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Abkürzungen und Definitionen 

ACD allele coverage difference (Differenz der Coverage zweier Allele) 

ACR allele coverage ratio (Verhältnis der Coverage zweier Allele) 

aDNA ancient DNA, Definition: sehr alte, teils prähistorische DNA 

aSTR short tandem repeat auf einem autosomalen Chromosom 

BER Abteilung Forensische Genetik, Institut für Rechtsmedizin, Charité – 

Universitätsmedizin 

bp Basenpaar 

CE capillary electrophoresis (Kapillarelektrophorese) 

Coverage Abdeckung, Definition: Anzahl der Sequenz-Reads, die einen bestimmten 

Locus oder ein bestimmtes Allel abdecken 

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

drop-in zusätzlich detektiertes Allel (Artefakt), welches nicht von bekannten 

Spendern des DNA-Profils stammt 

drop-out Allelausfall 

ESS-Marker European Standard Set, Definition: 12 europäische Standard-Marker, die bei 

der Erstellung von DNA-Profilen in Europa immer analysiert werden 

flanking region flankierende Region, Definition: Region außerhalb des Repeat-Musters eines 

short tandem repeats bis zur Erkennungssequenz der Primer 

GEDNAP  German DNA Profiling (jährlich stattfindender Spuren-Ringversuch) 

GMI Institut für Gerichtliche Medizin der Medizinischen Universität Innsbruck 

HB heterozygote balance/ intra-locus balance (Ausgewogenheit der Coverage 

beider Allele eines Markers) 

iSNP identity single nucleotide polymorphism (Einzelnukleotidpolymorphismus, 

der zur Identitätsbestimmung genutzt wird) 

IHZ Isometrische Heterozygote 

LR likelihood ratio (Plausibilitätsquotient), Definition hier: Maß für die 

Beweiskraft bezüglich der Hypothese, dass zwei DNA-Profile vom selben 

Verdächtigen abgeleitet wurden 

LUS longest uninterrupted repeat sequence (längste ununterbrochene Repeat-

Sequenz eines short tandem repeats) 

µl Mikroliter 

MPS massively parallel sequencing (massiv-parallele DNA-Sequenzierung) 



 

III 

 

mtDNA mitochondriale Desoxyribonukleinsäure 

ng Nanogramm 

NGS next generation sequencing (Sequenzierung der nächsten Generation) 

NIST National Institute of Standards and Technology 

PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 

pg Pikogramm 

repeat region/ 

repeat 

Definition: repetitives Sequenzmuster innerhalb eines short tandem repeats 

RM Y-STR rapidly mutating Y-chromosomal short tandem repat (schnell mutierendes 

short tandem repeat auf dem Y-Chromosom) 

SF stutter filter threshold (Messgrenze, die Stotterallele von „echten“ Allelen 

trennt) 

SNP single nucleotide polymorphism (Einzelnukleotidpolymorphismus) 

STR short tandem repeat (Mikrosatellit) 

threshold Messgrenze 

UAS Universal Analysis Software 

X-STR short tandem repeat auf einem X-Chromosom 

Y-STR short tandem repeat auf dem Y-Chromosom 
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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. Für die eindeutige Identifizierung einer Person ist die 

Kombination mehrerer STR-Marker in einem STR-Profil nötig, welches seit den 90er Jahren mit 

Hilfe der Kapillarelektrophorese (CE) erstellt wird. Diese Methode ist kostengünstig und 

zeitsparend, liefert allerdings nur die Information der unterschiedlichen Längen 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 ermöglicht die gleichzeitige Sequenzierung von derzeit bis zu 58 STR-Markern 

sowie die Detektion zusätzlicher 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 für die Erstellung forensischer DNA-Profile von hoher Bedeutung sind. Dabei stellte 

sich heraus, dass MPS laborübergreifend konkordante und reproduzierbare Ergebnisse liefert. 

Die Qualität entspricht allerdings noch nicht vollständig derjenigen der CE-Analyse, was sich in 

vermehrten Allel-Ausfällen (drop-outs) und Stotterallelen sowie einer suboptimalen inter-locus- 

und heterozygote balance widerspiegelt. Des Weiteren wurden laborübergreifende Unterschiede 

der Geräteleistung der Sequenzierplattform aufgedeckt. Anschließend überprüfte ich, welche 

Vorteile die Sequenzinformation (MPS) gegenüber der Längeninformation (CE) für 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 prüfen, ob MPS das 

Aufdecken von Sequenzvariationen und somit die weitere Unterscheidung männlicher 

Verwandter ermöglicht. Es wurden keine zusätzlichen Sequenzvariationen zwischen Vätern und 

ihren jeweiligen Söhnen detektiert. Jedoch wurden Sequenzvariationen zwischen nicht 

verwandten Männern festgestellt, wodurch die Allel-Diversität der Y-STR-Marker und damit das 

Individualisierungspotential erhöht wird. Die Sequenzinformation der STRs ermöglichte 

außerdem die genaue Lokalisation der Längenvariationen, was hilfreich ist, um 

Mutationsereignisse besser zu verstehen. Eine Erhöhung der Diversität wurde anhand der 

Konkordanzstudien auch für 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] I reviewed the advantages of 

sequence information (MPS) over length information (CE). I 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 Einführung 

Die Forensische Genetik beschäftigt sich mit der Untersuchung von biologischem Material zur 

Identifizierung von Personen anhand ihrer Desoxyribonukleinsäure (DNA), um Straftaten 

aufzuklären, Verwandtschaftsverhältnisse 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 während der Transkription der DNA zu einer erhöhten 

Fehlerrate und infolgedessen (meiotische Rekombination) zu einer hohen allelischen Variabilität 

innerhalb einer Population – also zu verschiedenen Ausprägungen dieses Merkmals (Allel). Die 

Länge einer Wiederholungseinheit der Sequenzmuster kann dabei 2 bis 7 Basenpaare (bp) 

betragen, wobei solche mit 4 bp (beispielsweise GATA) zu den häufigsten gehören [4]. Auf 

Grundlage ihrer Komposition werden STRs in die Kategorien einfach, zusammengesetzt oder 

komplex unterteilt: Bei identischer Länge und Sequenz aller Wiederholungseinheiten (z. B. 

