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1) Kurzvorstellung IFG

- Historie und Geschaftsfelder

2) Auf dem Weg zum Elektropherogramm
- von der SpuSi zur HV

- (molekular-)genetische Grundlagen und Methoden

- Interpretation von Befunden
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Kurzvorstellung IFG - Historie

Ausgriundung der Rechtsmedizin Minster

- 1981-2007: Prof. Brinkmann Direktor des Instituts fur Rechtmedizin, Uni Munster

- 2007: Grundung als ,,Forensische Genetik*

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




Kurzvorstellung IFG - Aufgabenspektrum

Abstammungsgutachten

'gednap

German DNA Profiling

GEDNAP Spurenringversuche

Zelllinien-Verifizierung
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GEDNAP Spurenringversuche

|gednap
> Mate rial German DNA Profiling

Person A: 20 ul Blut auf Zellstofftupfer (Zellette, 2016)
Person B: 10 pl Blut auf Zellstofftupfer (Zellette, 2016)
Person C: 10 pl Blut auf Zellstofftupfer (Zellette, 2018)

Spur 1: 15 pl Blut auf Sand (2008)
Spur 2: 20 pl Blutmischung auf Zellette (2 P., 1 + 1, 2016)
Spur 3: 10 pl Sperma auf Wattestabchen (2019)

Spur 4: 20 pl Blutmischung auf Zellette (3 P, 2+1+2,16)

w
XX\



Typischer Ablauf

Polizel

SpuSi

Labor X

Verifizierung

Gericht

Justiz

SB/Ermittler . LKA/BKA

Treffer!!
§8le,gStPO?

DAD

DNA-Analyse-Datei

Eigene Labore

Fremdvergabe

Prof. Or. medt. Barnd Brinkmann

rensische Genetik
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molekulargenetisches
Spurengutachten

+
Meldebogen
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»Serologie*

Molekularbiologie & Technologie

Genetik

angetragenes biolog. Material

v

Sicherung

Lagerung

Charakterisierung

rDNA-Extraktioni

Quantifizierung

STR
Amplifizierung

V Auftrennung |

Daten

Statistik

( Gutachten
inkl. Befund-

L Tabelle )

DAD-Recherche

trifft K* ?

t

Ausschluss

R

Vergleich
DNA-Profile

yor

kein Ausschluss

\

[ Gutachten ]

\

Justiz

<=

Referenz-/Trefferprofil

4

[ Sicherung ]
[ J

Lagerung

DNA-Extraktion

——
S N

Quantifizierung

STR
Amplifizierung

Auftrennung

HHH

Daten

Ubersetzt und verandert nach Butler, 2009
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Asservate & Spurentrager |

Abriebe & Originalasservate

|

Vergleichsspeichelproben (RP, H)

[ Sicherung ]




Asservate & Spurentrager Il

Organe/Gewebe Korpersekrete Korperflissigkeiten Sexualsekrete
Knochen Speichel Blut (a) Ejakulat (b)
Epithelien (c) Nasensekret Urin Vaginalsekret
Haare (d) Schweil3
Haut(-schuppen)
d)
A 5 e ©)
e . 35
R R4 A
® He
y .
“? » ° 5
AT N
' verandert nach Goodwin et al., 2009
« Charakterisierung nach Leitenzymen/Zielstrukturen |Charakterisierung |

- Kastle-Meyer Blutvortest

- saure Phosphatase/PSA, HE-Farbung, Mikroskop
- a-Amylase-Test (Phadebas)
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DNA-Extraktion: magnetic beads

Magnetic
= rod

Magnetic
rod

\Fqst up and down
mévement of
réd cover to release
_ “magnetic particles-
- L

Slow up and dewn 7
movement to collect!
magnetic particles \

./

&age;\t 2 a;\d

magnetic particles agnetic particles

I Well 1 i I Il J
Widgnetische Beads

QIAgen, 2010
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DNA-Quantifizierung

| DNA-Extraktion|

e quantitative real-team PCR |Quantifizierung|

- Monitoring durch Fluoreszenzanregung

- TagMan-Chemie

- Detektion von A, Auftrennung

Daten

Amphfmerung ]
]
J

Signal

DNA-Polymerase dﬂ
® .

