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Abkulrzungen und Definitionen

ACD
ACR
aDNA
aSTR
BER

bp
CE

Coverage

DNA

drop-in

drop-out

ESS-Marker

flanking region

GEDNAP
GMI
HB

ISNP
IHZ

LR

LUS

ul
MPS

allele coverage difference (Differenz der Coverage zweier Allele)
allele coverage ratio (Verhaltnis der Coverage zweier Allele)
ancient DNA, Definition: sehr alte, teils prahistorische DNA
short tandem repeat auf einem autosomalen Chromosom

Abteilung Forensische Genetik, Institut fir Rechtsmedizin, Charité —
Universitatsmedizin

Basenpaar
capillary electrophoresis (Kapillarelektrophorese)

Abdeckung, Definition: Anzahl der Sequenz-Reads, die einen bestimmten
Locus oder ein bestimmtes Allel abdecken

desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)

zusétzlich detektiertes Allel (Artefakt), welches nicht von bekannten
Spendern des DNA-Profils stammt

Allelausfall

European Standard Set, Definition: 12 européische Standard-Marker, die bei
der Erstellung von DNA-Profilen in Europa immer analysiert werden

flankierende Region, Definition: Region auerhalb des Repeat-Musters eines
short tandem repeats bis zur Erkennungssequenz der Primer

German DNA Profiling (jahrlich stattfindender Spuren-Ringversuch)
Institut fir Gerichtliche Medizin der Medizinischen Universitat Innsbruck

heterozygote balance/ intra-locus balance (Ausgewogenheit der Coverage
beider Allele eines Markers)

identity single nucleotide polymorphism (Einzelnukleotidpolymorphismus,
der zur ldentitatsbestimmung genutzt wird)

Isometrische Heterozygote

likelihood ratio (Plausibilitatsquotient), Definition hier: Mal3 fir die
Beweiskraft beziiglich der Hypothese, dass zwei DNA-Profile vom selben
Verdéchtigen abgeleitet wurden

longest uninterrupted repeat sequence (langste ununterbrochene Repeat-
Sequenz eines short tandem repeats)

Mikroliter

massively parallel sequencing (massiv-parallele DNA-Sequenzierung)



mtDNA
ng
NGS
NIST
PCR

pg

repeat region/
repeat

RM Y-STR

SF

SNP
STR
threshold
UAS
X-STR
Y-STR

mitochondriale Desoxyribonukleinséure

Nanogramm

next generation sequencing (Sequenzierung der nachsten Generation)
National Institute of Standards and Technology

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

Pikogramm

Definition: repetitives Sequenzmuster innerhalb eines short tandem repeats

rapidly mutating Y-chromosomal short tandem repat (schnell mutierendes
short tandem repeat auf dem Y-Chromosom)

stutter filter threshold (Messgrenze, die Stotterallele von ,,echten® Allelen
trennt)

single nucleotide polymorphism (Einzelnukleotidpolymorphismus)
short tandem repeat (Mikrosatellit)

Messgrenze

Universal Analysis Software

short tandem repeat auf einem X-Chromosom

short tandem repeat auf dem Y-Chromosom



Zusammenfassung

Zusammenfassung

1 Abstract

Eine der grundlegenden Aufgaben der Forensischen Genetik besteht in der eindeutigen
Zuordnung einer Tatortspur zu einer Person anhand des DNA-Profils. Dazu werden kurze, sich
wiederholende Bereiche der nichtcodierenden DNA untersucht, die als Mikrosatelliten oder short
tandem repeats (STRs) bezeichnet werden. Sie unterscheiden sich von Person zu Person in der
Anzahl ihrer Wiederholungen. Fir die eindeutige Identifizierung einer Person ist die
Kombination mehrerer STR-Marker in einem STR-Profil nétig, welches seit den 90er Jahren mit
Hilfe der Kapillarelektrophorese (CE) erstellt wird. Diese Methode ist kostenglinstig und
zeitsparend, liefert allerdings nur die Information der unterschiedlichen Langen der Marker und
erschwert die Kombination von mehr als 30 STR-Markern in einer Analyse. Um diese Nachteile
zu eliminieren, wird seit einigen Jahren die Technologie massively parallel sequencing (MPS),
auch next generation sequencing (NGS) genannt, in der Forensischen Genetik angewandt. Diese
Technologie ermdglicht die gleichzeitige Sequenzierung von derzeit bis zu 58 STR-Markern
sowie die Detektion zusatzlicher Sequenzvariationen dieser Marker. Meine Promotionsarbeit
befasst sich mit der Analyse forensisch relevanter STR-Marker mittels MPS. Die technisch-
forensische Validierung der Methode ist Gegenstand zweier Publikationen [1, 2]. Hier wurde die
STR-Sequenzierung mit der Standard-Methode CE verglichen, da konkordante, reproduzierbare
Ergebnisse fir die Erstellung forensischer DNA-Profile von hoher Bedeutung sind. Dabei stellte
sich heraus, dass MPS laborubergreifend konkordante und reproduzierbare Ergebnisse liefert.
Die Qualitét entspricht allerdings noch nicht vollstandig derjenigen der CE-Analyse, was sich in
vermehrten Allel-Ausfallen (drop-outs) und Stotterallelen sowie einer suboptimalen inter-locus-
und heterozygote balance widerspiegelt. Des Weiteren wurden laboriibergreifende Unterschiede
der Gerételeistung der Sequenzierplattform aufgedeckt. AnschlieBend Uberprufte ich, welche
Vorteile die Sequenzinformation (MPS) gegenlber der Langeninformation (CE) fir die
forensische Anwendung bringt. Dazu publizierte ich eine weitere Studie [3] zur Sequenzierung
Y-chromosomal lokalisierter STR-Profile von 64 Vater-Sohn-Paaren, um zu priifen, ob MPS das
Aufdecken von Sequenzvariationen und somit die weitere Unterscheidung mannlicher
Verwandter ermdglicht. Es wurden keine zusatzlichen Sequenzvariationen zwischen Vatern und
ihren jeweiligen SoOhnen detektiert. Jedoch wurden Sequenzvariationen zwischen nicht
verwandten Méannern festgestellt, wodurch die Allel-Diversitat der Y-STR-Marker und damit das
Individualisierungspotential erhoht wird. Die Sequenzinformation der STRs ermdglichte
aullerdem die genaue Lokalisation der Lé&ngenvariationen, was hilfreich ist, um
Mutationsereignisse besser zu verstehen. Eine Erhéhung der Diversitdt wurde anhand der
Konkordanzstudien auch flr autosomale STRs festgestellt [1]. Dadurch kann die Auswertung
von komplexen Mischspuren oder von komplexen Verwandtschaftsstrukturen erleichtert werden.
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Meine Promotionsarbeit zeigt, dass der Vorteil der MPS-Technologie eindeutig im
Informationsgewinn liegt und damit die forensische Spuren-Analyse auf ein neues Niveau hebt.

One of the basic tasks of forensic genetics is the unambiguous assignment of a crime scene trace
to a person using DNA profiles. For this purpose, short, repetitive regions of non-coding DNA
are examined. These are called microsatellites or short tandem repeats (STRs). STRs differ from
person to person in the number of their repeats. The combination of several STR markers in one
STR-profile is necessary to identify a person unambiguously. Since the 1990s STR-profiles have
been generated using capillary electrophoresis (CE), which is a quick and cost-effective method.
This method reveals the length-based information only and complicates the simultaneous
analysis of more than 30 markers in one analysis. To eliminate these disadvantages, the
technology of massively parallel sequencing (MPS), also called next generation sequencing
(NGS), has been applied in forensic genetics. MPS enables the simultaneous sequencing of
currently 58 STR markers and reveals additional sequence information. My thesis focuses on the
analysis of forensically relevant STR markers using MPS. First, the method was validated and
compared to CE as part of two publications [1, 2], since concordant, reproducible results are of
high importance for forensic DNA profiling. The published results show concordant and
reproducible results across participating laboratories. However, the quality does not yet match
the quality of CE analysis, showing increased drop-outs and stutter alleles, a poorer inter-locus-
and heterozygote balance. Furthermore, inter-laboratory differences in the performance of the
sequencing devices were revealed. In a further publication [3] | reviewed the advantages of
sequence information (MPS) over length information (CE). | sequenced 64 father-son pairs to
test whether MPS allows the detection of sequence variation and thus a further distinction of
male relatives. Here, no additional sequence variations were detected between fathers and their
respective sons. However, sequence variation was found between unrelated males, resulting in an
increase of allele diversity of the Y-STR-markers. In addition, sequence information allowed the
exact localization of length variations, which is helpful to improve the understanding of
mutational events. An increase of allele diversity was also detected for autosomal STRs during
the concordance studies [1]. This can facilitate the evaluation of complex mixed traces or of
complex kinship cases. My thesis shows that the advantage of the MPS technology for forensic
analysis is the gain of detectable DNA variability. This is relevant for specific forensic cases, and
generally raises forensic DNA analysis to a new level.

2 Einfihrung

Die Forensische Genetik beschaftigt sich mit der Untersuchung von biologischem Material zur
Identifizierung von Personen anhand ihrer Desoxyribonukleinsdure (DNA), um Straftaten
aufzuklaren, Verwandtschaftsverhéltnisse zu bestimmen oder unbekannte Verstorbene zu
identifizieren. Die humane DNA wird dabei an kurzen nichtcodierenden Bereichen von
repetitiven Sequenzmustern (repeat region oder repeat), umgeben von eindeutigen
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Erkennungssequenzen, untersucht. Diese spezielle Art eines DNA-Polymorphismus wird
Mikrosatellit oder engl. short tandem repeat (STR) genannt. Durch den wiederholenden
Charakter dieser STRs kommt es wéhrend der Transkription der DNA zu einer erhdhten
Fehlerrate und infolgedessen (meiotische Rekombination) zu einer hohen allelischen Variabilitat
innerhalb einer Population — also zu verschiedenen Auspragungen dieses Merkmals (Allel). Die
Lange einer Wiederholungseinheit der Sequenzmuster kann dabei 2 bis 7 Basenpaare (bp)
betragen, wobei solche mit 4 bp (beispielsweise GATA) zu den hédufigsten gehdren [4]. Auf
Grundlage ihrer Komposition werden STRs in die Kategorien einfach, zusammengesetzt oder
komplex unterteilt: Bei identischer Lange und Sequenz aller Wiederholungseinheiten (z. B.
[GATA]1w0) handelt es sich um ein einfaches STR, zwei oder mehr benachbarte einfache
Wiederholungen bilden einen zusammengesetzten STR (z. B. [TATA]4[GATA]s) und mehrere
Wiederholungsblocke mit variabler Lange sowie variablen Zwischensequenzen bilden einen
komplexen STR [4]. In der Literatur finden wir neben STR auch die Begriffe STR-Marker und
STR-Locus, hier wird auf die Definition bzw. Lokalisation der STRs durch die sie umgebenen
Erkennungssequenzen hingewiesen.

Durch die Auswertung verschiedener, durch Fachkommissionen (wie z. B. ENFSI) festgelegter
STRs auf den autosomalen Chromosomen (aSTRs) wird das so genannte genetische Profil einer
Person eindeutig ermittelt (mit Ausnahme von eineiigen Zwillingen, die das gleiche genetische
STR-Profil tragen). Fir spezifischere Fragestellungen (beispielsweise bei der Abstammung)
werden auch STRs auf dem Y- oder X-Chromosom (Y-/X-STRs) verwendet.

Seit den 1990er Jahren wird das genetische Profil einer Person oder einer Spur technisch mittels
Kapillarelektrophorese (CE) festgestellt, die eine glinstige und zeitsparende Analysemdglichkeit
darstellt (Publikation 4 [5]). Dennoch weist diese Methode drei wesentliche Nachteile auf: (i) die
Methode dient nur der Messung der L&nge eines STRs, die tatsachliche Sequenzinformation
bleibt somit unsichtbar, (ii) die Auftrennung verschiedener STRs in einer parallelen
Mehrfachreaktion (Multiplex) anhand ihrer Lange bedingt, dass jeder getestete STR fir die
eindeutige Zuordnung in einem unterschiedlichen Léangenbereich liegen bzw. farblich
unterschiedlich markiert werden muss, (iii) die verl&ssliche Bestimmung ist auf eine
Sequenzlange von hochstens 600 bp beschrankt. Das heiflt, bei einem maximal nutzbaren
Bereich von ca. 80 bis 500 bp und der gleichzeitigen Nutzung von bis zu 6 Farbkanélen ist die
Anzahl der moglichen kombinierten Marker zurzeit auf maximal 30 STR-Marker begrenzt [6-8].

So hat in den letzten Jahren die Technologie des massively parallel sequencing (MPS), auch next
generation sequencing (NGS) genannt, Einzug in die Forensik gehalten mit dem Ziel, diese
Nachteile zu eliminieren (Publikation 4 [5]). Mit Hilfe dieser Technologie kénnen nicht nur die
Langenvarianten des einzelnen STRs, sondern auch dessen Sequenzvarianten detektiert werden.
Diese Sequenzvarianten kénnen innerhalb der Repeat-Struktur eines STRs liegen oder auRerhalb
in der von den Primern flankierten Erkennungssequenz (flanking region). Verschiedene Studien
konnten zeigen, dass zusétzliche Sequenzvarianten die Anzahl mdglicher Allele eines STR-
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Markers erheblich erhéhen kénnen, womit die Wahrscheinlichkeit der eindeutigen Person-Spur-
Zuordnung steigt [9-19]. Die Kenntnis der Erkennungssequenz in den Analyseergebnissen hebt
die Beschrankung der Lé&ngenauftrennung auf und ermdglicht der MPS-Technologie die
Kombination sehr vieler STR-Marker. Kommerziell werden bisher maximal 58 STR-Marker
[20] kombiniert. Wie bei der CE gibt es auch bei MPS eine Beschrankung der maximalen L&nge
eines STRs fur die sichere Bestimmbarkeit. Sie liegt zurzeit deutlich unter der der CE mit ca.
300 bp.

Um die MPS-Technologie in der Routinearbeit anwenden zu kdnnen, muss diese Methode
zunéachst umféanglich validiert werden und auf Kompatibilitdt mit der Standardmethode CE
Uberprift werden. In der Forensik sind fur die Validierung die Reproduzierbarkeit und
Konkordanz der Ergebnisse, die Sensitivitat, die Auswertbarkeit von Mischspuren sowie von
inhibierten Proben und Proben aus der Fallarbeit von Bedeutung. Darlber hinaus spielt bei der
erfolgreichen Implementierung einer neuen Technologie in den Arbeitsablauf der forensischen
DNA-Analyse die Konformitét der Ergebnisse aus verschiedenen Labors und die Ausarbeitung
einer einheitlichen Nomenklatur der neu detektierten, auf Sequenzvarianten basierenden Allele
eine wichtige Rolle. Es wurden bereits Validierungsstudien zu diesen forensischen Kernthemen
veroffentlicht [15, 21-31], die sich jedoch nicht mit der Problematik der Konformitit zwischen
den Laboren beschéftigen (Publikation 4 [5]).

Zusammen mit dem National Institute of Toxicology and Forensic Sciences Spain (Abteilung in
Madrid) und der DNA-Abteilung des Instituts fir Gerichtliche Medizin der Medizinischen
Universitat Innsbruck (GMI) arbeitete ich am Institut fir Rechtsmedizin, Charité -
Universitatsmedizin Berlin (BER) im EU-finanzierten Projekt DNASeqEXx. Ziel dieses Projekts
war es, die MPS-Technologie in der Forensik zu implementieren, die zwei derzeit verfligbaren
MPS-Plattformen zu vergleichen und eine laborubergreifende Konformitat der Ergebnisse zu
prufen (Publikation 1 [1] und 2 [2]). Im Review Paper (Publikation 4 [5]) haben alle Beteiligten
des DNASeqEx Projekts den aktuellen Stand der Technik der STR-Sequenzierung in der
Forensischen Genetik zusammengefasst.

Zusatzlich  beschéaftige ich  mich mit der Durchfiihrung von Y-chromosomalen
Verwandtschaftsstudien mittels MPS, um die Sequenzvariabilitdit von Y-STRs zu ermitteln
(Publikation 3 [3]). Hintergrund dieses Projektes ist, dass Tatortspuren oft Mischungen
verschiedener Personen und damit verschiedener DNA aufweisen, die eine eindeutige
Identifizierung einer einzelnen Person erschweren. Bei Straftaten gegen die sexuelle
Selbstbestimmung werden vorwiegend Abstriche aus dem Koérperinneren (Vagina, Anus, Mund)
entnommen, die erwartungsgemal fast ausschlief3lich aus Material der weiblichen Geschédigten
bestehen. In der autosomalen STR-Analyse kann dann oft nur das weibliche Profil detektiert
werden. VVon solchen Spuren werden in unserer Abteilung gleichzeitig auch mann-spezifische Y-
chromosomale STR-Analysen durchgefiihrt [32]. Aufgrund der Y-Chromosom-Spezifitat kann
oft ein ,,single source* Y-Profil des mannlichen Taters erstellt werden, auch wenn die mannliche
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Komponente im autosomalen Profil aufgrund des Mischungsverhaltnisses nicht festgestellt
werden konnte. Das Problem der Y-STRs zum Zweck der Identifizierung ist aber, dass
mannliche Verwandte einer paternalen Linie in mehreren Generationen auf Grund fehlender
Rekombination oft das gleiche Y-Chromosom tragen. Deshalb kann ein Y-chromosomales STR-
Profil oft nicht zwischen einem Tatverdéchtigen und beispielsweise seinem Bruder oder Vater
unterscheiden. Neben der Langenvariante (CE) lassen sich aber mit Hilfe der MPS-Technologie
auch andere Sequenzveranderungen feststellen, die eine Unterscheidung zwischen
Tatverddchtigem und seinen mannlichen Verwandten wahrscheinlicher machen.

3 Zielstellung

Seit den 90er Jahren wird das STR-Profil einer Person oder einer Spur mittels der ginstigen und
zeitsparenden Analysetechnik CE erstellt (Review Paper: Publikation 4 [5]). Ziel meiner
Promotionsarbeit ist es, forensisch bekannte STR-Marker mit der neueren Technologie MPS zu
analysieren. Dabei steht die Validierung der Methode im Vordergrund. Fir die Erstellung
forensischer DNA-Profile im nationalen, europdischen und weltweiten Kontext sind
konkordante, reproduzierbare Ergebnisse von hoher Bedeutung. Deshalb soll MPS zunachst mit
der bestehenden Methode CE verglichen werden. Im Detail werden Konkordanz,
Reproduzierbarkeit, Sensitivitat sowie die Analyse von Mischspuren verglichen und Uberpruft.
Wichtig ist dabei nicht nur der Vergleich der Daten im eigenen Labor, sondern auch, dass
reproduzierbare Ergebnisse labortibergreifend generiert werden kénnen (Publikation 1 [1] und 2
[2]). Des Weiteren soll Uberprift werden, ob der Erhalt der Sequenzinformation fur die
Auswertung forensischer DNA-Profile ein nutzlicher bzw. entscheidender Gewinn ist. Zu diesem
Zweck werden Y-STR-Profile mehrerer Vater-Sohn-Paare sequenziert, um zu prifen, ob die
MPS-Analyse durch das Aufdecken von Sequenzvariationen die weitere Unterscheidung
mannlicher Verwandter ermdglicht (Publikation 3 [3]).

4 Material und Methodik

4.1 Gerate und Technologien

Zur MPS-Analyse gibt es derzeit zwei validierte Plattformen/Technologien:

(1) lon Torrent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA): Halbleiterverfahren, um mittels
Halbleiterchip-Detektion von lonen eine unmittelbare nicht optische Sequenzierung
durchzufuhren

(i)  MiSeqg/ MiSeq FGx (Illumina, San Diego, USA): Optische in situ Detektion von vier
verschiedenfarbig fluoreszierenden Kettenabbruchsubstraten entsprechend der vier
Nukleinsduren.

Fir die Forensik stehen zurzeit drei kommerzielle MPS-STR-Kits zur Verfligung:

(1) ForenSeq DNA Signature Prep Kit (Verogen, San Diego, USA) [20]
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e 27 aSTRs, Amelogenin, 24 Y-S
e TRs, 7 X-STRs und 94 identity single nucleotide polymorphisms (iSNPs)
e kompatibel mit der Sequenzierplattform MiSeq
e Auswertung mit Universal Analysis Software (UAS)
(i)  Precision ID Globalfiler™ V2.0 NGS STR Panel v2 (Thermo Fisher Scientific) [33]
e 31aSTRs, 1Y-STR und 3 Geschlechtsmarker (Amelogenin, SRY und rs2032678)
e kompatibel mit der Sequenzierplattform lon Torrent
e Auswertung mit Torrent Suite Software und Converge Software
(iii)  PowerSeq™ Auto/Mito/Y System (Promega, Madison, USA) [34]
e verschiedene Multiplex-Sets an: 22 aSTRs (+ Amelogenin), 23 Y-STRs, 10 Amplikons
auf der Kontrollregion der mitochondrialen DNA (mtDNA)
e kompatibel mit der Sequenzierplattform MiSeq
e keine Analysesoftware: open-source oder eigenentwickelte Software.

