotz hochgesetzten
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Schwellenwerten auftreten wirden, nicht stochastischen Ursprungs sind. Mégliche
Urspriinge wurden bereits in Kapitel 4.2.3 diskutiert. Es wird angenommen, dass durch
das Hochsetzen der Schwellenwerte die Anzahl der Drop-outs ansteigen wiirde.

Neben der Festlegung des analytischen und stochastischen Schwellenwertes war
ebenfalls die Festlegung des Schwellenwertes flr Stotter-Allele (Kapitel 1.2.2 und
2.14.22.14) ein wichtiger Bestandteil der Entwicklung des maSTR-Assays. Die
Unterscheidung zwischen wahren Allelen und Artefakten wird an den sogenannten
Stotter-Positionen dadurch erschwert, dass die DNA-Polymerase fehleranfallig ist. Durch
JVerrutschen® der DNA-Polymerase werden Amplikons erstellt, die um eine
Wiederholungseinheit klirzer oder langer sind als die Haupt-Allele, welche die genetische
Ausstattung der spurenlegenden Person darstellen (Schilétterer und Tautz 1992; Walsh
et al. 1996). Die Bezeichnung der Artefakte beschreibt daher durch die jeweilige Analyse-
Methode erzeugte Allele, die von wahren Allelen zum Teil lediglich durch Erfahrungswerte
unterscheidbar sind, die in dem Fall von Stotter-Allelen als Schwellenwerte angegeben
werden. Die relativen Intensitaten der Stotter-Allele (RFU in CE-Analysen, Anzahl der
Reads in NGS-Analysen) sind abhangig von den jeweiligen STR-Loci, kénnen zwischen
verschiedenen STR-Loci innerhalb der Multiplex-Amplifikation unterschiedlich sein und
hangen von den Amplifikationsbedingungen ab (Schneider et al. 2006). Fiur die
Schwellenwerte der Stotter-Allele wird historisch die 15%-Faustregel angewandt:
Betragt ein Allel an einer Stotter-Position maximal 15% der RFU des Haupt-Allels, wird
es als Stotter-Allel kategorisiert. Flir gewohnlich werden in den Handbiichern der Kits
spezifische Stotter-Schwellenwerte fir alle im Kit vorkommenden Marker angegeben, da
die Wahrscheinlichkeiten des Auftretens von Stotter-Allelen und die Hohe der Stotter-
Allele (in RFU) zwischen den Markern variieren. Vor allem Marker, die aus kurzen
Wiederholungseinheiten bestehen, wie beispielsweise die Trinukleotid-Repeats des
Markers D2251045 (Kruglyak et al. 1998), sowie Allele, die eine hohen Anzahl an
Repeats tragen, weisen in der Regel stark ausgepragte Stotter-Allele auf. Die
Unterscheidung zwischen wahren Allelen und Stotter-Allelen gestaltet sich vor allem bei
der Analyse von Mischspuren als schwierig.

Aufgrund dessen wurden bei der oben genannten Austestung der analytischen
Schwellenwerte mit Profilen aus mindestens 300 bp intakter DNA alle Stotter der
getesteten Profile begutachtet (Kapitel 2.14.2). Die im maSTR-Assay angewandten
Stotter-Schwellenwerte ergaben in diesen Profilen keine Stotter-Allele, die eine
Zuordnung der Allele als weiteres (diskordantes) oder heterozygotes Allel zulieBen und
besitzen lediglich fir die genutzten Amplifikationsbedingungen des maSTR-Assays
Glltigkeit.

4.3 Einfluss von DNA-Menge und -Integritat artifiziell degradierter
DNA auf die Konkordanz von maSTR und CE-generierten STR-Profilen

In den Versuchen zum Proof of Concept (Kapitel 3.5.1) wurde nachgewiesen, dass der
Erfolg der STR-Typisierung des maSTR-Assays in Bezug auf die Allel-Recovery
mafBgeblich von der optimalen eingesetzten DNA-Menge und der DNA-Integritat
abhangt. Mit dem maSTR-Assay wurden in der Regel 100% mit dem CE-generierten
Referenzprofil ibereinstimmende Allele gefunden, sofern mindestens 200 pg intakte DNA
eingesetzt wurde (Abbildung 17, Abbildung 18). In einem Einzelfall mit intakter DNA
von 211 pg eingesetzter DNA trat ein Allelic Drop-in auf (Abbildung 17). Allelic Drop-
outs und Allelic Drop-ins traten vermehrt bei DNA mit absteigender Menge unterhalb
100 pg auf, sowie bei Einsatz von degradierter DNA.
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Bei Einsatz von vergleichsweise groBen DNA-Mengen (ungefahr 300 pg) traten im
maSTR-Assay viele Allelic Drop-ins und Drop-outs auf, wenn die DNA stark degradiert
war (Abbildung 18, Verdau-Dauern von 45 min bis 195 min). Diese Abhangigkeit von
dem D-Wert, wenn die DNA in ausreichender Menge vorliegt, wurde zuvor bereits mit
dem PowerPlex® ESX 17-Kit beobachtet.

Verbale Pradikate wie ,stark degradierte DNA" beschreiben den Ausprdagungsgrad der
DNA-Degradierung sowohl fir artifiziell verdaute DNA als auch DNA aus telogenen
Haaren. Da diese verbalen Pradikate anhand der RiboD-Messwerte definiert wurden und
die Hohe des D-Werts mit der DNA-Menge der eingesetzten DNA korreliert (Abbildung
7 und Abbildung 9), sind diese verbalen Pradikate lediglich fir mit RiboD-gemessenen
Werte geringer DNA-Mengen von 300 pg und geringer anwendbar. Fir artifiziell
degradierte DNA sind die verbalen Pradikate sowohl fiir auf 300 pg als auch auf 30 pg
normalisierten DNA-Mengen anwendbar.

In Proben mit DNA-Mengen von weniger als 300 pg DNA und degradierter DNA
korrelieren die beobachteten stochastischen Effekte des maSTR-Assays und des
PowerPlex® ESX 17-Kits sowohl mit dem Schweregrad der DNA-Degradierung, als auch
mit der eingesetzten DNA-Menge. In diesen Féllen war die mit dem PowerPlex® ESX 17-
Kit erzielte Allel-Recovery geringer als mit dem maSTR-Assay. Der maSTR-Assays wies
in dem DNA-Mengenbereich allerdings Allelic Drop-ins aus, wahrend das PowerPlex® ESX
17-Kit lediglich konkordante Allele aufwies.

Extrem degradierte DNA (D-Wert kleiner als 0,01) unterhalb 333 pg zeigte weder in den
maSTR- noch CE-basierten Daten vollstandige Profile (Abbildung 18).

4.4 Vergleich zwischen maSTR und CE-generierten STR-Profilen von
degradierter DNA aus Einzelhaaren

Die aus den Untersuchungen mit artifiziell degradierter DNA gefundene Korrelation
zwischen DNA-Menge und Integritat zur Anzahl an Drop-outs und Drop-ins wurde
ebenfalls in den Untersuchungen mit degradierter DNA aus Einzelhaaren nachgewiesen.
Der maSTR-Assay und das CE-basierte PowerPlex® ESX 17-Kit lieferten vollsténdige
Profile, wenn groBe Mengen (bis zu 500 pg) leicht degradierter DNA aus Haaren
eingesetzt wurde, wobei diese Haare nicht dem telogenen Wachstumsstadium, sondern
dem anagenen (Haar 1) beziehungsweise dem katagenen Stadium zuzuordnen sind
(Haare 2-5; Abbildung 13).

Die Menge von 500 pg intakter DNA wird Ublicherweise flir CE-basierte Kits empfohlen,
um vollstdndige Profile zu erhalten und zugleich das Uberladen der Kapillare zu
verhindern. Mit dem maSTR-Assay und dem PowerPlex® ESX 17 wurden vollsténdige
Profile mit weniger als 100 pg Eingangs-DNA fir leicht degradierte DNA (D-Wert bis 0,2)
bis zu einer eingesetzten DNA-Menge von 49 pg gefunden. Die Recovery von mehr als
3% aller Allele der Referenzprofile kann mit dem maSTR erreicht werden, wenn leicht bis
stark degradierte DNA-Mengen im Bereich zwischen ungeféhr 350 bis 550 pg eingesetzt
werden und wenn ausgepragt bis stark degradierte DNA im Bereich von ungefahr 100
pg DNA eingesetzt wird. Im Gegensatz dazu waren die Recoveries derselben Proben in
den meisten Fallen wesentlich reduziert, wenn die STR-Profile mit dem PowerPlex® ESX
17-Kit erstellt wurden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Untersuchungen von (Kim et al.
2016) Uberein, in denen ebenfalls eine erhéhte Recovery von per NGS-sequenzierten
Mini-STRs flUr degradierter DNA festgestellt wurde. In ebendiesen Proben traten in
PowerPlex® ESX-erzeugten Profilen allerdings keine Allelic Drop-ins auf, wéhrend der
maSTR-Assay bei den beschriebenen Proben bis zu maximal vier Allelic Drop-ins zeigte
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(Abbildung 20). Geringere DNA-Mengen als 100 pg flihrten unabhéngig vom DNA-
Degradierungswert zu stochastischen Effekten, wie fir den maSTR-Assay in Abbildung
17 anhand intakter DNA bereits gezeigt wurde.

Degradierte DNA aus Einzelhaaren, die eine noch starkere DNA-Degradierung als
,ausgepragt bis stark degradierte DNA" (Tabelle 3) und/oder eine geringere eingesetzte
DNA-Menge als 100 pg aufweisen, zeigten konsistent eine geringere Recovery als 75%
der Referenzallele. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von artifiziell degradierter
DNA zeigte extrem degradierte DNA (D-Wert kleiner als 0,01) aus telogenen
Einzelhaaren unterhalb 300 pg weder in den maSTR- noch CE-basierten Daten
vollstandige Profile (Abbildung 20). Auch bei diesen Proben verzeichnete der maSTR-
Assay mehr konkordante Allele als die CE-basierte Methode, unterlag dieser jedoch in
Bezug auf die Anzahl der Allelic Drop-ins, die vor allem bei extrem niedrigen DNA-
Mengen und hohen Degradierungswerten in groBer Zahl auftraten, wahrend die CE-
erzeugten Daten keine Drop-ins aufwiesen (beziehungsweise ein Drop-in, siehe Kapitel
3.5.7).