<
5’ / 3

3’ 5

'I'I/
Y
»

v
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DNA-Quantifizierung

Fluoreszenz

Fluoreszenzmonitoring

lineare Phase

exponentielle

Phase

threshold

Plateau {

I R I

rrrrrrr-rr T 1T T T

Zyklenzahl

TProbe

Standardgerade

\ 4 o
T log[Conal
CONARrope

verandert nach Butler, 2009

<
13¢



DNA-Quantifizierung

Ziele
Nachweis menschlicher DNA

Nachweis mannlicher DNA

Nachweis degradierter DNA

Labor

Standardisierung der eingesetzten DNA-Menge

Wahl der richtigen weitergehenden Untersuchungs-Strategie

QA
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short tandem repeats

+1

UAS

Locus THO1

—AATG

—AATG

—AATG

—AATG

3

Goodwin et al., 2009

: Intron

Stoppr

AATG

AT AATE| AT AATG] AATGIAATG

AATG

S I S e ¢ g

2l B ElS

AATG

AATG AATG

AATG

AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG Allel 8

Person

A




Mikrovarianten

Locus THO1
— AATG|AATG| AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG Allel 8 gemeldeter Genotyp
—— AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG Allel 9 THO1: 8/9
—— AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG Allel 8 gemeldeter Genotyp
—AATG|AATG| AATG|AATG|AATG|AATG|ATG|AATG|AATG|AATGH—— Allel 9.3 THO1:8/9.3

1 2 3 4 5 6 -A 7 8 9
« Mikrovarianten (Bsp. THO1)

- Nomenklatur: Allel 9.3

/N

Anzahl vollstandiger repeats Anzahl verbleibender nt

des partiellen repeats

Person

A

16
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(Advanced) European Standard Set

3 ﬁ‘
%) —
D3S1358 TCTR 3p21.31 o @
THO1 TCAT 11p15.5 2 3 « ﬁ‘
) b O
D21S11 TCTR 21g21.1 g & “ ?
D18S51 AGAA 18¢21.33 1 2 3 i 5 6 7
D10S1248 GGAA 10926.3 @ z e ‘s glﬁ
N b= —
D1S1656 TAGA 1g42 §| ° ﬁ ﬁ EE °
D25S1338 TKCC 2435 °
10 1 12 13 14 15 16
D16S539 GATA 16G24.1
D22S1045 ATT 22q12.3
VWA TCTR 12p13.31 R E’E §=E
D8S1179 TCTR 8024.13 2 | .
2 %ﬁ &% o 6 3
~ =1
FGA YTYY 4931.3 . . §| L] g|% ﬁ
D2S441 TCWA 2p14 B o &
— 19 20 21 22 Y X
D12S391 AGAY 12p13.2 ﬁ glﬁ
(o]
D195433 WAGG 19q12 B
SE33 (ACTBP2) AAAG 6q14 K 18

verandert nach Kassem et al., 2012




STR Multiplex-PCR

* Multiplex-PCR

- multiple Primerpaare in einer Reaktion

DNA-Extraktion
Quantifizierung

e e/

- Fluorophor-markiert STR

Amplifizierung

Auftrennung

r—r—ﬁ

Daten

TAMRA

verandert nach Butler, 2009
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STR Multiplex-PCR

* Unterschiedliche Kits/Reagenzienséatze:

- Ein Allel — unterschiedliche Amplifikatlangen
- Ein Allel — unterschiedliche Fluorophore

F

S HHH AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG

T Allel 8

PEEEEN
& - ) @ S o
A. o 8 = = 2 2 8 v MM 8 9o @ w 8 & & » 3
&8 S 888 & 8 a 5 8 o & 8 o
Size (bases)
A* D3§1358 THO1 D21811 D18551
D10S1248  D1S1656 D251338 m
[02251 045][ VWA I D8s1179 I FGA ]
D25441 D128391 D195433 SE33
— o w 'S o
B. 3 S a2 2 8 e M 86w 8 oa s s 8
Do - N B O © N o N N a o~ N o ~
a8 © © & © o o o a o o o S o
Size (bases)
A* D3S1358 D195433 D2§1338 D2251045

m D18851 D1S1656 | D1051248 m
THO1 ][ wWA ][ D21511 ][ D128391 ]