[GATA]10) handelt es sich um ein einfaches STR, zwei oder mehr benachbarte einfache 

Wiederholungen bilden einen zusammengesetzten STR (z. B. [TATA]4[GATA]6) und mehrere 

Wiederholungsblöcke mit variabler Länge 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). Für 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 günstige und zeitsparende Analysemöglichkeit 

darstellt (Publikation 4 [5]). Dennoch weist diese Methode drei wesentliche Nachteile auf: (i) die 

Methode dient nur der Messung der Länge eines STRs, die tatsächliche Sequenzinformation 

bleibt somit unsichtbar, (ii) die Auftrennung verschiedener STRs in einer parallelen 

Mehrfachreaktion (Multiplex) anhand ihrer Länge bedingt, dass jeder getestete STR für die 

eindeutige Zuordnung in einem unterschiedlichen Längenbereich liegen bzw. farblich 

unterschiedlich markiert werden muss, (iii) die verlässliche Bestimmung ist auf eine 

Sequenzlänge von höchstens 600 bp beschränkt. Das heißt, bei einem maximal nutzbaren 

Bereich von ca. 80 bis 500 bp und der gleichzeitigen Nutzung von bis zu 6 Farbkanälen ist die 

Anzahl der möglichen 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 können nicht nur die 

Längenvarianten des einzelnen STRs, sondern auch dessen Sequenzvarianten detektiert werden. 

Diese Sequenzvarianten können innerhalb der Repeat-Struktur eines STRs liegen oder außerhalb 

in der von den Primern flankierten Erkennungssequenz (flanking region). Verschiedene Studien 

konnten zeigen, dass zusätzliche Sequenzvarianten die Anzahl möglicher Allele eines STR-
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Markers erheblich erhöhen können, womit die Wahrscheinlichkeit der eindeutigen Person-Spur-

Zuordnung steigt [9-19]. Die Kenntnis der Erkennungssequenz in den Analyseergebnissen hebt 

die Beschränkung der Längenauftrennung auf und ermöglicht 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 Beschränkung der maximalen Länge 

eines STRs für die sichere Bestimmbarkeit. Sie liegt zurzeit deutlich unter der der CE mit ca. 

300 bp. 

Um die MPS-Technologie in der Routinearbeit anwenden zu können, muss diese Methode 

zunächst umfänglich validiert werden und auf Kompatibilität mit der Standardmethode CE 

überprüft werden. In der Forensik sind für die Validierung die Reproduzierbarkeit und 

Konkordanz der Ergebnisse, die Sensitivität, die Auswertbarkeit von Mischspuren sowie von 

inhibierten Proben und Proben aus der Fallarbeit von Bedeutung. Darüber hinaus spielt bei der 

erfolgreichen Implementierung einer neuen Technologie in den Arbeitsablauf der forensischen 

DNA-Analyse die Konformität 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 

veröffentlicht [15, 21-31], die sich jedoch nicht mit der Problematik der Konformität zwischen 

den Laboren beschäftigen (Publikation 4 [5]). 

Zusammen mit dem National Institute of Toxicology and Forensic Sciences Spain (Abteilung in 

Madrid) und der DNA-Abteilung des Instituts für Gerichtliche Medizin der Medizinischen 

Universität Innsbruck (GMI) arbeitete ich am Institut für Rechtsmedizin, Charité – 

Universitätsmedizin Berlin (BER) im EU-finanzierten Projekt DNASeqEx. Ziel dieses Projekts 

war es, die MPS-Technologie in der Forensik zu implementieren, die zwei derzeit verfügbaren 

MPS-Plattformen zu vergleichen und eine laborübergreifende Konformität der Ergebnisse zu 

prüfen (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. 

Zusätzlich beschäftige ich mich mit der Durchführung von Y-chromosomalen 

Verwandtschaftsstudien mittels MPS, um die Sequenzvariabilität 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 Körperinneren (Vagina, Anus, Mund) 

entnommen, die erwartungsgemäß fast ausschließlich aus Material der weiblichen Geschädigten 

bestehen. In der autosomalen STR-Analyse kann dann oft nur das weibliche Profil detektiert 

werden. Von solchen Spuren werden in unserer Abteilung gleichzeitig auch mann-spezifische Y-

chromosomale STR-Analysen durchgeführt [32]. Aufgrund der Y-Chromosom-Spezifität kann 

oft ein „single source“ Y-Profil des männlichen Täters erstellt werden, auch wenn die männliche 
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Komponente im autosomalen Profil aufgrund des Mischungsverhältnisses nicht festgestellt 

werden konnte. Das Problem der Y-STRs zum Zweck der Identifizierung ist aber, dass 

männliche 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 Tatverdächtigen und beispielsweise seinem Bruder oder Vater 

unterscheiden. Neben der Längenvariante (CE) lassen sich aber mit Hilfe der MPS-Technologie 

auch andere Sequenzveränderungen feststellen, die eine Unterscheidung zwischen 

Tatverdächtigem und seinen männlichen Verwandten wahrscheinlicher machen.  

3 Zielstellung 

Seit den 90er Jahren wird das STR-Profil einer Person oder einer Spur mittels der günstigen 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. Für die Erstellung 

forensischer DNA-Profile im nationalen, europäischen und weltweiten Kontext sind 

konkordante, reproduzierbare Ergebnisse von hoher Bedeutung. Deshalb soll MPS zunächst mit 

der bestehenden Methode CE verglichen werden. Im Detail werden Konkordanz, 

Reproduzierbarkeit, Sensitivität sowie die Analyse von Mischspuren verglichen und überprüft. 