4.2 Probenauswahl

Um zu ermdglichen, dass Ergebnisse labortbergreifend verglichen werden konnen, wurden
Proben verwendet, die fur alle Labore zuganglich sind (Publikation 1 [1]) bzw. Proben zwischen
den Laboren geteilt (Publikation 2 [2]). Fir Publikation 1 [1] wurden Proben von GEDNAP
(German DNA Profiling - jahrlich stattfindender Spuren-Ringversuch), standardisierte
Referenzproben des NIST (National Institute of Standards and Technology, 2391¢c Komponenten
A-F, 2372 Komponente A) sowie Kontroll-DNA Proben aus verschiedenen STR-Kits verwendet.
In Publikation 2 [2] kamen wiederum NIST Referenzproben (2392c, Komponente A-C),
GEDNAP-Proben sowie Kontroll-DNA Proben aus STR-Kits zum Einsatz. Zusatzlich wurden
vier sehr alte DNA-Proben (ancient DNA - aDNA) analysiert, welche aus dem 5. bis 8.
Jahrhundert stammen. Flr diese Studie wurden am Institut fiir Gerichtliche Medizin der
Medizinischen Universitat Innsbruck (GMI) die Proben bis zu einem fertig sequenzierbaren
Reagenz vorbereitet und anschliellend an die acht teilnehmenden Labore zur Analyse versendet.
Fur Publikation 3 [3] wurden von 64 Vater-Sohn-Paaren Mundschleimhautabriebe genommen
und daraus die DNA extrahiert.

4.3 STR-Typisierung mittels Kapillarelektrophorese (CE)

Das bis heute verwendete Standardverfahren zur Erstellung eines STR-Profils ist die CE. Die
Anreicherung der STR-Sequenzen erfolgt zundchst tber eine Multiplex-PCR, bei der mehrere
STR-Marker kombiniert werden.

In Publikation 1 [1] kamen verschiedene Kits fir die Amplifikation der STRs zur Anwendung:
AmpFLSTR™ NGM Select™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific), AmpFLSTR™
NGM SElect™ Express Kit (Thermo Fisher Scientific), PowerPlex® ESX17 (Promega),
PowerPlex® 16 System (Promega), PowerPlex® 21 System (Promega), PowerPlex® Y23 System
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(Promega) sowie das Investigator Argus X-12 Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). In Publikation
3 [3] wurde hauptsachlich das PowerPlex® Y23 System (Promega) verwendet. Zur Analyse von
schnell mutierenden Y-STRs (rapidly mutating oder RM Y-STRs) wurde ein modifiziertes RM
Yplex Assay von Alghafri et al. [35] (siehe Supplementary File S1 Publikation 3 [3]) angewandt,
indem der hochpolymorphe Marker DY S464 statt des Markers DY S518 einbezogen wurde.

In der PCR werden die Amplifikate mit bis zu sechs verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert [6, 7]. Im elektrophoretischen Schritt wird dann die Laufzeit jedes
fluoreszenzmarkierten Fragments bis zur Laserdetektion gemessen und mittels Kennkurve zu
einer Fragmentlange Kkorreliert. Die unterschiedliche Farbmarkierung ermdglicht, dass im
Anschluss mehrere Marker derselben GrélRe im Elektropherogramm in verschiedenen
Farbkanélen separiert werden kénnen. Alle Amplifikate werden im Elektropherogramm als Peak
dargestellt. Die Position des Peaks wird im Abgleich mit einer Allelleiter einem bestimmten
Allel und somit der spezifischen Repeat-Anzahl zugeordnet. Die CE wurde in Publikation 1 [1]
und Publikation 3 [3] am Applied Biosystems 3130xlI Genetic Analyzer bzw. am Applied
Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt, in Publikation 2 [2]
am Applied Biosystems Prism 3500XL Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific).

4.4 STR-Typisierung mittels massively parallel sequencing (MPS)

Alle Sequenzierreaktionen fur diese Arbeit wurden am MiSeq FGx (lllumina) durchgefihrt.
Beim MiSeq FGx System handelt es sich um eine spezialisierte Sequenzierplattform fir die
forensische Anwendung. Dem forensischen Anwender sind dabei alle Mdglichkeiten der
normalen MiSeq Plattform im Research Modus gegeben sowie die zusatzliche Anwendung des
Forensik Modus, welcher nur mit der Nutzung des ForenSeq DNA Signature Prep Kits
ausfihrbar ist. Die dazu gehdrige UAS ermdglicht die Auswertung aller im Kit enthaltenen
Marker.

Die eigentliche Sequenzierreaktion findet im MiSeq auf einem Glasobjekttrager, der Flow Cell,
in einer integrierten Kapillare statt. Um gewilinschte DNA-Sequenzen auf dem MiSeq zu
sequenzieren, mussen diese an die Flow Cell binden. Dazu ist zunéchst die sogenannte Library
Préparation notig, welche in Publikation 1 [1], Publikation 2 [2] und Publikation 3 [3] mit Hilfe
des ForenSeq DNA Signature Prep Kits durchgefiihrt wurde. Hierbei werden die Enden der Ziel-
Sequenzen mit P5/P7-Adaptern, Indices und Bindungsstellen fur die Sequenzierprimer versehen,
wonach dieser Komplex als Library bezeichnet wird. Die angehangten P5/P7-Adapter sind
komplementér zu Oligomeren auf der Flow Cell und erméglichen somit, dass die Sequenzen an
die Flow Cell binden. Indices dienen der spateren bioinformatischen Zuordnung der Sequenzen
zur jeweiligen Probe. Da fir die Sequenzierung bis zu 96 Proben in einem Pool vereint werden,
wird jede Probe mit einem spezifischen Indexpaar versehen. Das Anhéngen der
Sequenzierprimerbindestellen, Indices und Adapter erfolgt bei der ForenSeq-Chemie Uber das
Verfahren der nested PCR mit zwei nacheinander laufenden PCRs. AnschlieBend ist eine
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Aufreinigung notig, bei der alle tiberschiissigen Primer, Primerdimere bzw. Adapterdimere und
restlichen Reaktionskomponenten entfernt werden, sodass nur vollstdndige Libraries in der
Losung verbleiben. Die Aufreinigung erfolgt beim ForenSeq DNA Signature Prep Kit Uber
magnetische Beads. Um eine ausgewogene Abdeckung aller Proben zu garantieren, werden alle
Libraries normalisiert. Das heif3t, die Konzentration aller Libraries wird auf den gleichen Level
gebracht, was hier wiederum mit Hilfe der magnetischen Beads erreicht wird. Nun werden alle
Libraries in einem Pool vereint, um sie anschliefend in den MiSeq FGx zu laden. Die Probe
wird dazu in die Sequenzier-Cartridge pipettiert, die alle weiteren benotigten Chemikalien
enthélt.

Auf der Flow Cell findet vor der eigentlichen Sequenzierung die Cluster-Generierung statt.
Dabei wird jedes urspriingliche PCR-Produkt bis zu 1000 Mal in einem Cluster mit einer GroRe
von 1 um vervielfaltigt. Zum einen wird durch diese Vervielféltigung ein ausreichend starkes
Lichtsignal bei der Sequenzierung erzeugt, zum anderen werden dadurch Sequenzierfehler
deutlich. Die anschlieRende Sequenzierung erfolgt zyklusweise nach dem Sequencing-by-
Synthesis Prinzip [36]. Ein Zyklus der Sequenzierung besteht im Wesentlichen aus drei Schritten
und bendtigt funf bis sechs Minuten: (i) Einbau eines Nukleotids, welches mit einem reversiblen
Terminator und einem reversiblen Fluorophor versehen ist. (ii) Detektion der Basen-spezifischen
Wellenlange (530 & 660 nm) nach Anregung mit einem Diodenlaser durch zwei Digitalkameras.
(iii) Waschen und Entfernen des reversiblen Terminators und des Fluorophors, sodass im
nachsten Zyklus ein neues Nukleotid eingebaut werden kann. Pro Zyklus wird somit eine Base
jedes Clusters sequenziert. Von einem Cluster werden alle Kopien zusammen als sogenannter
Read detektiert. Es werden Millionen von Reads generiert, die alle urspringlichen PCR-
Fragmente reprasentieren. Die Entstehung dieser Millionen Reads verleiht der Methode den
Namen massively parallel sequencing. Zusatzlich werden von jedem Cluster drei weitere Reads
erzeugt, die fir die bioinformatische Zuordnung der Reads zu einem Marker und zu einer Probe
notwendig sind. So erhélt man von jedem Cluster insgesamt vier Reads. Read 1 stellt, wie bereits
beschrieben, die gewiinschte Zielsequenz dar. Read 2 ist eine Sequenzierung derselben Sequenz
in die entgegengesetzte Richtung, was als paired-end Sequenzierung bezeichnet wird. Diese Art
der Sequenzierung ermdglicht durch eine Uberlagerung von Read 1 und 2, Sequenzierfehler zu
eliminieren oder langere Sequenzen (mit weniger Uberlappung) zu sequenzieren. Zwei der vier
Reads repréasentieren somit die Zielsequenz. Die beiden anderen Reads ergeben sich aus der
Sequenzierung der beiden Indices. Uber die Position auf der Flow Cell werden die vier Reads
einander zugeordnet und anschlieBend in einer Datei zusammengefihrt. Die Sequenzierchemie
(Reagent Cartridge) bestimmt, wie viele Basen sequenziert werden kdnnen. Beim ForenSeq
DNA Signature Prep Kit ist die Readlédnge festgelegt: 351 bp werden von Read 1, 31 bp von
Read 2 und jeweils acht bp werden von beiden Indices sequenziert. Diese ungleiche Verteilung
der Readldnge von Read 1 und 2 stellt eine Ausnahme dar, ist aber wichtig, um die gesamte
Lange eines STRs ohne Unterbrechung durch Read 1 abzudecken und dadurch die korrekte
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Anzahl der Repeats im STR wiederzugeben. Der kurze Read 2 ist notwendig, um die Sequenzen
einem STR-Marker eindeutig zuordnen zu koénnen. Bei der Auswertung der Daten wird die
Abdeckung (coverage) jeder Sequenz als Read-Anzahl angegeben. Die Auswertung ist fir
Publikation 1 [1] und Publikation 2 [2] mit Hilfe der UAS erfolgt, fir Publikation 3 [3] mit Hilfe
der im Rahmen des DNASeqEx Projekts entwickelten Software wintermute (open-source
Software, verfligbar unter https://github.com/545ch4/wintermute, letzter Zugriff am 24.02.2021).

5 Ergebnisse

Publikation 1 [1] und Publikation 2 [2] behandeln die Validierung und Evaluierung des
ForenSeq DNA Signature Prep Kits am MiSeq FGx System. Publikation 1 [1] konzentriert sich
dabei auf die Validierung zwischen zwei Laboren mit den Schwerpunkten Konkordanz,
Reproduzierbarkeit, Sensitivitat und Mischspurenanalyse. Hierbei wurden alle Schritte von der
Probenextraktion bis zur Sequenzierung am MiSeq FGx in jedem Labor selbststandig
durchgefuhrt. Publikation 2 [2] evaluiert dieselben Schwerpunkte sowie die Analyse von aDNA
zwischen acht teilnehmenden Laboren. Um die vielen Einflussfaktoren wéhrend der komplexen
Library Préaparation zu eliminieren und die Vergleichbarkeit des MiSeq FGx Systems deutlich zu
machen, wurde hier nur die Sequenzierung an sich in jedem Labor selbststandig durchgefinhrt.
Die Library wurde dazu im GMI fir die Sequenzierung vorbereitet und dann an die sieben
weiteren teilnehmenden Institute versendet. In Publikation 3 [3] wurden Y-STRs von 64 Vater-
Sohn-Paaren analysiert und auf Sequenzvariationen sowohl der verwandten Personen als auch
der nicht verwandten Personen untersucht.

5.1 Konkordanz und Reproduzierbarkeit

Die Konkordanz des ForenSeq DNA Signature Prep Kits wurde sowohl zum Standardverfahren
CE, zu bekannten Referenzprofilen sowie zwischen den Resultaten der verschiedenen Labore
gepruft (Publikation 1 [1] und 2 [2]).

In Publikation 1 [1] wurden MPS-Ergebnisse von 372 (GMI) / 288 (BER) aSTRs, 42 (GMI) /
126 (BER) X-STRs und 198 (GMI und BER) Y-STRs mit den CE-Ergebnissen verglichen. Alle
Ergebnisse waren konkordant bis auf drei Unstimmigkeiten bei den Ergebnissen von BER: Hier
wurden in drei Markern (VWA, DYS385ab, DXS10135) Stotterallele auf Grund stérkerer
Amplifikation vom Filter der UAS nicht erkannt und somit falschlicherweise als Allel detektiert
(SF). Bei Stotterallelen handelt es sich um PCR-Produkte, die wahrend der PCR durch
Strangrutschen  (slippage) der Polymerase entstehen und typischerweise eine
Wiederholungseinheit kleiner sind als das echte Allel. Bei der Konkordanz-Prifung der MPS-
Ergebnisse zwischen den beiden teilnehmenden Instituten wurden 504 aSTRs, 126 Y-STRs und
240 X-STRs verglichen. Zusétzlich zu den bereits vorher beobachteten Stotterallelen wurde hier
ein drop-out im Marker DXS10103 beobachtet (siehe Tabelle 3, Supplementary data Publikation

1[1D).
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In Publikation 2 [2] wurden MPS-Ergebnisse von 162 aSTRs, 120 Y-STRs und 42 X-STRs mit
Referenzprofilen und MPS-Ergebnisse der acht teilnehmenden Institute miteinander verglichen.
Alle aSTRs und Y-STRs waren vollstdndig konkordant. Bei den X-STRs wurden acht
Diskrepanzen beobachtet, alle im Marker DXS10103: Dieser wies zwei Allel- und sechs Locus-
Ausfalle (drop-out beider Allele eines Loci) auf. Stotterallele, welche tber dem threshold der
UAS liegen, wurden hier nicht beobachtet (siehe Tabelle S4 Publikation 2 [2]).

In Publikation 1 [1] wurde anhand der Analyse von duplizierten Proben zusatzlich die
Reproduzierbarkeit in 1008 aSTRs, 252 X-STRs und 480 Y-STRs (von beiden Instituten)
uberpruft. Dabei waren die Ergebnisse in 30 Féllen nicht reproduzierbar: Stotterallele traten in
funf aSTRs, zwei X-STRs und neun Y-STRs auf. Auch die Problematik des Markers DXS10103
wurde hier erneut bestatigt, fur welchen 13 drop-outs detektiert wurden. Ein weiterer drop-out
wurde im Marker VWA beobachtet (siehe Tabelle 3, Supplementary data Publikation 1 [1]).

Im Vergleich mit den CE-Ergebnissen wurden unter den MPS-Ergebnissen 17 isometrische
Heterozygoten (IHZ, Publikation 1 [1]) beobachtet. Eine IHZ ist ein heterozygoter STR-Marker,
dessen Allele die gleiche Lénge, aber eine unterschiedliche Sequenz aufweisen. Diese IHZs
konnen mittels CE nicht nachgewiesen werden, weshalb MPS hier einen Informationsgewinn
bringt. Dabei stellte sich heraus, dass einige dieser IHZs in der flankierenden Region liegen, was
nicht deutlich in der UAS gekennzeichnet ist (siehe Supplementary data Publikation 1 [1]).

In Publikation 3 [3] wurden zur Untersuchung der Konkordanz die MPS-Ergebnisse von 64
Vater-Sohn-Paaren (87 Personen insgesamt) mit CE-Ergebnissen des PowerPlex® Y23 Systems
verglichen. Zusétzlich wurden 13 schnell mutierende Y-STRs (rapidly mutating STRs — RM Y-
STRs) mit einem modifizierten RM Yplex-Assay untersucht (Verwendung von DYS464 anstelle
von DYS518, siehe Supplementary File S1 Publikation 3 [3]), der von Alghafri et al. [35]
entwickelt wurde. Dadurch konnten 22 Y-STRs uberlappend mit beiden Analysemethoden (CE
und MPS) analysiert werden (siehe Supplementary File S2 Publikation 3 [3]). Insgesamt wurden
1.914 Y-STR-Maker verglichen, wovon 1.880 (98 %) konkordant waren. Diskrepanzen kamen
auf Grund eines drop-outs im Marker DYS392, mehrerer Uberexprimierter Stotterallele (DYS
385ab, DYS392, DY S456, DYS576, DYF387S1 und DY S612) sowie weniger Sequenz-drop-ins
(DYS437 und DY448) zustande. Bei Sequenz-drop-ins handelt es sich um zusatzliche
Amplifikationen des gleichen nummerischen Allels, welche sich nur anhand ihrer Sequenz
unterscheiden. Diese wiesen alle eine Peak Height Ratio (PHR) zwischen 10 % und 13 % auf,
weshalb sie von der Software wintermute als Allel bewertet wurden.

5.2 Coverage, inter- und intra-locus balance

Die abweichenden Clusterdichten bei Sequenzierung der gleichen Library an acht verschiedenen
MiSeq FGx Systemen wiesen auf eine unterschiedliche Performance der Gerdte hin: Im
Durchschnitt lag die Clusterdichte bei 645 K/mm?, das Minimum lag bei 432 K/mm?, das
Maximum bei 862 K/mm? (siehe Tabelle 1 Publikation 2 [2]). Weiterhin wurde gepriift, ob diese
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Abweichungen der Clusterdichte sich auch auf die Locus-Coverage, die heterozygote (intra-
locus) balance (HB) und somit die Dateninterpretation auswirken.

Da Spurenproben selten eindeutige STR-Profile einer einzelnen Person enthalten, ist es wichtig,
dass sowohl die STR-Marker in einem Kit untereinander (inter-locus balance), als auch die
beiden Allele eines heterozygoten Markers (HB) in ihrer Coverage gut ausbalanciert sind, um
eine Interpretation der Ergebnisse zu ermdglichen. In Publikation 1 [1] wurde zur Beurteilung
der inter-locus balance die Standardabweichung o (gemaR[37, 38]) fir jeden Locus jeder Probe
in 68 MPS-Experimenten (34/58 STR-Marker) berechnet und mit bekannten CE-Werten
verglichen [38]. Der hier beobachtete Medianwert betrug 49 % mit einer annédhernd normalen
Verteilung (siehe Abbildung 1 Publikation 1 [1]). Fir CE-Experimente wurde ein Median von 28
% flr 16 autosomale Loci ermittelt [38]. In Publikation 2 [2] wurde zur Abschatzung der inter-
locus balance die Coverage der einzelnen STR-Loci betrachtet. In Publikation 2 [2] variierte die
durchschnittliche Coverage pro Locus Uber alle Laufe von 49.387 Reads (THO1) zu 314 Reads
(DXS10103, Tabelle S5 Publikation 2 [2]). Diese Zahlen zeigen ein deutliches Ungleichgewicht
der Inter-Locus balance. Die abweichende Clusterdichte unter den Instituten spiegelte sich auch
in Abweichungen der Locus-Coverage und der Sequenzier-Tiefe des gesamten Laufs
(Gesamtanzahl der Reads/Run) wider: Die durchschnittliche Locus-Coverage reichte von 7.437
Reads/Locus (Run 2) bis zu 19.044 Reads/Locus (Run 7), die durchschnittliche Sequenzier-Tiefe
reichte von 438.786 Reads/Run (Run 2) bis zu 1.123.576 Reads/Run (Run 7, siehe Tabellen 1
und S5 Publikation 2 [2]).

Zur Betrachtung der HB wurde in Publikation 1 [1] die allele coverage difference (ACD)
berechnet. Eine ACD nahe 0 bedeutet, dass die beiden Allele eines heterozygoten Markers
nahezu gleich stark abgedeckt sind. Eine ACD von 1 bedeutet, dass eines der beiden Allele
ausgefallen ist. Die ACD wurde in dieser Studie fir zwei Proben (NIST2372A und 2800M) fur
jeweils 6 unterschiedliche Verdinnungen, ausgehend vom Optimum 1000 pg bis hin zu 31 pg,
berechnet (siehe Abbildung 3 Publikation 1 [1]). Wie zu erwarten, zeigte sich bei hdherem
DNA-Einsatz auch eine bessere HB. Bis zu einem DNA-Einsatz von 250 pg erzielten die
meisten Marker eine ACD < 0,3. Dabei waren VWA, Amelogenin und D1S1656 die Marker mit
der durchschnittlich hdchsten ACD. D7S820, D8S1179 und THO1l zeigten mit einer
durchschnittlichen geringen ACD eine ausgeglichene HB. In Publikation 2 [2]Jwurde die HB als
allele coverage ratio (ACR) bei einem DNA-Einsatz von 1 ng berechnet, wobei hier umgekehrt
zur ACD eine ACR nahe 0 auf ein drop-out hindeutet und eine ACR nahe 1 eine gute HB
beschreibt. Hier wiesen alle Marker eine gute HB mit einer ACR > 0,6 (threshold der UAS) auf
mit Ausnahme von D22S1045 (ACR = 0,43) und D5S818 (ACR = 0,57). Das bereits
beschriebene Ungleichgewicht der inter-locus balance schien keinen groRen Einfluss auf die HB
zu haben: So wurde fir THO1 die hochste Locus- Coverage und eine gute HB (ACR = 0,95)
ermittelt, wobei D19S443 bei den meisten L&ufen eine sehr niedrige Coverage, aber trotzdem
eine gute HB (ACR = 0,82) zeigte (siehe Tabelle S6, Abbildung 1 Publikation 2 [2]). Die
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beobachteten Varianzen der Locus-Coverage und der Clusterdichte zwischen den Instituten
hatten nur eine geringe Auswirkung auf die HB (siehe Tabellen 1 und S6, Abbildung 1
Publikation 2 [2]).