*Amelogenin

B4E9MA

www.promega.com
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Auftrennung von Amplifikationsprodukten |

Endergebnis Multiplex-PCR:
- Amplifikationsprodukte unterschiedlicher Lange
- Amplifikationsprodukte unterschiedlicher Markierung

DNA-Extraktion
Quantifizierung

——
e e/

STR
Amplifizierung

| Daten |

L e B L B B B
100 120 140 1ed 120 200 220 240 Ze0

LI L e e
280 20O 220 Z40

SP23/83 SUSPECT 3 Elue SP2Z/53 SUSPECT

4000
000
2000
..IU[ 1000
[ —
25.2

| | SPZZ/83 SUSPECT 32 Green SP23/5% SUSPECT
- 4000
/N — 2000
2000
1000

A
1 El

SPZZ/8Z SUSPECT 2 Yellow SP2I/EZ SUSPECT
2000
1000

A )
[ig]

21

XX\



Auftrennung von Amplifikationsprodukten Il

Kapillar-Gelelektrophorese (CE)
- Polymerfillung
- Amplifikate + Langenstandard
- Fluorophoranregung

- Aufnahme der Emissionswellenlange

CCD
e —— Filter

h X Ay,

(mlt )‘ex < )‘em)

© ®
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Auftrennung der Spektraltberlappung

5-FAM JOE NED ROX

100 ‘r

80
5
)
C
3 60 f
=
N
C
N
¢ 40 [
o
=)
T

20

0 | et e >

520 540 560 580 600 620 640 A fom
h x )\ex verandert nach Butler, 2009
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Langendetermination

b)

Interner LAngenstandard (ILS)

150 350 500
oo 139 160 200 550 300 340 400 450 490
75
50
35
nt 4 Standardgerade
250
200
165.05 bp
147.32 bp

DNA-Fragmentpeaks:

v

verandert nach Butler, 2009 24
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Auftrennung von Amplifikationsprodukten Il

Allelleiter amplifizierte Probe
OE =]

Farbtrennung Allel-Bins Farbtrennung
Langenbestimmung (+/-0,5 bp um Leiterallel) Langenbestimmung

Locus 1

MM_A_A_ Allele (# repeats)

ML L
AMAMA — | L L
0

ML L -

Genotyp = 12/14

Langenbestimmung
Allelleiter anhand des
ILS

Langenbestimmung
aller Probenallele
anhand des ILS

Vergleich
Allelleiter == Probe

XX\

verandert nach Butler, 2009 25 &9



Elektropherogramm (EPG)

Auftrennung

Sample File Sample Name Panel | sQo 0s |sQ
03-APK-2800M----_2016-11-04.fsa | 03-APK-2800M---- PowerPlex ESX_17 v1.0SE [ ] | [ ]
[..] D3s1358 [ THo1 [  D21S11 D18S51 |
50 150 250 350 450 550
1500-
1000
500
0~ - — e 11
117 le 29 16 |
82,03 131.44 | 160.88 219.12 315.35 |
1289 11875 1175 1202 | 1495 |
[y 18 o, 12 | 18
87.76 135.42| |175.66 122022 | 323.10
|1193 1372|1210 1115 1382
03-APK-2800M-—_2016-11-04.fsa 03-APK-2800M— [PowerPlex_ESX_17_v1.0SE E [ =
D10S1248 [ D1S1656 | D251338 D16S539
50 150 250 350 450 550
1200
800
400 J
n. P | AL A A
O 1 e el 1
13 [12 2 | e
o761  |143.16 239.54 289.46
1533|712 1330 |1475
15 | [13 ] 25 [13
10585 147.29) 251.41 305.46
1307 | 734 | 1297 | 1483
03-APK-2800M--—_2016-11-04.fsa | 03-APK-2800M--— | PowerPlex_ESX_17_v1.0SE [ ] | [ ]
D2251045 | VWA [ D8sS1179 | FGA
50 150 250 350 450 550
1200
800
400
ol 1
16
105.35
1553

Sample File Sample Name _ Panel sQo | 08 sQ
03-APK-2800M----_2016-11-04.fsa 03-APK-2800M---- | PowerPlex ESX_17_v1.0SE | [ ] [ ]
D28441 [ D125391 | D195433 | SE33 |