4.5 Vergleich unterschiedlicher Interpretations-Methoden der STR-
Profile von DNA aus humanen Einzelhaaren

4.5.1 Composite-interpretierte STR-Profile aus Haaren erreichen héhere
Validitatsgrade als Consensus-interpretierte STR-Profile

Der maSTR-Assay zeigte bei degradierter DNA geringer Menge neben den Allelic Drop-
outs auch einige Allelic Drop-ins. Diese diskordanten Allele fiihren dazu, dass die STR-
Profile als Mischprofile interpretiert werden kénnten. Dabei weisen die Signale zum Teil
geringe Read-Zahlen auf und eine Abtrennung zwischen verschiedenen Personen
aufgrund unterschiedlicher, konstanter Peak-H6hen, ist nicht mdéglich, weshalb nicht auf
eindeutige Haupt- und Nebenkomponenten geschlossen werden kann. Diese Profile
entsprechen der Kategorie C in der Klassifizierung der Mischspuren der
Spurenkommission (Kapitel 1.2.3, (Schneider et al. 2006)). GemalB dieser ist die
biostatistische Berechnungen von Loci in Mischproben dieser Kategorie, welche in der
N&he des Hintergrundrauschens liegen, nicht sinnvoll und daher nicht zuldssig (Gill et al.
2006). Teilweile wurden in maSTR-generierten Profilen ebenfalls Drop-ins hoher Read-
Zahl detektiert, die jedoch nicht anhand der der Read-Zahlen von konkordanten Allelen
unterschieden werden konnten (entspricht Kategorie A, (Schneider et al. 2006)). Das
Auftreten von Drop-ins, die in diese beiden Kategorien fallen, legte die Anwendung von
Ansatzen nahe, die Ublicherweise fiir die Analyse von LT-DNA angewendet werden
(haufig bei der Analyse von Spuren- und touch-DNA (Pfeifer et al. 2012)), wie
wiederholte STR-Analyse und eine geeignete Interpretationsstrategie (Composite oder
Consensus). Fir die Bewertung der Composite- und Consensus-Interpretation wurde der
Validitdtsgrad verwendet (Kapitel 2.17, (Pfeifer et al. 2012)), da in dessen Berechnung
neben der Anzahl der Allelic Drop-outs auch die Anzahl der Allelic Drop-ins eingeht.
Aufgrund der beobachteten hohen Anzahl an Drop-ins im maSTR-Assay wurde
angenommen, dass dieser Wert zur Beurteilung der Qualitdt der STR-Profile besser
geeignet sei als die Allel-Recovery.

Der Validitdatsgrad nimmt mit abnehmender DNA-Menge und abnehmender DNA-
Integritat der DNA aus Haaren ab (Abbildung 24). Diese Abnahme des Validitatsgrades
wird im Fall der komplementaren CE-Kits ESX 17/ESI 17 maBgeblich durch den Ausfall
von Allelen und Markern verursacht, jedoch nur zum kleinen Teil durch Allelic Drop-ins.
Diese Allelic Drop-ins werden nur in wenigen Fallen detektiert und sind meistens nicht
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reproduzierbar. Im Gegensatz dazu weisen die maSTR-basierten Ergebnisse einen
hoheren Anteil an Allelic Drop-ins auf und liefern trotzdem hohere Validitatsgrade als die
CE-basierten Ergebnisse, da die CE-basierten Kits meist mehr Drop-outs aufweisen als
die Summe aller stochastischer Effekte (Drop-outs und Drop-ins) der maSTR-Daten.
AuBerdem fallen in der Formel zur Berechnung des Validitatsgrades (Kapitel 2.17) die
Anzahl der Allelic Drop-outs etwas mehr ins Gewicht als die Anzahl der Drop-ins.

Sowohl die Ergebnisse der maSTR- als auch der ESX/ESI-generierten Daten zeigen, dass
mittels der Consensus-Strategie im Vergleich zur Composite-Strategie die Allelic Drop-
ins reduziert werden, jedoch zugleich die Anzahl der ausgefallenen Allele erhéht wird
(beispielsweise anhand Haar 23, Abbildung 24). Composite-interpretierte STR-Profile
weisen in den meisten Fallen héhere Validitatsgrade auf als mittels der Consensus-
Strategie erreicht wurde - dies wurde gleichermaBen fiir maSTR und ESX/ESI-
Ergebnisse nachgewiesen. Diese Ergebnisse bestatigen die Befunde von Pfeifer et al.
(Pfeifer et al. 2012) und Bright et al. (Bright et al. 2012). Pfeifer et al. merkten bereits
an, dass der Consensus-Ansatz als die etablierte Standard-Methode bei DNA groBer
Menge gilt (Budowle et al. 2009), jedoch bei LT-DNA aufgrund der geringen
Reproduzierbarkeit nur geringere Validitdtsgrade als der Composite-Ansatz hervorbringt
(Pfeifer et al. 2012). Im Gegensatz zu dieser Studie wurden in der vorliegenden Studie
nicht die ESX beziehungsweise die ESI-Amplifikationen mehrmals durchgefiihrt (ESX mit
ESX vergleichen und ESI mit ESI vergleichen), sondern die ESX-generierten Profile und
die ESI-generierten Profile wurden als Replikate behandelt. Dies ist gerechtfertigt, weil
die beiden ESX und ESI-Kits als komplementdre Kits flir genau diese Anwendung
entwickelt wurden und aufeinander abgestimmt sind (Hill et al. 2011).

4.5.2 Die Composite-Ergebnisse mit hohen Validitatsgraden sind nicht
vertrauenswiirdig

Trotz der héheren Validitatsgrade von Composite-interpretierten Profilen im Vergleich zu
Consensus-interpretierten Profilen, sind in Composite-interpretierten Profilen mehr
Allelic Drop-ins enthalten als bei den Consensus-interpretierten Profilen, da einige Drop-
ins nicht reproduzierbar waren. Dies gilt gleichermaBen fir CE- und NGS-generierte
Daten, wobei letztere deutlich mehr Drop-ins aufwiesen als die CE-generierten Daten.
Daher unterstitzen die Ergebnisse die Empfehlung von Bright et al. (Bright et al. 2012),
dass Composite-Interpretationen lediglich in Fallen angewandt werden sollte, in denen
die Drop-in-Rate gering ist. Es ware daher ein Trugschluss, aufgrund des héheren
Validitatsgrades bei der Interpretation von STR-Profilen aus DNA telogener Einzelhaare
die Composite-Strategie zu bevorzugen, da Composite-ausgewertete Profile mehr Drop-
ins aufweisen als es bei Consensus-ausgewerteten Profilen der Fall ist.

Beim Einsatz von hohen Mengen intakter DNA sind Allelic Drop-ins relativ einfach zu
erkennen, beispielsweise wenn drei statt maximal zwei Allele in einem heterozygoten
Marker generiert werden. In der vorliegenden Studie sind diese Drop-ins jedoch viel
schwieriger zu erkennen als in diesem Beispiel-Szenario, da bei degradierter DNA
geringer Menge sowohl Drop-outs als auch Drop-ins im selben Marker in Kombination
auftreten kénnen. Bei einem heterozygoten Marker, der zwei Allele zeigt, stellt sich daher
die Frage, ob beide Allele konkordant sind oder ein (oder beide) Allel(e) ausgefallen und
durch ein (oder zwei) Drop-in(s) ersetzt wurden. Daher verféalschen Drop-ins die STR-
Profile wesentlich stdrker als es Drop-outs allein vermégen, denn Drop-ins kénnen nicht
von realen Allelen unterschieden werden, die tatsdchlich im Genom der Person
vorkommen, die die untersuchte Spur verursacht hat. In der vorliegenden Studie wurde
vor allem die Situation beobachtet, dass Allele in Marker eingesprungen sind, die
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ebenfalls Drop-outs aufweisen. Dadurch wird die Nutzbarkeit des gesamten STR-Profils
in Frage gestellt. Die Consensus-Methode scheint in dieser Studie die am besten
passende Methode zu sein, um vertrauenswiirdige Profile zu generieren, da lediglich
reproduzierbare Allele in die Analyse miteingehen.

Zur Verbesserung der Interpretation kénnte es sinnvoll sein, mehr als zwei Replikate zur
Consensus-Methode zu nutzen, wie von Pfeifer et al. empfohlen wurde. In der Studie
von Pfeifer et al. wurde eine Verbesserung der Consensus-Ergebnisse erreicht, wenn die
Anzahl der Replikate von zwei auf drei Amplifikationen erhéht wurde, da die Erhéhung
der Replikat-Anzahl die Mdéglichkeit erhéht, reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten
(Pfeifer et al. 2012). Dies wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, kénnte
jedoch mit dem maSTR-Assay klinftig getestet werden. Brisant ist dabei jedoch die Frage
der Durchfihrbarkeit: LT-DNA sollte in mdglichst hohen DNA-Konzentrationen vorliegen
und wahrend der DNA-Extraktion nicht verdinnt werden. Eine mdglichst hohe DNA-
Konzentration ist fiir LT-DNA von Bedeutung, da dadurch stochastischen Effekte
reduziert werden, die aufgrund zu geringer DNA-Menge verursacht werden. Das
Vermindern stochastischer Effekte ist wichtig, da dadurch reproduzierbare Allele
gewonnen werden koénnen, was per Consensus-Interpretation analysierten Profilen
zugutekommt. Diesen Vorteilen fiir geringe Elutions-Volumina steht entgegen, dass die
Anzahl der moéglichen Anwendungen maBgeblich durch das Elutions-Volumen begrenzt
wird.

Es wird flr die kiinftige Forschung in diesem Gebiet empfohlen, die Vor- und Nachteile
von reduzierten Extraktionsvolumina systematisch zu untersuchen, um in Zukunft
Empfehlungen fiir die beste Probenextraktion und Amplifikation fir telogene Einzelhaare
verfassen zu kdénnen.