5.3 Sensitivitat

Der optimale DNA-Einsatz beim ForenSeq DNA Signature Prep Kit liegt bei 1 ng auf 5 ml.
Spurenproben weisen oft einen niedrigeren DNA-Gehalt auf, weshalb die Sensitivitat jedes
forensischen STR-Kits systematisch validiert werden muss. Dazu wurden zwei unterschiedliche
Proben in sechs Verdunnungsstufen (1000 pg, 500 pg, 250 pg, 125 pg, 63 pg, 31 pg) jeweils in
Triplikaten und in zwei Sequenzierldufen pro Labor analysiert (siehe Tabelle 1 Publikation 1
[1]). Hierbei wurde sowohl die Ergebnisqualitat (drop-outs und HB) in Abhéangigkeit von der
Verdunnung (1000 pg — 31 pg), als auch in Abhéangigkeit von der Probenanzahl pro
Sequenzierlauf (20 vs. 38 Proben) untersucht. Zusatzlich wurde berprift, ob Unterschiede
zwischen den beiden Proben auftreten und ob ein héherer finaler Library-Einsatz auf dem MiSeq
FGx (10 pl BER vs. 7 ul GMI) die Sensitivitat verbessern kann (Publikation 1 [1]). In
Publikation 2 [2] wurde eine Mischprobe ebenfalls in 6 Verdinnungsstufen (1000 pg, 500 pg,
250 pg, 125 pg, 63 pg, 31 pg) jeweils in Duplikaten von allen acht teilnehmenden Instituten
sequenziert (siehe Tabelle S1 Publikation 2 [2]) und auf drop-outs und Unterschiede zwischen
den Instituten untersucht.

Abbildung 2 in Publikation 1 [1] zeigt die durchschnittliche Anzahl von Locus-Ausfallen bei 12
betrachteten ESS-Loci (12 europdische Standard-Marker, die bei der Erstellung von DNA-
Profilen in Europa immer analysiert werden) bei den unterschiedlichen Verdinnungsstufen. Wie
zu erwarten, stiegen die drop-outs mit abnehmendem DNA-Einsatz an. Dabei wurde der Einfluss
der erhohten Probenanzahl (38 vs. 20 Proben pro Sequenzierlauf) deutlich: Bei einem DNA-
Einsatz von 63 pg und der gleichzeitigen Analyse von 38 Proben wurden hier nur 66,7 % der
Allele (im Durchschnitt 8 von 12 Markern) detektiert, bei der gleichzeitigen Analyse von nur 20
Proben wurden bei gleichem DNA-Einsatz tiber 90 % der Allele (im Durchschnitt 11 von 12
Markern) detektiert. AuBerdem wurden bei der gleichzeitigen Sequenzierung von 38 Proben
erste drop-outs bereits bei einem DNA-Einsatz von 125 pg beobachtet (vs. 63 pg DNA-Einsatz
bei 20 Proben). Zwischen der Probenart wurden keine Abweichungen deutlich. Im Gegensatz zu
der erwarteten erhohten Empfindlichkeit bei einem finalen Library Input von 10 pl (BER) statt 7
pl (GMI) zeigten sich mehr Locus-Ausfélle in BER als in GMI (Publikation 1 [1]). Hier wurde
bereits eine gerateabhangige Varianz vermutet, die sich in Publikation 2 [2] bestétigte, wo Run 2
deutlich schlechtere Ergebnisse im Vergleich mit den anderen Instituten (Run 0-1, 3-8) erzielte
(siehe Abbildung 2, Tabelle S8 Publikation 2 [2]). Zusatzlich wurde in Publikation 1 [1] die HB
uber die verschiedenen Verdinnungsstufen betrachtet, was bereits im Abschnitt 5.2 beschrieben
wurde.
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In Publikation 2 [2] wurden 26 Proben pro Sequenzierlauf sequenziert und alle im ForenSeq
DNA Signature Prep Kit enthaltenen Marker betrachtet. Fiir aSTRs wurde in Publikation 2 [2]
ein erster drop-out bei 250 pg beobachtet. Bei Y-STRs erschienen erste drop-outs bereits bei 500
pg, bei X-STRs bereits bei 1000 pg DNA-Einsatz. Autosomale STRs wurden bis zu einem DNA-
Einsatz von 62 pg in tber 90 % korrekt typisiert, X- und Y-STRs bis zu einem DNA-Einsatz von
125 pg. Bei einem DNA-Einsatz von 31 pg wurden 71 % der aSTRs, 60,3 % der Y-STRs und
81,1 % der X-STRs fehlerfrei typisiert (siehe Tabelle S8, Abbildung S1 Publikation 2 [2]). Dabei
zeigten sich zwischen den Instituten vergleichbare Sensitivitats-Level mit Ausnahme von Run 2,
wo deutlich hohere drop-outs sichtbar waren (siehe Tabelle S8, Abbildungen 2 und S1
Publikation 2 [2]).

5.4 Mischspuren

Wie bereits erwéhnt, weisen Spurenproben selten eindeutige STR-Profile einer Einzelperson auf,
sondern haufig Mischprofile mehrerer Personen. Zu diesem Zweck wurden in Publikation 1 [1]
und Publikation 2 [2] verschiedene Mischungen getestet. Publikation 1 [1] untersuchte
Mischungsverhdltnisse von 1:1, 1.5, 1:10, 1:15 wund 1:20, Publikation 2 [2]
Mischungsverhaltnisse von 83,3:16,7, 90,9:9,1, 93,7:6,3 und 95,2:4,8. Zum Zweck der besseren
Vergleichbarkeit mit Publikation 1 [1] wird das Verhaltnis 83,3:16,7 im Nachfolgenden als 1:5,
90,9:9,1 als 1:10, 93,7:6,3 als 1:15 und 95,2:4,8 als 1:20 beschrieben. In Publikation 1 [1]
wurden dabei Mann-Frau und Mann-Mann Mischungen analysiert. Bei ménnlich/weiblichen
DNA-Mischungen wurde jeweils die weibliche als auch die ménnliche Komponente im
Uberschuss untersucht. Publikation 2 [2] wahlte Mann-Frau Mischungen, wobei die mannliche
Komponente immer im Uberschuss eingesetzt wurde. Zusitzlich wurde in Publikation 1 [1] das
Verhalten bei sogenannten Extremmischungen mit einem Verhéltnis von 1:100, 1:500 und
1:1000 betrachtet, wobei die weibliche Komponente im Uberschuss eingesetzt wurde.

Um zu beurteilen, wie gut die Mischungsverhéltnisse in den MPS-Resultaten wiedergegeben
werden, wurde das tatsdchliche Verhéltnis zwischen der Read-Anzahl von Minor- und
Hauptkomponente der MPS-Ergebnisse berechnet und in Abbildung 4 (Publikation 1 [1]) fir alle
Marker in Bezug zum anfangs eingestellten Verhéltnis abgebildet. Insgesamt wurden die
eingestellten Verhéltnisse gut reproduziert. Beim eingestellten Verhéltnis 1:1 waren die
Ergebnisse beider Institute gleichermalRen um das Zielverhaltnis gestreut. Bei den eingestellten
Verhéltnissen 1:5, 1:10, 1:15 und 1:20 war die Abweichung vom Zielverhaltnis am BER groier
als am GMI. Abbildung 5 (Publikation 1 [1]) zeigt die beobachteten Mischungsverhaltnisse tber
alle geeigneten Marker unter Verwendung von 1 ng und 2 ng DNA-Einsatz bei einem
Zielverhaltnis von 1:20. Die unterschiedlichen DNA-Mengen hatten dabei keinen Einfluss auf
die beobachteten Mischungsverhaltnisse.

In Publikation 2 [2] wurde zur Beurteilung der Mischungen berechnet, wieviel Prozent der Allele
der Minor-Komponente korrekt typisiert wurde (siehe Abbildung 2, Tabelle 2 Publikation 2 [2]).
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100 % der Minor-Komponente konnten beim Mischungsverhéltnis von 1:5 korrekt typisiert
werden, 94,4 % beim Verhéltnis von 1:10, 76,7 % beim Verhéltnis von 1:15 und 45 % beim
Verhaltnis von 1:20. In Tabelle S9 und Abbildung S2b sind ebenfalls die beobachteten
Mischungsverhaltnisse dargestellt (Publikation 2 [2]). Die beobachteten Mischungsverhaltnisse
liegen jeweils nah am eingestellten Mischungsverhéltnis, mit einer durchgehend leichten
Uberexpression der Minor-Komponente. Abweichungen der beobachteten
Mischungsverhaltnisse zwischen den Instituten werden erst ab einem Mischungsverhéltnis von
1:20 sichtbar.

Abbildung 6 (Publikation 1 [1]) zeigt wieviel Prozent der maéannlichen Allele (Minor-
Komponente) bei den Extremmischungen (1:100, 1:500, 1:1000) mittels MPS und mittels CE
detektiert werden konnten. Es wird deutlich, dass mittels MPS bei allen drei
Mischungsverhéltnissen prozentual weniger Allele typisiert werden konnten als mittels CE,
wobei der Unterschied bei einem Verhaltnis von 1:100 (33 % CE vs. ca. 14 % MPS) und 1:500
(19 % CE vs. ca. 3 % MPS) deutlich groRer ist als bei 1:1000 (6% CE vs. ca. 3 % MPS).
Zwischen 1 ng und 2 ng DNA-Input sowie im Vergleich zwischen den Instituten wurden keine
wesentlichen Abweichungen beobachtet.

5.5 Alte DNA

Die Analyse von aDNA-Proben stellt den DNA-Analytiker vor verschiedene Herausforderungen:
Auf Grund ihres Alters von mehreren tausend Jahren sind sie oft stark degradiert, haben einen
niedrigen DNA-Gehalt und weisen moéglicherweise Kontaminationen auf, die bereits vor der
Arbeit im Labor entstanden sein kdnnen. Um die Robustheit und Leistung des ForenSeq DNA
Signature Prep Kits an hochgradig degradierter DNA zu untersuchen, wurden in Publikation 2
[2] vier aDNA-Proben (FA10013B01A, FA10026B01A, FA10030T01A, FA10058T01B) aus
dem Mittelalter analysiert. Da bei degradierten Proben durch die Analyse von single nucleotide
polymorphisms (SNPs) héaufig mehr Informationen gewonnen werden kénnen als durch die
Analyse von STRs, wurden flr diese Proben zusatzlich die 94 im ForenSeq DNA Signature Prep
Kit enthaltenen iSNPs ausgewertet. Wie zu erwarten, konnte im Vergleich zu Proben mit hoher
Qualitat, eine geringere Anzahl von Markern korrekt typisiert werden: Fir Probe FA10013B01A
wurden nur 2 iSNPs von 152 Markern (entspricht 1,3 %), fur Probe FA10026B01A 136 von 151
Markern (90,1 %), fir Probe FA10030TO1A 116 von 128 Markern (90,6 %) und fir Probe
FA10058T01B 147 von 152 Markern (96,7 %) erfolgreich typisiert. Zusatzlich wurden die CE-
basierten und MPS-basierten Ergebnisse auf ihre Beweiskraft verglichen. Dazu wurde die
likelihood ratio (LR) berechnet. Diese ist ein MaR flir die Beweiskraft bezuglich der Hypothese,
dass zwei DNA-Profile vom selben Verdachtigen abgeleitet wurden. LRs wurden fur CE-
basierte Daten fur die 15 aSTRs des AmpFISTR NGM SElect Kits und fur MPS-basierte Daten
sowohl fir die 27 aSTRs des ForenSeq DNA Signature Prep Kits als auch flr eine Teilmenge
von 49 iSNPs berechnet (siehe Tabellen S15-S17 Publikation 2 [2]). Auf Grund der hoheren
Anzahl gleichzeitig analysierter Marker und der erfolgreichen Typisierung der meisten von ihnen
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zeigen MPS-basierte Ergebnisse deutlich hohere LRs als CE-basierte Ergebnisse. Jedoch fiel auf,
dass bei der Analyse der Probe FA10013B01A mittels CE zumindest ein Teilprofil erstellt
werden konnte, wéhrend die Analyse mittels MPS keine Ergebnisse brachte (siehe Tabellen S10-
1S2 Publikation 2 [2]).

5.6 Mutationen in Vater-Sohn-Paaren

In Publikation 3 [3] wurden Y-STRs von 64 Vater-Sohn-Paaren sowohl mit CE als auch mit
MPS auf das Vorhandensein von Mutationen zwischen Vater und Sohn untersucht. Insgesamt
wurden unter Verwendung des PowerPlex® Y23 Systems (CE-Analyse) unter 22 Y-STR-Markern
13 Mutationen beobachtet (siehe Supplementary File S2 Publikation 3 [3]). Alle Mutationen
waren entweder auf den Verlust oder den Gewinn einer Wiederholungseinheit zuriickzufiihren
mit Ausnahme des Mutationsereignisses bei Y-GATA-H4, das durch eine Duplikation verursacht
wurde.

Durch die MPS-Analyse konnten 12 der 13 beobachteten Mutationen bestatigt werden (siehe
Supplementary File S2 Publikation 3 [3]). Die Mutation im Marker DYS458 konnte nicht
bestatigt werden, da dieser Marker nicht im ForenSeq DNA Signature Prep Kit enthalten ist.
Daflr wurde eine zusatzliche Mutation im Marker DYS612 beobachtet, welcher nicht im
PowerPlex® Y23 Systems enthalten ist. Alle Mutationen waren wiederum langenbasiert (mit
Ausnahme der bereits erwahnten Duplikation von Y-GATA-H4), zusétzliche sequenzbasierte
Mutationen wurden nicht gefunden. Jedoch ermdglichte die Sequenzierung die genaue
Lokalisation der Léangenvariation. So wurde festgestellt, dass alle Mutationen jeweils in der
langsten ununterbrochenen Repeat-Einheit des STRs auftraten, welche aus der Literatur als LUS
(longest uninterrupted repeat sequence) bekannt ist [39].

Bei der Analyse derselben Proben mit dem modifizierten RM Yplex-Assay (13 Y-STR-Marker
mit bis zu 24 Y-STR-Allelen) wurden acht Mutationsereignisse beobachtet (siehe Supplementary
File S2 Publikation 3 [3]). Hier konnte auch die Mutation im Marker DY S612 bestatigt werden,
welche mit der MPS-Analyse gefunden wurde. Alle verbleibenden sieben Mutationen traten in
Markern auf, die weder im PowerPlex® Y23 System noch im ForenSeq DNA Signature Prep Kit
enthalten sind. Jeder dieser Marker zéhlt zu den schnell mutierenden Y-STRs (RM Y-STRs) mit
einer durchschnittlichen Mutationsrate von 1072 pro Locus pro Generation [40], zu den multicopy
Markern (besitzen auf Grund der palindromischen Struktur des Y-Chromosoms mehrere Kopien)
sowie zu den komplexen STRs (siehe Supplementary File S2 Publikation 3 [3]). Wieder waren
alle Mutationsereignisse auf den Verlust oder den Gewinn einer Wiederholungseinheit
zurtickzufuhren.

5.7 Y-STR Allel-Diversitat

In Publikation 3 [3] wurde zusétzlich untersucht, ob die Sequenzinformationen eine hohere
Allel-Diversitat zeigen als die Langeninformationen der CE. Hierfur wurden alle 29 Familien
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zusammen betrachtet (siehe Supplementary File S2 Publikation 3 [3]). Mit Hilfe der CE-Analyse
wurden 112 Allele detektiert. Mittels MPS-Analyse wurden 151 Allele detektiert, wovon 128
Allele Langenvarianten und 23 Allele Sequenzvarianten waren, sogenannte isometrische Allele
(siehe Abbildung 1 Publikation 3 [3]). Isometrische Allele wurden in den Markern DYF387S1,
DYS389Il, DYS448, DYS481, DYS570, DYS612 und DYS635 gefunden. Die meisten dieser
Marker sind durch eine komplexe Repeat-Struktur gekennzeichnet (DYF387S1, DYS389ll,
DYS448, DYS612, DYS637), zwei von ihnen durch eine einfache Repeat-Struktur (DY S481,
DYS570).

6 Diskussion

Die Ergebnisse der drei Publikationen zeigen, dass MPS konkordante und reproduzierbare
Ergebnisse erstellen kann. Das ForenSeq DNA Signature Prep Kit lieferte groBtenteils
konkordante Ergebnisse, sowohl zu den CE-Ergebnissen als auch im Vergleich der Ergebnisse
zwischen unterschiedlichen Instituten. Da es sich beim ForenSeq DNA Signature Prep Kit um
ein kommerzielles Produkt handelt, kam es bereits in verschiedenen Studien zur Anwendung
[15, 21-27], die ebenfalls die Konkordanz zur CE bestatigten. Ausnahmen sind unter anderem
Uberexprimierte Stotterallele, wobei dieses Problem auch bei der CE zu beobachten ist [41].
Jedoch wurde in der UAS fiir manche STRs ein Stotter-threshold von bis zu 50 % gewadhlt,
wahrend bei CE-Analysen ein threshold von hdchstens 15 % verwendet wird [4]. Die leicht
erhdhten Stotterallele der MPS-Ergebnisse lassen sich durch die zusatzlichen PCR-Zyklen, die
fur diese Methode notwendig sind, erklaren. Weitere Diskordanzen waren auf Allel- oder Locus-
Ausfélle (drop-out beider Allele eines Loci) zurlickzufuhren, welche hauptsachlich den Marker
DXS10103 betrafen. Die Problematik des Markers DXS10103 wurde bereits in vorherigen
Studien [15, 21-23, 25, 26] beschrieben, was zeigt, dass dieser Marker flir den Einsatz in der
Forensik noch optimiert werden muss. Die beobachteten Sequenz-drop-ins in Publikation 3 [3]
sind auf die dort verwendete Software wintermute zurtickzufiihren. Dieselben drop-ins wurden
auch durch Auswertung mit der UAS beobachtet, von dieser aber nicht als Allel bewertet.

Die fur die forensische Fallarbeit notwendige Konkordanz der Ergebnisse wurde bestétigt. Ist die
Qualitat der MPS-Ergebnisse aber auch mit den Ergebnissen der Standardmethode CE
vergleichbar? Das scheint noch nicht der Fall zu sein, denn selbst bei standardisierten
Praparationsbedingungen (1 ng DNA-Input, 32 Fallarbeitsproben in einem Pool, bis zu 96
Referenzproben in einem Pool) wurden in Publikation 1 [1] und Publikation 2 [2] drop-outs,
Uberexprimierte Stotter und schwach balancierte Marker beobachtet. Auflerdem wurden in
Publikation 2 [2] abweichende Leistungen der unterschiedlichen MiSeq FGx-Gerate der
verschiedenen Institute aufgedeckt. Abweichungen zeigten sich vor allem in der Clusterdichte,
der Locus-Coverage, der Sequenzier-Tiefe sowie bei der Sensitivitat. Da durch die identische
Vorbereitung der Reagenzien durch das GMI Laborablaufunterschiede weitestgehend minimiert
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wurden, kommen als Verursacher der Abweichungen vor allem unterschiedliche
Gerateleistungen in Betracht.

Im Vergleich mit aus der Literatur bekannten CE-Ergebnissen zeigte sich, dass MPS-Ergebnisse
eine deutlich schlechtere inter-locus balance aufweisen (Publikation 1 [1]). Dieses
Ungleichgewicht wurde bereits in friiheren Studien beobachtet [21, 22]. Vermutlich haben auch
hier die beiden PCRs der Library Praparation (anstatt einer PCR bei der CE-Analyse) einen
negativen Einfluss auf die Balance der Marker. Ahnliches folgern auch England et al. [18], die
die PCR-Produkte des AmpFISTR Identifiler und des PowerPlex Y Kits von 12 Proben mittels
MPS sequenzierten und mit den CE-Ergebnissen verglichen. Des Weiteren kann sowohl Lange
als auch Zusammensetzung der Erkennungssequenz durch verschieden hohe Fehlerraten zu
deutlichen Unterschieden in der Detektierbarkeit valider Reads fuihren — sowohl fiir die Cluster-
Bildung als auch wéhrend der bioinformatischen Analyse der Rohdaten.