Wichtig ist dabei nicht nur der Vergleich der Daten im eigenen Labor, sondern auch, dass 

reproduzierbare Ergebnisse laborübergreifend generiert werden können (Publikation 1 [1] und 2 

[2]). Des Weiteren soll überprüft werden, ob der Erhalt der Sequenzinformation für die 

Auswertung forensischer DNA-Profile ein nützlicher bzw. entscheidender Gewinn ist. Zu diesem 

Zweck werden Y-STR-Profile mehrerer Vater-Sohn-Paare sequenziert, um zu prüfen, ob die 

MPS-Analyse durch das Aufdecken von Sequenzvariationen die weitere Unterscheidung 

männlicher Verwandter ermöglicht (Publikation 3 [3]). 

4 Material und Methodik 

4.1 Geräte und Technologien 

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

(i) Ion Torrent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA): Halbleiterverfahren, um mittels 

Halbleiterchip-Detektion von Ionen eine unmittelbare nicht optische Sequenzierung 

durchzuführen 

(ii) MiSeq/ MiSeq FGx (Illumina, San Diego, USA): Optische in situ Detektion von vier 

verschiedenfarbig fluoreszierenden Kettenabbruchsubstraten entsprechend der vier 

Nukleinsäuren. 

Für die Forensik stehen zurzeit drei kommerzielle MPS-STR-Kits zur Verfügung: 

(i) ForenSeq DNA Signature Prep Kit (Verogen, San Diego, USA) [20] 



Material und Methodik 

6 

• 27 aSTRs, Amelogenin, 24 Y-S 

• TRs, 7 X-STRs und 94 identity single nucleotide polymorphisms (iSNPs) 

• kompatibel mit der Sequenzierplattform MiSeq 

• Auswertung mit Universal Analysis Software (UAS) 

(ii) Precision ID GlobalfilerTM V2.0 NGS STR Panel v2 (Thermo Fisher Scientific) [33] 

• 31 aSTRs, 1 Y-STR und 3 Geschlechtsmarker (Amelogenin, SRY und rs2032678) 

• kompatibel mit der Sequenzierplattform Ion Torrent 

• Auswertung mit Torrent Suite Software und Converge Software 

(iii) PowerSeqTM Auto/Mito/Y System (Promega, Madison, USA) [34] 

• verschiedene Multiplex-Sets an: 22 aSTRs (+ Amelogenin), 23 Y-STRs, 10 Amplikons 

auf der Kontrollregion der mitochondrialen DNA (mtDNA) 

• kompatibel mit der Sequenzierplattform MiSeq 

• keine Analysesoftware: open-source oder eigenentwickelte Software. 

4.2 Probenauswahl 

Um zu ermöglichen, dass Ergebnisse laborübergreifend verglichen werden können, wurden 

Proben verwendet, die für alle Labore zugänglich sind (Publikation 1 [1]) bzw. Proben zwischen 

den Laboren geteilt (Publikation 2 [2]). Für Publikation 1 [1] wurden Proben von GEDNAP 

(German DNA Profiling - jährlich stattfindender Spuren-Ringversuch), standardisierte 

Referenzproben des NIST (National Institute of Standards and Technology, 2391c 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. Zusätzlich wurden 

vier sehr alte DNA-Proben (ancient DNA - aDNA) analysiert, welche aus dem 5. bis 8. 

Jahrhundert stammen. Für diese Studie wurden am Institut für Gerichtliche Medizin der 

Medizinischen Universität Innsbruck (GMI) die Proben bis zu einem fertig sequenzierbaren 

Reagenz vorbereitet und anschließend an die acht teilnehmenden Labore zur Analyse versendet. 

Für 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 zunächst über eine Multiplex-PCR, bei der mehrere 

STR-Marker kombiniert werden. 

In Publikation 1 [1] kamen verschiedene Kits für 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 hauptsächlich 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 DYS464 statt des Markers DYS518 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 Fragmentlänge korreliert. Die unterschiedliche Farbmarkierung ermöglicht, dass im 

Anschluss mehrere Marker derselben Größe im Elektropherogramm in verschiedenen 

Farbkanälen separiert werden können. 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 3130xl Genetic Analyzer bzw. am Applied 

Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) durchgeführt, 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 für diese Arbeit wurden am MiSeq FGx (Illumina) durchgeführt. 

Beim MiSeq FGx System handelt es sich um eine spezialisierte Sequenzierplattform für die 

forensische Anwendung. Dem forensischen Anwender sind dabei alle Möglichkeiten der 

normalen MiSeq Plattform im Research Modus gegeben sowie die zusätzliche Anwendung des 

Forensik Modus, welcher nur mit der Nutzung des ForenSeq DNA Signature Prep Kits 

ausführbar ist. Die dazu gehörige UAS ermöglicht die Auswertung aller im Kit enthaltenen 

Marker. 

Die eigentliche Sequenzierreaktion findet im MiSeq auf einem Glasobjektträger, der Flow Cell, 

in einer integrierten Kapillare statt. Um gewünschte DNA-Sequenzen auf dem MiSeq zu 

sequenzieren, müssen diese an die Flow Cell binden. Dazu ist zunächst die sogenannte Library 

Präparation nötig, welche in Publikation 1 [1], Publikation 2 [2] und Publikation 3 [3] mit Hilfe 

des ForenSeq DNA Signature Prep Kits durchgeführt wurde. Hierbei werden die Enden der Ziel-

Sequenzen mit P5/P7-Adaptern, Indices und Bindungsstellen für die Sequenzierprimer versehen, 

wonach dieser Komplex als Library bezeichnet wird. Die angehängten P5/P7-Adapter sind 

komplementär zu Oligomeren auf der Flow Cell und ermöglichen somit, dass die Sequenzen an 

die Flow Cell binden. Indices dienen der späteren bioinformatischen Zuordnung der Sequenzen 

zur jeweiligen Probe. Da für die Sequenzierung bis zu 96 Proben in einem Pool vereint werden, 

wird jede Probe mit einem spezifischen Indexpaar versehen. Das Anhängen der 

Sequenzierprimerbindestellen, Indices und Adapter erfolgt bei der ForenSeq-Chemie über das 

Verfahren der nested PCR mit zwei nacheinander laufenden PCRs. Anschließend ist eine 
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Aufreinigung nötig, bei der alle überschüssigen Primer, Primerdimere bzw. Adapterdimere und 

restlichen Reaktionskomponenten entfernt werden, sodass nur vollständige Libraries in der 

Lösung verbleiben. Die Aufreinigung erfolgt beim ForenSeq DNA Signature Prep Kit über 

magnetische Beads. Um eine ausgewogene Abdeckung aller Proben zu garantieren, werden alle 

Libraries normalisiert. Das heißt, 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 anschließend in den MiSeq FGx zu laden. Die Probe 

wird dazu in die Sequenzier-Cartridge pipettiert, die alle weiteren benötigten Chemikalien 

enthält. 