4.6 Vergleich der STR-Profile von DNA aus humanen Einzelhaaren
mittels alternativer Kits zum maSTR-Assay

Im Fall von minimalen Mengen degradierter DNA (Abbildung 18, Abbildung 20 und
Abbildung 24) zeigte der maSTR-Assay wesentlich hdéhere Allel-Recoveries bzw.
Validitatsgrade als die herkdmmliche STR-Typisierung durch CE-basierte Kits
(PowerPlex® ESX 17 und ESI 17) und war diesen dadurch Uberlegen. Um zu untersuchen,
ob die unterschiedlichen Langen der STR-Amplikons der Assays einen entscheidenden
Faktor flir die hoéheren Recovery-Werte und Validitdtsgrade des maSTR-Assays
darstellen, wurden bestimmte DNA-Proben von DNA aus humanen Einzelhaaren
zuséatzlich mit den komplementdren PowerPlex® ESI 17 Fast- und ESX 17 Fast-Kits
(Promega) untersucht, sowie mit dem NGS-basierten ForenSeq™ DNA Signature Prep
kit (Illumina). Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, da die Reduzierung der Allel-
Langen bekanntermaBen ein effektives Mittel ist, um degradierte DNA zu typisieren, da
vor allem lange Amplikons sehr haufig bei der Amplifikation degradierter DNA ausfallen
(Wiegand und Kleiber 2001; Wiegand et al. 2006; Butler et al. 2003; Tsukada et al.
2002; Grubwieser et al. 2006; Hellmann et al. 2001; Opel et al. 2007). Die ESX 17 Fast-
und ESI 17 Fast-Kits komplementieren sich gegenseitig, indem in beiden Kits Amplikons
verklrzter Langen amplifiziert werden, die in dem jeweils anderen Kit in der langeren
Variante generiert werden. Durch den komplementaren Ansatz wurden die Amplifikate
der komplementaren ESX/ESI-Kits verglichen, die nicht nur dieselben Marker wie im
maSTR-Assay amplifizieren, sondern in Kombination auch &hnliche Langen wie im
maSTR-Assay aufweisen (Abbildung 27, Boxen ,maSTR" und ,ESX/ESI 17 <250bp")
und kirzer als 250 bp sind (Kapitel 3.5.5, (Hill et al. 2011)).
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4.6.1 Einfluss der Lange der Amplikons anhand des Vergleichs der ESX 17-/
ESI 17-Assays mit dem maSTR-Assay

Die komplementare ESX/ESI-Auswertung von kurzen Amplikons fiihrte zu hdéheren
Validitatsgraden im Vergleich zur separaten ESX beziehungsweise ESI-Auswertung mit
Markern, die auch Amplikons umfassen, die groBer als 250 bp sind (Abbildung 25).
Diese Ergebnisse sind konsistent mit den Beobachtungen von (Pfeifer et al. 2012). Die
Langenbereiche der langsten Amplikons der ESX und ESI-Kits reichen von 275 bp bis
475 bp und umfassen die Marker D18S51, D16S539, FGA und SE33 (ACTBP2) (ESI 17
Kit) beziehungsweise D2251045, D10S1248, D2S441, D12S391 und SE33 (ACTBP2) im
ESI 17 Kit. Da degradierte DNA besonders anféllig fir Allelic Drop-outs der langen
Amplikons ist, fielen vor allem die langeren Amplikons bei Amplifikation der Proben der
telogenen Einzelhaare aus, was geringere Validitatsgrade flr die separaten ESX und ESI-
Auswertungen bedingte in Relation zur komplementaren Auswertung der kurzen
Amplikons der komplementadren ESX/ESI-Marker und der Auswertung der sehr kurzen
maSTR-Amplikons (Abbildung 16).

Ergebnisse des NGS-basierten Assays, von dem lediglich diejenigen Marker ausgewertet
wurden, die in ,ESX/ESI" genutzt wurden (,maSTR kurz"; Abbildung 25) unterschieden
sich kaum von den Ergebnissen, in denen alle Marker genutzt wurden (,maSTR alle"),
da lediglich drei Marker nicht genutzt wurden, die wie alle Marker im maSTR-Assays sehr
kurz sind und daher weniger anféllig fir DNA-Degradierung sind als es bei CE-basierten
Kits der Fall ist. Das langste in dieser Studie genutzte Allel des maSTR-Assays ist das
Allel 28.2 des Markers SE33 (ACTBP2) mit einer geringen Léange von 252 bp.

Zusammenfassend legen Untersuchungen nahe, dass die Lange der Amplikons einen
entscheidenden Faktor darstellt, um die erhéhten Validitatsgrade und Recovery-Werte
des maSTR-Assays zu erklaren.

4.6.2 NGS-basierte Methoden sind CE-basierten forensischen STR-Assays
nicht generell liberlegen

In keinem der untersuchten Falle liberstiegen die Validitatsgrade der komplementaren
ESX/ESI-Auswertung diejenigen des maSTR-Assays (Abbildung 25). Diese
Beobachtung scheint die Hypothese zu unterstitzen, dass die NGS-Methode sensitiver
ist als die CE-basierte Methode fir die Analyse degradierter DNA geringer Menge. Neben
dem niedrig gelegten analytischen Schwellenwert des maSTR-Assays, der fiir diese hohe
Sensitivitdat mit verantwortlich ist, spricht ein weiterer Punkt gegen eine solche
generalisierte Aussage: Die Analysemethoden unterscheiden sich sehr stark
voneinander, da die kapillarelektrophoretische Unterscheidung der Fragmentlangen nach
anderen Prinzipien erfolgt als die NGS-basierte Methode.

Der Frage, ob die NGS-Methode sensitiver ist als die CE-basierte Methode flir die Analyse
degradierter DNA geringer Menge, wurde durch den Vergleich mit einem kommerziellen
NGS-basierten Kit nachgegangen. Gleichzeitig soll untersucht werden, ob sich die hohe
Anzahl an Markern des ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kits in einer hdheren Anzahl an
konkordanten Allelen niederschlagt, im Vergleich zu CE-Kits und dem maSTR-Assay.

Daflir wurden bestimmte Proben von DNA aus humanen Einzelhaaren mit dem
ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit (Illumina) sequenziert und mit den maSTR-Daten
verglichen. Der Vergleich zwischen NGS-basierten und CE-basierten Methoden ist vor
allem deswegen sinnvoll, weil in jingeren Studien gezeigt werden konnte, dass NGS ein
geeignetes Mittel zur Analyse degradierter DNA darstellen kénnte (Mdller et al. 2019;
Kim et al. 2016) - obwohl degradierte DNA vermehrt stochastischen Fehlern unterworfen
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ist. Der Vergleich des maSTR-Assays mit dem ForenSeq™-Kit ist insbesondere deswegen
sinnvoll, weil das ForenSeq™-Kit auf der gleichen analytischen Plattform (Illumina Miseq
FGx™) beruht wie der maSTR-Assay.

Trotz der hohen Anzahl an kurzen Amplikons fallen einige Amplikons des ForenSeq™-
Kits in Langenbereiche, wie sie auch in den ESX 17- und ESI 17-Kits vorkommen
(Abbildung 27) und sind dadurch wesentlich langer als die im maSTR-Assay
verwendeten Amplikons. Die aSTRs des ForenSeq™ DNA Signature prep-Kit (Illumina)
reichen bis zu 237 bp (Marker D125S391). Die einzige Ausnahme bildet der aSTR-Marker
Penta E, dessen Amplikons bis zu Uber 362 bp reichen kénnen.

Das ForenSeq™ DNA Signature prep-Kit weist eine hohe Anzahl an STR-Markern auf, da
die maximale Anzahl an Multiplex-Markern nicht durch technische Vorgaben begrenzt
ist, wie es bei der Kapillarelektrophorese der Fall ist. Daher muss flr einen Vergleich
zwischen unterschiedlichen Assays neben den Unterschieden in den Amplikon-
Fragmentlangen auch die Gesamtzahl der Amplikons Assay betrachtet werden. Im
Gegensatz zum Vergleich des maSTR-Assays zu den ESX 17 beziehungsweise ESI 17
Fast-Kits werden im Vergleich zum ForenSeq™-Kit nicht exakt dieselben Marker
untersucht. Im ForenSeq™-Kit sind alle Marker des maSTR-Assays enthalten mit
Ausnahme von SE33. Zusatzlich sind im ForenSeq™-Kit zwdlf weitere Marker enthalten.

Diese hohe Multiplexierung und die Nutzung langer Amplikons (in Relation zum maSTR-
Assay und der komplementdaren ESX/ESI-Auswertung) koénnte erklaren, dass der
ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit im Vergleich mit den EX17 und ESI 17 Fast-Kits und
dem in-house entwickelten maSTR-Assay geringere Allel-Recoveries, aber eine hohe
absolute Anzahl an korrekt typisierten Allelen (Abbildung 28) fir geringflgig
degradierte Haare aufwies in DNA-Mengen oberhalb 20 pg. Die hohe Multiplexierung des
ForenSeq™-Kits erfiillte bei diesen Proben den Zweck, durch eine hohe absolute Anzahl
an amplifizierten Markern, nutzbare Teilprofile zu erzeugen, selbst wenn prozentual
weniger Allele in Relation zu den verglichenen Assays amplifiziert wurden.

Bei stark degradierter DNA geringer Menge unter 20 pg flhrte die geringere Recovery
des ForenSeq™-Kits dazu, dass eine geringere Anzahl an Allelen gewonnen wurden, als
es mit den CE-basierten ESX 17 und ESI 17 Fast-Kits, sowie dem maSTR-Assay der Fall
war. In diesen Fallen scheinen die CE-basierten Kits den anderen Assays lberlegen, da
selbst in diesem Mengenbereich keine (mit einer Ausnahme) Drop-ins auftraten,
wahrend der maSTR-Assay viele Drop-ins verzeichnete. Die hohe Anzahl der Marker des
ForenSeq™-Kits ist daher nicht von Vorteil, wenn die prozentuale Recovery sehr gering
ist. Dies kdnnte ein Hinweis auf sehr stringente Schwellenwerte sein oder ein Hinweis
auf eine geringe Empfindlichkeit des ForenSeq™-Kits gegenuber den anderen Methoden.
Mit dem ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit kénnen bis zu 96 Proben/Amplikon-
Bibliotheken erstellt und zusammen sequenziert werden. Geringe Empfindlichkeit kdnnte
durch préaferentielles Beladen (aufgrund unzureichender Normalisierung) der Flowcell mit
Proben bedingt worden sein, die in zu groBer DNA-Menge eingesetzt wurden, wodurch
der GroBteil der Adapter auf der Flowcell mit derjenigen DNA besetzt wurde, die in hoher
Menge vorhanden ist. Die Auswertung der Rohdaten mittels der Illumina Universal
Analysis Software (UAS) ergab, dass lediglich die Referenzprofile und das Haar 2 die
Minimalmenge von 85.000 absoluten Reads pro Profil iberschritten, die von Illumina als
MaBstab angegeben werden. Das per ForenSeq™-Kit sequenzierte Haar 5 erreichte
10.000 Reads und alle restlichen Proben wiesen weniger als 2.000 Reads pro Profil auf.
Dieses Ergebnis ist konsistent mit der Beobachtung, dass umso weniger effektive Reads
im maSTR-Assay generiert werden, je starker die DNA degradiert ist und je weniger
DNA-Menge eingesetzt wurde. Fir die maSTR-Analyse wurde die Marke von mindestens
11.050 effektiven Reads pro STR-Profil von besonders stark degradierter DNA geringer
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Menge zum Teil nicht erreicht (Abbildung 23 B). Die geringen Readzahlen kénnten
eventuell durch dadurch verursacht worden sein, dass degradierte DNA in der initialen
PCR ineffizient amplifiziert wurde und die geringe Template-Menge nicht ausreichte, um
in der PCR ausreichende PCR-Produkte zu erzeugen, die auf die Flowcell geladen wurden.
Deswegen konnte in die Sequenzierung zu wenig DNA eingesetzt worden sein, die
erfolgreich sequenziert werden kann.