50 150 250 350 450 550
2400
1600
M L |
ok
T T 1T 1T
10 | 18 | |13 15
96.56 | 149.13 | 222.71 |313.94
1687 | 1150 | 1257 11299
‘14 23 [14 16
113.08 169.62 226.69 317.96
|1320 1073 | 1220 690
03-APK-2800M----_2016-11-04.fsa 03-APK-2800M--— | PowerPlex ESX_17_v1.0SE | [ ] I [ ]
50 150 250 350 450 550
690
460
0 e ; g T }r\ A 11 T 1t s T J1 A T T T
65.0/| 1000/ | [140.0/ |172.49|200.0 225.0 250.0275.0 300.0 325.0 |350.0 375.0 400.0 425.0 450.0 475.0]
78.98| 11911 |160.0 304.06
80.0 120.0 180.0
184.73
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Elektropherogramm (EPG)

Sample File Sample Name Panel | SQo 0S |sQ Auftre n n u n
03-APK-2800M— 2016-11-04.fsa 03-APK-2800M— PowerPlex_ESX_17_v1.0SE \ E_| ®m g
[..] D3s1358 [ THOo1 [ D21S11 | D18S51 |
50 150 250 350 450 550
1500
1000
500
0 =—] ATAT -1
| 6 29 16 | -
82.03 131.44 [ 160.88 219.12 315.35 | Sample File Sample Name . Panel SQ0 \ 0s sQ
1289 11875 |1175 1292 | 1495 | 03-APK-2800M----_2016-11-04.fsa 03-APK-2800M---- | PowerPlex ESX_17_v1.0SE ! [ ] [ ]
< o3 3112 : m] D25441 | D128391 | D19S433 | SE33 |
|87.76 135.42| 17566 122022 323.10 50 150 ) 250 350 450 550
|1193 1372|1210 115 | 1382
2400
03-APK-2800M-—_2016-11-04.fsa 03-APK-2800M-— [PowerPlex_ESX_17_v1.0SE E [ = 1600)
D10S1248 [ D1S1656 | D251338 [ D16S539
50 150 250 350 450 550 800 J J J u Jl
b
L 0 T T 1T 1T
1200 10 | 18 | [13 15
96.56 | 149.13 | 22271 |313.04
800 1687 | 1150 | 1256 1299
400 | i
] [1 3 114 16
o g M ? 4 |113.08 169.62 226.69 317.96
- L T — |1320 1073 | 1220 690
13 12 2 | ‘9 |
o761  |143.16 239.54 ‘ 289.46
1533 712 1330 | |1475 |
15 | [13 | 25 113
10585 147.29) 251.41 305.46
1307 734 | 1297 | 1483
03-APK-2800M--—_2016-11-04.fsa | 03-APK-2800M--— | PowerPlex_ESX_17_v1.0SE | [ ] |
D2251045 VWA [ D8sS1179 | FGA ] |
50 150 250 350 450 A \ ’ i ‘
- ! N Ay L ! in " I I ! ‘ I|
1200 140.0| |172.49]200.0 225.0|250.0|275.0 300.0|325.0|350.0 |375.0 | 400.0 425.0 450.0 475.0
800 ‘
|
400 304.06
ol 1
16
105.35
1553

Interner Langenstandard

26
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Elektropherogramm (EPG)