Auf der Flow Cell findet vor der eigentlichen Sequenzierung die Cluster-Generierung statt. 

Dabei wird jedes ursprüngliche PCR-Produkt bis zu 1000 Mal in einem Cluster mit einer Größe 

von 1 µm vervielfältigt. Zum einen wird durch diese Vervielfältigung ein ausreichend starkes 

Lichtsignal bei der Sequenzierung erzeugt, zum anderen werden dadurch Sequenzierfehler 

deutlich. Die anschließende Sequenzierung erfolgt zyklusweise nach dem Sequencing-by-

Synthesis Prinzip [36]. Ein Zyklus der Sequenzierung besteht im Wesentlichen aus drei Schritten 

und benötigt fünf bis sechs Minuten: (i) Einbau eines Nukleotids, welches mit einem reversiblen 

Terminator und einem reversiblen Fluorophor versehen ist. (ii) Detektion der Basen-spezifischen 

Wellenlänge (530 & 660 nm) nach Anregung mit einem Diodenlaser durch zwei Digitalkameras. 

(iii) Waschen und Entfernen des reversiblen Terminators und des Fluorophors, sodass im 

nächsten 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 ursprünglichen PCR-

Fragmente repräsentieren. Die Entstehung dieser Millionen Reads verleiht der Methode den 

Namen massively parallel sequencing. Zusätzlich werden von jedem Cluster drei weitere Reads 

erzeugt, die für die bioinformatische Zuordnung der Reads zu einem Marker und zu einer Probe 

notwendig sind. So erhält man von jedem Cluster insgesamt vier Reads. Read 1 stellt, wie bereits 

beschrieben, die gewünschte Zielsequenz dar. Read 2 ist eine Sequenzierung derselben Sequenz 

in die entgegengesetzte Richtung, was als paired-end Sequenzierung bezeichnet wird. Diese Art 

der Sequenzierung ermöglicht durch eine Überlagerung von Read 1 und 2, Sequenzierfehler zu 

eliminieren oder längere Sequenzen (mit weniger Überlappung) zu sequenzieren. Zwei der vier 

Reads repräsentieren somit die Zielsequenz. Die beiden anderen Reads ergeben sich aus der 

Sequenzierung der beiden Indices. Über die Position auf der Flow Cell werden die vier Reads 

einander zugeordnet und anschließend in einer Datei zusammengeführt. Die Sequenzierchemie 

(Reagent Cartridge) bestimmt, wie viele Basen sequenziert werden können. Beim ForenSeq 

DNA Signature Prep Kit ist die Readlänge 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 Readlänge von Read 1 und 2 stellt eine Ausnahme dar, ist aber wichtig, um die gesamte 

Länge 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 können. Bei der Auswertung der Daten wird die 

Abdeckung (coverage) jeder Sequenz als Read-Anzahl angegeben. Die Auswertung ist für 

Publikation 1 [1] und Publikation 2 [2] mit Hilfe der UAS erfolgt, für Publikation 3 [3] mit Hilfe 

der im Rahmen des DNASeqEx Projekts entwickelten Software wintermute (open-source 

Software, verfügbar 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, Sensitivität und Mischspurenanalyse. Hierbei wurden alle Schritte von der 

Probenextraktion bis zur Sequenzierung am MiSeq FGx in jedem Labor selbstständig 

durchgeführt. Publikation 2 [2] evaluiert dieselben Schwerpunkte sowie die Analyse von aDNA 

zwischen acht teilnehmenden Laboren. Um die vielen Einflussfaktoren während der komplexen 

Library Präparation zu eliminieren und die Vergleichbarkeit des MiSeq FGx Systems deutlich zu 

machen, wurde hier nur die Sequenzierung an sich in jedem Labor selbstständig durchgeführt. 

Die Library wurde dazu im GMI für 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 

geprüft (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 stärkerer 

Amplifikation vom Filter der UAS nicht erkannt und somit fälschlicherweise als Allel detektiert 

(SF). Bei Stotterallelen handelt es sich um PCR-Produkte, die während der PCR durch 

Strangrutschen (slippage) der Polymerase entstehen und typischerweise eine 

Wiederholungseinheit kleiner sind als das echte Allel. Bei der Konkordanz-Prüfung der MPS-

Ergebnisse zwischen den beiden teilnehmenden Instituten wurden 504 aSTRs, 126 Y-STRs und 

240 X-STRs verglichen. Zusätzlich zu den bereits vorher beobachteten Stotterallelen wurde hier 

ein drop-out im Marker DXS10103 beobachtet (siehe Tabelle 3, Supplementary data Publikation 

1 [1]). 

https://github.com/545ch4/wintermute
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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 vollständig konkordant. Bei den X-STRs wurden acht 

Diskrepanzen beobachtet, alle im Marker DXS10103: Dieser wies zwei Allel- und sechs Locus-

Ausfälle (drop-out beider Allele eines Loci) auf. Stotterallele, welche über 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 zusätzlich die 

Reproduzierbarkeit in 1008 aSTRs, 252 X-STRs und 480 Y-STRs (von beiden Instituten) 

überprüft. Dabei waren die Ergebnisse in 30 Fällen nicht reproduzierbar: Stotterallele traten in 

fünf aSTRs, zwei X-STRs und neun Y-STRs auf. Auch die Problematik des Markers DXS10103 

wurde hier erneut bestätigt, für 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 Länge, aber eine unterschiedliche Sequenz aufweisen. Diese IHZs 

können 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. Zusätzlich 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 überlappend 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 überexprimierter Stotterallele (DYS 

