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Gliederung 
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1) Kurzvorstellung IFG 

- Historie und Geschäftsfelder 

2) Auf dem Weg zum Elektropherogramm 

- von der SpuSi zur HV 

- (molekular-)genetische Grundlagen und Methoden 

- Interpretation von Befunden 



Kurzvorstellung IFG - Historie 
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• Ausgründung der Rechtsmedizin Münster 

 

- 1981-2007: Prof. Brinkmann Direktor des Instituts für Rechtmedizin, Uni Münster 

 

  

- 2007: Gründung als „Forensische Genetik“ 

 

 

 

 

- 2009: Umzug in das neue Institutsgebäude (IFG GmbH) 



Kurzvorstellung IFG - Aufgabenspektrum 
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Spurenkundliche Untersuchungen GEDNAP Spurenringversuche 

Abstammungsgutachten Zelllinien-Verifizierung 



GEDNAP Spurenringversuche 
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Typischer Ablauf 
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Charakterisierung 

DNA-Extraktion 

Quantifizierung 

Amplifizierung 

STR 

Auftrennung 

Daten 

Statistik 

Gutachten 

inkl. Befund- 

Tabelle 

„
S

e
ro

lo
g

ie
“
 

M
o

le
k
u

la
rb

io
lo

g
ie

 &
 T

e
c
h

n
o

lo
g

ie
 

G
e
n

e
ti

k
 

Q 

Vergleich 

DNA-Profile Q 

Referenz-/Trefferprofil 

Sicherung 

Lagerung 

DNA-Extraktion 

Quantifizierung 

Amplifizierung 

STR 

Auftrennung 

Daten 

K 

K 
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Q = K 

Gutachten 

Justiz 

Ausschluss 

Q ≠ K 

DAD-Recherche 

trifft K‘ ? 

Übersetzt und verändert nach Butler, 2009  



Asservate & Spurenträger I 
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• Vergleichsspeichelproben (RP, H) 

• Abriebe & Originalasservate Sicherung 



a) b) c) 

d) 

Asservate & Spurenträger II 
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Organe/Gewebe Körpersekrete Körperflüssigkeiten Sexualsekrete 

• Charakterisierung nach Leitenzymen/Zielstrukturen 

- Kastle-Meyer Blutvortest 

- saure Phosphatase/PSA, HE-Färbung, Mikroskop 

- α-Amylase-Test (Phadebas) 

Knochen 
Epithelien (c) 
Haare (d) 

Haut(-schuppen) 

Speichel 
Nasensekret 

Schweiß 

Blut (a) 
Urin 

Ejakulat (b) 
Vaginalsekret 

Charakterisierung 

verändert nach Goodwin et al., 2009  



DNA-Extraktion: magnetic beads 

QIAgen, 2010 

magnetische Beads 

Lyse 

Transfer 

Elution 
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DNA-Quantifizierung 
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• quantitative real-team PCR 

DNA-Extraktion 

Quantifizierung 

Amplifizierung 

STR 

Auftrennung 

Daten 

- Monitoring durch Fluoreszenzanregung 

- TaqMan-Chemie 

- Detektion von λem 



DNA-Quantifizierung 
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CTProbe 

exponentielle 

Phase 

lineare Phase 

Plateau 

Negativkontrolle 

0 

verändert nach Butler, 2009  
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Fluoreszenzmonitoring 

Standardgerade 
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DNA-Quantifizierung 
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Ziele 

Nachweis menschlicher DNA 

 

Nachweis männlicher DNA 

 

Nachweis degradierter DNA 

 

 

Labor 

Standardisierung der eingesetzten DNA-Menge 

 

Wahl der richtigen weitergehenden Untersuchungs-Strategie 
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short tandem repeats 

Duncan Holdsworth, Westlakes Research Institute, University of Central Lancashire; UK  in: Goodwin et al., 2009  

Goodwin et al., 2009  

AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG 

AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG 

Allel 8 

Allel 9 

Locus TH01 

Genotyp 

TH01 : 8/9 

AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG 

AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG 

Allel 7 

Allel 8 

Genotyp 

TH01 : 7/8 

Person  

A 

B 

UAS TATA 

+1 

UTR Intron Intron Intron Intron Stopp 
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Mikrovarianten 

AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG 

AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG 

Allel 8 

Allel 9 

Locus TH01 

gemeldeter Genotyp 

TH01 : 8/9 

Person  

A 

AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG 

AATG AATG AATG AATG AATG AATG ATG AATG AATG 

Allel 8 

Allel 9.3 

gemeldeter Genotyp 

TH01 : 8/9.3 
C 

AATG 

• Mikrovarianten (Bsp. TH01) 

- Nomenklatur: Allel 9.3 

Anzahl vollständiger repeats 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 - A 

Anzahl verbleibender nt  

des partiellen repeats 
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(Advanced) European Standard Set 

Marker repeat Chromosom 

D3S1358 TCTR 3p21.31 

TH01 TCAT 11p15.5 

D21S11 TCTR 21q21.1 

D18S51 AGAA 18q21.33 

D10S1248 GGAA 10q26.3 

D1S1656 TAGA 1q42 

D2S1338 TKCC 2q35 

D16S539 GATA 16q24.1 

D22S1045 ATT 22q12.3 

vWA TCTR 12p13.31 

D8S1179 TCTR 8q24.13 

FGA YTYY 4q31.3 

D2S441 TCWA 2p14 

D12S391 AGAY 12p13.2 

D19S433 WAGG 19q12 

SE33 (ACTBP2) AAAG 6q14 
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verändert nach Kassem et al., 2012  



DNA-Extraktion 

Quantifizierung 

Amplifizierung 

STR 

Auftrennung 

Daten 
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STR Multiplex-PCR 

• Multiplex-PCR 

- multiple Primerpaare in einer Reaktion 

- Fluorophor-markiert 

FAM JOE ROX 

verändert nach Butler, 2009  
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STR Multiplex-PCR 

• Unterschiedliche Kits/Reagenziensätze: 

- Ein Allel – unterschiedliche Amplifikatlängen 

- Ein Allel – unterschiedliche Fluorophore 

AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG Allel 8 

www.promega.com 

F 

F 



21 

Auftrennung von Amplifikationsprodukten I 

• Endergebnis Multiplex-PCR: 

- Amplifikationsprodukte unterschiedlicher Länge 

- Amplifikationsprodukte unterschiedlicher Markierung 

DNA-Extraktion 

Quantifizierung 

Amplifizierung 

STR 

Auftrennung 

Daten 

? 
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Auftrennung von Amplifikationsprodukten II 

+ - 

h x λex 

h x λem 

Filter 

CCD 

• Kapillar-Gelelektrophorese (CE) 

- Polymerfüllung 

- Amplifikate + Längenstandard 

- Fluorophoranregung 

 (mit λex <  λem) 

- Aufnahme der Emissionswellenlänge 
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Auftrennung der Spektralüberlappung 

verändert nach Butler, 2009  h x λex 

λem [nm] 
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Längendetermination 

verändert nach Butler, 2009  

DNA-Fragmentpeaks: 

147.32 bp 

165.05 bp 

100 

139 

150 
160 

200 

250 
b) nt 

t 

Standardgerade 

Interner Längenstandard (ILS) 
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Auftrennung von Amplifikationsprodukten III 

Allelleiter 

Längenbestimmung 

Allelleiter anhand des 

ILS 

amplifizierte Probe 

Farbtrennung 

Längenbestimmung 

Farbtrennung 

Längenbestimmung 

ILS ILS 

Längenbestimmung 

aller Probenallele 

anhand des ILS 

verändert nach Butler, 2009  

10 11 12 13 14 15 

Locus 1 

Genotyp = 12/14 

Allel-Bins  

(+/-0,5 bp um Leiterallel) 

Allele (# repeats) 

Vergleich  

Allelleiter        Probe  
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Elektropherogramm (EPG) 

Auftrennung 

Daten 
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Elektropherogramm (EPG) 

Auftrennung 

Daten 

Interner Längenstandard 
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Elektropherogramm (EPG) 