blauer Kanal

Sample File Sample Name Panel | sQo 0s |sQ Auftre n n u ng
03-APK-2800M----_2016-11-04.fsa 03-APK-2800M---- PowerPlex ESX_17 v1.0SE ] [ ] | [ ]
[..] D3s1358 [ THo1 [  D21S11 D18S51 |
50 150 250 350 450 550
1500
1000
500
0 - =—] ATAT -1
117 | 29 16 | -
82.03 131.44 | 160.88 219.12 315.35 | Sample File Sample Name _ Panel sQo | 08 sQ
1289 11875 |1175 1292 | 1495 | 03-APK-2800M----_2016-11-04.fsa 03-APK-2800M---- | PowerPlex ESX 17 v1.0SE | [ ] [_]
- o ‘ FTe = D28441 [ D125391 | D195433 | SE33 |
|87.76 135.42| 17566 122022 323.10 50 150 250 350 450 550
|1193 1372 | [1210 1115 | 1382
2400
- 1600
D10S1248 [ D1S1656 | D251338 [ D16S539
50 150 250 350 450 550 800 J J J u Jl
b
L 0 T T 1T 1T
1200 10 | 18 | |13 15
96.56 | 149,13 | 22271 |313.04
800 1687 | 1150 | 1256 11299
400 [ |
] |14 W [14 16
o Ao Ju 7 4 |113.08 169,62 226.69 317.96
o ‘ I = |1320 1073 | 1220 690
13 12 2 | ‘9 |
97.61 |143.16 239.54 ‘ 289.46
1533 712| 1330 | |1475 ! 03-APK-2800M----_2016-11-04.fsa 03-APK-2800M---- [ PowerPlex_ESX_17_v1.0SE [ m [ =
15 13 | 25 13
105.86 ‘ 147.20| 251.41 305.46 50 150 250 350 450 550
1307 | 734 | 1297 | |1463 -
690
03-APK-2800M--—_2016-11-04.fsa | 03-APK-2800M--— | PowerPlex_ESX_17_v1.0SE | [ ] [ [ ] -
D2251045 | VWA [ D8sS1179 | FGA ] |
50 150 250 350 450 550 230 A \ ’ i ‘
o : Y A N | " ™ I il ! I
1200 o = T = 1 T T 11 1 T T 1 1 1 1
65.0/| 100.0| | [140.0| |172.49|200.0 225.0 250.0275.0 300.0 325.0 |350.0 375.0 |400.0 425.0 450.0 475.0
800 \
|
400 7898 [119.11 160.0 304.06
P
16
105.35
1553 80.0 120.0 180.0
184.73
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Elektropherogramm (EPG)

A

Auftrennung
Sample File - Sample Name Panel
03-APK-2800M---- 2016-11-04.fsa ' 03-APK-2800M---- PowerPlex ESX 17 v1.0
D3S1358 THO1 D21S11 D18S51
rtefakte <75 nt
A0 150 250 350
1500 \
1000
500 / h
0 = _“_1 = lnll il j A.J!‘l o3
X 17 |6 20 | 16
82.03 1131.44 {160.88 219.12 1 315.35
,12@7 , il??ﬁi.... 1175 1292 l | 1495 ]
Allel v | [ | fes | [s12 s
Lange [nt] 87.76 13542 |175.66 )229.221 323.10
Peakhéhe 1193 1372 | [1210 1115 1382

XX\
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Exkurs: EPG Y-chromosomale STR

| DYS576 IDYS---l DYS448 [DYS389"I DYS19 I | DYS393 I DYS458 l DYS385a_b l DYS456 I Y-GATl
55 ‘ 165 275 ' 385 ‘ 55 ) 165 , 275 ‘ 385
510-’» 540+
340:: 360,_
0 A l A ‘k l
P | po— r P L Il 1 A A
18 | [1a | [19 1 [a1 |14 0 e e s i s
1116.03| 1 163.37) 22097 | 285.23 | |326.99 13 17 5 13 [17 11 !
| 558 ] [243 ‘ 662 | 223 | [157 1128.21 187.20 1251.65 1342.82 ;389.33!
711 506 | 1159 !475 |385 1
PK-XY1---- 2014-05-14.fsa | 93-APK-XY1--—- | Prototype_PowerPlex_Y 23 v1.0 | ‘ l :
[ DYS391 ] DYS481 | DYS549 [ DYS533 | DYS438 [ DYS... | ;34 05}
55 ‘ 165 . 275 . 385 ‘ 361 |
420+
280}
140+
4
0 A B . ' ll. : ll ‘
110 [22 | 13 |12 |[e 14|
[100.78| |147.41| 216.14 | |261.27 | |304.90 359.08 |
{477 |551 | 344 | |39 |328 379 |
PK-XY1---- 2014-05-14.fsa | 93-APK-XY1---- | Prototype PowerPlex Y 23 v1.0
| DYS570 [ DYS635 [DYS390[ DYS439 [ DYS392] DYS643 |
55 . 165 . 275 ‘ 385
570}

Haploide Marker
o] IdR 1 Allel pro Locus

olll )
17 21 24 12 13 10
114.73 175.84 237.45 287.95 341.04 391.47
675 425 534 12T 274 272