385ab, DYS392, DYS456, DYS576, DYF387S1 und DYS612) sowie weniger Sequenz-drop-ins 

(DYS437 und DY448) zustande. Bei Sequenz-drop-ins handelt es sich um zusätzliche 

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 Geräte hin: Im 

Durchschnitt lag die Clusterdichte bei 645 K/mm2, das Minimum lag bei 432 K/mm2, das 

Maximum bei 862 K/mm2 (siehe Tabelle 1 Publikation 2 [2]). Weiterhin wurde geprüft, 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 ermöglichen. In Publikation 1 [1] wurde zur Beurteilung 

der inter-locus balance die Standardabweichung σ (gemäß[37, 38]) für 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 annähernd normalen 

Verteilung (siehe Abbildung 1 Publikation 1 [1]). Für CE-Experimente wurde ein Median von 28 

% für 16 autosomale Loci ermittelt [38]. In Publikation 2 [2] wurde zur Abschätzung der inter-

locus balance die Coverage der einzelnen STR-Loci betrachtet. In Publikation 2 [2] variierte die 

durchschnittliche Coverage pro Locus über alle Läufe von 49.387 Reads (TH01) 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 für zwei Proben (NIST2372A und 2800M) für 

jeweils 6 unterschiedliche Verdünnungen, ausgehend vom Optimum 1000 pg bis hin zu 31 pg, 

berechnet (siehe Abbildung 3 Publikation 1 [1]). Wie zu erwarten, zeigte sich bei höherem 

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 höchsten ACD. D7S820, D8S1179 und TH01 zeigten mit einer 

durchschnittlichen geringen ACD eine ausgeglichene HB. In Publikation 2 [2]wurde 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 großen Einfluss auf die HB 

zu haben: So wurde für TH01 die höchste Locus- Coverage und eine gute HB (ACR = 0,95) 

ermittelt, wobei D19S443 bei den meisten Läufen 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 Sensitivität 

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 Sensitivität jedes 

forensischen STR-Kits systematisch validiert werden muss. Dazu wurden zwei unterschiedliche 

Proben in sechs Verdünnungsstufen (1000 pg, 500 pg, 250 pg, 125 pg, 63 pg, 31 pg) jeweils in 

Triplikaten und in zwei Sequenzierläufen pro Labor analysiert (siehe Tabelle 1 Publikation 1 

[1]). Hierbei wurde sowohl die Ergebnisqualität (drop-outs und HB) in Abhängigkeit von der 

Verdünnung (1000 pg – 31 pg), als auch in Abhängigkeit von der Probenanzahl pro 

Sequenzierlauf (20 vs. 38 Proben) untersucht. Zusätzlich wurde überprüft, ob Unterschiede 

zwischen den beiden Proben auftreten und ob ein höherer finaler Library-Einsatz auf dem MiSeq 

FGx (10 µl BER vs. 7 µl GMI) die Sensitivität verbessern kann (Publikation 1 [1]). In 

Publikation 2 [2] wurde eine Mischprobe ebenfalls in 6 Verdünnungsstufen (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-Ausfällen bei 12 

betrachteten ESS-Loci (12 europäische Standard-Marker, die bei der Erstellung von DNA-

Profilen in Europa immer analysiert werden) bei den unterschiedlichen Verdünnungsstufen. Wie 

zu erwarten, stiegen die drop-outs mit abnehmendem DNA-Einsatz an. Dabei wurde der Einfluss 

der erhöhten 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 über 90 % der Allele (im Durchschnitt 11 von 12 

Markern) detektiert. Außerdem 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 erhöhten Empfindlichkeit bei einem finalen Library Input von 10 µl (BER) statt 7 

µl (GMI) zeigten sich mehr Locus-Ausfälle in BER als in GMI (Publikation 1 [1]). Hier wurde 

bereits eine geräteabhängige Varianz vermutet, die sich in Publikation 2 [2] bestätigte, 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]). Zusätzlich wurde in Publikation 1 [1] die HB 

über die verschiedenen Verdünnungsstufen betrachtet, was bereits im Abschnitt 5.2 beschrieben 

wurde. 



Ergebnisse 

13 

In Publikation 2 [2] wurden 26 Proben pro Sequenzierlauf sequenziert und alle im ForenSeq 

DNA Signature Prep Kit enthaltenen Marker betrachtet. Für 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 über 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 Sensitivitäts-Level mit Ausnahme von Run 2, 

wo deutlich höhere drop-outs sichtbar waren (siehe Tabelle S8, Abbildungen 2 und S1 

Publikation 2 [2]). 

5.4 Mischspuren 

Wie bereits erwähnt, weisen Spurenproben selten eindeutige STR-Profile einer Einzelperson auf, 

sondern häufig Mischprofile mehrerer Personen. Zu diesem Zweck wurden in Publikation 1 [1] 

und Publikation 2 [2] verschiedene Mischungen getestet. Publikation 1 [1] untersuchte 

Mischungsverhältnisse von 1:1, 1:5, 1:10, 1:15 und 1:20, Publikation 2 [2] 

Mischungsverhältnisse 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 Verhältnis 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 männlich/weiblichen 

DNA-Mischungen wurde jeweils die weibliche als auch die männliche Komponente im 

Überschuss untersucht. Publikation 2 [2] wählte Mann-Frau Mischungen, wobei die männliche 

Komponente immer im Überschuss eingesetzt wurde. Zusätzlich wurde in Publikation 1 [1] das 

Verhalten bei sogenannten Extremmischungen mit einem Verhältnis von 1:100, 1:500 und 

1:1000 betrachtet, wobei die weibliche Komponente im Überschuss eingesetzt wurde. 