Die bereits beschriebenen Varianzen zeigten jedoch kaum eine Auswirkung auf die HB
(Publikation 2 [2]). In Publikation 1 [1] wurde bis zu einem DNA-Einsatz von 250 pg fir die
meisten Marker eine ausgeglichene HB ermittelt. Publikation 2 [2] bestatigt diese Ergebnisse,
wobei hier eine gute HB bis zu einer ACR > 0,6 beschrieben wurde, was dem gewahlten
threshold der Firma Illumina in der UAS entspricht. Auch wenn die meisten Marker deutlich
bessere Balancen vorweisen, wurde dieser niedrige threshold vermutlich auf Grund einiger
weniger Marker (vor allem D5S818 und D22S1045) gewahlt, die haufiger eine schwache
Balance aufweisen, was sich auch in anderen Studien zeigte [15, 19, 21, 22, 24, 26, 42, 43].

In Publikation 2 [2] schien das Sensitivitats-Level zwischen den Instituten bis zu einem DNA-
Einsatz von 250 pg &hnlich zu sein. Ab 125 pg DNA-Einsatz wurden jedoch Unterschiede
zwischen den Instituten festgestellt, wobei vor allem fir Run 2 eine deutlich schlechtere
Sensitivitat aufgedeckt wurde. Auch die Ergebnisse von Publikation 1 [1] weisen auf geringe
Unterschiede zwischen den beiden Instituten hin. In Publikation 1 [1] wurde aul’erdem gezeigt,
wie anféallig MPS-Analysen auf die Sequenzierung einer hoherer Probenanzahl reagieren. Das
erklart sich aus dem begrenzten Platz fiir die Reads auf der Flow Cell. Werden mehr Proben
sequenziert, verbleibt im Durchschnitt weniger Raum und damit weniger Reads pro Probe,
wodurch die Sensitivitét sinkt. Dieser Punkt sollte in der Kostenkalkulation beachtet werden, da
weniger Proben pro Lauf natlrlich hohere Kosten pro Probe bedeuten. Die Ergebnisse aus
Publikation 1 [1] zeigen, dass LDOs bei einem DNA-Einsatz von 63 pg und darunter zu erwarten
sind (beim gleichzeitigen Sequenzieren von 20 Proben), was in guter Ubereinstimmung mit der
CE-Analyse steht [44]. In Publikation 2 [2] zeigten sich erste drop-outs jedoch schon bei 1000
pg DNA-Einsatz in den X-STRs. Dabei muss beachtet werden, dass in Publikation 2 [2] alle im
ForenSeq DNA Signature Prep Kit enthaltenen Marker in die Sensitivitatsanalyse einbezogen
wurden, wéhrend in Publikation 1 [1] nur ESS-Marker, nur der Durchschnitt von drei Replikaten
(somit nicht die absolute Anzahl von drop-outs) und nur Locus-Ausfalle (drop-out beider Allele
eines Loci, nicht Allel-drop-outs) betrachtet wurden. Deshalb muss davon ausgegangen werden,
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dass die Sensitivitat nicht der von CE-Kits entspricht, sobald man alle verfiigbaren Marker
einbezieht. Bei dem Verzicht auf festgelegte Marker ergibt sich nichtsdestotrotz eine hdéhere
Aussagekraft der MPS-Ergebnisse aufgrund der sehr viel hoheren Anzahl von STRs gegeniber
der CE. So wurde gezeigt, dass bei einem DNA-Einsatz von 125 pg noch mehr als 90 % der
Allele detektiert wurden (Publikation 2 [2]). Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit anderen
Studien zur Sensitivitat des ForenSeq Signature Prep Kits [21, 22, 25, 26] sowie mit anderen
Studien zur Sensitivitat anderer STR-MPS-Kits [30, 45]. Kann man hingegen nicht auf konkrete
STRs verzichten (beispielsweise beim Abgleich von Profilen aus der DNA-Analyse-Datei des
Bundeskriminalamts oder von bereits analysierten Spurenproben) ist die hohere
Ausfallwahrscheinlichkeit der MPS-Technologie mdglicherweise kritisch. Deshalb wurde in
Publikation 1 [1] die Sensitivitat ausschlielich von ESS-Markern betrachtet. Hierfiir wurden bei
einem DNA-Einsatz von 125 pg ebenfalls mehr als 90 % der Allele detektiert. Erst bei einem
DNA-Einsatz von 63 pg und der gleichzeitigen Analyse von 38 Proben wurde eine hohe
Ausfallrate von 33,3 % (im Durchschnitt vier von 12 Markern) beobachtet. Bei der
gleichzeitigen Analyse von nur 20 Proben verbesserte sich diese Ausfallrate jedoch auf weniger
als 10 % (im Durchschnitt einer von 12 Markern).

Die eingestellten Mischungsverhéltnisse waren bis zu einem Verhéltnis von 1:20 gut
reproduzierbar (Publikation 1 [1] und 2 [2]). In beiden Laboratorien konnte die
Nebenkomponente in allen Mann-Frau und Mann-Mann Mischungen bei Verhaltnissen bis zu
1:20 nachgewiesen werden, was die Ergebnisse friherer Veroffentlichungen bestétigt [21, 23,
25, 26]. Publikation 1 [1] zeigt, dass bei Mischungen von 1:100 (33 % CE vs. ca. 14 % MPS)
und 1:500 (19 % CE vs. ca. 3 % MPS) mittels CE prozentual mehr Allele der mannlichen Minor-
Komponente detektiert wurden. Dieser Informationsvorteil der CE liegt in der hier fehlenden
Primer-Konkurrenz zwischen mannlicher und weiblicher DNA begriindet. So kombiniert das
ForenSeq DNA Signature Prep Kit verschiedene Marker in einer groflen Multiplex-PCR,
wahrend aSTRs und Y-STRs beim CE-Ansatz separat amplifiziert werden [46, 47]. Um Y-
Profile auch in unbalancierten Mischungsverhéltnissen mittels MPS zu generieren, benétigt man
auch hier einen separaten Ansatz von autosomalen und Y-chromosomalen STRs. Diese
Maglichkeit liefert z. B. das PowerSeq™ System [34].

Im Zwischenfazit muss festgestellt werden, dass die Qualitat der MPS-Technologie fur die
Auswertung von forensisch relevanten STRs geringer ist als die der konventionellen CE-
Methode. Es stellt sich nun die Frage, ob MPS trotzdem einen Vorteil gegeniber der
Standardmethode CE ausweist und ob damit eventuell die Qualitatseinbuflen kompensiert
werden konnen.

Einer der grolRen Vorteile der MPS-Technologie ist die gleichzeitige Analyse von vielen
(hunderte bis tausende) Markern gegenlber der limitierten Anzahl der CE-Technologie
(Publikation 4 [5]). Dementsprechend zeigte sich auch bei der Auswertung der vier aDNA-
Proben in Publikation 2 [2] sowie in anderen Studien [48-50], dass MPS einen deutlichen
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Informationsgewinn gegenuber der CE-Analyse ermdéglichen kann. Dieser Informationsgewinn
beruht nicht nur auf der stark erhohten Anzahl gleichzeitig analysierter Marker der MPS-
Analyse, sondern auch auf der erfolgreichen Typisierung der meisten dieser Marker (> 87% der
aSTRs, > 78% der Y-STRs, > 68% der X-STRs, und > 92% der iSNPs). Daher wurde die
Beweiskraft eines DNA-Profils fur drei der analysierten aDNA-Proben mittels MPS gegentiber
den CE-Analysen deutlich erhoht (siehe Tabellen S15-S17, Abbildung S5 Publikation 2 [2]).
Eine Ausnahme bildete die Referenz-Probe FA10013BO1A, bei welcher stochastische Effekte
auf Grund des geringen DNA-Gehalts oder eine mogliche Inhibierung des MPS-Ansatzes die
Ursache fur das suboptimale MPS-Ergebnis sind. Inhibierungsprobleme bei der MPS-Analyse
von aDNA-Proben wurde bereits in friiheren Studien beobachtet [51, 52].

Ein weiterer Zugewinn der MPS-Technologie im Vergleich zur CE-Technologie besteht in der
Verfugbarkeit der Sequenzinformation (Publikation 4 [5]). In Publikation 1 [1] wurden 17
iIsometrische Heterozygote in 37 Proben detektiert. Diese isometrischen Heterozygoten erhthen
zusétzlich die Diversitat und somit die Beweiskraft eines DNA-Profils. In Publikation 3 [3]
wurde durch die Sequenzinformation eine Zunahme der Allel-Diversitat fur sieben Y-STR-
Marker festgestellt. Dieser Zugewinn ist jedoch fir die einfache Spur-Personen Bewertung zu
vernachlassigen, da mit der CE-Analyse von nur 12 ESS-Markern bereits eine statistische
Auftrittswahrscheinlichkeit in der européischen Referenzpopulation von 30 Milliarden erreicht
wird [53]. Flr die Zuordnung der einzelnen Verursacher einer komplexen Mischspur [54] und
bei Untersuchung komplexer Verwandtschaftsstrukturen bietet eine hoéhere Diversitat jedoch
einen erheblichen Vorteil. So kdnnte sie bei der Analyse von Y-chromosomalen Markern einer
paternalen Linie dienlich sein, da durch die fehlende Rekombination des Y-Chromosoms die
Allel-Diversitat bei den Y-STR-Markern gegenuiber den autosomalen STR-Markern deutlich
geringer ausfallt. Die Sequenzierung von 64 Vater-Sohn-Paaren lieferte jedoch keine weiteren
Unterscheidungsmaoglichkeiten zwischen den ménnlichen Verwandten im Vergleich zu den CE-
Profilen (Publikation 3 [3]). Die erhohte Allel-Diversitat dient somit nur der weiteren
Unterscheidung nicht verwandter Manner. Dieses Ergebnis war jedoch zu erwarten, da ein
gewohnlicher Basenaustausch, der eine Unterscheidung von Vater und Sohn maoglich macht, mit
einer Haufigkeit von ca. 1 zu 1 Million auftritt [55]. Meine Untersuchungen bestétigen die von
Huszar et al. [54] gedulerte Schlussfolgerung, dass die Identifizierung von maénnlichen
Spurenlegern mit Y-STRs durch die Anwendung von forensischen MPS-Ansétzen nicht
wesentlich verbessert werden kann. Durch die CE-Analyse von schnell mutierenden Y-STRs der
gleichen Proben wurden jedoch acht zusétzliche Mutationen detektiert (Publikation 3 [3]). Fir
die Differenzierung von Vater-Sohn-Paaren scheint daher die zusétzliche Analyse von schnell
mutierenden Y-STRs mittels CE ein vielversprechenderer Ansatz zu sein. Erst kirzlich haben
Ralf et al. [56] 12 neue schnell mutierende Y-STRs mit einer mittleren Mutationsrate von 2,6 x
102 vorgestellt, die eine hohe Unterscheidungskraft demonstrieren. Jedoch ermdglichte die
Sequenzierung es, die genaue Lokalisation der Langenvariation zu ermitteln. So bestatigen
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unsere Ergebnisse (Publikation 3 [3]) friihere Beobachtungen, dass Tetranukleotid-Repeats
anfalliger flr Mutationen sind als andere repetitive Motive [40, 56, 57], Mutationsereignisse
meist auf den LUS eines zusammengesetzten/komplexen STR-Markers beschrankt sind [29, 39,
40, 57], die LUS-Lange mit der Mutationsfahigkeit eines STR-Markers korreliert [40, 56-59]
und dass isometrische Sequenzvarianten meist an komplexen STR-Markern auftreten [9, 10, 54].
Diese Informationen koénnen helfen, Mutationsereignisse besser zu verstehen und dadurch
tiefgehende Stammbaum- und Vaterschaftsanalysen unter Verwendung von Y-STRs zu
verbessern.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die MPS-Methode konkordante und
reproduzierbare Ergebnisse liefert, wobei die Qualitat nicht ganz derjenigen von CE-Ergebnissen
entspricht. Davon betroffen sind vor allem die inter-locus balance, aber auch hoher gewahlte
thresholds bei der HB und den Stotterallelen. Allel- und Locus-drop-outs kdnnen sogar bei
optimalen Probenmaterial und Prdparationsbedingungen auftreten. AufRerdem konnten
unterschiedliche Gerételeistungen festgestellt werden, weshalb eine laborinterne Validierung
immer notwendig ist. Der Vorteil der MPS-Technologie liegt eindeutig im Informationsgewinn,
der durch die Sequenzinformation und die deutlich erhohte Anzahl gleichzeitig analysierter
Marker aus einer beweiserheblichen DNA-Probe generiert wird. Diese Vorteile sind vor allem
fur spezifische Fragestellungen relevant, wie z.B. fir die Untersuchung und Zuordnung
komplexer Mischspuren oder die Analyse von aDNA. Vielversprechend scheint aulerdem die
MPS-Analyse von SNPs oder der gesamtgenomischen DNA-Sequenz von Mitochondrien zu
sein, um weitere forensische Fragestellungen z. B. im Rahmen der sog. erweiterten DNA-
Analyse zu kléaren (Publikation 4 [5]). Fir die statistisch eindeutige Zuordnung einer Einzelspur
zu einer Vergleichsperson ist die MPS-Analyse jedoch nicht notwendig.
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Abstract

We present results from an inter-laboratory massively parallel sequencing (MPS) study in the framework of the
SeqForSTRs project to evaluate forensically relevant parameters, such as performance, concordance, and sensitivity,
using a standardized sequencing library including reference material, mixtures, and ancient DNA samples. The stan-
dardized library was prepared using the ForenSeq DNA Signature Prep Kit (primer mix A). The library was shared
between eight European laboratories located in Austria, France, Germany, The Netherlands, and Sweden to perform
MPS on their particular MiSeq FGx sequencers. Despite variation in performance between sequencing runs, all labora-
tories obtained quality metrics that fell within the manufacturer’s recommended ranges. Furthermore, differences in
locus coverage did not inevitably adversely affect heterozygous balance. Inter-laboratory concordance showed 100%
concordant genotypes for the included autosomal and Y-STRs, and still, X-STR concordance exceeded 83%. The
exclusive reasons for X-STR discordances were drop-outs at DXS10103. Sensitivity experiments demonstrated that
correct allele calling varied between sequencing instruments in particular for lower DNA amounts (< 125 pg). The
analysis of compromised DNA samples showed the drop-out of one sample (FA10013B01A) while for the remaining
three degraded DNA samples MPS was able to successfully type > 87% of all aSTRs, > 78% of all Y-STRs, > 68% of all
X-STRs, and > 92% of all iSNPs demonstrating that MPS is a promising tool for human identity testing, which in return,
has to undergo rigorous in-house validation before it can be implemented into forensic routine casework.

Keywords Short tandem repeats - Massively parallel sequencing - ForenSeq DNA Signature Prep Kit - Inter-laboratory study -
Collaborative study
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Introduction

With the emergence of massively parallel sequencing
(MPS) technologies, molecular genetic tools have been de-
veloped to characterise the nucleotide sequence of short
tandem repeat (STR) markers that have so far been
analysed using fragment sizing by capillary electrophoresis
(CE) [1-7]. As is common practise in forensic genetics,
such novel tools undergo detailed evaluation [3, 8§-12]
and validation [1, 13, 14] prior to their application in case-
work. Recent population studies have shown that sequenc-
ing of STRs lead to an increased power of discrimination
compared to commonly used CE sizing by a) illustrating
micro-variant structures and b) identifying sequence vari-
ations located in the repeat- (isometric variants; alleles of
identical size but different in internal sequence) or flanking
region [15-20]. Moreover, current MPS-kits provide the
option to multiplex various loci simultaneously within
one reaction, such as STRs (autosomal, Y- and X-chromo-
somal), mitochondrial DNA (control region) as well as
single nucleotide polymorphisms (SNPs) that provide esti-
mates of identity, phenotypic traits, biogeographical and
ancestry information [21-24]. The inclusion of SNPs adds
the benefit [25-27] that these markers allow for shorter
amplicon design, which can support human identification
of degraded or challenging DNA samples [28-30].
Although published studies have demonstrated that MPS
is a promising tool for forensic applications, little is known
about the method’s variability and potential differences in
the limit of detection between sequencing platforms from
the same supplier. Inter-laboratory studies are however
highly relevant to understand the performance of this new
technology when applied to real casework settings. Since
the workflow for MPS-based sequence analysis of forensic
genetic markers is more complex than for electrophoresis-
based systems, we decided to reduce the complexity of this
study to libraries prepared at the organising laboratory
(OL) from forensically relevant samples that were shipped
to the participating laboratories in the following way: In
the framework of the SeqForSTRs project (EU Project ISF-
Nr. 1Z225-5793-2015-30 2017-2020, [31]) the ForenSeq
DNA Signature Prep Kit [22] was used for collaborative
validation experiments and population studies. As a gener-
al benchmark for the comparability of the results between
laboratories, and, to reduce the inherent complexity of
MPS experiments derived from multiple steps during man-
ual library preparation, the SeqForSTRs consortium per-
formed a collaborative exercise analysing a centrally pre-
pared, standardized sequencing library. The library was
distributed between eight participating laboratories located
in Austria, France, Germany, The Netherlands, and
Sweden and were analysed on their respective MiSeq
FGx sequencing platforms (Illumina, San Diego, USA;

@ Springer

[32]). In order to monitor the effect of shipment, one li-
brary aliquot was sent to one of the participants, immedi-
ately returned to the OL and analysed (run 8) to compare
the results to those of the test run prior to shipment (run 0).

We note that only STR genotype calls were considered here
in agreement with the aim of the SeqForSTRs project, except
for ancient DNA samples, where also SNP information was
analysed to evaluate their performance in highly degraded
DNA. To rate the performance of iSNPs in compromised sam-
ples additional SNP information was examined for standard
reference material 2391c (components A—C). The library
contained selected DNA samples (control DNAs, reference
material, mixtures and degraded DNA) to test for instrument
variability, concordance, and sensitivity.

Materials and methods

This collaborative study combined data generated in nine se-
quencing runs that were conducted in eight laboratories locat-
ed in Austria, France, Germany, The Netherlands, and Sweden
(Table 1). To ensure uniform starting conditions a standard-
ized sequencing library consisting of 25 selected DNA sam-
ples, a negative and a positive amplification control (see
“Sample selection” section) was prepared using the
ForenSeq DNA Signature Prep Kit (Verogen, San Diego,
USA) at the OL. To assess the quality of sequencing products
an initial test run (run 0) was performed at the OL (Table 1)
prior to shipment. Pooled sequencing libraries were shipped
with the United Parcel Service (unchilled and under ambient
conditions) and sequenced by all participants using their re-
spective MiSeq FGx sequencers (Illumina). To monitor trans-
port conditions (under ambient temperatures) one aliquot of
the library was shipped by the OL to one of the participants,
returned to the OL upon receipt and analysed (run 8).

Sample selection
Concordance, mixture, and sensitivity

Concordance was assessed using three single donor standard
reference materials (SRM): 2391¢, component A—C [33] pur-
chased form the National Institute of Standards and
Technology (NIST; Gaithersburg, USA), control DNA
2800M (Promega, Madison, USA), and two samples from
previous GEDNAP (German DNA Profiling; https://www.
gednap.org/) proficiency tests (G49-S4, single source; G49-
S1, two-person mixture).

Two-person mixtures were prepared using control DNAs
2800M (major contributor; Promega) and 9947A (minor con-
tributor; Thermo Fisher Scientific (TFS), Waltham, USA) ata
stock concentration of 9 ng/uL and five ratios (M500 = 1:1;
M166 = 83.3:16.7; M91 = 90.9:9.1; M62.5 = 93.7:6.3 and
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Table 1 Run and quality metrics information for all sequencing runs
performed within the SeqforSTRs study. The resulting data were analysed
and presented in anonymous form. An initial test run (run 0) was
performed at the organising laboratory to assess the quality of

sequencing products. Prior to sequencing each laboratory loaded 7 pL
of pooled library on the MiSeq FGx instrument according to the
manufacturer’s recommendation (Verogen)

Run Cluster density (K/mm2) Cluster passing Phasing (%) Pre-phasing (%) Total no. of reads

filter (%)

UAS version NTC
(performance testing)

UAS Guide (range) 400-1650 K/mm2 >80% <0.25% <0.15% Single source samples

0 706 96.13 0.141 0.102 704,959 1.2.16337 Negative
1 684 97.71 0.180 0.099 847,323 1.2.16337 Negative
2 432 97.25 0.168 0.144 438,786 1.2.16337 Negative
3 818 94.79 0.171 0.103 948,395 1.2.16173 Negative
-4 603 97.65 0.193 0.084 641,752 1.2.16337 Negative
5 587 96.19 0.166 0.113 579,248 1.2.16337 Negative
6 486 97.76 0.226 0.102 650,416 1.2.16173 Negative
T 862 93.86 0.181 0.100 1,123,576 1.2.16337 Negative
8 625 97.03 0.192 0.130 729,121 1.2.16337 Negative
Mean 645 96.49 0.185 0.109 740,397

SD 141 1.38 0.020 0.018 205,448

Median 614 97.03 0.181 0.102 689,769

Min 432 93.86 0.141 0.084 438,786

Max 862 97.76 0.226 0.144 1,123,576

M47.6 = 95.2:4.8). The initial intention was to prepare the
mixtures with a male minor contributor however, the female
fraction (9947A) was used as minor contributor mistakenly,
which affected the ability to test male minor contributions in
the mixture analyses. All mixtures were diluted accordingly to
1 ng/pL in molecular grade water prior to library preparation.
Mixture study consisted of M166, M91, M62.5 and M47.6,
which were analysed as singletons only. Sensitivity was
assessed using mixture M500 prepared to a final DNA input
of 1000 pg, 500 pg, 250 pg, 125 pg, 62 pg and 31 pg in
molecular grade water and analysed in duplicate.