68
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5 Artefakttypen

L

v

&
<

4 bp 4 bp
split peaks stutter dye blob

A
A 4

[ D10S1248 [D1S1656]
8‘1 . 9.9 1]7

2.5 ng template
2,000 RFU

Al fr

[
e
8315 | 0.25 ng template
sa62-1 _ 6-16-27362-— |PowerPlex ESX_17_v1.0SE] X | [H Allele drop-out Allele drop-out
[ D25441 [D12..]]
81 99 117

drop-out

100.76 113.18
5742 ‘ |5983

pU" up * Goodwin et al., 2009

>
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Mechanismus der stutter-Bildung

o D22S1045 Trinukleotid-repeat
* Nachstutter durch backward slipping

- ,ZurUckrutschen“ des naszierenden Strangs um ein repeat i ,
- Insertion 3h «— 450+ Nachstutter
< Il
R 40 3001_ /
1 2 ag 4 5 (6 7 8) =90 1507
5 —{TTAC|TTAC|TTAC]TTAC|TTAC > 3 T
90.32
523
3’ —{AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG—— 5’ I
14
99.30
1 2 3 4 5 6 7 8 557
| + 3 nt
« Vorstutter durch forward slipping =

- ,Vorrutschen“ * des naszierenden Strangs um ein repeat

- Deletion

1 2 3 4 5 6 7 2=7
5' — TTAC|TTAC|TTAC TT/\C TTAC > 3

v
3’ — AATG|AATG AATGLAATG AATG|AATG|AATGH— 5

1 2 3 5 6 7 8 4 bp 4 bp
& (5}
b
4

* Zurlckrutschen“ des template-Strangs um ein repeat 33 #%5
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Mischspuren

[[]D3s1358] THO1 | D21S11 |  D18s51 | [D10S1...[D1S1656] D251338 [ D16S539 | [D2281.] VWA _ [ D8S1179] FGA ]
5‘5 165 275 385 55 : 165 275 55 165 275 385
1800 I 1200 :
1200 aoo:
600 r ] Jl‘ AJ] 400 I
0 1 ‘l — Al % I 0 l\"l - lllxltl: T
X 15 6 27 10 17 ‘9 | 1 20
81.96 | |123.04 (160.82 |211.02 292.01 1219.50 289.28 219.73 287.25
| 2251 1587 |209 1136 6 1182v 149 . 432 454
N N | O | Il (I Il I
vy e Tz ] [29 ] 12 14 |12 |18 1 F 21
%87.66 127.05 | 164.71 ‘21904‘ 299.69 101.69 | 143.14 223.45 1297.26 227.80 291.00
11096 |[146 |374 404 | 303 1017 ||132 213. | 1162 876 547
1 | l I | [N
|17 8 | 30 113 15 14 19 112 1 4 22
[131.20(168.68| | 223.14 |303.55 105.81 151.30 227.41 1301.26 | 231.77 294.83
171 969 \ 861 671 1531 260 883 133 | 413 152
L. =i ] 11 | \ [ I
9 | [s22 | 14 16 143 20 13 15 24
172.85| 233.17 |307.36 109.95| 1 154.45 231.38 305.30 235.82 302.45
1012 | |84 ‘ 1166 50 239 131 310 | 141 325
‘ ol Il [ [
93 [17 15 21| 17
175.57 1318.95 155.42 ‘ ‘ 235.35 243.88
691 | 370 224 70 249
[l
1153
|158.50
|382 |
. il
DNA-Mischspuren -
159.40
53 ”
- Allele von 22 Personen 83

- reduzierte Heterozygotenbalance 12.'3 |
- erhdhte drop-out-WahrscheinIichkgit‘
- additive Peakhdhen

- stochastische Effekte

34
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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.




Mischspuren

 DNA-Mischspuren

Zeitpunkt & Modus (activity level) der
Antragung einer Komponente idR
nicht ohne Weiteres erkennbar

Aussagen zum source level moglich

A

34 %
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Mischspuren

PG Bio/SpuKo "16

Spurenqualitat

...prufen, ob in allen MMS belastbare (Grad der
Reproduzierbarkeit der erhobenen Merkmale & der
gemessenen Signalintensitaten) und sich

nicht widersprechende Analyseergebnisse vorliegen.
DNA-Konzentrationsmessungen liefern zusatzliche
Informationen.