Die mittels des ForenSeq™-Kits sequenzierten Marker resultierten in Read-Mengen pro
Proben fiir aSTR und Amelogenin, die der DNA-Menge und DNA-Integritat der jeweiligen
Proben entsprachen und sich mit der Anzahl an absoluten Reads pro Profil deckten
(Tabelle 6): DNA aus Haaren, die in ausreichender Menge und Integritdt eingesetzt
wurde, konnte korrekt typisiert werden und entsprach dem Referenzprofil, das bereits
Uber CE-Analytik und dem maSTR-Profil bestimmt werden konnte. DNA aus Haaren, die
in minimalen Mengen und stark degradiert vorlag, konnte weder mittels der STR-Marker,
noch der SNP-Marker amplifiziert werden. Es wird ausgeschlossen, dass Fehler in der
Sequenzier-Reaktion oder der nachtraglichen Analytik der Software fiir diese geringe
Anzahl der Reads dieser Proben vorhanden sind, da die Qualitdatswerte aller Sequenzen
innerhalb der Grenzwerte lagen und die Referenzprofile mit den STR-Profilen
Ubereinstimmten, die mit der herkdmmlichen Methode (CE-Analytik in Kombination des
PowerPlex® ESX 17-Kits) erstellt wurden. Obwohl SNP-Marker durchschnittlich etwas
kirzere Amplikons aufweisen als STR-Marker, zeigten die SNP-Marker keine erhdhte
Typisierbarkeit. Dies kdnnte dem Umstand geschuldet sein, dass die STR-Marker nur
geringfligig langer sind als die SNP-Marker, der Unterschied daher nicht wesentlich ins
Gewicht fallt.

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten und wenig Hintergrundrauschen zu
generieren, nutzt das ForenSeq™-Kit und die zugehodrige UAS Software stringente
Schwellenwerte, die im Fall der nicht typisierbaren Einzelhaare die geringe Anzahl an
Reads bedingen kénnten. Es wird daher angenommen, dass zwar PCR-Produkte erzeugt
wurden, die Sequenzdaten jedoch nicht den analytischen Schwellenwert lberschritten
haben. Um die Auswirkungen der Schwellenwerte auf die Empfindlichkeit zu testen,
wurde der analytische und Interpretations-Schwellenwert fiir die ForenSeq™-Ergebnisse
nachtraglich manuell herabgesetzt. Dadurch verbesserte sich die Allel Recovery nur
geringflgig (Abbildung 28), die Anzahl der Drop-ins stieg jedoch an. Proben, die mit
den voreingestellten Schwellenwerten nicht typisiert werden konnten, konnten auch mit
den niedrigeren Schwellenwerten keine Recoveries erreichen, die flr typisierbare Profile
ausreichend waren, um Personen eindeutig zu identifizieren. Da die Standardeinstellung
der ForenSeq™-Schwellenwerte zu keinen Drop-ins flihrte, scheinen die von Illumina
gesetzten Schwellenwerte maximal empfindlich gesetzt zu sein, um verlassliche Profile
zu liefern, sofern die DNA-Menge und Integritat ausreichend sind. Eine generell erhdhte
Empfindlichkeit des ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kits gegenliber den anderen Assay
konnte daher nicht festgestellt werden.

Das ForenSeq™ DNA Signature Prep-Kit scheint also nicht fir den Einsatz mit DNA aus
telogenen Einzelhaaren geeignet zu sein, da trotz der hohen Anzahl an Markern mit sehr
kurzen Amplikonlangen in Relation zu den alternativen Assays lediglich eine sehr geringe
Anzahl an Allelen amplifiziert wurde. Dies bestatigt die Ergebnisse aus
Evaluierungsstudien zu diesem Kit, in denen der Kit vollstandige, reproduzierbare und
konkordante Ergebnisse lieferte, sofern mindestens 500 pg DNA eingesetzt wurde, wobei
der GroBteil der Allele bereits mit 100 pg detektiert werden kann (Churchill et al. 2016;
Xavier und Parson 2017). Der maSTR-Assay ist daher dem ForenSeq™ leicht Gberlegen,
da er etwas sensitiver ist. Flir den DNA-Mengenbereich unterhalb 62,5 pg wurden
diskordanten Allelen bei der Analyse mittels ForenSeq™-Kit festgestellt, die in der Anzahl
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zunahmen, je weniger DNA verwendet wurde (Jager et al. 2017). Der maSTR-Assay zeigt
diskordante Allele bereits in hoheren Mengenbereichen (Abbildung 17). Fir moderne
CE-Kits werden etwas niedrigere Empfindlichkeitsgrenzen festgestellt, weswegen sie flr
DNA aus telogenen Haaren besser geeignet sind als das ForenSeq™ DNA Signature Prep-
Kit. Beispielsweise wurden fir den ESX 17-Kit vollstandige Profile mit einer Peak Height
Ratio (PHR) von mehr als 60% bei Einsatz von 62,5 pg intakter DNA festgestellt (Tucker
et al. 2012), wahrend die Grenzen fir die Empfindlichkeit flr vollstandige Profile bei den
ESX 17 Fast- und ESI 17Fast-Kits bei mindestens 125 pg liegen (McLaren et al. 2014).

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Daten darauf hin, dass die reduzierten
Recoveries des ForenSeq™-Kits im Vergleich zu der herkémmlichen Methode der
Kapillarelektrophorese und des NGS-basierten maSTR-Assays keine konkreten
Schlussfolgerungen auf die Empfindlichkeit der NGS-Analytik im Vergleich zur CE-
basierten Analytik erlauben.

Aufgrund des geringen Umfangs des Probenkollektivs von Abbildung 28 (sechs Haare)
wird empfohlen den Vergleich der ForenSeq™-Methode mit dem maSTR-Assay und den
CE-basierten ESX 17 und ESI 17 Fast-Kits mit mehr Proben zu wiederholen und in groBer
Replikatanzahl zu testen. Dadurch soll gewahrleistet werden, dass statistisch signifikante
Ergebnisse Uber die Reproduzierbarkeit und Robustheit der untersuchten Methoden
gewonnen werden, sowie ein Trend zu der Eignung der verschiedenen Analyse-Methoden
abgeleitet werden kann. Im besten Fall kdnnte dies dazu beitragen die bisherigen
Ergebnisse zu bestatigen.

4.7 Bewertung der DNA humaner Haare mittels probabilistischer
Verfahren

Die STR-Profile von acht ausgewdhlten DNA-Proben aus menschlichen Einzelhaaren
wurden mit der Software GenoProof Mixture 3 (qualitype GmbH (Goétz et al. 2017))
erneut ausgewertet, mit der die Likelihood-Quotienten von NGS-basierten und CE-
basierten STR-Profilen mit probabilistischen Methoden in einer semi- und vollstédndig
kontinuierlichen Weise berechnet wurden. In vollstandig kontinuierlichen Modellen sorgt
eine Reihe von Simulationen fUr die statistische Gewichtung aller mdoglichen
Genotypkonstellationen und die Auflésung von Haupt- und Nebenkomponenten (Taylor
et al. 2013). Dies erhoht die Aussagekraft des Likelihood-Quotienten im Vergleich zu
semikontinuierlichen Modellen, bei denen nur Wahrscheinlichkeiten von Drop-Ins und
Drop-Outs betrachtet werden. Probabilistische Berechnungen werden daher haufig far
die Analyse von Mischspuren angewandt. Im Fall von STR-Profilen aus degradierten
DNA-Spuren geringer Menge sollte damit untersucht werden, ob sich probabilistische
Methoden zur Analyse von Proben eignen, die keine Mischproben darstellen, aber sehr
viele stochastische Effekte und eine geringe Reproduzierbarkeit aufweisen, was typisch
ist fur LT-DNA. Aufgrund von UbermaBigen Drop-out- und Drop-in-Ereignissen, hohen
Stotter-Allelen und insgesamt inkonsistente Wiederholbarkeit, die typisch sind flr
degradierte DNA geringster Menge (Gill et al. 2012), wichen die bereits diskutierten STR-
Profile der DNA-Proben zum Teil erheblich vom korrekten Profil des Spenders ab.

Um die Auswirkungen der Allelic Drop-ins einzuschatzen, wurden daher Ansatze
angewandt, die Ublicherweise fir die Analyse von DNA mit LT-DNA genutzt werden
(haufig bei der Analyse von Spuren- und touch-DNA (Pfeifer et al. 2012)), wie
wiederholte STR-Analyse und die Bestimmung einer Interpretationsstrategie (Composite
oder Consensus, siehe Kapitel 3.5.4).
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Weiterhin kénnen ebenfalls probabilistische Ansatze von Vorteil sein, wenn mehr als zwei
Drop-ins an mehr als zwei Loci in einem LT-DNA-Profil auftreten und ein gemischtes
STR-Profil vortduschen (Gill et al. 2012) und stochastische Effekte auftreten, die typisch
fir LT-DNA sind (Edson et al. 2013). Aufgrund dessen wurden die Consensus- und
Composite-interpretierten Ergebnisse miteinander verglichen (Abbildung 29) und die
interpretierten STR-Profile mit per semi- und vollstandig kontinuierlichen Berechnung
per GenoProof Software (qualitype GmbH) angewandt (Abbildung 30). Aufgrund der
Vielzahl an Allelic Drop-ins wurden die NGS-erzeugten Profile nicht per Composite-
sondern per Consensus-Methode interpretiert. Im Gegensatz dazu wurden die CE-
generierten STR-Profile per Composite-Methode interpretiert, da die Daten nur wenige
Allelic Drop-ins, jedoch eine Vielzahl an Drop-outs aufwiesen, im Vergleich zu den NGS-
generierten Profilen.