Um zu beurteilen, wie gut die Mischungsverhältnisse in den MPS-Resultaten wiedergegeben 

werden, wurde das tatsächliche Verhältnis zwischen der Read-Anzahl von Minor- und 

Hauptkomponente der MPS-Ergebnisse berechnet und in Abbildung 4 (Publikation 1 [1]) für alle 

Marker in Bezug zum anfangs eingestellten Verhältnis abgebildet. Insgesamt wurden die 

eingestellten Verhältnisse gut reproduziert. Beim eingestellten Verhältnis 1:1 waren die 

Ergebnisse beider Institute gleichermaßen um das Zielverhältnis gestreut. Bei den eingestellten 

Verhältnissen 1:5, 1:10, 1:15 und 1:20 war die Abweichung vom Zielverhältnis am BER größer 

als am GMI. Abbildung 5 (Publikation 1 [1]) zeigt die beobachteten Mischungsverhältnisse über 

alle geeigneten Marker unter Verwendung von 1 ng und 2 ng DNA-Einsatz bei einem 

Zielverhältnis von 1:20. Die unterschiedlichen DNA-Mengen hatten dabei keinen Einfluss auf 

die beobachteten Mischungsverhältnisse. 

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 Mischungsverhältnis von 1:5 korrekt typisiert 

werden, 94,4 % beim Verhältnis von 1:10, 76,7 % beim Verhältnis von 1:15 und 45 % beim 

Verhältnis von 1:20. In Tabelle S9 und Abbildung S2b sind ebenfalls die beobachteten 

Mischungsverhältnisse dargestellt (Publikation 2 [2]). Die beobachteten Mischungsverhältnisse 

liegen jeweils nah am eingestellten Mischungsverhältnis, mit einer durchgehend leichten 

Überexpression der Minor-Komponente. Abweichungen der beobachteten 

Mischungsverhältnisse zwischen den Instituten werden erst ab einem Mischungsverhältnis von 

1:20 sichtbar. 

Abbildung 6 (Publikation 1 [1]) zeigt wieviel Prozent der männlichen 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 

Mischungsverhältnissen prozentual weniger Allele typisiert werden konnten als mittels CE, 

wobei der Unterschied bei einem Verhältnis von 1:100 (33 % CE vs. ca. 14 % MPS) und 1:500 

(19 % CE vs. ca. 3 % MPS) deutlich größer 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 möglicherweise Kontaminationen auf, die bereits vor der 

Arbeit im Labor entstanden sein können. 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) häufig mehr Informationen gewonnen werden können als durch die 

Analyse von STRs, wurden für diese Proben zusätzlich die 94 im ForenSeq DNA Signature Prep 

Kit enthaltenen iSNPs ausgewertet. Wie zu erwarten, konnte im Vergleich zu Proben mit hoher 

Qualität, eine geringere Anzahl von Markern korrekt typisiert werden: Für Probe FA10013B01A 

wurden nur 2 iSNPs von 152 Markern (entspricht 1,3 %), für Probe FA10026B01A 136 von 151 

Markern (90,1 %), für Probe FA10030T01A 116 von 128 Markern (90,6 %) und für Probe 

FA10058T01B 147 von 152 Markern (96,7 %) erfolgreich typisiert. Zusätzlich wurden die CE-

basierten und MPS-basierten Ergebnisse auf ihre Beweiskraft verglichen. Dazu wurde die 

likelihood ratio (LR) berechnet. Diese ist ein Maß für die Beweiskraft bezüglich der Hypothese, 

dass zwei DNA-Profile vom selben Verdächtigen abgeleitet wurden. LRs wurden für CE-

basierte Daten für die 15 aSTRs des AmpFlSTR NGM SElect Kits und für MPS-basierte Daten 

sowohl für die 27 aSTRs des ForenSeq DNA Signature Prep Kits als auch für eine Teilmenge 

von 49 iSNPs berechnet (siehe Tabellen S15-S17 Publikation 2 [2]). Auf Grund der höheren 

Anzahl gleichzeitig analysierter Marker und der erfolgreichen Typisierung der meisten von ihnen 
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zeigen MPS-basierte Ergebnisse deutlich höhere LRs als CE-basierte Ergebnisse. Jedoch fiel auf, 

dass bei der Analyse der Probe FA10013B01A mittels CE zumindest ein Teilprofil erstellt 

werden konnte, während 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 zurückzuführen 

mit Ausnahme des Mutationsereignisses bei Y-GATA-H4, das durch eine Duplikation verursacht 

wurde.  

Durch die MPS-Analyse konnten 12 der 13 beobachteten Mutationen bestätigt werden (siehe 

Supplementary File S2 Publikation 3 [3]). Die Mutation im Marker DYS458 konnte nicht 

bestätigt werden, da dieser Marker nicht im ForenSeq DNA Signature Prep Kit enthalten ist. 

Dafür wurde eine zusätzliche Mutation im Marker DYS612 beobachtet, welcher nicht im 

PowerPlex® Y23 Systems enthalten ist. Alle Mutationen waren wiederum längenbasiert (mit 

Ausnahme der bereits erwähnten Duplikation von Y-GATA-H4), zusätzliche sequenzbasierte 

Mutationen wurden nicht gefunden. Jedoch ermöglichte die Sequenzierung die genaue 

Lokalisation der Längenvariation. So wurde festgestellt, dass alle Mutationen jeweils in der 

längsten 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 DYS612 bestätigt 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 zählt zu den schnell mutierenden Y-STRs (RM Y-STRs) mit 

einer durchschnittlichen Mutationsrate von 10-2 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 

zurückzuführen. 

5.7 Y-STR Allel-Diversität 

In Publikation 3 [3] wurde zusätzlich untersucht, ob die Sequenzinformationen eine höhere 

Allel-Diversität zeigen als die Längeninformationen der CE. Hierfür 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 Längenvarianten und 23 Allele Sequenzvarianten waren, sogenannte isometrische Allele 

(siehe Abbildung 1 Publikation 3 [3]). Isometrische Allele wurden in den Markern DYF387S1, 

DYS389II, DYS448, DYS481, DYS570, DYS612 und DYS635 gefunden. Die meisten dieser 

Marker sind durch eine komplexe Repeat-Struktur gekennzeichnet (DYF387S1, DYS389II, 

DYS448, DYS612, DYS637), zwei von ihnen durch eine einfache Repeat-Struktur (DYS481, 

DYS570). 