Auftrennung 

Daten 

blauer Kanal 



26 

Elektropherogramm (EPG) 

Auftrennung 

Daten 

Allel 

Länge [nt] 

Peakhöhe 

Artefakte <75 nt 



68 

Exkurs: EPG Y-chromosomale STR 

Haploide Marker 

idR 1 Allel pro Locus 
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5 Artefakttypen 

split peaks 

* Goodwin et al., 2009  

stutter 

drop-out 

-A +A 
-A +A 

dye blob 

pull up 

* * 

* 



AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG 

1 2 3 4 5 6 7 8 

3’ 5’ 

TTAC TTAC TTAC TTAC 

1 2 3a 4 5 (6 7 8) 

3b 

TTAC 5’ 3’ 

Σ = 9 

• Nachstutter durch backward slipping 

- „Zurückrutschen“ des naszierenden Strangs um ein repeat 

- Insertion 

33 

Mechanismus der stutter-Bildung 

• Vorstutter durch forward slipping 

- „Vorrutschen“ * des naszierenden Strangs um ein repeat 

- Deletion 

AATG AATG AATG AATG AATG AATG AATG 

1 2 3 5 

4 

6 7 8 

3’ 5’ 

TTAC TTAC TTAC TTAC 

1 2 3 5 (6 7) 

TTAC 5’ 3’ 

Σ = 7 4 

* „Zurückrutschen“ des template-Strangs um ein repeat 

D22S1045 Trinukleotid-repeat 

+ 3 nt 

Nachstutter 
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Mischspuren 

• DNA-Mischspuren 

- Allele von ≥2 Personen 

- reduzierte Heterozygotenbalance 

- erhöhte drop-out-Wahrscheinlichkeit 

- additive Peakhöhen 

- stochastische Effekte 
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Mischspuren 

SpuKo `06 
 

Eine Spur, die mehr als zwei Allele in einem DNA-System  
aufweist, kann i.d.R. als Mischspur bezeichnet werden,  
sofern keine genetischen Besonderheiten (z.B. Trisomie,  
somatischer Mosaizismus, Duplikation) vorliegen.  
 

Wenn mehr als zwei Allele in mindestens zwei DNA- 
Systemen auftreten,  ist von einer Mischspur auszugehen.  
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Mischspuren 

• DNA-Mischspuren 

Zeitpunkt & Modus (activity level) der  

Antragung einer Komponente idR 

nicht ohne Weiteres erkennbar  
 

Aussagen zum source level möglich 
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Mischspuren 

PG Bio/SpuKo `16 
 

Spurenqualität 
…prüfen, ob in allen MMS belastbare (Grad der  
Reproduzierbarkeit der erhobenen Merkmale & der 
gemessenen Signalintensitäten) und sich  
nicht widersprechende Analyseergebnisse vorliegen.  
DNA-Konzentrationsmessungen liefern zusätzliche  
Informationen.  
Verbesserung der Befundlage durch weitere Untersuchung  
des DNA-Extraktes ? 
 
 



34 

Imbalancen bei Minimalspuren 

PG Bio/SpuKo `16 

 
Einzelne  
MMS nicht  
auswertbar 
 



34 

Imbalancen bei Minimalspuren 

PG Bio/SpuKo `16 
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Imbalancen bei Minimalspuren 

PG Bio/SpuKo `16 
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Imbalancen bei Minimalspuren 

PG Bio/SpuKo `16 
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Mischspuren 

SpuKo `06 
 

Bei Mischspuren muss – sofern möglich – die Zahl der  
unterschiedlichen Spurengeber geklärt werden: 
 
– im Allgemeinen lässt der Nachweis von max. 4 Allelen/ 
System auf mind. 2 unterschiedliche Spurengeber schließen. 
– im Allgemeinen lässt der Nachweis von max. 6 Allelen/ 
 System auf mind. 3 unterschiedliche Spurengeber schließen. 
– im Allgemeinen ist die Festlegung auf die genaue Anzahl  
der Spurengeber bei mehr als 6 Allelen/System nicht  
sinnvoll und nicht möglich. 
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SpuKo `06: Klassifizierung von Mischspuren 

Typ A: kein eindeutiger Hauptverursacher, keine  
Ergebnisse im stochastischen Bereich. 
 