Da die maSTR-generierten Profile eine schlechte Reproduzierbarkeit aufwiesen, fiihrte
die Consensus-Auswertung zu einem groBen Verlust von Allelen, wodurch die vollstandig
kontinuierliche probabilistische Berechnung der maSTR-generierten STR-Profile keinen
bedeutenden Vorteil gegeniiber CE-basierten Profilen erbrachte. Degradierte DNA aus
Haaren, die mit weniger als 20 pg pro Reaktion eingesetzt wurden (Haar 23, 21, 18, 28)
wies viele stochastische Effekte auf und ergaben daher sehr niedrige Validitatsgrade.
Diese Proben erreichten mittels probabilistischer Berechnungen lediglich sehr niedrige
Likelihood Ratios, wodurch die Herkunft der DNA von Personen, die mit der Person, von
der das Haar stammt, nicht verwandt sind, statistisch nicht widerlegt werden konnte. Da
jedoch diese STR-Profile Drop-outs und Drop-ins zeigten, die nicht unterschiedlichen
Komponenten zugeordnet werden kénnen und zum Teil im stochastischen Bereich lagen,
kdnnen diese zu Mischspuren der Kategorie C (Schneider et al. 2006) gezahlt werden.
Biostatistische Berechnungen von Loci in Mischproben dieser Kategorie, welche in der
Na&he des Hintergrundrauschens liegen, sind nicht sinnvoll und daher nicht zuldssig (Gill
et al. 2006). Daher wurde in Kauf genommen, dass durch die Consensus-Interpretation
Allele verloren gehen, sofern die Drop-ins reduziert wurden, wodurch die biostatistische
Berechnung ermdéglicht wurde.

Die genutzte Vorgehensweise flihrte zu manchen Auffalligkeiten: Fir NGS-erzeugte
Daten, bei denen nur ein Allel eines heterozygoten Locus nachgewiesen werden konnte,
wobei das eine Allel eine hohe Readzahl zeigte, waren die vollstandig kontinuierlich
berechneten Likelihood Ratios gleich Null und erzeugte dadurch einen Ausschluss (Haare
28, 23 und Pool, Abbildung 30). Das wurde dadurch verursacht, dass die Software
aufgrund des hohen Allels von einem homozygoten Marker ausging und daher nicht mit
dem heterozygoten Referenzprofil an diesem Marker Ubereinstimmen kann. Waren die
Rohdaten des NGS-erzeugten Profils eingelesen worden, ware dieses Problem eventuell
nicht aufgetreten. Diese vermeintliche Homozygotie ist — zumindest fir die NGS-
erzeugten Profile — vermutlich auf die ausgepragten Allel-Imbalancen zurlckzufihren,
die mit dem maSTR-Assays verursacht wurden. Im Gegensatz dazu kam es bei CE-
basierten Profilen nur bei einem Haar (28) zu einem falschen Ausschluss, der aufgrund
sehr geringer DNA und starker Degradierung ohnehin nicht ausreichend typisiert werden
konnte. Die vollstandig kontinuierliche Methode eignet sich vor allem flr CE-erzeugte
Profile.

Die bindre Berechnung des LR mit maSTR-generierten Profilen war lediglich fir Haare
erfolgreich, die den maximalen Validitatsgrad von 100% erreichten (Haar 3 und 9). Fur
CE-generierte Profile gelang die bindre LR-Berechnung lediglich fir Haar 9. Die LR-Werte
lagen dabei auf einem gleich hohen Wert (2E+21) wie fir die vollstdndig kontinuierliche
Berechnung. Aufgrund des Auftretens von Drop-outs und Drop-ins wurden in den
restlichen Proben Ausschlisse erzeugt, weshalb der LR mit Null angegeben wurde.
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Diejenigen Marker, welche diese Effekte zeigten, hdtten aus der Berechnung
ausgeschlossen werden kénnen, um Ausschlisse zu umgehen. Dadurch wéare es mdglich
gewesen LR-Werte zu berechnen, die jedoch aufgrund der geringen Anzahl an genutzten
Markern vermutlich sehr kleine Werte ergeben hatten und daher nicht aussagekraftig
gewesen waren. Daher wurde auf diese Vorgehensweise verzichtet.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass lediglich DNA aus Haaren, die wenige
stochastische Effekte aufwiesen, per semi- und vollstdndig kontinuierlicher
probabilistischer Berechnung hohe Likelihood Ratios erzeugten. NGS-generierte Profile
wiesen gegeniber CE-generierten Profilen keinen signifikanten Vorteil auf. Es wird
angenommen, dass dies vor allem dem Umstand geschuldet ist, dass lediglich
numerische Informationen der maSTR-generierten Profile in die GenoProof Software
eingeladen wurden (Kapitel 2.18). Dies hatte zur Folge, dass die vollsténdig
kontinuierliche Berechnung lediglich fir die CE-basierten Profile aus Haaren und die
Referenzprofile sinngemaB genutzt wurde, da die Elektropherogramme in die GPM3
Software eingeladen wurden und die Berechnung auf Basis der Elektropherogramme
erfolgen konnte. Im Gegensatz dazu wurden lediglich die zwei Allele der NGS-generierten
maSTR-Profile flr die Berechnung genutzt, welche in gréBter Anzahl vorhanden waren
und welche die Schwellenwerte (analytisch, stochastisch, Stotter) Uberstiegen und
manuell per Consensus-Interpretation ausgewertet. Dadurch wurden lediglich die
reproduzierbaren, rein numerischen Informationen Uber Allel-Nummern, Anzahl der
Reads und Fragmentlangen der maSTR-generierten STR-Profile fliir die Berechnung
genutzt. Das biologische Modell, das auf dem komplexen Zusammenhang von DNA-
Menge und -Degradierung, Amplifikationseffizienz, Fragmentldnge und Hetero- bzw.
Homozygotie basiert (Kapitel 1.2.4), konnte daher nicht sinngema auf die maSTR-
generierten Daten angewandt werden. NGS-basierte Daten sind generell nicht mit der
Software kompatibel, da das biologische Modell u.a. in Bezug von DNA-Degradierung
keine Anwendung findet: Da alle Marker in NGS-Assays in etwa uniforme Langen
besitzen sollten, um Imbalancen zu vermeiden, werden alle Marker ahnlich gut bzw.
ahnlich schlecht amplifiziert, weshalb kein Skipisten-Effekt im Profil auftritt. Dadurch
wird davon ausgegangen, dass die Berechnung des LR-Werts auf Basis der maSTR-
Profile vor allem auf den Allelfrequenzen basierte. Dies kénnte erkléren, dass sich die
Ergebnisse der semikontinuierlichen Methode nur unwesentlich von den Ergebnissen der
vollstandig kontinuierlichen Methode unterscheiden.

4.8 Derzeitige Schwachen des maSTR-Assays und Empfehlungen fiir
mogliche Optimierungen

Im Zuge der Analysen wurden einige Schwachen des maSTR-Assays erkennbar, die zum
Teil bereits in den thematisch passenden Kapiteln diskutiert wurden (Kapitel 4.2.3 und
4.2.4). Auf weitere Schwachen wird im Folgenden eingegangen, und es werden
Mdglichkeiten genannt, wie diese klinftig adressiert werden kdnnten.

Das Auftreten von Allelic Drop-ins des maSTR-Assays, die sowohl in niedriger als auch
héherer Read-Zahl auftreten als die konkordanten Allele, kénnen durch unterschiedliche
Ursachen hervorgerufen worden sein (siehe Kapitel 4.2.3 und 4.2.4). Es stellte sich
heraus, dass neben der Behebung der Ursachen, die zum Auftreten von Allelic Drop-ins
fiihren, ebenfalls die Vorgehensweise angepasst werden sollte, mit der Allelic Drop-ins
gezahlt werden. GemaB der maSTR-Pipeline wurden nur diejenigen Allele als tatsachliche
Allele detektiert, die den am haufigsten vorkommenden Allelen im jeweiligen Marker
entsprechen und alle Schwellenwerte (berstiegen. Fielen jedoch beide Allele
beziehungsweise das homozygote Allel des Markers aus, wurden die Drop-ins detektiert
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und als Allele gezahlt, sofern sie den analytischen, stochastischen und gegebenenfalls
den Stotter-Schwellenwert (berstiegen (siehe Kapitel 3.5.3 und Abbildung 22).
Hieraus folgt, dass — zumindest in einem Teil der Proben - das Auftreten von Drop-outs
und Drop-ins in Kombination zu hoher Anzahl an Drop-ins fihrten, da der Ausfall eines
oder beider konkordanten Allele das Einspringen eines oder zweier anderer, diskordanter
Allele ermdglichte. Dieser Zusammenhang zwischen Allelic Drop-outs und Drop-ins
kdénnte den Grund fur nicht-vorhandene Allelic Drop-ins in STR-Profilen hoher Allel-
Recovery darstellen. Diese Behauptung wird dadurch gestitzt, dass Drop-ins der
maSTR-generierten Profile in umso hdherer Anzahl auftraten, je starker die DNA
degradiert war (Abbildung 18) und je geringer die eingesetzte DNA-Menge (Abbildung
17) war, wodurch mehr Drop-outs auftraten. Die Zunahme von Drop-outs ist typisch fir
LT-DNA (siehe Kapitel 1.5.2 und 1.5.3), wodurch das Einspringen diskordanter Allele
(Drop-in) in das STR-Profil ermdglicht werden konnte. In kinftigen Optimierungen des
maSTR-Assays sollte berprift werden, ob sich neben den konkordanten Allelen in jedem
Marker weitere Signale oberhalb der Schwellenwerte befinden, um mdgliche Drop-ins
besser zu identifizieren und zu zahlen, sodass diese mit in die Statistik eingehen. H6her
gelegte Schwellenwerte kénnten hierbei zumindest flir Drop-ins niedriger Readzahlen
Abhilfe schaffen (Kapitel 4.2.4).

Um das AusmaB und die Ursache von aufgetretenen Imbalancen und Allelic Drop-ins zu
untersuchen, wird empfohlen die bisherigen Ergebnisse des maSTR-Assays explizit
mittels bestimmter Kennzahlen wie der Interlocus- und Intralocus-Balance und der
gesamten Abdeckung (englisch coverage) zu analysieren, damit madgliche Ursachen
gezielt untersucht werden kénnen und der maSTR-Assay in Folge gezielt angepasst
werden kann. Diese Kennzahlen kénnten als Quality gates dienen, um den Fortschritt
der Optimierung des maSTR-Assays zu bewerten.

Die Evaluierung von NGS-basierten forensischen Assays erfolgt haufig durch die
Untersuchung der Zuverlassigkeit, Empfindlichkeit und Konkordanz durchgefihrt,
sowohl von Ein-Personen-DNA als auch mittels Mischspuranalysen, sowie
herausfordernden Proben wie degradierter DNA geringer Menge. Dies wurde flir den
maSTR-Assay bereits durchgefiihrt. Die Genauigkeit, die Abdeckung (depth of coverage,
DoC, in der forensischen Molekulargenetik Ublicherweise angegeben als angegeben als
die Anzahl der Reads pro Locus) und Balance der Allel werden in vielen
Veroéffentlichungen als informative Metrices fiir die Qualitat der Daten angegeben
(Churchill et al. 2016; Xavier und Parson 2017) und sollten daher ebenfalls flir den
maSTR-Assay genutzt werden. Weiterhin wird empfohlen die Allel-Abdeckungs-Rate
(ACR) und die Sequenz-Abdeckungs-Rate (SCR) der Daten pro Lauf automatisiert zu
berechnen und zu vergleichen.