6 Diskussion 

Die Ergebnisse der drei Publikationen zeigen, dass MPS konkordante und reproduzierbare 

Ergebnisse erstellen kann. Das ForenSeq DNA Signature Prep Kit lieferte größtenteils 

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 bestätigten. Ausnahmen sind unter anderem 

überexprimierte Stotterallele, wobei dieses Problem auch bei der CE zu beobachten ist [41]. 

Jedoch wurde in der UAS für manche STRs ein Stotter-threshold von bis zu 50 % gewählt, 

während bei CE-Analysen ein threshold von höchstens 15 % verwendet wird [4]. Die leicht 

erhöhten Stotterallele der MPS-Ergebnisse lassen sich durch die zusätzlichen PCR-Zyklen, die 

für diese Methode notwendig sind, erklären. Weitere Diskordanzen waren auf Allel- oder Locus-

Ausfälle (drop-out beider Allele eines Loci) zurückzuführen, welche hauptsächlich 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 für 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 zurückzuführen. Dieselben drop-ins wurden 

auch durch Auswertung mit der UAS beobachtet, von dieser aber nicht als Allel bewertet. 

Die für die forensische Fallarbeit notwendige Konkordanz der Ergebnisse wurde bestätigt. Ist die 

Qualität der MPS-Ergebnisse aber auch mit den Ergebnissen der Standardmethode CE 

vergleichbar? Das scheint noch nicht der Fall zu sein, denn selbst bei standardisierten 

Präparationsbedingungen (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, 

überexprimierte Stotter und schwach balancierte Marker beobachtet. Außerdem wurden in 

Publikation 2 [2] abweichende Leistungen der unterschiedlichen MiSeq FGx-Geräte der 

verschiedenen Institute aufgedeckt. Abweichungen zeigten sich vor allem in der Clusterdichte, 

der Locus-Coverage, der Sequenzier-Tiefe sowie bei der Sensitivität. 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 

Geräteleistungen 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 früheren Studien beobachtet [21, 22]. Vermutlich haben auch 

hier die beiden PCRs der Library Präparation (anstatt einer PCR bei der CE-Analyse) einen 

negativen Einfluss auf die Balance der Marker. Ähnliches folgern auch England et al. [18], die 

die PCR-Produkte des AmpFlSTR Identifiler und des PowerPlex Y Kits von 12 Proben mittels 

MPS sequenzierten und mit den CE-Ergebnissen verglichen. Des Weiteren kann sowohl Länge 

als auch Zusammensetzung der Erkennungssequenz durch verschieden hohe Fehlerraten zu 

deutlichen Unterschieden in der Detektierbarkeit valider Reads führen – sowohl für die Cluster-

Bildung als auch während 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 für die 

meisten Marker eine ausgeglichene HB ermittelt. Publikation 2 [2] bestätigt diese Ergebnisse, 

wobei hier eine gute HB bis zu einer ACR ≥ 0,6 beschrieben wurde, was dem gewählten 

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) gewählt, die häufiger 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 Sensitivitäts-Level zwischen den Instituten bis zu einem DNA-

Einsatz von 250 pg ähnlich zu sein. Ab 125 pg DNA-Einsatz wurden jedoch Unterschiede 

zwischen den Instituten festgestellt, wobei vor allem für Run 2 eine deutlich schlechtere 

Sensitivität aufgedeckt wurde. Auch die Ergebnisse von Publikation 1 [1] weisen auf geringe 

Unterschiede zwischen den beiden Instituten hin. In Publikation 1 [1] wurde außerdem gezeigt, 

wie anfällig MPS-Analysen auf die Sequenzierung einer höherer Probenanzahl reagieren. Das 

erklärt sich aus dem begrenzten Platz für die Reads auf der Flow Cell. Werden mehr Proben 

sequenziert, verbleibt im Durchschnitt weniger Raum und damit weniger Reads pro Probe, 

wodurch die Sensitivität sinkt. Dieser Punkt sollte in der Kostenkalkulation beachtet werden, da 

weniger Proben pro Lauf natürlich höhere 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 Übereinstimmung 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 Sensitivitätsanalyse einbezogen 

wurden, während in Publikation 1 [1] nur ESS-Marker, nur der Durchschnitt von drei Replikaten 

(somit nicht die absolute Anzahl von drop-outs) und nur Locus-Ausfälle (drop-out beider Allele 

eines Loci, nicht Allel-drop-outs) betrachtet wurden. Deshalb muss davon ausgegangen werden, 
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dass die Sensitivität nicht der von CE-Kits entspricht, sobald man alle verfügbaren Marker 

einbezieht. Bei dem Verzicht auf festgelegte Marker ergibt sich nichtsdestotrotz eine höhere 

Aussagekraft der MPS-Ergebnisse aufgrund der sehr viel höheren Anzahl von STRs gegenüber 

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 Sensitivität des ForenSeq Signature Prep Kits [21, 22, 25, 26] sowie mit anderen 

Studien zur Sensitivität 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 höhere 

Ausfallwahrscheinlichkeit der MPS-Technologie möglicherweise kritisch. Deshalb wurde in 

Publikation 1 [1] die Sensitivität ausschließlich von ESS-Markern betrachtet. Hierfür 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 Mischungsverhältnisse waren bis zu einem Verhältnis 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 Verhältnissen bis zu 

1:20 nachgewiesen werden, was die Ergebnisse früherer Veröffentlichungen bestätigt [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 männlichen Minor-

Komponente detektiert wurden. Dieser Informationsvorteil der CE liegt in der hier fehlenden 

Primer-Konkurrenz zwischen männlicher und weiblicher DNA begründet. So kombiniert das 

ForenSeq DNA Signature Prep Kit verschiedene Marker in einer großen Multiplex-PCR, 

während aSTRs und Y-STRs beim CE-Ansatz separat amplifiziert werden [46, 47]. Um Y-

Profile auch in unbalancierten Mischungsverhältnissen mittels MPS zu generieren, benötigt man 

auch hier einen separaten Ansatz von autosomalen und Y-chromosomalen STRs. Diese 

Möglichkeit liefert z. B. das PowerSeqTM System [34]. 