Typ B: deutlich unterscheidbarer Haupt- und Neben- 
verursacher; durchgängiges Mindest-Verhältnis der  
Peakhöhen von ca. 4:1 (Haupt- zu Nebenkomponente) für 
alle heterozygoten Systeme; keine stochastischen  
Phänomene. 
 
Typ C: Mischspuren ohne deutliche(n) Hauptverursacher  
und mit Ergebnissen im stochastischen Bereich. 
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SpuKo `06: Mischspuren 

degradierte DNA – Ski-Schanz-Effekt (ski slope) 
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Spurenarten 

Reinspur vs Mischspur 

Spur mit Inhibitor 

Degradierte Spur / Degradierte Mischungskomponente 

Minimalspur (geringe DNA-Menge)  

Mischspur mit deduzierbarer Komponente (HK/NK)  
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GEDNAP 58 Spur 3 – 10 µl Blutmix Mischspur Typ A 
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GEDNAP 58 Spur 3 – 10 µl Blutmix Mischspur Typ A 
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GEDNAP 58 Spur 3 – 10 µl Blutmix (1m+1w+1w) Mischspur Typ A 

6 Allele -> 3 Spurmitverursacher 
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GEDNAP 58 Spur 3 – 10 µl Blutmix (1m+1w+1w) Mischspur Typ A 

5 Allele -> 1 homozygoter Spurmitverursacher 

Oder      stacking/additiver Effekt 
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stacking/additiver Effekt bei Mischspuren 
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Mischspur Typ A 

Ohne Vergleichsperson: keine Ableitung eines DAD-Meldebogens 

Mit Vergleichsperson(en): Direktvergleich (Biostatistik), Ableitung eines  

Differenz-Profils 

Ohne Vergleichsperson: NEU Recherche in der DAD, smart rank 

Ohne Vergleichsperson: DAD-Recherche einer 2 Person-Mischspur 
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SpuKo `06: Klassifizierung von Mischspuren 

Typ A: kein eindeutiger Hauptverursacher, keine  
Ergebnisse im stochastischen Bereich. 
 
Typ B: deutlich unterscheidbarer Haupt- und Neben- 
verursacher; durchgängiges Mindest-Verhältnis der  
Peakhöhen von ca. 4:1 (Haupt- zu Nebenkomponente) für 
alle heterozygoten Systeme; keine stochastischen  
Phänomene. 
 
Typ C: Mischspuren ohne deutliche(n) Hauptverursacher  
und mit Ergebnissen im stochastischen Bereich. 
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GEDNAP 58 Spur 2 – 20 µl Blut Mischspur Typ B 
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GEDNAP 58 Spur 2 – 20 µl Blut Mischspur Typ B 

Ohne Vergleichsperson:  Ableitung eines DAD-Meldebogens 



34 

Mischspur Typ B 

Ohne Vergleichsperson:  Ableitung eines DAD-Meldebogens 

Mit Vergleichsperson(en): Direktvergleich (Biostatistik  

Hauptkomponente wie Einzelspur) 
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SpuKo `06: Klassifizierung von Mischspuren 

Typ C: Mischspuren ohne deutliche(n) Hauptverursacher  
und mit Ergebnissen im stochastischen Bereich. 
 
Durch Amplifkation von Proben mit geringer DNA- 
Quantität und/oder Qualität entstandene DNA-Profile,  
bei denen Verdacht auf allelic drop out und/oder  
locus drop out besteht. 
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SpuKo `06: Klassifizierung von Mischspuren 

Typ C: Mischspuren ohne deutliche(n) Hauptverursacher  
und mit Ergebnissen im stochastischen Bereich 
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SpuKo `06: Klassifizierung von Mischspuren 

Typ C: Mischspuren ohne deutliche(n) Hauptverursacher  
und mit Ergebnissen im stochastischen Bereich. 
 