Die sogenannte Sequenz-Abdeckungs-Rate (sequence coverage ratios, SCRs) verwendet
die Basenpaar-Sequenz der STR-Allele gegenlber der Wiederholungsstruktur der Allele.
SCRs werden in der Regel berechnet, indem die Anzahl der Reads, die verwendet
wurden, um Allel-Calls mit nominaler Wiederholungslange durchzufihren, und die Anzahl
der Reads, die PCR-Artefakten zugeschrieben wurden, durch die Gesamtzahl der Reads
bei diesem Marker dividiert werden (Churchill et al. 2016). Beispielsweise unterscheidet
die prozentuale Aufteilung des SCRs in Studien von (Guo et al. 2017) in wahre Allele,
Sequenz-basiertes Rauschen (englisch noise; SN) und Langen-basiertes Rauschen (LN)
an jedem Marker.

Die Intralocus-Balance wird haufig angegeben als das Verhaltnis der Read-Anzahl der
einzelnen Allele zueinander, innerhalb eines Markers (oder gemittelt Gber alle Markers
des Assays). Als Metric fur die Intralocus-Balance wird haufig die Allel-Abdeckungs-Rate
(Allele Coverage Ratio, ACR) verwendet. Diese wird berechnet, indem das Allel mit der
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niedrigeren Abdeckung (Anzahl der Reads pro Allel) durch das Allel mit der héheren
Abdeckung an diesem Locus dividiert wurde (z. B. 400X/450X = 0,89; 1,0 bedeutet
gleiche Abdeckung) (Churchill et al. 2016; Gill et al. 2000a). Aufgrund ihrer Definition
ist die Berechnung identisch mit der klassischen Berechnung des peak height ratios
(SWGDAM 2010) far die Analyse der Interlocus-Balance von CE-generierten Profilen, der
fur die Beurteilung des stochastischen Schwellenwertes verwendet wird, und hat dieselbe
Aussagekraft (siehe Kapitel 4.2.4): Bei Werten oberhalb 60% gelten Allele des Markers
als balanciert. Gut balancierte Allele reduzieren dabei das Auftreten von Allelic Drop-
outs. Aufgrund der Anfalligkeit degradierter DNA geringer Menge fir das Auftreten
stochastischer Effekte, empfiehlt sich die Darstellungsweise der ACR in Korrelation zur
DNA-Menge als Heat Map wie in (Silvery et al. 2020).

Weiterhin sollte die Interlocus-Balance (die Marker Abdeckung, englisch Coverage in %)
untersucht werden. Durch diese Analyse der Abdeckungs-Verteilung (englisch
Distribution) der Marker soll sichergestellt werden, dass die pro Profil erzeugten Reads
nicht in Uber- oder unterproportionaler Weise auf bestimmte Marker fallen, die besonders
gut beziehungsweise besonders schlecht performen, woraus Drop-outs resultieren
konnen. Die Interlocus-Balance wird haufig dargestellt als Read-Anzahl pro Marker in
mehreren Replikaten im Vergleich zu allen Markern innerhalb des Assays, in absoluten
Zahlen (dargestellt als die Depth of Coverage, DoC (Guo et al. 2017)) oder relativen
(Montano et al. 2018) Angaben. Im Idealfall sind alle Marker gleich gut abgedeckt
innerhalb des Assays, wodurch die Anzahl der Reads pro Marker genau dem Prozentsatz
entsprechen wirde, zu dem der Marker im Assay vertreten ist (beispielsweise 5% bei
einem Assay, der aus 20 Markern bestehend). Je balancierter die Read-Anzahl aller
Amplikons ist, desto besser werden Allelic Drop-outs reduziert.

Im Fall von Imbalancen ist von einer praferentiellen Amplifikation auszugehen, die durch
unterschiedliche Performance der Marker oder Allele verursacht wird, da diejenigen
Reads am haufigsten amplifiziert wurden, die in der ersten Amplifikation (PCR) bevorzugt
wurden. Diese nehmen in der nachfolgenden Sequenzierung einen gréBeren Teil der
Flowcell ein im Vergleich zu Amplikons, die nicht UbermaBig amplifiziert oder im
geringeren MaB amplifiziert wurden, als es im Optimalfall geschehen sollte. Aufgrund
dessen ist es moglich, dass bei komplett aufgelasteter Flowcell die unteramplifizierten
Amplikons nicht sequenziert wurden, da der GrofBteil der Adapter auf diejenigen
Amplikons gefallen ist, die im UbermaB vorhanden waren. Da die nachfolgenden PCRs
nach der initialen Multiplex-PCR zur Erstellung der Bibliotheken von Illumina entwickelt
und validiert wurden, wird angenommen, dass die Urspringe fir die Imbalancen bei der
initialen Multiplex-PCR geschehen und anschlieBend durch die weiteren Schritte
vermehrt werden.

Um die Interlocus-Balancen zu verbessern, kdnnte kinftig beispielsweise die Primer-
Abmischung angepasst werden, die in den bisherigen maSTR-Laufen in aquimolaren
Konzentrationen angesetzt wurde. Die Amplifikation bisher unterreprasentierter Marker
kdnnte abgehoben und die Amplifikation Uberreprasentierter Marker herabgesetzt
werden und die Erfolge dieser Vorgehensweisen kénnten mit den genannten Kennzahlen
validiert werden. Es wird empfohlen diese Kennzahlen genaustens fiir die Analysen des
maSTR-Assays zu untersuchen, da jlngere Studien bereits zeigen, dass NGS-basierte
Sequenzierung im Gegensatz zu CE-basierten Methoden selbst bei degradierter DNA
vielversprechend ist - trotz der vermehrten stochastischen Fehler (Miiller et al. 2019;
Kim et al. 2016). Neben den Primer-Abmischungen wird empfohlen, die Parameter der
initialen Multiplex-PCR systematisch zu untersuchen, wie es beispielsweise von
(Ganschow et al. 2018b) bereits im Design of Experiments durchgefiihrt wurde, mit dem
Ziel, die optimale Kombination der Amplifikationsbedingungen zu finden. Neben der
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Anzahl der PCR-Zyklen und der Elongations-Dauer stellten sich vor allem die Annealing-
Temperatur und -Dauer als besonders einflussreich heraus. Weitere Faktoren waren die
Zusammensetzung des Mastermixes, wie beispielsweise die Menge und Aktivitat, sowie
die Proofreading-Aktivitat der Polymerase, sowie Zusatze, welche die Robustheit
verbessern.

Weiterhin wurde beobachtet, dass mit abnehmender Zahl der effektive Reads in
Korrelation die Anzahl der Allelic Drop-ins zunehmen und die Recoveries abnehmen
(Abbildung 21 und Abbildung 23) und einige Haare wiesen weniger als 11.050
effektiven Reads pro Profil auf (Abbildung 23 B, Kapitel 4.2.4). Der maSTR-Assay
sollte daher kiinftig dahingehend verbessert werden, dass vor allem der Parameter
.Effektive Reads [%] der gefilterten Reads™ erhoht wird. Dieser Parameter zeigt, dass
ein groBer Teil der Sequenzdaten zwischen dem Filtern und der Bestimmung der STR-
Allele verloren gehen (Tabelle 5). Daran kénnte von der Sequenzqualitat und einem
Uberclustering geschuldet sein (Kapitel 4.2.2). In der kiinftigen Optimierung des
maSTR-Workflows sollte daher das Problem eines méglichen Uberclusterings behoben
werden, indem beispielsweise weniger DNA der gepoolten Bibliothek eingesetzt wird, die
Diversitat angehoben wird und die PCR-Produkte eventuell besser gereinigt werden
(Manual "Cluster Density" (Illumina)).
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5. SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

5.1 Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war es, eine Vorgehensweise zu entwickeln, mit der Einzelhaare
selektiert werden kénnen, die erfolgsversprechende Eigenschaften flr eine nachfolgende
STR-Typisierung aufweisen. Zu diesem Zweck wurde eine hochsensitive, fiir die Analyse
von Einzelhaaren geeignete gPCR-Methode entwickelt, mit der es mdglich ist, sowohl die
DNA-Menge als auch die DNA-Degradierung zu bestimmen. Die daflr genutzten
Zielsequenzen der ribosomalen DNA sind fir diesen Zweck geeignet, da sie als multi-
copy-Locus vielfach in der menschlichen DNA vertreten sind, wodurch der qPCR-Assay
hochsensitiv ist. Da ribosomale DNA evolutionar konserviert und ubiquitar vertreten ist,
ist das qPCR-Prinzip einfach und kostenglinstig auf andere Spezies libertragbar. Um eine
gewissen Spezies-Spezifitat zu gewahrleisten, werden Zielsequenzen in der Promotor-
Region genutzt, die nur wenig konserviert sind. Die mit dem gqPCR-Assay gemessenen
DNA-Mengen und -Integritaten sind zur Bewertung des Erfolges der STR-Typisierung von
degradierter DNA im Allgemeinen und von DNA aus ausgefallenen Einzelhaaren im
Speziellen gut geeignet. Im Gegensatz dazu stellt die Morphologie der ausgefallenen
Haare kein gutes Bewertungssystem fiir den Erfolg der Typisierung dar, sofern kein oder
wenig anhaftendes Gewebe am Haar vorhanden ist. Durch Adaptation des gPCR-Prinzips
an canine DNA wurde festgestellt, dass der DNA-Degradierungsgrad von DNA aus
ausgefallenen Hundehaaren einen geringen oder keinen Einfluss auf den Erfolg der STR-
Typisierung mit caninen STR-Kits hat.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand in der Verbesserung der STR-Analytik degradierter
DNA aus Einzelhaaren. Hierflir wurde ein in-house entwickelter NGS-basierter STR-Assay
(maSTR-Assay) validiert und hinsichtlich seiner Eignung fir menschliche Einzelhaare
getestet. Aufgrund kurzer STR-Amplikons erwies sich der maSTR-Assay flr die STR-
Typisierung von degradierter DNA als besonders gut geeignet. Der maSTR-Assay
erbrachte konsistent héhere Allel-Recoveries als alternative Kits. Dabei scheint nicht die
andere Detektionstechnik der NGS der CE-Technik generell Uberlegen zu sein. Es wird
davon ausgegangen, dass die in NGS-Methoden gegenlber CE massiv erhdhte parallel
analysierte Anzahl an STR-Markern nur in dem Fall vorteilhaft gegentiber CE ist fir die
Anwendung an degradierter DNA, wenn die Amplikons sehr kurz sind. NGS-Methoden
sind fur diese Anwendungen an degradierter DNA besonders geeignet, da die parallele
Analyse einer Vielzahl von uniformen Amplikonldngen im Multiplexverfahren ermdglicht
wird, da gegenlber der CE-Technik keine Beschrankung auf der parallelen Analyse von
Fragmenten entsprechend der Lédnge besteht.