Ancient DNA samples

To determine the robustness and performance of large MPS
panels on highly degraded DNA, four ancient DNA (aDNA)
samples were included. Libraries were prepared from extract-
ed DNA from two bone (femur: FA10013B01A, humerus:
FA10026B01A) and two tooth samples (molar:
FA10030TO1A, incisor: FA10058T01B) according to [22],
respectively. Ancient samples dated between the fifth to eighth
century ([34]) and were taken from earlier studies [35].

DNA quantification

The amount of genomic DNA was determined with a real-time
PCR assay targeting specific AluYb8 sequences [36]. A
spiked in vitro mutagenized and cloned part of the human
retinoblastoma susceptibility protein 1 (RBI) gene was co-

amplified as internal amplification positive control
(pRB1;pc) according to [37], updated in [35]. Calibration
curve analysis covered a DNA input range from 10 ng to
169.5 fg per reaction and was analysed in duplicate. The re-
action volume was 10 pL consisting of 5 pL TagMan Fast
Universal PCR mix (TFS), 3 pL primer probe premix (made
in-house) and 2 pL extracted DNA sample. Thermal cycler
protocol consisted of an initial denaturation at 95 °C for 20 s
followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 3 s and
annealing/elongation at 60 °C for 30 s. Samples were run on
an Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR Instrument
(TES) using the HID Real-Time PCR Software v 2.3. Kinetic
information for the pRB1p¢ system yielded no indication of
inhibition during DNA amplification.

Library preparation and sequencing

Each laboratory obtained one 2 mL screw-cap tube (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany; labelled: SeqForSTRs, SeqPool 20 jiL,
ForenSeq Kit, 29.11.2017 PM) containing 20 pL pooled se-
quencing library. The final library pool was made of 25 se-
lected DNAs, a negative and a positive amplification control.
To ensure sufficient library volume OL simultaneously pre-
pared three library pools, including the same samples and
index adapters (i5 and i7) using the ForenSeq DNA
Signature Prep Kit, primer mix A (Verogen, [22]) in one 96-
well plate (Table S1). Library preparation, purification and
normalization were performed according to [22]. All samples
were amplified with 1 ng DNA according to [22], except for
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(G49-S4 (2.6 ng DNA), the samples for the sensitivity study
(serial dilution: 1000 pg-31 pg DNA) and aDNA samples.

Prior to pooling, 30 pL of each library sample (present in
pools 1, 2 and 3; Table S1) was joined into a 0.8 mL deep-well
storage plate (one sample/well). Libraries were pooled, diluted
and denatured following [22] before loading into a MiSeq
FGx Reagent Cartridge and sequenced on the MiSeq FGx
instrument ([32], Table S2). To achieve uniform designation
for all sequencing runs OL provided a text-based sample sheet
including relevant information on, e.g. sample name as well as
adapter combination needed for demultiplexing and data anal-
ysis (Table S3).

Data analysis
Capillary electrophoresis

STR typing was performed at OL with PowerPlex ESX 17
(Promega [38]), PowerPlex 16 System (Promega [39]),
PowerPlex 21 System (Promega [40]), Investigator Argus X-
12 (Qiagen, Hilden, Germany [41]), AmpFISTR Yfiler (TFS
[42]), Genderplex (an in-house developed sex-typing assay
[35, 43]) or AmpFISTR NGM SElect Kit (TFS [44]).
Amplification was performed on an Applied Biosystems
GeneAmp 9700 thermal cycler (TFS) following the manufac-
turer’s or recommended protocols [35, 38-44]. PCR frag-
ments were separated and detected using an Applied
Biosystems Prism 3500XL Genetic Analyzer (TFS). The anal-
ysis of size-based STR fragments was conducted at OL with
GeneMapper ID-X software, version 1.2 (TFS) by applying
in-house validated dye thresholds: blue — 50 relative fluores-
cence units (RFU), green — 80 RFU, yellow — 100 RFU, red —
100 RFU.

Universal Analysis Software

Analysis of MPS data utilized the ForenSeq Universal
Analysis Software, version 1.2 (Verogen, exact version see
Table 1) for allele and genotype calling by applying the man-
ufacturer’s default analysis settings [45]. Universal Analysis
Software (UAS) called alleles and genotypes based on the
number of reads by applying a specified analytical (AT;
1.5%) and interpretation threshold (IT; 4.5%), except for
DYS398II (AT: 5%; IT: 15%), DYS448 (AT: 3.3%; IT:
10%) and DYS635 (AT: 3.3%; IT: 10%) [45]. Single nucleo-
tide polymorphism (SNP) analysis of aDNA samples were
manually revised and no-call genotype corrected according
to [11]. For example, no-call SNPs that fell below the manu-
facturer’s default IT but in the range of 20 to 29 reads were
manually corrected and genotype results put in brackets. No-
call SNPs that fell below the manufacturer’s default IT but
showed reads > 30 were manually corrected and called. All
laboratories applied UAS using the preinstalled default
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settings. Following to sequencing, an Excel-based genotype
report-file was generated at each laboratory and sent to the OL
for further analysis. Provided data were analysed at OL and
reported in anonymous form.

Statistical analyses

Figures, diagrams and statistical analyses were generated
using Microsoft Excel, GraphPad Prism, version 7.04 for
Windows and IBM SPSS, version 24 [46].

Allele frequencies and statistical calculations

Allele frequencies used for genotype frequency calculations
were taken from SPSmart v5.1.1 [47-50]. Allele frequencies
for SRM 2391c¢ (components A—C) [33] were selected accord-
ing to the manufacturer’s provided information on geographic
origin of the respective DNA sample (2391cA: European,
2391cB: American, 2391¢C: Oceania). Random match prob-
ability (RMP) estimates were calculated according to the for-
mulae 4.1. [51]. Alternatively, likelihood ratios (LR) were
used, which is a measure of the power of proof regarding the
hypothesis that two DNA profiles were derived from the same
suspect and is known as the inverse of the RMP [51, 52].

Results and discussion
Sequencing run information

The results of the collaborative exercise were analysed using
UAS, which provided the following general information on
the sequencing runs (recommended values in brackets [45];
Table 1): cluster density (400-1650 K/mm?), cluster passing
filter (> 80%), phasing (< 0.25%) and pre-phasing (< 0.15%).
Mean cluster density plus standard deviation (SD) was calcu-
lated for all runs and amounted on average to 645 K/mm? (SD
= 141 K/mm?) with a minimum of 432 K/mm? (run 2) and a
maximum of 862 K/mm?> (run 7; Table 1). The library was
analysed at OL after preparation (run 0) and after shipment
(run 8). The cluster density of the post-shipment run (run 8)
yielded 88.5% of the initial cluster density value (run 0). Still,
this cluster density fell within the range of the cluster densities
of the other sequencing runs. Mean values (SD in brackets) for
cluster passing filter, phasing and pre-phasing amounted on
average to 96.49% (1.38%), 0.185% (0.020%) and 0.109%
(0.018%) with a minimum of 93.86% (run 7), 0.141% (run
0) and 0.084% (run 4) and a maximum of 97.76% (run 6),
0.226% (run 6) and 0.144% (run 2), respectively (Table 1).
Based on these findings, we conducted a more detailed anal-
ysis of all datasets to examine possible effects of cluster den-
sity variation on the overall data interpretation quality. Below,
we present and discuss inter-laboratory concordance (Inter-
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laboratory concordance section), locus coverage (Locus cov-
erage section) and heterozygous balance (Heterozygous bal-
ance section). All negative amplification controls yielded no
detectable sequences.

Inter-laboratory concordance

Inter-laboratory concordance was assessed by comparing a)
genotype profiles to known reference profiles (SRM 2391c
A-C, control DNA 2800M) [22, 33] or previously obtained
MPS results (GEDNAP samples G49-S1 and G49-S4; data
not shown) and b) genotype from identical library preparation
and run in different laboratories. All runs obtained fully con-
cordant autosomal STR (aSTR) and Y-STR results to known
reference and between sequencing runs for SRM 2391¢c A-C,
control DNA 2800M, G49-S1 and G49-S4 (Table S4). X-STR
analysis revealed full concordance to known reference and
between sequencing runs for all runs, except for runs 1
(G49-S1), 2 (2391cA, 2391cC), 4 (2800M) and 6 (2800M,
G49-S1). X-STR concordance for control DNA 2800M,
SRM 2391cA, 2391cC and G49-S1 was 85.7% (runs 4 and
6: 6 out of 7 alleles; both runs), 92.3% (run 2: 12 out of 13
alleles), 85.7% (run 2: 6 out of 7 alleles) and 91.7% (runs 1
and 6: 11 out of 12 alleles; both runs), respectively (Table S4).
All six instances of discordances were due to allelic drop-out
at DXS10103 (control DNA 2800M: allele 18 (hemizygous
genotype); SRM 2391cA: allele 19 (genotype: 18, 19); SRM
2391cC: allele 19 (hemizygous genotype) and G49-S1: allele
18 (genotype: 18, 20) (Table S4)). Interestingly, for G49-S1
runs 0, 2-5 and 8 obtained a marker drop-out at DX10103
resulting in 83.3% concordance, while only run 7 correctly
typed both alleles that were known from reference
(Table S4). In addition, DXS10103 was reported to be sensi-
tive to locus drop-out in earlier studies [1, 8, 13, 53, 54] most
likely due to underperformance of this marker during ampli-
fication. Therefore, further optimization would be required as
recommended by [16, 53].

Performance testing

Cluster density is known to be an important but also criti-
cal parameter that affects overall run quality, the total
amount of sequencing reads and reads passing filter. For
example, while lower cluster density does not necessarily
adversely affect data quality, it predominantly leads to de-
creased data output. In contrast, overclustering potentially
leads to poor run performance including the introduction of
sequencing artefacts, elevated sequencing error rates to-
gether with lowered sequencing data output [55]. Based
on the observed cluster density variation (Table 1,
“Sequencing run information” section) we checked for
possible differences in locus coverage and intra-locus bal-
ance (heterozygous genotype). The sample set analysed in

this respect consisted of five single source samples (control
DNA 2800M, SRM 2391c A—-C and GEDNAP G49-54).

Locus coverage

Locus coverage was calculated for each STR marker and se-
quencing run (Table S5). Among aSTRs, THO1 (49,387,
13,501) showed the highest mean number of reads while
D19S443 (3691; 1003) performed the least in terms of locus
coverage (Table S5). In line with these findings for the
ForenSeq DNA Signature Prep Kit, Miiller et al., 2018 [4]
observed comparable results for THO1 and D19S443 evaluat-
ing both Globalfiler MPS-kits (i.e. the Early Access Applied
Biosystems Precision ID Globalfiler Mixture ID and the
Globalfiler NGS STR Panels) on the Ion S5 instrument [4].
Although using a centrally prepared sequencing library we
observed locus coverage variation for single source samples
sequenced on the eight MiSeq FGx sequencers (Tables 1 and
S5). The mean number of reads/run was 740,397 (205,448)
ranging from 438,786 reads (run 2) to 1,123,576 reads (run 7)
relating to the afore-mentioned single source samples
(Table 1). Run 2 yielded lowest locus coverage over all
STRs, whereas run 7 displayed highest locus coverage for
nearly all STRs (55 out of 59 STRs; 93.2%) (Table S5).

Heterozygous balance

Heterozygous balance (HB), also known as intra-locus bal-
ance, was calculated (for each sample and locus) for
heterozygous- and isometric genotypes by dividing the lower
number of allele reads by the higher number of allele reads
[56]. Average HB/run and mean HB/locus was calculated for
27 aSTRs, Amelogenin, two Y-STRs and six X-STRs. Results
were comparable for each particular locus between all se-
quencing runs (Table S6). All markers showed HB > 0.60
(manufacturer’s default threshold settings) except for
D22S1045 and D5S818 that yielded lower HB values, 0.43
(0.02) and 0.57 (0.02), respectively (Table S6). These findings
were in line with earlier studies that reported imbalances at
D22S1045 [3, 12-15, 17, 22, 54, 57] and D5S818 [53, 54,
57]. Six aSTRs (D4S2408, CSF1PO, D7S820, D8S1179,
D9S1122 and THO1), one Y-STR (DYF387S1) and three X-
STRs (DXS10135, DXS10074 and HPRTB) displayed HB >
0.90 (Table S6). These findings were consistent with previous
studies [3, 13]. Results for afore-mentioned aSTRs and one X-
STR were in line with Silvia et al., 2017 [54], except for
DXS10135 and DXS10074.

Apparently, this analysis showed that low locus coverage
did not necessarily increase heterozygous imbalance (Fig. 1).
Among aSTRs, THO1 showed highest locus coverage along
with highly balanced allele calls (0.95, 0.01). In contrast,
D19S443 displayed lowest locus coverages for most sequenc-
ing runs with relatively balanced genotype calls (0.82, 0.03)
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Fig. 1 Inter-laboratory investigation of possible correlations between
locus coverage differences and heterozygous imbalances. Total locus
coverage and average heterozygous balance (HB) were calculated using
five single source samples (SRM 2391c A-C, control DNA 2800M and
G49-S1; amplified with 1 ng DNA). Against expectations, we found that
varying locus coverage did not affect heterozygous balance. For example,

(Table S6, Fig. 1). Observed differences in locus coverage as a
result of cluster density variation had only minor effects on the
fluctuation of HB (Tables 1 and S6).

Sensitivity

Sensitivity of the ForenSeq DNA Signature Prep Kit was
assessed with decreasing DNA input of sample M500 ranging
from 1000 pg to 31 pg (final DNA input). Alleles were called
based on read counts when they exceeded the manufacturer’s
default IT [1, 45]. The full profile of M500 consisted of 80
aSTR alleles, 26 Y-STR alleles and 17 X-STR alleles.

The mean aSTR sensitivity success rate over all runs was
100% down to 500 pg and still >91.8% (2.6%) down to 62 pg
DNA input (Table S7). On average, all sequencing runs suc-
cessfully typed > 93.2% (2.8%) of all Y-STRs down to 125 pg
DNA (Table S7). Furthermore, X-STR analysis showed

@ Springer

(b)

>

80000 R AT TR 10
o

«

0.8 o

60000 =
o

0.6 %

o

40000 N
0.4 S

c

20000 &
F0.2 o

5

e |

0- L0.0 @

Q N v L] ™ ) © A ®
S O R X X X AN < L
EEER SR SRS SR SR SR SRS

THO1
>
80000 1.0 <
(]
o
«
r0.8 o
60000 <
o
- % * % * ¥ % % * r0.6 g
40000 b
-0.4 S
[
20000 .
0.2 o
5
a
0- 0.0 o

(\Q 0\ 0‘]/ 1o (\“ ) © & ®

2 N W2 <O <

ESEE SRS S SR SR SR S
D5S818

a D22S1045 and d D5S818 were found to show HB < 0.60 but mean
locus coverages of 20,838 reads (D22S1045) and 6460 reads (D5S818).
In contrast, b THOI and ¢ D19S443 were found to be highly balanced
forensic markers though showing obvious differences in locus coverage
(mean locus coverage of 49,387 reads (THO1) and 3691 reads
(D19S443); Table S5)

sensitivity levels > 90.5% (2.5%) using 125 pg DNA
(Table S7). For all runs, the average sensitivity level was
71.0% (5.1%), 60.3% (5.8%) and 81.1% (4.2%) for aSTRs,
Y-STRs and X-STRs, respectively, using 31 pg DNA
(Table S7). These findings were in agreement with Churchill
et al., 2016 [3] who reported yields of more than 94% of all
alleles using 100 pg DNA amplified with the ForenSeq DNA
Signature Prep Kit.

To investigate potential instrument-related differences in
sensitivity we carefully examined aSTR, Y-STRs and X-
STR results for each sequencing run individually. Results for
aSTRs revealed that all runs obtained full-profiles down to
250 pg, except for run 2 (drop-out at D19S443, allele 13, for
250 pg) (Table S8, Fig. 2a). The results showed that all runs
obtained comparable sensitivity levels for all classes of
markers included in the ForenSeq DNA Signature Prep Kit,
except for run 2 (Table S8, Figs. 2 and S1). Particularly for
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lower DNA input amounts (< 62 pg) sensitivity levels of run 2
differed distinctly from the others (Fig. 2a—c). Still, run 2
success rates were 58.1%, 46.2% and 70.6% for aSTRs, Y-
STRs and X-STRs using as little as 31 pg DNA, respectively
(Table S7, Figs. 2 and S1). In general, results for the ForenSeq
DNA Signature Prep Kit aSTR sensitivity were comparable to
CE-based STR kits [58-61] and in line with earlier published
MPS studies [1, 3, 4, 14, 54].

Mixtures

We defined mixtures here as DNA profiles showing more than
two alleles in at least two forensic STR markers [62], based on
biological material from two or more persons contributing to
the sample being tested [63]. Mixture study was performed
using samples M 166, M91, M62.5 and M47.6 prepared from
control DNAs 9947A (minor contributor) and 2800M (major

contributor) at four ratios (83.3:16.7; 90.9:9.1; 93.7:6.3 and
95.2:4.8). The total DNA input amount for each mixture was 1
ng. Within each mixture we identified aSTR alleles that were
consistent with the minor contributor genotype (9947A).
Note, only those 12 aSTRs with genotype calls that were
distinguishable from the major contributor’s genotype were
included for mixture analysis (D1S1656, TPOX, D2S1338,
D3S1358, D5S818, D8S1179, vWA, PentaE, D16S539,
D18S51, D21S11 and D22S1045) yielding a total of 41 dis-
tinguishable alleles (Table 2 a and b). Alleles were called
based on their reads by applying the manufacturer’s default
thresholds. On average, the ForenSeq DNA Signature Prep
Kit was able to detect 100%, 94.4% (1.7%), 76.7% (5.0%)
and 45% (5.0%) of the minor contributor’s alleles for M166,
M91, M62.5 and M47.6, respectively (Table 2b).
Furthermore, for M62.5 and M47.6 we observed a noticeable
decrease in the proportion of correctly assigned alleles
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Table 2 Summary of mixture analysis showing the total number of
alleles observed for mixtures M166, M91, M62.5, and M47.6 prepared
at four ratios (83.3:16.7; 90.9:9.1; 93.7:6.3, and 95.2:4.8). Mixtures were
prepared using control DNAs 9947A (minor component) and 2800M
(major component) amplified with 1 ng total DNA (analysed as
singletons). Including only distinguishable autosomal STRs, we were

Total number of
observed alleles

Mixture ratio

Total DNA input/

a) 2800M:9947A (%) component (pg)

Reference pgivture major:minor

Run

Allele drop-out

2800M 9947A Mixture 2800M 9947A 2800M 9947A

able to identify 41 potential alleles per mixture at forensic markers
D1S1656, TPOX, D2S1338, D3S1358, D5S818, D8S1179, vWA,
PentaE, D16S539, D18S51, D21S11, and D22S1045. a depicts results
obtained for all sequencing runs individually while b summarizes the
average percentage of correctly typed alleles per minor contributor
(dark grey header) and mixture (light grey header)

Total no. of correctly typed
alleles (%)

Overall correctly typed minor
contributor’s alleles (%)

Overall correctly typed mixture
alleles (%)

Range

Mixture
’ Min Max ARange

Minor contributor Sample Mean (SD)

0 0 41 (100) 20 (100) 100 (0.0)
1 4 21 20 0 0 41 (100) 20 (100) 97.3 (0.8)
2 41 21 20 0 o | 41(100) 20 (100) 88.6 (2.4)
3 a 21 20 0 0 41 (100) 20 (100) 73.2 (2.4)
4 M166 83.3:16.7 833 167 41 21 20 0 o | 41(100) 20 (100)
5 a4 21 20 0 0 41 (100) 20 (100)
6 41 21 20 0 o | 41(100) 20 (100)
7 49 21 20 0 0 41 (100) 20 (100)
8 41 21 20 0 0 | 41(100) 20 (100)
0 40 21 19 0 1 |40(97.6) 19 (95)
1 40 21 19 0 1 |40(97.8) 19 (95)
2 40 21 19 0 1 |40(97.6) 19 (95)
3 40 21 19 0 1 40 (97.8) 19 (95)
4 Mo1 90.9:9.1 909 9 39 21 18 0 2 39(95.1) 18 (90)
5 40 21 19 0 1 |40(97.6) 19 (95)
6 40 21 19 0 1 40 (97.6) 19 (95)
7 40 21 19 0 1 |40(97.8) 19 (95)
8 40 21 19 0 1 40 (97.6) 19 (95)
0 37 21 16 0 4 [37(902) 16 (80)
1 37 21 16 0 4 37(90.2) 16 (80)
2 36 21 15 0 5 |36(87.8) 15 (75)
3 36 21 15 0 5 36 (87.8) 15(75)
4 M62.5 93.7:6.3 937.5 625 36 21 15 0 5 36 (87.8) 15(75)
5 34 21 13 0 7 34 (82.9) 13 (65)
6 37 21 16 0 4 |37(902) 16 (80)
7 37 21 16 0 4 |37(902) 16 (80)
8 37 21 16 0 4 |37(902) 16 (80)
0 29 21 8 0 12 |29(70.7) 8(40)
1 30 21 9 0 11 [30(73.2) 9 (45)
2 29 21 8 0 12 |29(70.7) 8 (40)
3 30 21 9 0 1 [30(73.2) 9 (45)
4 M47.6 95.2:48 952.4 476 3 21 10 0 10 | 31(75.6) 10 (50)
5 30 21 9 0 1 |30(732) 9(45)
6 32 21 11 0 9 32(78.1) 11 (55)
7 30 21 9 0 11 |30(732) 9(45)
8 29 21 8 0 12 |29 (70.7) 8 (40)

(Figure S2a), which is most likely related to the decline in
minor contributor’s DNA input, while the major contributors
DNA input remained almost unchanged (Table 2a,
Figure S2b). Referring to M47.6 (ratio: 95.2:4.8) we were able
to type 73.2% (2.4%) of all alleles. These findings for mixture
analysis were comparable to Jager et al., 2017 [1], who ob-
served on average 73 allele calls out of 83 alleles (or 87.9%) at
5% minor contributor DNA input including 27 aSTRs.
However, when detecting the minor contributors alleles, find-
ings for M91 demonstrated that 5% variation (ranging from
90% to 95%) was obtained between all sequencing runs,
which increased to 15% for M62.5 (ranging from 65% to
80%) and M47.6 (ranging from 40% to 55%), respectively
(Table 2b, Figure S2a). Still, results for M47.6 showed that
on average all runs were able to detect 45% (5%) of the minor
contributor’s alleles using as little as 47.6 pg DNA (Table 2b).