Verbesserung der Befundlage durch weitere Untersuchung
des DNA-Extraktes ?
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Imbalancen bei Minimalspuren

A Imbalancen innerhalb eines MMS
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MMS nicht I l _____ 111 ll|
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PG Bio/SpuKo ‘16

Signalintensitat [rfu]
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Signalintensitat [rfu]
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Fragmentldnge [bp]
Legende
= == == Nachweisgrenze
] zu wertendes Allel
O fragliches Allel an der Schwelle

zur Nachweisgrenze

MMS Merkmalssystem berechenbar
m Merkmalssystem nicht berechenbar
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Imbalancen bei Minimalspuren

PG Bio/SpuKo ‘16

Signalintensitat [rfu]

A Imbalancen innerhalb eines MMS

Legende
= == == Nachweisgrenze
B zu wertendes Allel

O fragliches Allel an der Schwelle
zur Nachweisgrenze

MMS Merkmalssystem berechenbar
Merkmalssystem nicht berechenbar

MMS 3
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Imbalancen bei Minimalspuren

PG Bio/SpuKo ‘16

Signalintensitat [rfu]

B extreme Imbalance: Drop Out

Legende

O
O

MMS

Nachweisgrenze
zu wertendes Allel

fragliches Allel an der Schwelle
zur Nachweisgrenze

Merkmalssystem berechenbar

Merkmalssystem nicht berechenbar

34
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Imbalancen bei Minimalspuren

PG Bio/SpuKo ‘16

C Imbalancen zwischen mehreren MMS
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Fragmentlénge [bp]
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O fragliches Allel an der Schwelle
zur Nachweisgrenze

MMS Merkmalssystem berechenbar
MMS Merkmalssystem nicht berechenbar
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Mischspuren

SpuKo 06

Bei Mischspuren muss — sofern moglich — die Zahl der
unterschiedlichen Spurengeber geklart werden:

— im Allgemeinen lasst der Nachweis von max. 4 Allelen/
System auf mind. 2 unterschiedliche Spurengeber schliel3en.
— im Allgemeinen lasst der Nachweis von max. 6 Allelen/
System auf mind. 3 unterschiedliche Spurengeber schliel3en.
—im Allgemeinen ist die Festlegung auf die genaue Anzahl
der Spurengeber bei mehr als 6 Allelen/System nicht

sinnvoll und nicht méglich.
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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; durchgangiges Mindest-Verhaltnis der
Peakhdhen von ca. 4:1 (Haupt- zu Nebenkomponente) fir

alle heterozygoten Systeme; keine stochastischen
Phanomene.

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

A
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SpuKo "06: Mischspuren

degradierte DNA — Ski-Schanz-Effekt (ski slope)

75 115 155 . 145 2385 275 215
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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)

QA
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GEDNAP 58 Spur 3 — 10 ul Blutmix Mischspur Typ A
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GEDNAP 58 Spur 3 — 10 ul Blutmix Mischspur Typ A
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GEDNAP 58 Spur 3 — 10 ul Blutmix (Im+1w+1w) Mischspur Typ A
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GEDNAP 58 Spur 3 — 10 pl Blutmix (Im+1w+1w) Mischspur Typ A
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stacking/additiver Effekt bei Mischspuren

A 2-Personen-Mischspur
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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: DAD-Recherche einer 2 Person-Mischspur

Ohne Vergleichsperson: NEU Recherche in der DAD, smart rank

QA

34 %

\0



SpuKo "06: Klassifizierung von Mischspuren

Typ B: deutlich unterscheidbarer Haupt- und Neben-
verursacher; durchgangiges Mindest-Verhaltnis der
Peakhohen von ca. 4:1 (Haupt- zu Nebenkomponente) fir

alle heterozygoten Systeme; keine stochastischen
Phanomene.
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GEDNAP 58 Spur 2 — 20 pl Blut Mischspur Typ B
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GEDNAP 58 Spur 2 — 20 pl Blut Mischspur Typ B
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Ableitung eines DAD-Meldebogens
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Mischspur Typ B

Ohne Vergleichsperson: Ableitung eines DAD-Meldebogens

Mit Vergleichsperson(en): Direktvergleich (Biostatistik
Hauptkomponente wie Einzelspur)

QA
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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-
Quantitat und/oder Qualitat entstandene DNA-Profile,
bei denen Verdacht auf allelic drop out und/oder
locus drop out besteht.