Der maSTR-Assay zeigte im Vergleich zu kommerziellen Assays eine ungewdhnlich hohe
Anzahl an Allelic Drop-ins, die mit reduzierter DNA-Menge und zunehmender Starke der
DNA-Degradierung anstieg. Diese Drop-ins waren zum Teil nicht reproduzierbar und
kdénnen durch unterschiedliche Faktoren verursacht worden sein. Es wird davon
ausgegangen, dass ein Teil der Drop-ins durch zu niedrige Schwellenwerte und starke
Imbalancen verursacht wurden, weswegen der maSTR-Assay weiterer Optimierung
bedarf. Allelic Drop-ins in STR-Profilen aus degradierter DNA geringer Menge
verursachen eine geringe Verlasslichkeit des Profils, vor allem wenn sie zusammen mit
Drop-outs auftreten, da nicht abgeschatzt werden kann, ob die detektierten Allele durch
die genetische Ausstattung oder durch stochastische Effekte oder andere Fehlerquellen
verursacht wurden. Um dieser Schwierigkeit zu begegnen, wurden Methoden der Analyse
von Mischspuren angewandt. Dabei eignet sich sowohl die Allel-Recovery, der
Validitdtsgrad und der biostatistisch errechnete Likelihood Ratio, um die
Ubereinstimmung der Profile aus Haaren mit den Referenzprofilen zu bewerten. Der
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Validitdtsgrad bildet im Gegensatz zur Allel-Recovery neben den Allelic Drop-outs
ebenfalls die Drop-ins ab. Jedoch erwies sich der Validitéatsgrad der Allel-Recovery als
Bewertungssystem nicht als Uberlegen, weil er nicht den Einfluss der aufgetretenen
Drop-ins auf die forensische Identifizierung bewertet.

Fir STR-Profile in Replikaten, die keine Allelic Drop-ins aufweisen, sind Composite-
Interpretationen von Vorteil, da die Anzahl der Drop-outs reduziert wird. Im Gegensatz
dazu eignet sich flr die Interpretation Drop-in-haltiger STR-Profile - wie die Replikate
der maSTR-generierten STR-Profile — lediglich die Consensus-Methode. Dadurch wurden
Drop-ins reduziert, wodurch zugleich einige, nicht reproduzierbare konkordante Allele
verloren gingen. Eine Optimierung des maSTR-Assays mit dem Ziel einer Reduzierung
der Allelic Drop-ins wiirde gegebenenfalls die Anwendung der Composite-Interpretation
erlauben, wodurch sich der Informationsgewinn stark erhdhen und in den
biostatistischen Berechnungen zusatzliche Sicherheiten liefern wiirde.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Studie eine Strategie entwickelt, die gPCR-
basierte Quantifizierung und Integritdtsbestimmung mit einer Voraussage des Erfolgs
der STR-Typisierung kombiniert, um erfolgsversprechende Haare fiir die Analyse per
STR-Typisierung zu selektieren. Durch die vorliegende Studie wurde die Grundlage
geschaffen, um mithilfe der NGS-Technik die Humanidentifizierung der degradierten DNA
aus ausgefallenen Einzelhaaren zu optimieren und gegebenenfalls auf &ahnliche
Spurentypen mit degradierter DNA geringer Menge anzuwenden, bei denen die
standardmaBig verwendeten CE-basierten Kits versagen.

5.2 Empfehlungen fiir die STR-Analyse menschlicher Einzelhaare

Es wird empfohlen alle verwendeten Haare vor der DNA-Extraktion morphologisch zu
untersuchen, um Informationen Uber den Spurentyp zu erhalten und die Spezies
einzugrenzen. Dadurch eignet sich eine Fotografie durch das Okular des Binokulars oder
Mikroskops. Flr die DNA-Extraktion wird empfohlen, den in dieser Studie beschriebenen
modifizierten Puffer nach (Hellmann et al. 2001) zu verwenden. In diesem wurde auf die
Zugabe PCR-inhibierender Detergenzien verzichtet und durch die DNA-Fallung werden
prinzipiell gréBere DNA-Verluste vermieden. Es wird empfohlen die Konzentration von
DTT und Proteinase K zu erhéhen, falls die Haare in einer angemessenen Lyse-Dauer
nicht in Lésung gehen sollten. FUr die Extraktion sollte lediglich die Kolbenwurzel und
eventuell anhaftendes Gewebe genutzt werden, um das Einbringen des PCR-Inhibitors
Melanin zu reduzieren. Ein reduziertes Volumen zur Rilcklésung der DNA nach der
Fallung ist moglich, um die DNA aufzukonzentrieren. Es wird empfohlen die kombinierte
Strategie aus einer gPCR-basierten Bewertung und der STR-Typisierung anzuwenden,
um Informationsverlust zu vermeiden, sowie Kosten und Ressourcen zu schonen. Um
den Erfolg der STR-Typisierung vorauszusagen, kann entweder der in dieser Studie
beschriebene RiboD-Assay angewandt werden oder jedes andere herkdmmliche qPCR-
Kit, das neben der DNA-Menge ebenfalls die DNA-Integritat bestimmt. Daflir miissen
zuvor die Schwellenwerte der DNA-Menge und -Integritdt ausgetestet werden, an
welchen der Einsatz der DNA in die STR-Typisierung zu rechtfertigen sind. Um
Pipettierfehler zu reduzieren, sollten alle Assays mit einem Volumen von mindestens
2 uL pro DNA angesetzt werden. Fir die STR-Typisierung eignen sich vor allem Assays,
welche eine Vielzahl an sehr kurzen Amplikons in Multiplex nutzen. Wenn mdglich, sollten
mindestens zwei, besser drei Replikate der STR-Typisierung erstellt werden, um
verldssliche Profile nach der Interpretation per Composite- oder Consensus-Methode zu
erhalten. FlUr degradierte DNA geringer Menge wird empfohlen die Consensus-

126 |



SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Interpretation anzuwenden, sofern Auffalligkeiten im Profil auf das Vorkommen von
Allelic Drop-ins oder auf ein Mischprofil schlieBen lassen.

5.3 Empfehlungen zur Analyse caniner Einzelhaare

Als Erganzung zu den grundsatzlichen Empfehlungen fir die Analyse von menschlichen
Haaren, wird an dieser Stelle auf die Empfehlungen zur Analyse caniner Einzelhaare
eingegangen. Flr die Analyse von Hundehaaren ist es zu empfehlen, diese zunachst
makroskopisch in Unterwolle und Deckhaare zu unterteilen, letztere flir die DNA-
Extraktion zu verwenden und die DNA zunachst zu quantifizieren, bevor sie fiir die STR-
Typisierung verwendet wird. Wenn die in diesen Versuchsansdtzen gewonnenen
empirischen Ergebnisse flr alle Hunde reprasentativ sind, kann auf die Bestimmung des
Grades der DNA-Degradierung verzichtet werden. Dies liegt daran, dass der D-Wert
einen geringeren Einfluss auf den Erfolg der STR-Typisierung zu haben scheint als die
Menge der DNA. Wie beim humanen RiboD-Assay kann die hundespezifische qPCR-
Analyse (RiboDog) helfen zu bestimmen, welche Haare weiter analysiert werden sollten,
da die Morphologie keine Voraussage Uber den STR-Erfolg zulasst. Das Poolen von
Deckhaaren sollte umgangen werden, um Mischprofile zu vermeiden, da die rein
morphologische Analyse der Haare keinen Rickschluss Uber die Herkunft der Haare
rechtfertigt. Sollte kein Deckhaar vorhanden sein, wird die Analyse von Haaren der
Unterwolle empfohlen. Wenn die Haare der Unterwolle makroskopisch dhnlich sind,
konnten die DNA-Proben der einzelnen Haare gepoolt, das Volumen reduziert und die
konzentrierte Probe fir die STR-Analyse verwendet werden. Dies wird als sinnvoll
angesehen, da bereits bekannt ist, dass die STR-Analyse einzelner Haare der Unterwolle
keine vollstandigen STR-Profile generiert.

5.4 Ausblick

Die Optimierung der RiboD- und RiboD-Assays kénnte einige Vorteile mit sich bringen.
Diese Assays konnten perspektivisch weiter optimiert werden, indem die
Zusammensetzung des Puffers verbessert wird, um die PCR-Effizienz zu erhdhen.
Weiterhin wirde es Sinn ergeben die Assays zur Messung der kurzen und langen
Amplikons zu multiplexen, um das Volumen des DNA-Inputs zu reduzieren. Dadurch
wiirde es moglich werden, dass das DNA-Volumen erhéht werden kénnte von 1 auf 2 pL,
wodurch Pipettierfehler verringert werden. Durch die geschickte Wahl von zusatzlichen
TagMan-Sonden/Zielsequenzen konnte die Speziesspezifitdt weiter erhdht werden.
AuBerdem gestattet die Multiplexierung ebenfalls die parallele Amplifikation von internen
PCR-Kontrollen zur Uberpriifung der Probe auf PCR-Inhibitoren.

Durch die Sequenzierung der PCR-Produkte der RiboD- und RiboDog-Laufen, welche DNA
unterschiedlicher Individuen nutzt, kénnten eventuell auftretende Sequenzunterschiede
festgestellt werden und der Grad der Konservierung der Zielsequenzen untersucht
werden. Polymorphismen kénnten eventuell nicht nur zwischen verschiedenen Spezies,
sondern auch verschiedenen Individuen vorherrschen, beziehungsweise kdnnten
eventuell Einzelpersonen mehrere Varianten derselben Zielsequenz aufweisen. Letzteres
wirde die ,Verschwommenheit" der Banden der PCR-Produkte eventuell erklaren. Da
Katzen neben Hunden sehr beliebte Haustiere sind, wiirde die Adaptation des RiboD-
Prinzips auf Katzen Sinn ergeben. Damit kdnnten die DNA-Mengen und -Integritaten von
Katzenhaaren untersucht und eventuell Voraussagen Uber den Erfolg der STR-
Typisierungen ermoglicht werden.