Again, despite the constant DNA input of 1 ng, clear dif-
ferences in the total number of sequencing reads were obtain-
ed between the participating laboratories (Figure S2b).
Figure S2b shows the read-proportion for each mixture com-
ponent of M166, M91, M62.5, and M47.6 in relation to DNA
input. As expected, reads of the minor component decreased
with lowered DNA input while those of the major component
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accumulated with increasing DNA amount, except for M47.6.
Generally, in proportion to DNA input the fraction of the
minor contributor 9947A received higher number of reads
compared to those of 2800M (Table S9). The observed mix-
ture ratios were equivalent for all mixtures and between se-
quencing runs, except for M47.6, run 4 (Table S9). Although
all mixtures were prepared using 1 ng DNA M47.6 showed an
additional drop in the total number of reads for control DNA
2800M. However, this drop approximated the theoretical mix-
ture ratio that would have been expected (Table S9,
Figure S2b). It should be noted that the decrease in sequencing
reads of control DNA 2800M is more likely related to sample
preparation or laboratory procedure than to differences be-
tween sequencing instruments.

Ancient DNA samples

The analysis of aDNA is associated with possible contamina-
tion at various stages of the process, some of which are diffi-
cult to control, e.g. contamination prior to receiving the sam-
ple in the laboratory. Also, aDNA is characterised by some
degree of degradation that depends on various factors such as
the general age of the specimen - although this is not following
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a strictly linear correlation - and environmental (storage) con-
ditions. Usually ancient samples contain lower DNA quantity
compared to contemporary samples [64]. To gather informa-
tion on the ForenSeq DNA Signature Prep Kit’s performance
on highly degraded DNA samples we included four compro-
mised specimens from the early medieval times. As expected,
we observed lowered percentage of correctly typed loci com-
pared to high quality samples with broad variation in success
rates between the samples (success rates ranged from 1.3% to
96.7%, Table 3, Figure S3). Genotypes were called when they
exceeded the manufacturer’s default threshold [45]. Manual
revision of the non-called STR loci (automatically by the soft-
ware) was performed only for aDNA samples (all runs) if the
locus information in the provided sample-details-report Excel-
table indicated “INC” (genotype) in combination with the
comment “interpretation threshold” (QC indicator). INC
(inconclusive) indicated ambiguous genotype results that were
not reported in the Excel-table. Non-called SNPs that indicat-
ed “INC” (genotype) in combination with “interpretation
threshold” (QC indicator) and fell in the range of 20 to 29
reads were manually corrected and genotype results put in
brackets (Universal Analysis Software section).

Table 3 Summary of ancient DNA analysis using the ForenSeq DNA
Signature Prep Kit amplified for 27 autosomal STRs (aSTRs), 24 Y-
STRs, 7 X-STRs, and 94 identity SNPs (iISNPs). The sample set
consisted of four compromised samples dating from the fifth to eighth
century (for more details see Table S10). Concordance was assessed by
comparing genotype results between sequencing runs and to reference

Furthermore, the manual revision of homozygous STR geno-
type calls that indicated the comment “interpretation thresh-
old” (QC indicator) was performed as described above, except
for alleles in stutter position.

On average, the results for the ancient samples
FA10013B0O1A, FA10026B01A, FA10030TO1A, and
FA10058T01B demonstrated that MPS was able to recover
2 out of 152 markers (1.3%), 136 out of 151 markers
(90.1%), 116 out of 128 markers (90.6%) and 147 out of
152 markers (96.7%), respectively (Table 3, Figure S3).

The lowest percentage of correctly typed loci was obtained
for FA10013B01A dating from the seventh—eighth century
showing drop-out rates of 98.7% (150 out of 152 markers
failed amplification) (Tables 5 and S10-S12, Figure S3).
Only identity SNPs (iSNP) rs1109037 (genotype: GG; all
runs) and rs6444724 (genotype: CC; runs 0, 1, 3, 4, and 7)
were successfully typed. Manual revision of non-called iSNP
genotype calls was performed as described in “Universal
Analysis Software” section for rs6444724 (genotype: CC;
runs 5, 6, and 8), rs740598 (genotype: A; for runs 1, 6; geno-
type: G; for run 7) and rs964681 for run 1 (genotype: TT)
(Table S13).

profile (if available, see Tables S10-S12). Overall markers indicate the
mean percentage (standard deviation [SD] in brackets) of concordantly
typed markers for each ancient DNA sample. The average number of
typed markers per sample was calculated based on the mean percentage
of concordantly typed markers. The maximum number of markers using
the ForenSeq DNA Signature Prep Kit (primer mix A) is 152

Sample Successfully typed markers per MPS run (%)

Successfully typed markers over all runs

Marker Run

Mean Mean no. of typed No. of typed markers vs. total

0 1 2 3 4 S

(SD) [%] markers/sample no. of markers

FA10013BO1A aSTRs

Y-STRs
X-STRs
iSNPs

aSTRs

Y-STRs
X-STRs
iSNPs  93.6

aSTRs  85.2
Y-STRs Q

X-STRs 85.7
iSNPs ~ 92.6

aSTRs 96.3
Y-STRs 100

X-STRs 85.7
iSNPs  96.8

0
0

0
2.1

96.3
833

71.4
94.6
88.9
Q

85.7
92.6

100
100

85.7
97.8

0
0

0
1.1

85.2
66.7

57.1
2.5

81.5
0

?
71.4
86.2

96.3
95.8

85.7
95:9

0
0

0
2.1

96.3
833

71.4
93.6
92.6
?

85.7
93.6

100
100

85.7
97.9

0
0

0
2.1

92.6
833

714
92.5
88.9
Q

85.7
92.6

100
100

85.7
96.8

0
0

0
1.1

88.9
79.2

71.4
93.6
88.9
71.4
92.6

96.3
100

85.7
96.8

0
0

0
2.1

92.6
79.2

71.4
93.6

88.9

85.7
93.6

96.3
100

85.7
97.9

0 0
0 0
0

24

92.6
79.2

71.4

0
1.1

92.6
75.0

571
92:5
81.5
Q

85.7
91.5

96.3
95.8

85.7
98.9

FA10026BO1A

FA10030TO1A

FA10058TO1B

0
0

0
1

9
7

7
9
8

8
9

1
1

8
9

?

0
0

0
1.7 (0.5)

922(34)
78.7 (5.3)

68.2 (6.3)
93.5(0.8)
87.3(3.8)
Q /
82.5(6.3)
92.0 (2.3)

97.9 (2.0)
99.1(1.9)

85.7(0.0)
97.3(0.9)

2/152

.1

2.6
9.2

1.4
4.6
8.9

136/151*

116/128°

5.7
2.6

00
00

5.7
6.8

147/152

* Exclusion of rs722290 from concordance calculation due to tri-allelic genotype;

therefore, the total number of markers is 151 instead of 152

P Sample derived from a female individual; therefore, the total number of markers recovered with the ForenSeq DNA Signature Prep Kit was 128 instead

of 152
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The DNA profile of FA10026B01A was concordant
between all runs and to known allele calls derived from
CE (if available), except for D3S1358 (CE: 15; MPS: 14,
15), D12S391 (CE: 19; MPS: 19, 19.3), D21S11 (CE: 30;
MPS: 29, 30) and DYS385a-b (CE: allele 14; MPS: 11,
14) (Tables S10-S11). The careful revision of previously
generated CE data for sample FA10026B01A indicated
peaks at D3S1358, D12S391, D21S11 and DYS385 that
were either located in stutter position and/or fell below the
in-house analytical threshold of 50 RFU. Based on these
findings, and, because of the comparison of MPS and CE
data, the most likely reason for the observed differences is
allele drop-out. Results for all runs at locus D13S317
revealed the presence of three different isometric variants
of allele 11, viz. (a) sequence identical to the reference
sequence as taken from the updated “Forensic STR
Sequence Guide v4” file [65] originally published in
[66] and available online at https://strider.online [67], (b)
allele 11 containing rs9546005-T, and (c) allele 11 con-
taining a C>A transversion at nucleotide position
GRCh38 CHR13:82148040 together with rs9546005-T,
respectively (Tables S10 and S14). Furthermore, run 3
showed two isomeric variants of DYS385a-b, allele 11
(a) sequence identical to the reference sequence as taken
from [65, 67], and (b) allele 11 containing a G>A transi-
tion located at GRCh38 CHRY:18639770 (18639770-G
showing 107 reads and 18639770-A showing 38 reads),
respectively (Table S11). A possible reason for sequence
variants in degraded samples is based on the
misincorporation of nucleotides during enzymatic ampli-
fication due to cytosine deamination during DNA degra-
dation [68-71]. One instance of discordance between se-
quencing runs was found for run 2 showing allelic drop-
out of the longer allele at D19S443 (MPS: 13, 14)
(Table S10). Identity SNP results for FA10026B01A were
fully concordant between sequencing runs, except for
rs1015250 and rs722290 (Table S13). Manual revision
of rs1015250 no-call iSNP revealed a potential G allele
for runs 3—7 showing reads that accounted for 20%, 16%,
16%, 18%, and 14% of the called iSNP-allele reads, re-
spectively. However, non-called iSNP, allele G, was found
for rs1015250 for runs 0-2 and 8 too with reads < 19.
Data analysis revealed one tri-allelic genotype (iSNP ge-
notype: C, G, (A)) at rs722290 for runs 0, 1 and 7.
Therefore, rs722290 was excluded from concordance
evaluation (Table S13). Observed reads for rs722290, al-
lele A, added up to 4.6%, 4.2%, and 5.6% of allele-reads
with highest intensity for runs 0, 1, and 7, respectively
(data not shown). Locus drop-out was found for all runs at
rs13182883, rs354439, rs719366, and at rs13218440
(runs 0, 2, 3, 5, and 6), rs1736442 (runs 0, 2, 4 and 5),
and rs7041158 (run 2) (Table S13). The average mean
over all runs for FA10026B01A was 92.2% (3.4%),
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78.7% (5.3%), 68.2% (6.3%), and 93.5% (0.8%) of typed
aSTRs, Y-STRs, X-STRs and iSNPs, respectively
(Table 3, Figure S3).

Results for FA10030T01A were fully concordant between
runs and to known reference (if available), except for D7S820
(CE: 8; MPS: 8, 10), D19S433 (CE: 12; MPS: 12, 13). Results
for D22S1045 revealed the drop-out of the longer allele within
all runs, except for run 3 (CE: 16, 17) (Table S10). In addition,
all runs showed drop-out of the shorter allele at DXS8378
(CE: 11, 13) (Table S12). According to previously obtained
CE results and to [34], human remains of FA10030T01A were
derived from a female individual. Data analysis revealed one
Y-STR call at DYS391, allele 11, most likely due to contam-
ination during handling of the sample or laboratory procedure
(Table S11). However, the total number of allele-reads for
FA10030TO1A at DYS391, allele 11, was < 49 (Table S11).
Identity SNP results for FA10030T01A were fully concordant
between runs, except for rs1294331, rs354439, and
rs1382387 showing the drop-out of allele A, allele T and allele
G, respectively (Table S13). Locus drop-out was observed at
1s2920816 (all runs), rs719366 (runs 0, 2-8), rs13182883
(runs 0-2, 4, 6-8) and rs13218440 (runs 1-6, 8). Overall,
profile of FA10030TO1A consisted of 87.3% (3.8%), 82.5%
(6.3%), and 92.0% (2.3%) concordantly typed aSTRs, X-
STRs, and iSNPs, respectively (Table 3, Figure S3).

The highest percentage of correctly typed loci was found
for FA10058T01B, which was the eldest aDNA sample, dat-
ing from the fifth century showing 97.9% (2.0%), 99.1%
(1.9%), 85.7% (0.0%), and 97.3% (0.9%) of concordantly
typed aSTRs, Y-STRs, X-STRs, and iSNPs, respectively.
Results were fully concordant between runs and to known
reference (if available) for all 152 markers (Tables S10-S13,
Figure S3). Drop-out was obtained for runs 2 and 5 at
rs13218440 (Table S13). In addition, MPS was able to iden-
tify homozygous genotype as isometric heterozygous geno-
type for FA10058TO1B at D8S1179, allele 13 (repeat structure
variants [TCTA] [TCTG] [TCTA],; and [TCTA],; containing
a G>A transition located at GRCh38 CHR8:124894872) and
DYF387S1, allele 38 (repeat structure variants [AAAG];
[GTAG] [GAAG]; [AAAG], [GAAG] [AAAG], [GAAG]y
[AAAG]s [AAAA] [AAAG]; and [AAAG]; [GTAG]
[GAAG], [AAAG], [GAAG] [AAAG], [GAAG]
[AAAG]; [AAAA] [AAAG]; both containing a G>A transi-
tion located at GRCh38 CHRY:23785484) (Table S14) [65,
67]. Earlier studies reported sequence variants at D8S1179 [4,
15, 72, 73], which was in line with our findings for this mark-
er. However, at the time of writing, no references were found
for DYF387S1. Discordances between sequencing runs were
observed for three iSNPs at rs1355366, rs13182883, and
1rs13218440 due to the drop-out of allele G, allele A and allele
A, respectively (Table S13). During manual revision of non-
called iSNPs we observed reads that were below 1.8% of the
called iSNP-allele reads at rs251934 (allele T) and rs1821380
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(allele A) and were thus considered as noise. Runs 2 and 5
obtained locus drop-out at rs13218440 (Table S13).

In general, our results support the findings of earlier publica-
tions [74-76] that the application of MPS for STR analysis of
degraded and challenging DNA samples can be beneficial. As
expected and due to the nature of SNP-containing amplicons [25,
26], the ancient DNA data showed that, in contrast to STRs, the
majority of sequencing runs obtained constantly high SNP re-
covery rates, which was in line with previous reports [8, 75]
(Table 3). To evaluate the validity of the obtained results and to
assess the impact of iSNPs vs. aSTRs we calculated the RMPs
and LRs for each aDNA sample (if applicable) as well as for
reference material SRM 2391c, components A—C (Tables S15—
S18). RMPs for iSNPs were calculated from a subset of 49 iSNP
that are included in the validated SNPforID 52-plex panel [77].
Note that rs1355366 was excluded for RMP calculation due to
the ambiguous genotype results. The calculated RMPs for 27
aSTRs and 49 iSNPs for aDNAs ranged from 1.65E-32 to
7.15E-27 and from 1.37E-29 to 8.55E-28, respectively
(Tables S15-S17), whereas the corresponding RMP values for
SRM 2391c A—C ranged from 3.54E-43 to 2.48E-34 (aSTRs)
and from 9.89E-31 to 1.40E-28 (iSNPs) (Table S18). As expect-
ed, the data of the reference material SRM 2391c A-C showed
clearly higher LR levels for aSTRs than for the iSNP subset
(Figure S4) [52, 78-80]. In the aDNA samples, however, the
STR-based LRs were roughly in the same range as those obtain-
ed for iISNPs. Furthermore, there was no pronounced difference
in iSNPs LR levels between reference and aDNA samples
(Figure S4) [25, 52]. This relative decline of the STR-based
LRs compared to the constant levels of SNP-based LRs can be
an indication for a noticeably better performance of SNPs com-
pared to STRs when analysing old and compromised DNA sam-
ples with MPS approaches. However, it is important to mention
that the LR for SRM 2391¢B was markedly higher than those of
components A and C representing an above average LR value
and that only a small number of compromised samples were
included. Therefore, these data can be regarded as preliminary
results indicating that SNPs are a preferable choice of markers,
especially for heavily degraded DNA. Nevertheless, this has to
be shown in more comprehensive MPS-studies.

Additionally, we contrasted CE-based with MPS-based
aDNA genotyping. For this comparison, we calculated LRs (if
applicable) for the AmpFISTR NGM SElect Kit, the AmpFISTR
NGM SElect loci as included in the ForenSeq DNA Signature
Prep Kit and for the entire set of aSTR as well as for a subset of
49 iSNP loci included in the latter kit (Tables S15-S17). The
results clearly show the benefit of the large number of markers
included in the MPS-based assay that resulted in much higher
LRs than CE did (Tables S15-S17). In general, we observed
comparable MPS-based LRs for all aDNA samples and classes
of markers suggesting stable performance of the ForenSeq DNA
Signature Prep Kit on compromised samples (Figure S5).
Overall, the predominant reason for STR discordance between

MPS and CE results within aDNA samples was due to additional
allele calls obtained using MPS that lead to an increased power of
discrimination, except for FA10013B01A, which showed total
drop-out in MPS analysis but a partial profile using CE
(Tables S10-S12). Possible reasons could be that the CE analysis
was performed eight years earlier and the remaining DNA extract
meanwhile frozen, stochastic effects due to low DNA input in
general (Table S10) or inhibition of the MPS approach as de-
scribed in [28, 81]. For instance, using MPS the average profile
of FA10026B01A and FA10058T01B was composed of 25
aSTRs, 19 Y-STRs, 5-XSTRs and 87 iSNPs and 26 aSTRs, 24
Y-STRs, 6 X-STRs and 91 iSNPs, respectively (Table 3,
Figure S5). However, CE analysis was able to recover 4
aSTRs, 5 Y-STRs and 15 aSTRs, 12 Y-STRs plus 1 X-STR for
FA10026B01A and FA10058TO01B, respectively (Tables S10—
S11, Figure S5). Therefore, it seems important to note that such
high numbers of different loci cannot be typed with CE-based
STR kits within a single run. This indicates the usefulness of
MPS-based technologies for the analysis of compromised sam-
ples especially if the original material is limited.