A
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Heterozygotenimbalance: Peakvarianzen
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SpuKo "06: Klassifizierung von Mischspuren

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

Loss of True Signal Gain of False Signal
(False Negative) (False Positive)
Heterozygote Allelic Higher Stutter  Allelic Drop-in
Peak Imbalance _Drnp-nut D] W = |
/ ;:ﬂ.‘ﬁ{i ;::’;‘;r 16 allele drop-in

BRI 4 |
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SpuKo "06: Klassifizierung von Mischspuren

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

...aufgrund der Komplexitat der Mischung hinsichtlich der
Mengenverhaltnisse mit drop out Ereignissen zu rechnen,
die eine eindeutige Festlegung in Bezug auf Ein- oder
Ausschluss Uber alle betrachteten DNA-Systeme erschweren
kdnnen.

Die Entscheidung zwischen Einschluss und Ausschluss muss
im Einzelfall erfolgen und verbal prazisiert und differenziert
dargestellt werden; ggf. muss ausgedrickt werden, dass eine
eindeutige Entscheidung nicht moglich ist.

A

34 %

\0



SpuKo "06: Klassifizierung von Mischspuren

Typ C: Mischspuren ohne deutliche(n) Hauptverursacher

und mit Ergebnissen im stochastischen Bereic

N.

Replicate Testing and Consensus Profiles

Extract DNA
from stain
"y _'-.&.‘
Perform
2 or 3 Separate
PCR

Amplifications

Quantify Amount
of DNA Present

Interpret Alleles Present

Develop a Consensus Profile
(based on replicate consistent results)

XX\
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SpuKo "06: Klassifizierung von Mischspuren

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

Replicate Testing and Consensus Profiles

Extract DNA
from stain
"y _'-.&.‘
Perform
2 or 3 Separate
PCR

Amplifications

Quantify Amount
of DNA Present

Interpret Alleles Present

Develop a Consensus Profile
(based on replicate consistent results)

Bei degradierter DNA: 2 x 2 PCR mit unterschiedlichen Kits

XX\
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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?
Binar [RMNE oder LQ]?

Einsatz probabilistischer Software?

Folgender Vortrag von Katja Anslinger

A
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forensische Genetik — quo vadis?

NGS/MPS in der forensischen DNA-Analyse

Kontinuierliche, probabilistische Modelle

Forensische DNA-Phanotypisierung

[Technologie]

[Statistik]

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

« MPSvs CE [Technologie]

- Hochdurchsatz-Sequenzierung
- Verschiedene Hersteller mit verschiedenen Sequenziermechanismen

- Pyrosequencing, sequencing-by-synthesis, Halbleitertechnologie...

- Anzahl der Sequenzen vs Fluoreszenzintensitat

* begrenzt Multiplex-féhig
+ Komplexe Mischspur-Analyse
* Genotypisierung nur auf Sequenzlange

+ Etabliertes Verfahren
CE » Einfacher Arbeitsablauf
» Vor Gericht akzeptiert

beruhend
* Genotypisierung auf Lange UND Sequenz * Hohe Kosten pro Probe
beruhend * Grol3e Datenmengen generierend
MPS * hohe Multiplex-Fahigkeit + Zusammenfuhren von Proben zur
» Potential zur besseren Mischspuren-Analyse Kostenreduzierung
* Analyse kleinerer Amplikons mdglich * Wenige Guidelines/Konventionen

Fazit:

— MPS erganzt CE, aber ersetzt sie noch nicht

XX\
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massively parallel sequencing in der forensischen DNA-Analyse

[OASTR sera
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massively parallel sequencing in der forensischen DNA-Analyse

deletion

l

left flank repeat region right flank




Zusammenfassung

Check box

- Qualifikation Labor + SV prufen, 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. Auszige aus QM-System anfordern

- wurde Uberhaupt gerechnet? Auf welcher Grundlage?
Belege anfordern

- source level vs activity level
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(=) rnd Brinkmann
Institut fur Forensische Genetik | ge d I I a p

German DNA Profiling

Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit !
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