Im Zwischenfazit muss festgestellt werden, dass die Qualität der MPS-Technologie für 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 gegenüber der 

Standardmethode CE ausweist und ob damit eventuell die Qualitätseinbußen kompensiert 

werden können. 

Einer der großen Vorteile der MPS-Technologie ist die gleichzeitige Analyse von vielen 

(hunderte bis tausende) Markern gegenüber 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 gegenüber der CE-Analyse ermöglichen kann. Dieser Informationsgewinn 

beruht nicht nur auf der stark erhöhten 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 für drei der analysierten aDNA-Proben mittels MPS gegenüber 

den CE-Analysen deutlich erhöht (siehe Tabellen S15-S17, Abbildung S5 Publikation 2 [2]). 

Eine Ausnahme bildete die Referenz-Probe FA10013B01A, bei welcher stochastische Effekte 

auf Grund des geringen DNA-Gehalts oder eine mögliche Inhibierung des MPS-Ansatzes die 

Ursache für das suboptimale MPS-Ergebnis sind. Inhibierungsprobleme bei der MPS-Analyse 

von aDNA-Proben wurde bereits in früheren Studien beobachtet [51, 52]. 

Ein weiterer Zugewinn der MPS-Technologie im Vergleich zur CE-Technologie besteht in der 

Verfügbarkeit der Sequenzinformation (Publikation 4 [5]). In Publikation 1 [1] wurden 17 

isometrische Heterozygote in 37 Proben detektiert. Diese isometrischen Heterozygoten erhöhen 

zusätzlich die Diversität und somit die Beweiskraft eines DNA-Profils. In Publikation 3 [3] 

wurde durch die Sequenzinformation eine Zunahme der Allel-Diversität für sieben Y-STR-

Marker festgestellt. Dieser Zugewinn ist jedoch für die einfache Spur-Personen Bewertung zu 

vernachlässigen, da mit der CE-Analyse von nur 12 ESS-Markern bereits eine statistische 

Auftrittswahrscheinlichkeit in der europäischen Referenzpopulation von 30 Milliarden erreicht 

wird [53]. Für die Zuordnung der einzelnen Verursacher einer komplexen Mischspur [54] und 

bei Untersuchung komplexer Verwandtschaftsstrukturen bietet eine höhere Diversität jedoch 

einen erheblichen Vorteil. So könnte sie bei der Analyse von Y-chromosomalen Markern einer 

paternalen Linie dienlich sein, da durch die fehlende Rekombination des Y-Chromosoms die 

Allel-Diversität bei den Y-STR-Markern gegenüber den autosomalen STR-Markern deutlich 

geringer ausfällt. Die Sequenzierung von 64 Vater-Sohn-Paaren lieferte jedoch keine weiteren 

Unterscheidungsmöglichkeiten zwischen den männlichen Verwandten im Vergleich zu den CE-

Profilen (Publikation 3 [3]). Die erhöhte Allel-Diversität dient somit nur der weiteren 

Unterscheidung nicht verwandter Männer. Dieses Ergebnis war jedoch zu erwarten, da ein 

gewöhnlicher Basenaustausch, der eine Unterscheidung von Vater und Sohn möglich macht, mit 

einer Häufigkeit von ca. 1 zu 1 Million auftritt [55]. Meine Untersuchungen bestätigen die von 

Huszar et al. [54] geäußerte Schlussfolgerung, dass die Identifizierung von männlichen 

Spurenlegern mit Y-STRs durch die Anwendung von forensischen MPS-Ansätzen nicht 

wesentlich verbessert werden kann. Durch die CE-Analyse von schnell mutierenden Y-STRs der 

gleichen Proben wurden jedoch acht zusätzliche Mutationen detektiert (Publikation 3 [3]). Für 

die Differenzierung von Vater-Sohn-Paaren scheint daher die zusätzliche Analyse von schnell 

mutierenden Y-STRs mittels CE ein vielversprechenderer Ansatz zu sein. Erst kürzlich haben 

Ralf et al. [56] 12 neue schnell mutierende Y-STRs mit einer mittleren Mutationsrate von 2,6 x 

10-2 vorgestellt, die eine hohe Unterscheidungskraft demonstrieren. Jedoch ermöglichte die 

Sequenzierung es, die genaue Lokalisation der Längenvariation zu ermitteln. So bestätigen 
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unsere Ergebnisse (Publikation 3 [3]) frühere Beobachtungen, dass Tetranukleotid-Repeats 

anfälliger für Mutationen sind als andere repetitive Motive [40, 56, 57], Mutationsereignisse 

meist auf den LUS eines zusammengesetzten/komplexen STR-Markers beschränkt sind [29, 39, 

40, 57], die LUS-Länge mit der Mutationsfähigkeit eines STR-Markers korreliert [40, 56-59] 

und dass isometrische Sequenzvarianten meist an komplexen STR-Markern auftreten [9, 10, 54]. 

Diese Informationen können 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 Qualität nicht ganz derjenigen von CE-Ergebnissen 

entspricht. Davon betroffen sind vor allem die inter-locus balance, aber auch höher gewählte 

thresholds bei der HB und den Stotterallelen. Allel- und Locus-drop-outs können sogar bei 

optimalen Probenmaterial und Präparationsbedingungen auftreten. Außerdem konnten 

unterschiedliche Geräteleistungen 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 erhöhte Anzahl gleichzeitig analysierter 

Marker aus einer beweiserheblichen DNA-Probe generiert wird. Diese Vorteile sind vor allem 

für spezifische Fragestellungen relevant, wie z. B. für die Untersuchung und Zuordnung 

komplexer Mischspuren oder die Analyse von aDNA. Vielversprechend scheint außerdem 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 klären (Publikation 4 [5]). Für die statistisch eindeutige Zuordnung einer Einzelspur 

zu einer Vergleichsperson ist die MPS-Analyse jedoch nicht notwendig. 
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