127 |



SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Klnftig sollte der maSTR-Assay optimiert werden, damit die Ursachen der Imbalancen
und Allelic Drop-ins behoben werden. Die derzeitige Problematik und Optionen zur
Optimierung des maSTR-Assays wurden bereits in den Kapiteln 4.2.3 und 4.8
diskutiert. Auf Mdéglichkeiten zur verbesserten Legung der analytischen, stochastischen
und Stotter-Schwellenwerte der maSTR-Assays wurde in Kapitel 4.2.4 eingegangen,
wodurch das Auftreten stochastischer Effekte reduziert werden sollte.

Méglichkeiten den maSTR-Assay von Grund auf zu verbessern, waren die Erweiterung
des in Multiplex amplifizierten Markersets durch weitere sehr kurze Amplikons, um zu
gewadhrleisten, dass selbst beim Ausfall eines Teils der Marker genltigend Informationen
erhalten werden, um sinnvolle Abgleiche mit Referenzprofilen erstellen zu kénnen. Um
die Diskriminierungskraft weiter zu erhdéhen, sollte neben der Information Uber die
Fragmentlangen ebenfalls die Sequenz der maSTR-generierten PCR-Produkte in die
Analyse mit einbezogen werden. Die Sequenzunterschiede zwischen den Isoallelen
kénnen sowohl innerhalb der Wiederholungseinheiten auftreten, als auch in den
flankierenden Sequenzen und kdnnten daher einen wertvollen Zugewinn an
Informationen gegeniber der CE bedeuten, um die Diskriminationskraft zu erhéhen (van
der Gaag et al. 2016; Revoir et al. 2019; Silva et al. 2020; Benschop et al. 2021; Ballard
et al. 2020; Kim et al. 2016; Gettings et al. 2015). Vor allem die DNA aus degradierten
Haaren, die sich durch Reduktion des Informationsgehalts aufgrund von Drop-outs
auszeichnet, ware diese Vorgehensweise von bedeutendem Vorteil gegenliiber CE-
basierten Assays. Diese Vorgehensweise kénnte ebenfalls genutzt werden, um den
moglichen Ursprung eventuell auftretender Allelic Drop-ins hoher Read-Zahl zu
untersuchen. Mit der vorliegenden Studie Uber den maSTR-Assay wurde die Grundlage
geschaffen, um darauf aufbauend ein Assay zu entwickeln und zu validieren, das vor
allem fiir die Anwendung an degradierter DNA geringer Menge den standardmaBigen CE-
Kits weit Gberlegen sein kénnte. Durch die Nutzung der Sequenz-Informationen wird es
ermdglicht, die PCR-Multiplexe um unique molecular identifiers (UMI) zu erweitern.
Durch den Gebrauch von UMIs soll das Hintergrundrauschen und das Auftreten von
Stotter-Allelen reduziert werden, da alle Amplikons zu ihrer Template-DNA
zurickverfolgt werden kdnnen (Woerner et al. 2021). Das kdénnte vor allem bei per NGS-
analysierter degradierter DNA geringer Menge von enormem Vorteil sein.

Weiterhin kénnte die DNA-Extraktion von Kolbenwurzeln in ,Direkt"-Lysepuffern, die
keine DNA-Reinigung bendtigen, einigen Mehrwerte mit sich bringen. Da davon
ausgegangen wird, dass DNA im Keratin-Gerlst vorliegt, hangt die Lyse-Effizienz
mafBgeblich von der Zerstérung des Keratins ab. Reduktionsmittel zum Brechen von
Disulfidbriicken und Proteinasen zum Abbau der Protein-Reste, kdnnten daher der
limitierende Faktor sein, um die DNA freizulegen. Sofern diese in MaBen eingesetzt
werden, die kompatibel mit nachfolgenden PCR-Systemen sind, wiirde der Einsatz von
»Direkt"-Lysepuffern die DNA-Reinigung Uberfllissig machen und dadurch potentiellen
DNA-Verlust vermeiden. Ein limitierender Faktor ist das Volumen des Lysepuffers, um
die DNA in ausreichenden Konzentrationen in die nachfolgenden Assays einsetzen zu
kénnen.

Es ware erstrebenswert, dass die in der vorliegenden Studie entwickelte Strategie, die
gPCR-basierte Quantifizierung und Integritatsbestimmung mit einer Voraussage des
Erfolgs der STR-Typisierung kombiniert, in der kriminaltechnischen Routinearbeit
etabliert wird. Somit kdnnte Informationsverlust reduziert und Ressourcen und Gelder
fur diejenigen Spuren eingesetzt werden, die erfolgsversprechend sind. Durch Austesten
der Schwellenwerte fiir die DNA-Menge und -Integritat an intakter und degradierter DNA
sollte dieses Prinzip ebenfalls auf alternative Quantifizierung-Kits Ubertragbar sein.
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Dadurch kénnte die kombinierte Strategie ebenfalls mit bereits flir die jeweiligen
Laboratorien validierten Kits genutzt werden.
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ETHISCHE ASPEKTE

Einverstandniserklarung von humanen Individuen

Ein Ethikvotum wurde fir dieses Projekt nicht eingeholt. Alle DNA-Proben wurden
freiwillig zur Verfigung gestellt und anonymisiert. Alle Personen, die biologisches
Material zur Verfligung gestellt haben, haben eine ,Einverstandniserklarung zur
genetischen Analyse und Aufbewahrung von Untersuchungsmaterial® freiwillig
unterschrieben und dadurch ihre Zustimmung gegeben.

Der Wortlaut der ,Einverstandniserklarung zur genetischen Analyse und Aufbewahrung
von Untersuchungsmaterial® ist wie folgt:

»,Ich erklare mich einverstanden, dass von mir enthommene Haare und/oder von mir
aufbewahrtes Gewebe im Rahmen des unten genannten Untersuchungsgrundes auf die
Zusammensetzung genetischer STR-Marker untersucht wird. Ich stimme auBerdem zu,
dass ein Teil des Untersuchungsmaterials aufbewahrt wird, um die entsprechenden
Ergebnisse Uberprifen zu kénnen.

Hiermit erklére ich gleichzeitig, dass ich Uber die Méglichkeiten und Grenzen der
angeforderten genetischen Untersuchung aufgeklart worden bin. Die sich fiir mich aus
den Ergebnissen dieser Untersuchung personlich ergebenden Konsequenzen wurden
ausfuhrlich erértert.

Alle Ergebnisse der Untersuchung dtirfen lediglich anonymisiert an Dritte weitergegeben
und publiziert werden.

Untersuchungsgrund: Forensische Genotypisierung von STR-Markern

Der anonymisierten Verwendung von Untersuchungsmaterial und die Veréffentlichung
der Ergebnisse flr wissenschaftliche Zwecke stimme ich zu."

Gewebeproben und Ursprung der verwendeten DNA von Tieren

Die tierischen Spuren (DNA aus Hundehaaren und Mundspeichel) wurden vom
Hundebesitzer artgerecht gesammelt (unter anderem durch Streicheln des Hundes),
weshalb kein Tierversuchsantrag fir dieses Projekt bendtigt wurde. DNA und Gewebe
andere Tierarten wurde aus anderen Instituten im Zuge von Arbeiten extrahiert, die
durch entsprechende Antrdage abgedeckt sind.

Gesellschaftlicher Nutzen des Projekts

Die Ergebnisse dieses Promotionsprojekts werden dazu beitragen, den in der Praxis
selten genutzten Spurentyp des telogenen Einzelhaars von Menschen und Hunden zur
Identifizierung tatverdachtiger Personen nutzbarer zu machen. Da diese neue
Verfahrensweise global in den kriminaltechnischen Laboren angewandt werden kann,
soll dieses Promotionsvorhaben zur verbesserten Aufklarung von Straftaten beitragen.
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Folgende Dateien befinden sich als Supporting Information im elektronischen Anhang:

e Anhang 1: gPCR-basierte Daten

e Anhang 2: NGS und CE-basierte Daten

e Caucasian (FBI_2016)

e forenseq-dna-signature-prep-guide-15049528-01_Sept2015.pdf
e ForenSeq-DNA-Prep-Guide-VD2018005-A.pdf

Der elektronische Anhang befindet sich im DocFile Ordner von Sarah Aurora Hel3:

DocFile-Nummer: 8876D1

Der elektronische Anhang wurde Prof. Dr. Peter Nirnberg und Prof. Dr. Michael
Nothnagel zur Verfligung gestellt.

Die originalen STR-Profile, die Auskunft Uber personenbezogene genetische Profile
geben, sind vertrauliche Informationen, die in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Richard
Jager, Fachbereich Angewandte Naturwissenschaften, Hochschule Bonn-Rhein-Sieg
vorgehalten werden. Spezifische Anfragen sind gegebenenfalls an ihn zu richten
(richard.jaeger@h-brs.de).
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Erklarung zur Dissertation

gemaR der Promotionsordnung vom 02. Februar 2006 mit den Anderungsordnungen vom
10. Mai 2012, 16. Januar 2013 und 21. Februar 2014

Ich versichere, dass ich die von mir vorgelegte Dissertation selbstéandig angefertigt, die
benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstandig angegeben und die Stellen der Arbeit -
einschliel3lich Tabellen, Karten und Abbildungen -, die anderen Werken im Wortlaut oder
dem Sinn nach entnommen sind, in jedem Einzelfall als Entlehnung kenntlich gemacht habe;
dass diese Dissertation noch keiner anderen Fakultat oder Universitat zur Prifung
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nicht verdéffentlicht worden ist, sowie, dass ich eine solche Veroéffentlichung vor Abschluss
des Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde.

Die Bestimmungen der Promotionsordnung sind mir bekannt. Die von mir vorgelegte
Dissertation ist von Prof. Dr. rer. nat. Peter Nirnberg betreut worden.

Teilpublikationen:

Hel3, Sarah Aurora; Biermann, Jan-Philip; Grabmudiller, Melanie; Madea, Burkhard; Thiele,
Ralf; Jager, Richard (2019): Evaluation of STR profiles of single telogen hairs using
probabilistic methods. In: Forensic Science International: Genetics Supplement Series.
DOI: 10.1016/j.fsigss.2019.10.049. Online verfigbar unter:
https://www.fsigeneticssup.com/article/S1875-1768(19)30209-4/fulltext

Hel, Sarah Aurora; Trapani, Salvatore; Boronat, Maria Del Mar; Theunissen, Glenn M.G;
Rolf, Burkhard; Jager, Richard (2021): Ribosomal DNA as target for the assessment of
DNA degradation of human and canine DNA. In: Legal Medicine 48, S. 101819. DOI:_
10.1016/j.legalmed.2020.101819.
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Langenfeld, der 15.11.2021 Sarah Aurora Hel
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