Conclusions

The presented results are the first MPS-data collected in a
collaborative exercise performed among eight indepen-
dent European laboratories using sequencing instruments
of the same supplier. This inter-laboratory study conduct-
ed in the framework of the SeqForSTRs project [31] de-
scribed validation experiments for MPS STR analysis
using a standardized sequencing library prepared with
the ForenSeq DNA Signature Prep Kit and sequenced on
eight different MiSeq FGx instruments. The primary in-
tention of this study was to reduce the inherent complex-
ity derived from multiple steps during manual library
preparation to a minimum to test for instrument variation
about which knowledge is scarce (including the effect of
transport conditions). This was enabled by centralized li-
brary preparation using the ForenSeq DNA Signature
Prep Kit (primer mix A). Despite broad observed varia-
tion in instrument performance, all laboratories obtained
run quality metrics that fell within the manufacturer’s rec-
ommended range. Importantly, obtained locus coverage
differences did not necessarily adversely affect heterozy-
gous balances. Inter-laboratory concordance revealed
100% concordance for autosomal- and Y-STRs and yet
85.7% for X-STRs due to drop-out of one allele plus
83.3% due to locus drop-out at marker DXS10103.
Mean success rates of all sensitivity runs with 125 pg
DNA input were 96.9% (1.7%), 93.2% (2.8%), and
90.5% (2.5%) for aSTR, Y-STR, and X-STR alleles and
were comparable to [1, 3, 53, 54] as well as to results
using MPS-kits from other suppliers [9, 82].
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Interestingly, sensitivity results for each particular run
showed that especially for DNA input amounts of
< 125 pg the ability to correctly type a STR profile might
be dependent on the particular detection limit of the se-
quencing instrument. Sensitivity results showed that be-
tween laboratories the variation in successfully typed
aSTRs (highest vs. lowest number of correctly typed al-
leles) increased with decreasing DNA input and added up
to 9% (62 pg) and 17% (31 pg), respectively. These re-
sults indicate the importance of performing rigorous in-
house validation before implementing MPS into forensic
casework applications. Results showed that MPS is a
promising tool for the identification of compromised
DNA samples and were in line with [8, 75]. The analysis
of degraded DNA samples using the ForenSeq DNA
Signature Prep Kit showed the total drop-out of
FA10013B01A; however, MPS was able to successfully
type > 87% of all aSTRs, > 78% of all Y-STRs, > 68% of
all X-STRs, and > 92% of all iSNPs for the remaining
three compromised DNA samples. Again, this high num-
ber of successfully typed loci was not achieved using
conventional CE-based technologies.

Acknowledgements The authors would like to thank Burkhard Berger,
Harald Niederstitter, and Martin Bodner for helpful discussions, as well
as Alexandra Kaindl-Lindinger (all Institute of Legal Medicine, Medical
University of Innsbruck) and Angelika Fiirst (Bavarian State Criminal
Police Office, Munich) for technical support.

Funding information Open access funding provided by University of
Innsbruck and Medical University of Innsbruck. This study received sup-
port from the European Union, grant agreement number 1Z25-5793-
2015-30 2017-2020 - Evaluierung des Next Generation Sequencing
(NGS) fiir die Anwendbarkeit zur DNA-Analytik in der polizeilichen
Praxis von Bund und Liandern — Sequencing of forensic STRs
(SeqForSTRs) and grant agreement number HOME/2014/ISFP/AG/
LAWX/4000007135 under the Internal Security Funding Police pro-
gramme of the European Commission-Directorate General Justice and
Home Affairs (DNASeqEXx).

Compliance with ethical standards Rescarch involving hu-
man participants and/or animals: does not apply; the study is using stan-
dard reference material and DNA extracted from old human remains (>
800 years);

Conflict of interest The authors declare that they have no conflict of
interest.

Disclaimer This publication reflects the views only of the authors, and
the European Commission cannot be held responsible for any use, which
may be made of the information contained therein.

Open Access This article is distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution 4.0 International License (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided you give
appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link
to the Creative Commons license, and indicate if changes were made.

@ Springer

References

1. Jager AC, Alvarez ML, Davis CP, Guzman E, Han Y, Way L et al
(2017) Developmental validation of the MiSeq FGx Forensic
Genomics System for targeted next generation sequencing in foren-
sic DNA casework and database laboratories. Forensic Sci Int
Genet 28:52-70

2. Churchill JD, Chang J, Ge J, Rajagopalan N, Wootton SC, Chang
CW, Lagacé¢ R, Liao W, King JL, Budowle B (2015) Blind study
evaluation illustrates utility of the lon PGM system for use in hu-
man identity DNA typing. Croat Med J 56:218-229

3. Churchill JD, Schmedes SE, King JL, Budowle B (2016)
Evaluation of the Illumina Beta Version ForenSeq DNA
Signature Prep Kit for use in genetic profiling. Forensic Sci Int
Genet 20:20-29

4. Miiller P, Alonso A, Barrio PA, Berger B, Bodner M, Martin P,
Parson W, DNASEQEX Consortium (2018) Systematic evaluation
of the early access applied biosystems precision ID Globalfiler
mixture ID and Globalfiler NGS STR panels for the ion S5 system.
Forensic Sci Int Genet 36:95-103

5. Van Neste C, Van Nieuwerburgh F, Van Hoofstat D, Deforce D
(2012) Forensic STR analysis using massive parallel sequencing.
Forensic Sci Int Genet 6:810-818

6. Scheible M, Loreille O, Just R, Irwin J (2014) Short tandem repeat
typing on the 454 platform: strategies and considerations for
targeted sequencing of common forensic markers. Forensic Sci Int
Genet 12:107-119

7. Scheible M, Loreille O, Just R, Irwin J (2011) Short tandem repeat
sequencing on the 454 platform. Forensic Sci Int Genet Suppl Ser 3:
e357—e3e8

8. Xavier C, Parson W (2017) Evaluation of the Illumina ForenSeq
DNA Signature Prep Kit - MPS forensic application for the MiSeq
FGx benchtop sequencer. Forensic Sci Int Genet 28:188-194

9. GuoF, Zhou Y, Liu F, YuJ, Song H, Shen H, Zhao B, Jia F, Hou G,
Jiang X (2016) Evaluation of the Early Access STR Kit v1 on the
Ion Torrent PGM platform. Forensic Sci Int Genet 23:111-120

10. Strobl C, Eduardoff M, Bus MM, Allen M, Parson W (2018)
Evaluation of the precision ID whole MtDNA genome panel for
forensic analyses. Forensic Sci Int Genet 35:21-25

11. Eduardoff M, Gross TE, Santos C, de la Puente M, Ballard D,
Strobl C, Bersting C, Morling N, Fusco L, Hussing C, Egyed B,
Souto L, Uacyisrael J, Syndercombe Court D, Carracedo A, Lareu
MYV, Schneider PM, Parson W, Phillips C, EUROFORGEN-NoE
Consortium (2016) Inter-laboratory evaluation of the
EUROFORGEN Global ancestry-informative SNP panel by mas-
sively parallel sequencing using the Ion PGM. Forensic Sci Int
Genet 23:178-189

12.  Just RS, Moreno LI, Smerick JB, Irwin JA (2017) Performance and
concordance of the ForenSeq system for autosomal and Y chromo-
some short tandem repeat sequencing of reference-type specimens.
Forensic Sci Int Genet 28:1-9

13.  Kdocher S, Miiller P, Berger B, Bodner M, Parson W, Roewer L,
Willuweit S, DNASeqEx Consortium (2018) Inter-laboratory vali-
dation study of the ForenSeq DNA Signature Prep Kit. Forensic Sci
Int Genet 36:77-85

14.  Moreno LI, Galusha MB, Just R (2018) A closer look at Verogen’s
Forense DNA Signature Prep kit autosomal and Y-STR data for
streamlined analysis of routine reference samples. Electrophoresis
39:2685-2693

15. Devesse L, Ballard D, Davenport L, Riethorst I, Mason-Buck G,
Syndercombe CD (2017) Concordance of the ForenSeq system and
characterisation of sequence-specific autosomal STR alleles across
two major population groups. Forensic Sci Int Genet 34:57-61

16. Phillips C, Devesse L, Ballard D, Weert L, Ml P, Melis S et al
(2018) Global patterns of STR sequence variation: sequencing the



Int J Legal Med (2020) 134:185-198

197

17.

18.

19.

20.

21.

22:

23

24.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

3L

32.

33,

34.

35.

CEPH human genome diversity panel for 58 forensic STRs using
the Illumina ForenSeq DNA Signature Prep Kit. Electrophoresis
39:2708-2724

Churchill JD, Novroski NMM, King JL, Seah LH, Budowle B
(2017) Population and performance analyses of four major popula-
tions with Illumina’s FGx Forensic Genomics System. Forensic Sci
Int Genet 30:81-92

Gettings KB, Borsuk LA, Steffen CR, Kiesler KM, Vallone PM
(2018) Sequence-based U.S. population data for 27 autosomal
STR loci. Forensic Sci Int Genet 37:106—115

Novroski NMM, King JL, Churchill JD, Seah LH, Budowle B
(2016) Characterization of genetic sequence variation of 58 STR
loci in four major population groups. Forensic Sci Int Genet 25:
214-226

van der Gaag KJ, de Leeuw RH, Hoogenboom J, Patel J, Storts DR,
Laros JFJ et al (2016) Massively parallel sequencing of short tan-
dem repeats-Population data and mixture analysis results for the
PowerSeq system. Forensic Sci Int Genet 24:86-96

Faith SA, Scheible M. Analyzing data from next generation se-
quencers using the PowerSeq Auto/Mito/Y System. Promega
Corporation Web site. http://at.promega.com/resources/profiles-in-
dna/2016/analyzing-data-from-next-generation-sequencers-using-
the-powerseq-automitoy-system/ (Updated 2016). 2016.

I[llumina. ForenSeq DNA Signature Prep Kit, Reference Guide
(Part # 15049528 vO1). 2015.

ThermoFisherScientific. Precision ID GlobalFiler NGS STR Panel
v2 with the HID Ion S5/HID Ion GeneStudio S5 System: template
preparation and sequencing, Quick Reference (Pub. No.
MANO0016252, Rev. B.0). 2018.

ThermoFisherScientific (2018) Expand your forensics workflow
with the Precision ID NGS System, Brochure

Butler JM, Coble MD, Vallone PM (2007) STRs vs. SNPs:
thoughts on the future of forensic DNA testing. Forensic Sci Med
Pathol 3:200-205

Brookes AJ (1999) The essence of SNPs. Gene 234:177-186
Kidd KK, Pakstis AJ, Speed WC, Grigorenko EL, Kajuna SL,
Karoma NIJ et al (2006) Developing a SNP panel for forensic iden-
tification of individuals. Forensic Sci Int 164:20-32

Elwick K, Zeng X, King J, Budowle B, Hughes-Stamm S (2018)
Comparative tolerance of two massively parallel sequencing sys-
tems to common PCR inhibitors. Int J Legal Med 132:983-995
Zhang Q, Zhou Z, Liu Q, Liu L, Shao L, Zhang M, Ding X, Gao Y,
Wang S (2018) Evaluation of the performance of Illumina's
ForenSeq system on serially degraded samples. Electrophoresis
39:2674-2684

Zeng X, Elwick K, Mayes C, Takahashi M, King JL, Gangitano D
et al (2018) Assessment of impact of DNA extraction methods on
analysis of human remain samples on massively parallel sequenc-
ing success. Int J Legal Med

Bundeskriminalamt, Fachbereich-1Z-25, Berlin, Germany. EU
Project ISF, Nr. 1225-5793-2015-30 2017-2020 Evaluierung des
Next Generation Sequencing (NGS) fiir die Anwendbarkeit zur
DNA-Analytik in der polizeilichen Praxis von Bund und Léndem
— Sequencing of forensic STRs (SeqforSTRs)

[llumina (2015) MiSeq FGx Instrument, Reference Guide (Part#
15050524, Rev. C)

NationallnstituteofStandards& Technology. Standard Reference
Material 2391¢ PCR-based DNA profiling standard (Certificate of
Analysis). 2011, Certificate Revision History: 03 April 2015
McGlynn G (2007) Using 13C-, 15N-, and 180 stable isotope
analysis of human bone tissue to identify transhumance, high alti-
tude habitation and reconstruct palaeodiet for the early medieval
Alpine population at Volders. Ludwig-Maximilians-University at
Miinchen, Austria

Bauer CM, Niederstitter H, McGlynn G, Stadler H, Parson W
(2013) Comparison of morphological and molecular genetic sex-

36.

37.

38.

39,
40.

41.

43.

44

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

5.

typing on mediaeval human skeletal remains. Forensic Sci Int
Genet 7:581-586

Walker JA, Hedges DJ, Perodeau BP, Landry KE, Stoilova N,
Laborde ME, Shewale J, Sinha SK, Batzer MA (2005) Multiplex
polymerase chain reaction for simultaneous quantitation of human
nuclear, mitochondrial, and male Y-chromosome DNA: application
in human identification. Anal Biochem 337:89-97

Niederstitter H, Kochl S, Grubwieser P, Pavlic M, Steinlechner M,
Parson W (2007) A modular real-time PCR concept for determining
the quantity and quality of human nuclear and mitochondrial DNA.
Forensic Sci Int Genet 1:29-34

Promega. PowerPlex ESX 17 Fast System for use on the Applied
Biosystems Genetic Analyzers, Technical Manual. September, 17
Promega. PowerPlex 16 System, Technical Manual. Revised 5/16
Promega. PowerPlex 21 System for use on the Applied Biosystems
Genetic Analyzers, Technical Manual. Revised 4/17

Qiagen (2013) Investigator Argus X-12 Handbook
ThermoFisherScientific. AppliedBiosystems AmpFISTR Yfiler
PCR Amplification Kit, User Guide (Pub.no. 4358101, Rev. J).
2014:234

Esteve Codina A, Niederstatter H, Parson W (2009) “GenderPlex”
a PCR multiplex for reliable gender determination of degraded hu-
man DNA samples and complex gender constellations. Int J Legal
Med 123:459-464

ThermoFisherScientific (2015) AppliedBiosystems AmpFISTR
NGM SElect PCR Amplification Kit, User Guide (Pub. no.
4458841, Rev. F)

[llumina (2016) ForenSeq Universal Analysis Software Guide
(Document # 15053876 v01)

IBM-Corp (2016) IBM SPSS Statistics for Windows, Version 24.0.
Armonk

Amigo J, Salas A, Phillips C, Carracedo A (2008) SPSmart:
adapting population based SNP genotype databases for fast and
comprehensive web access. BMC Bioinformatics 9:428

Amigo J, Phillips C, Salas T, Formoso L, Carracedo A, Lareu M
(2009) pop.STR—An online population frequency browser for
established and new forensic STRs. Forensic Sci Int Genet Suppl
Ser 2:361-362

Amigo J, Phillips C, Lareu M, Carracedo A (2008) The SNPforID
browser: an online tool for query and display of frequency data
from the SNPforID project. Int J Legal Med 122:435-440

Amigo J, Phillips C, Salas A, Carracedo A (2009) Viability of in-
house datamarting approaches for population genetics analysis of
SNP genotypes. BMC Bioinformatics 10(Suppl 3):S5

National Research C (1996) The evaluation of forensic DNA evi-
dence. The National Academies Press, Washington, DC

Butler JM (2005) Forensic DNA typing: biology, technology, and
genetics of STR markers, 2nd edn. Elsevier Academic Press, New
York

Guo F, YuJ, Zhang L, Li J (2017) Massively parallel sequencing of
forensic STRs and SNPs using the Illumina ForenSeq DNA
Signature Prep Kit on the MiSeq FGx Forensic Genomics
System. Forensic Sci Int Genet 31:135-148

Silvia AL, Shugarts N, Smith J (2017) A preliminary assessment of
the ForenSeq FGx System: next generation sequencing of an STR
and SNP multiplex. Int J Legal Med 131:73-86

Illumina (2016) Optimizing cluster density on Illumina Sequencing
Systems - understanding cluster density limitations and strategies
for preventing under- and overclustering

Gill P, Sparkes R, Fereday L, Werrett DJ (2000) Report of the
European Network of Forensic Science Institutes (ENSFI): formu-
lation and testing of principles to evaluate STR multiplexes.
Forensic Sci Int 108:1-29

Almalki N, Chow HY, Sharma V, Hart K, Siegel D, Wurmbach E
(2017) Systematic assessment of the performance of illumina's
MiSeq FGx forensic genomics system. Electrophoresis 38:846-854

@ Springer



198

Int J Legal Med (2020) 134:185-198

58.

59.

60.

61.

62.

63.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Martin P, de Simon LF, Luque G, Farfan MJ, Alonso A (2014)
Improving DNA data exchange: validation studies on a single 6
dye STR kit with 24 loci. Forensic Sci Int Genet 13:68-78
Oostdik K, Lenz K, Nye J, Schelling K, Yet D, Bruski S, Strong J,
Buchanan C, Sutton J, Linner J, Frazier N, Young H, Matthies L,
Sage A, Hahn J, Wells R, Williams N, Price M, Koehler J, Staples
M, Swango KL, Hill C, Oyerly K, Duke W, Katzilierakis L,
Ensenberger MG, Bourdeau JM, Sprecher CJ, Krenke B, Storts
DR (2014) Developmental validation of the PowerPlex Fusion
System for analysis of casework and reference samples: a 24-
locus multiplex for new database standards. Forensic Sci Int
Genet 12:69-76

Ensenberger MG, Lenz KA, Matthies LK, Hadinoto GM,
Schienman JE, Przech AJ, Morganti MW, Renstrom DT, Baker
VM, Gawrys KM, Hoogendoorn M, Steffen CR, Martin P,
Alonso A, Olson HR, Sprecher CJ, Storts DR (2016)
Developmental validation of the PowerPlex Fusion 6C System.
Forensic Sci Int Genet 21:134-144

Wang DY, Gopinath S, Lagace RE, Norona W, Hennessy LK, Short
ML et al (2015) Developmental validation of the GlobalFiler
Express PCR Amplification Kit: a 6-dye multiplex assay for the
direct amplification of reference samples. Forensic Sci Int Genet
19:148-155

Schneider PM, Fimmers R, Keil W, Molsberger G, Patzelt D, Pflug
W, Rothdmel T, Schmitter H, Schneider H, Brinkmann B (2009)
The German Stain Commission: recommendations for the interpre-
tation of mixed stains. Int J Legal Med 123:1-5

Butler JM, Kline MC, Coble MD (2018) NIST interlaboratory stud-
ies involving DNA mixtures (MIX05 and MIX13): variation ob-
served and lessons learned. Forensic Sci Int Genet 37:81-94
Marciniak S, Klunk J, Devault A, Enk J, Poinar HN (2015) Ancient
human genomics: the methodology behind reconstructing evolu-
tionary pathways. J Hum Evol 79:21-34

Phillips C, Gettings KB, King JL, Ballard D, Bodner M, Borsuk L,
Parson W (2018) "The devil’s in the detail": Release of an expand-
ed, enhanced and dynamically revised forensic STR Sequence
Guide. Forensic Sci Int Genet 34:162—169

Parson W, Ballard D, Budowle B, Butler IM, Gettings KB, Gill P,
Gusmao L, Hares DR, Irwin JA, King JL, Knijff P, Morling N,
Prinz M, Schneider PM, Neste CV, Willuweit S, Phillips C (2016)
Massively parallel sequencing of forensic STRs: considerations of
the DNA commission of the International Society for Forensic
Genetics (ISFG) on minimal nomenclature requirements. Forensic
Sci Int Genet 22:54-63

Bodner M, Bastisch I, Butler JM, Fimmers R, Gill P, Gusmao L et al
(2016) Recommendations of the DNA Commission of the
International Society for Forensic Genetics (ISFG) on quality con-
trol of autosomal Short Tandem Repeat allele frequency databasing
(STRIidER). Forensic Sci Int Genet 24:97-102

Dabney J, Meyer M, Piibo S (2013) Ancient DNA damage. Cold
Spring Harb Perspect Biol 5

Hofreiter M, Jaenicke V, Serre D, von Haeseler A, Pédibo S (2001)
DNA sequences from multiple amplifications reveal artifacts in-
duced by cytosine deamination in ancient DNA. Nucleic Acids
Res 29:4793-4799

Stiller M, Green RE, Ronan M, Simons JF, Du L, He W et al (2006)
Patterns of nucleotide misincorporations during enzymatic

@ Springer

7

72

73.

74.

75:

76.

s

78.

79.

80.

81.

82.

amplification and direct large-scale sequencing of ancient DNA.
Proc Natl Acad Sci U S A 103:13578-13584

Briggs AW, Stenzel U, Johnson PL, Green RE, Kelso J, Prufer K
etal (2007) Patterns of damage in genomic DNA sequences from a
Neandertal. Proc Natl Acad Sci U S A 104:14616-14621
Gettings KB, Aponte RA, Vallone PM, Butler JM (2015) STR
allele sequence variation: current knowledge and future issues.
Forensic Sci Int Genet 18:118-130

Gettings KB, Kiesler KM, Faith SA, Montano E, Baker CH, Young
BA, Guerrieri RA, Vallone PM (2016) Sequence variation of 22
autosomal STR loci detected by next generation sequencing.
Forensic Sci Int Genet 21:15-21

Calafell F, Anglada R, Bonet N, Gonzalez-Ruiz M, Prats-Munoz G,
Rasal R etal (2016) An assessment of a massively parallel sequenc-
ing approach for the identification of individuals from mass graves
of the Spanish Civil War (1936-1939). Electrophoresis 37:2841—
2847

Fattorini P, Previderé C, Carboni I, Marrubini G, Sorcaburu-
Cigliero S, Grignani P, Bertoglio B, Vatta P, Ricci U (2017)
Performance of the ForenSeqTM DNA Signature Prep kit on high-
ly degraded samples. Electrophoresis 38:1163—1174

Kulstein G, Hadrys T, Wiegand P (2018) As solid as a rock—
comparison of CE- and MPS-based analyses of the petrosal bone
as a source of DNA for forensic identification of challenging cranial
bones. Int J Legal Med 132:13-24

Sanchez JJ, Phillips C, Borsting C, Balogh K, Bogus M, Fondevila
M et al (2006) A multiplex assay with 52 single nucleotide poly-
morphisms for human identification. Electrophoresis 27:1713—
1724

Gill P (2001) An assessment of the utility of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) for forensic purposes. Int J Legal Med
114:204-210

Gill P, Werrett DJ, Budowle B, Guerrieri R (2004) An assessment of
whether SNPs will replace STRs in national DNA databases—joint
considerations of the DN A working group of the European Network
of Forensic Science Institutes (ENFSI) and the Scientific Working
Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM). Sci Justice 44:51—
53

Chakraborty R, Stivers DN, Su B, Zhong Y, Budowle B (1999) The
utility of short tandem repeat loci beyond human identification:
Implications for development of new DNA typing systems.
Electrophoresis 20:1682-1696

Sidstedt M, Steffen CR, Kiesler KM, Vallone PM, Radstrom P,
Hedman J (2019) The impact of common PCR inhibitors on foren-
sic MPS analysis. Forensic Sci Int Genet 40:182—-191

Wang Z, Zhou D, Wang H, Jia Z, Liu J, Qian X et al (2017)
Massively parallel sequencing of 32 forensic markers using the
Precision ID GlobalFiler NGS STR Panel and the Ion PGM
System. Forensic Sci Int Genet 31:126-134

Publisher’s note Springer Nature remains neutral with regard to jurisdic-
tional claims in published maps and institutional affiliations.