…aufgrund der Komplexität der Mischung hinsichtlich der  
Mengenverhältnisse mit drop out Ereignissen zu rechnen,  
die eine eindeutige Festlegung in Bezug auf Ein- oder  
Ausschluss über alle betrachteten DNA-Systeme erschweren  
können. 
Die Entscheidung zwischen Einschluss und Ausschluss muss  
im Einzelfall erfolgen und verbal präzisiert und differenziert  
dargestellt werden; ggf. muss ausgedrückt werden, dass eine  
eindeutige Entscheidung nicht möglich ist. 
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SpuKo `06: Klassifizierung von Mischspuren 

Typ C: Mischspuren ohne deutliche(n) Hauptverursacher  
und mit Ergebnissen im stochastischen Bereich. 
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SpuKo `06: Klassifizierung von Mischspuren 

Typ C: Mischspuren ohne deutliche(n) Hauptverursacher  
und mit Ergebnissen im stochastischen Bereich. 

Bei degradierter DNA: 2 x 2 PCR mit unterschiedlichen Kits 
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SpuKo `06: Klassifizierung von Mischspuren 

Bei degradierter DNA: 2 x 2 PCR mit unterschiedlichen Kits 
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SpuKo `06: Klassifizierung von Mischspuren 

Typ C: Mischspuren ohne deutliche(n) Hauptverursacher  
und mit Ergebnissen im stochastischen Bereich. 
 
Nach welchem Verfahren werden die Befunde in  
der Tabelle erhoben? 
Consensus oder composite? 
 
Kann gerechnet werden?  
Binär [RMNE oder LQ]? 
Einsatz probabilistischer  Software? 
 
Folgender Vortrag von Katja Anslinger 
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forensische Genetik – quo vadis? 

• NGS/MPS in der forensischen DNA-Analyse 

• Kontinuierliche, probabilistische Modelle 

• Forensische DNA-Phänotypisierung 

[Technologie] 

[Statistik] 

[Recht] 
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massively parallel sequencing in der forensischen DNA-Analyse 

• MPS vs CE 

Methode Vorteile Nachteile 

CE 

• Etabliertes Verfahren 

• Einfacher Arbeitsablauf 

• Vor Gericht akzeptiert 

• begrenzt Multiplex-fähig 

• Komplexe Mischspur-Analyse 

• Genotypisierung nur auf Sequenzlänge 

beruhend
 

MPS 

• Genotypisierung auf Länge UND Sequenz 

beruhend 

• hohe Multiplex-Fähigkeit 

• Potential zur besseren Mischspuren-Analyse 

• Analyse kleinerer Amplikons möglich 

• Hohe Kosten pro Probe 

• Große Datenmengen generierend 

• Zusammenführen von Proben zur 

Kostenreduzierung 

• Wenige Guidelines/Konventionen 

- Verschiedene Hersteller mit verschiedenen Sequenziermechanismen 

- Hochdurchsatz-Sequenzierung 

- Pyrosequencing, sequencing-by-synthesis, Halbleitertechnologie… 

verändert nach Storts Promega webinar 08.12.2015 

- Anzahl der Sequenzen vs Fluoreszenzintensität 

MPS ergänzt CE, aber ersetzt sie noch nicht 

Fazit: 

[Technologie] 
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massively parallel sequencing in der forensischen DNA-Analyse 
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massively parallel sequencing in der forensischen DNA-Analyse 
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Zusammenfassung 

Check box 

- Qualifikation Labor + SV prüfen, Gutachten, Befund-Tabelle 

- externen SV einschalten 

- Quantifizierungsbefunde, Elektropherogramme,  

Info zum DNA-Einsatz pro Reaktion anfordern 

- Resultate der Kontrollen (EPK, ERK, APK, ARK) 

- Erfolgte die Auswertung nach QM-System? Wie viele PCR?  

Consensus oder composite? 

- Ggf. Auszüge aus QM-System anfordern 

- wurde überhaupt gerechnet? Auf welcher Grundlage?  

Belege anfordern 

- source level vs activity level 



Vielen Dank für Ihre Aufmerksamkeit ! 