Ausgewadhlte Publikationen

Publikation 3

Bredemeyer S, Roewer L, Willuweit S, Next Generation Sequencing of Y-STRs in father-son
pairs and comparison with traditional capillary electrophoresis. Forensic Sciences Research,

2021. p. 1-6
https://doi.org/10.1080/20961790.2021.1898078

52



= Taylor & Francis
Taylor & Francis Group

FORENSIC

SCIENCES Forensic Sciences Research
l"\g-;SfARCH

ISSN: (Print) (Online) Journal homepage: https://www.tandfonline.com/loi/tfsr20

Next generation sequencing of Y-STRs in father-
son pairs and comparison with traditional capillary
electrophoresis

Steffi Bredemeyer, Lutz Roewer & Sascha Willuweit

To cite this article: Steffi Bredemeyer, Lutz Roewer & Sascha Willuweit (2021): Next generation
sequencing of Y-STRs in father-son pairs and comparison with traditional capillary electrophoresis,
Forensic Sciences Research, DOI: 10.1080/20961790.2021.1898078

To link to this article: https://doi.org/10.1080/20961790.2021.1898078

8 © 2021 The Author(s). Published by Taylor &
Francis Group on behalf of the Academy of
Forensic Science.

A
h View supplementary material &'

@ Published online: 16 Apr 2021.

\J
CJ/ Submit your article to this journal &'

A
& View related articles (&'

@ View Crossmark data &'

CrossMark

Full Terms & Conditions of access and use can be found at
https://www.tandfonline.com/action/journalinformation?journalCode=tfsr20



FORENSIC SCIENCES RESEARCH
https://doi.org/10.1080/20961790.2021.1898078

@ Taylor & Francis
Taylor & Francis Group

ORIGINAL ARTICLE

8 OPEN ACCESS | ™ Checkfor updates

Next generation sequencing of Y-STRs in father-son pairs and
comparison with traditional capillary electrophoresis

Steffi Bredemeyer, Lutz Roewer (& and Sascha Willuweit (®

Department of Forensic Genetics, Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences, Charité — Universitdtsmedizin Berlin, Berlin, Germany

ABSTRACT

To evaluate the promising advantages of massively parallel sequencing (MPS) in our
casework, we analysed a total of 33 Y-chromosomal short tandem repeats (Y-STRs)
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with traditional capillary electrophoresis (CE) and 25 Y-STRs using the newer MPS

technology. We studied the outcome of both technologies in 64 father-son pairs
using stock and custom-designed kits. Current MPS technology confirmed the 13
mutational events observed with CE and improved our understanding of the complex
nature of STR mutations. By detecting isometric sequence variants between unrelated
males, we show that sequencing Y-STRs using MPS can boost discrimination power.

Introduction

Y-chromosomal short tandem repeats (Y-STRs) are
especially helpful to analyse the male proportion of
complex female-male mixtures, which is a typical
scenario of samples in sexual assault cases. While
autosomal STRs can easily be used to identify indi-
viduals, Y-STR profiles tend to be identical amongst
patrilineal relatives because of their non-recombining
inheritance mode along paternal lineages. Therefore,
a male perpetrator most likely cannot be differen-
tiated from his brother or father using Y-STRs [1].
While this feature of Y-STRs is detrimental when
trying to differentiate paternally related individuals,
it is beneficial for analysing deep-rooted pedigrees
[2] and familial searching [3].

Currently, the standard technique used in forensic
genetics is to type STRs with capillary electrophoresis
(CE) analysis. This analysis method is fast (profiles
can be generated within one day) and affordable for
the average crime laboratory. Furthermore, the
resulting data handling is straightforward, as STR
length alleles are defined by the number of repetitive
motifs by most standard software packages. This
enables practitioners to report and compare results
very easily. In contrast, massively parallel sequencing
(MPS) is more time-consuming (at least two days
hands-on in the laboratory and approximately 30h

KEYWORDS

Forensic sciences; forensic
genetics; Y-STRs; rapidly
mutating Y-STRs; sequence
polymorphism; isometric
sequence variants; massively
parallel sequencing

sequencing time) and expensive, depending on how
many samples are pooled per run [4]. However, MPS
has some advantages compared with CE analysis: (1)
the lack of specific shared fluorescent markers makes
it possible to multiplex more than 100 hundred
markers in one reaction instead about 30 markers
with CE analysis [5-7] and (2) MPS reveals the
actual sequence of the variation rather than just its
length, and is therefore able to detect sequence vari-
ants within alleles (isometric variants), which are
not distinguishable with CE analysis. Sequence vari-
ants can appear as intra-repeat single nucleotide
polymorphisms (SNPs), SNPs within the flanking
region, indels, or repeat pattern variants. Using these
sequence variants, two individuals could be distin-
guished with one marker even if they have the same
nominal allele [8] and are thus indistinguishable
using CE. Various studies have shown an increase
in the number of alleles per locus when these iso-
metric variants are analysed by MPS, which results
in a higher genetic diversity of STRs [8-22].
Additionally, sequencing can cover flanking sequences
and is thus able to detect SNPs that are not detecta-
ble with CE [7,9,23,24]. However, SNPs have a rela-
tively low mutation rate of 10™® per base per
generation [25] and are therefore unlikely to con-
tribute to the separation of male relatives.
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To determine if Y-STR sequence variants may help
to improve the differentiation of paternally-related
males in forensic casework, we compared the CE and
MPS analysis methods based on mutations at 33
Y-STRs and 25 Y-STR markers of 64 father-son pairs.

Materials and methods
Sample preparation

We collected buccal swap samples from 64 father-son
pairs from European populations. Our analyses are
based on self-declared family relations. DNA
extraction was performed on the BioRobot® EZI
(Qiagen, Hilden, Germany) using the EZ1 DNA
Blood 200 uL Kit (Qiagen). Quantification of DNA
samples was performed with the Rotor-Gene Q
(Qiagen) and the Investigator Quantiplex Kit
(Qiagen) or with the Quantus™ Fluorometer
(Promega Corporation, Madison, WI, USA) and the
QuantiFluor® ONE dsDNA Kit (Promega
Corporation).

CE analysis

A total of 33 Y-STR markers were amplified by
combining 22 Y-STR markers of the PowerPlex®
Y23 System (Promega Corporation) and 11 Y-STR
markers of an adapted RM-Yplex assay (13 Y-STRs
in total) based on Alghafri et al. [26]. The modified
primer mix can be found in Supplementary File
S1. Instead of the DYS518 marker that was used
by Alfghafri et al. [26], the marker DYS464 was
added to the multiplex PCR. This multi-copy Y-STR
marker with at least 4 copies on the Y chromosome
was selected for its outstanding diversity [27,28].
The primer sequence for DYS464 was taken from
Redd et al. [29] and labelled with ATTO 550. PCR
amplification was performed in a final volume of
15uL per reaction: 7.5puL Platinum™ Multiplex PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), 3.3 pL primer mix according to Supplementary
File S1, 3.2pL PCR grade water, and 1uL DNA
template (1ng/uL). To confirm a duplication observed
within the marker Y-GATA-H4 in one sample we per-
formed an additional PCR using the Yfiler™ Plus PCR
Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific) with this
sample and the sample of the associated son. CE ana-
lysis was carried out on the 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) and data
were analysed using the GeneMapper IDX version 1.4
software (Thermo Fisher Scientific).

MPS analysis
Library preparation for sequencing analysis was
performed with the ForenSeq™ DNA Signature

Prep Kit (Verogen, San Diego, CA, USA) according
to the manufacturer’s instructions. For PCR ampli-
fication, primer mix A was used, which includes
25 Y-STR markers. All samples were sequenced
with the MiSeq FGx (Illumina, San Diego, CA,
USA) using the MiSeq FGx Reagent Kit (Verogen).
For better coverage, the library input volume was
increased from 7pL to 10puL. Data analysis was
done using an in-house analysis pipeline (as
explained below), allowing us to analyse the
marker DYS456, which is included in the primer
mix of the ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit
but excluded from the ForenSeq™ Universal
Analysis Software (UAS, Verogen). Allele-stutter
differentiation was done following the forward-,
back-, and double-back-stutter models given by
Bright et al. [30] and the vendor-provided expected
stutter percentages (same for UAS and the in-house
pipeline). All results with less than 10 reads were
discarded.

In-house analysis pipeline

To be able to assess the analysis done by the UAS
software, we re-analysed the raw FASTQ files using
a bioinformatic pipeline called “wintermute”
(open-source software available online at https://
github.com/545ch4/wintermute, publication in
preparation). This tool was prototyped as part of
the EU funded DNASeqEx (DNA-STR Massive
Sequencing & International Information Exchange)
project, which aimed to enable the user to under-
stand the variability and composition of the huge
number of single reads/sequences within a MPS
FASTQ file. In the first step, the software assigns
each read to one or more targets (derived from
the target primer that was used). All sequences of
those sequence-buckets are then multi-aligned to
generate one or more consensus sequence that rep-
resents the sequence-bucket. The software does not
generate reliable results for the flanking regions of
the Y-STRs used here. As the sequence quality
declines over read length (approx. beginning at
120 bp), the software was unable to generate
merged flanking sequences of longer Y-STR (e.g.
DYS448 and DYS3891I). Therefore, we decided to
exclude all flanking sequences for reasons of
consistency.

Results

We used CE analysis to examine 22 Y-STR markers
of 64 father-son pairs using the PowerPlex® Y23
System and used MPS analysis for 25 Y-STRs of the
same sample set using the ForenSeq™ DNA Signature
Prep Kit. DYS393 and DYS458 are included in the



PowerPlex® Y23 System, but not in the ForenSeq™
DNA Signature Prep Kit. DYF387S1, DYS460,
DYS505, DYS522, and DYS612 are included in the
ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit, but not in the
PowerPlex® Y23 System. In total, 20 Y-STR markers
were analysed using both kits (Supplementary File
§2). Comparing MPS results with CE results, all
allele designations were concordant with the excep-
tion of one drop-out (in DYS392) because of low
coverage of this sample. There were some stutters
above the stutter filter, namely in DYS385ab, DYS392,
DYS456, and DYS576, and some additional sequence
variants (drop-ins) slightly above a peak height ratio
(PHR) of 10% in DYS437 and DYS448. All drop-ins
were below a PHR of 13% and were therefore not
calculated as “real” alleles. Notably, the two alleles
of the DYS385ab marker were sometimes unbalanced
in the MPS analysis (minimum 21.5% PHR for
DYS385b). Additionally, a duplication at Y-GATA-H4
in one sample was observed with both CE and MPS
(MPS: 495 reads, 76% PHR for the CE allele 10).

Furthermore, we used CE to examine 13 rapidly
mutated Y-STRs using a modified RM-Yplex assay
developed by Alghafri et al. [26] (including DYS464
in place of DYS518) of the same sample set. DYF399S1,
DYF403S1, DYF404S1, DYS449, DYS464, DYS526,
DYS547, DYS626, and DYS627 are included in the
RM-Yplex assay, but not in the ForenSeq™ DNA
Signature Prep Kit. DYF387S1, DYS570, DYS576, and
DYS612 are included in both the RM-Yplex assay and
ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit (Supplementary
File S2). Similar to our previous results, all allele desi-
gnations were concordant, except some stutters above
the stutter filter in DYF387S1 and DYS612.

In total, 13 mutations were detected when ana-
lysing 22 Y-STR markers of 64 father-son pairs with
CE using the PowerPlex® Y23 System (Supplementary
File S2): two events at marker DYS19, two events
at DYS448, and one event each at DYS385ab,
DYS3891, DYS389I1, DYS456, DYS458, DYS481,
DYS549, DYS643, and Y-GATA-H4. All mutations
were either one-repeat losses or one-repeat gains,
with the exception of the mutational event at
Y-GATA-H4, which was caused by a duplication.
Mutational events occurred at markers with simple
repeat structures (DYS385ab, DYS456, DYS458,
DYS481, DYS549, DYS643, Y-GATA-H4), at markers
with complex repeat structures (DYS3891, DYS3891II,
DYS448), and at one marker with a compound
repeat structure (DYS19). They were observed in
sequences with a trimeric repeat structure (DYS481),
a tetrameric repeat structure (DYS19, DYS385ab,
DYS3891, DYS38911, DYS456, DYS458, Y-GATA-H4),
a pentameric repeat structure (DYS643), and a hexa-
meric repeat structure (DYS448).

Using MPS analysis (ForenSeq™ DNA Signature
Prep Kit, 27 Y-STR loci) we confirmed 12 of 13
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mutational events in the same cohort (DYS19,
DYS448, DYS385ab, DYS3891, DYS389II, DYS456,
DYS481, DYS549, DYS643, and Y-GATA-H4;
Supplementary File S2). Two mutations at DYS458
and DYS612 could not be confirmed because of the
absence of these markers either in the ForenSeq™
DNA Signature Prep Kit or the PowerPlex® Y23
System. All mutations observed with MPS analysis
were length-based mutations with the exception of
the duplication at Y-GATA-H4 mentioned earlier.
No additional sequence-based mutations were found.
However, by sequencing these Y-STRs, we were able
to determine the specific part of the repetitive
stretch that causes the length variation: DYS19—the
first repeat (of two compound repeats), DYS3891—
the first repeat (of two compound repeats),
DYS389I1—the third repeat (of four compound
repeats), DYS448—the first repeat (of three com-
pound repeats), and DYS612—the third repeat (of
three compound repeats) (Supplementary File S2).
All mutational events occurred at the longest unin-
terrupted repeat sequence (LUS) [31].

By analysing the same sample set with our modi-
fied RM-Yplex assay (13 Y-STR markers with up to
24 Y-STR alleles), we identified eight mutational
events (Supplementary File S2) and were able to
confirm the mutational event at DYS612 found with
the ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit. All remain-
ing seven mutations occurred at markers not
included in the PowerPlex® Y23 System nor in the
ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit: two at
DYF399S1, three at DYF403S1, one at DYF404S1,
and one at DYS526. Each of these markers, catego-
rized as RM Y-STR with an average mutation rate
of 107 per locus per generation [32], belongs to
the Y-STR multicopy marker and contains a complex
repeat structure (Supplementary File S2). All
observed mutations showed either one-repeat losses
or one-repeat gains.

We calculated the number of alleles per marker
for CE analysis (PowerPlex® Y23 System) and for
MPS analysis (ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit)
by looking at all 29 families combined (Supplementary
File S2) and identified 112 alleles in our CE analysis
results and 151 alleles in our MPS analysis results.
Of these 151 alleles detected by MPS, 128 alleles were
length-based alleles, which are detectable with CE
and MPS in the same manner. The remaining 23
isometric alleles were found to be different based only
on their sequence, as they were not detectable with
CE: eight at DYF387S1, six at DYS389II, two each at
DYS448 and DYS481, three at DYS570, and one each
at DYS612 and DYS635 (Figure 1, Supplementary File
§$2). Most of these markers were defined by a complex
repeat structure (DYF387S1, DYS389II, DYS448,
DYS612, DYS637), whereas only two of them by a
simple repeat structure (DYS481, DYS570).
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When looking for the specific part of the repeti-
tive stretch that caused the length variation, we
found that more repeats than only the LUS tended
to vary in complex markers: two repeats each in
DYF387S1 and DYS448, three repeats in DYS3891I,
and one repeat (LUS) in DYS635. Additionally,
alleles longer than 23 (CE length-based) at DYS635
carried an insertion of [TACA]2[TAGA]4
(Supplementary File S2).

Discussion

In summary, we identified the same 13 mutational
events in 64 father-son pairs with CE analysis
(PowerPlex® Y23 System) and with MPS analysis.
Compared with traditional CE analysis, we were
unable to differentiate more father-son pairs with
MPS analysis than with CE using the PowerPlex®
Y23 System. All mutational events detected by MPS
were length-based variants, which is in concordance
with CE analysis.

Mutations were observed at all types of markers,
including simple and complex repeat structures and
trimeric to hexameric repeat structures. Our results
suggest that tetranucleotide repeats are more prone
to mutations than other motifs [32-34], mutation
events are mostly restricted to the LUS of a com-
pound/complex STR marker [31,32,34,35], and the
LUS length correlates with the mutability of an STR
marker [32-34,36-38].

Unsurprisingly, when looking at the sequence
variants between unrelated males, we found that the
observed length variance is mainly explained by
changes in the repetitive structure of a Y-STR.
Hence, Just et al. showed that the combination of a
length-based allele and LUS length as a designator
can represent more than 80% of the variability
detected by sequencing [31]. Our data concur with
their observations, as nearly all isometric sequence

variants could be transformed using this method
without losing any information. Only one exception
was found at marker DYS389II, where four different
sequence variants (CE length-based allele 30) would
be denoted as two alleles (two times CE allele 30+
LUS allele 11 and two times CE allele 30+
LUS allele 12). This finding may help improve exist-
ing simplified mutation models (SMM) and phylo-
genetical separation used in population genetics.

Our results are in agreement with earlier findings
[9,39,40] that isometric sequence variants mostly
occur at complex STR markers. The largest increases
for additional sequence-based alleles were found at
DYF387S1 (consistent with [9,41]) and DYS38911
(consistent with [39,41-43]). This could be very
important for deep-rooted pedigree and paternity
analysis using Y-STRs because specific knowledge
of the mutation event could facilitate the comparison
of more complex mutation models to the simplified
single step mutation model [44].

As Huszar et al. predicted [39], we could not find
any SNP or indel because of the associated lower
mutation rates of these mutational events. We there-
fore agree with their conclusion that male identifi-
cation using Y-STRs may not be greatly advanced
by applying forensic MPS approaches [39]. In our
MPS analysis, we found the same number of muta-
tional events as with CE analysis. However, when
analysing the dataset with RM Y-STRs (CE), we
found eight additional mutations. Thus, for diffe-
rentiation of father-son pairs, analysing more RM
Y-STRs with CE seems to be a much more promising
approach than just sequencing the common Y-STRs.
Recently, Ralf et al. proposed 12 new RM Y-STRs
with a mean mutation rate of 2.6 x 102, demonstrat-
ing high discrimination power [34]. We also agree
with Huszar et al. that applying MPS to RM Y-STRs
is expected to increase discriminatory power as allele
diversity increases. However, MPS analysis using the
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Figure 1. Observed allele increase with massively parallel sequencing (MPS) analysis using the ForenSeq™ DNA Signature Prep

Kit (over 29 families).



ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit includes the
results of autosomal STRs, Y-STRs, X-STRs, and
several SNPs at the same time. This would allow for
easy individualization, except in female-male DNA
mixtures where the male proportion is masked by
the female component.

Though we did not find any additional
sequence-based mutations between fathers and sons,
we found many additional sequence-based alleles
between unrelated males. These isometric variants
are helpful to exclude a suspect or to deconvolute
mixtures of multiple male contributors [39,43], and
to detect private or rare mutations pointing to a
remote patrilinear relation.

One major drawback of MPS is the amount of
novel and challenging bioinformatics methodology
necessary for analysing new data. When restricted to
vendor-provided tools and protocols, researchers may
miss important new features of this technology.
Besides basic measurements like sequence reads, cove-
rage, and quality assessment, the major obstacle is a
missing internationally standardized nomenclature
[45], which would enable laboratories to exchange
MPS data without an unnecessary reduction to CE
alleles. In summary, we believe that Y-STR MPS ana-
lysis is much more demanding for the forensic crime
laboratory than traditional CE analysis. Together with
the much higher cost of MPS, this could explain the
rather hesitative adoption of this new technology in
the forensic genetics field. CE will likely remain the
standard method for genetic profiling for the next
several years, even though especially at Y-STRs MPS
could reveal much more information and help to
understand the mechanisms of mutational events
beyond simplified models like SMM [44].
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