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Hinflihrung

Die Bewertung von DNA-Spuren mit bio-
statistischen Methoden hat in den letzten
Jahren enorme Fortschritte erzielt. Un-
ter Verwendung sog. vollkontinuierlicher
Modelle (VKM) kénnen forensische DNA-
Befunde unter Einbeziehung moglicher
Drop-out-Ereignisse bewertet werden. Im
deutschsprachigen Raum liegen dazu bis-
her kaum Erfahrungen vor. Diese Arbeit
untersucht, ob sich die aktuell verfiigba-
ren VKM fiir einen Einsatz bei der Analyse
von DNA-Spuren eignen. Sie prasentiert
die Ergebnisse verschiedener Testreihen,
erldutert die generelle Funktionsweise
von VKM und bietet einen Einstieg in die
Thematik.

Einleitung

Die zunehmende Anzahl zu analysierender
STR-Merkmalssysteme und die gesteiger-
te Sensitivitat heutiger Analysemethoden
haben zu einem erheblichen Anstieg un-
vollstandig auswertbarer DNA-Profile bio-

logischer Spuren gefiihrt. Solche Profile
weisen zwar hdufig genligend Informa-
tionen fiir eine gutachterliche Beurteilung
auf, kdnnen jedoch mit den derzeit gangi-
gen bindren Berechnungsmethoden bio-
statistisch nurunzureichend bewertet wer-
den.

Mit Stand der Empfehlungen von 2016
[16] wurde es als hinnehmbar erachtet,
bestimmte als ,Typ C” klassifizierte Misch-
spuren [14] unter Ausklammern einzelner,
nicht sicher bestimmbarer Merkmalssyste-
me mittels bindrer Modelle zu berechnen.
Es ist aber eine Tatsache, dass sich Spuren
mit mdglichen Drop-in- bzw. Drop-out-Er-
eignissen mithilfe von bindren Modellen
nicht addquat abbilden lassen, da nicht
alle zur Verfligung stehenden Informatio-
nen der zugrunde liegenden Elektrophe-
rogramme einbezogen werden.

Seit der Veroffentlichung der gemein-
samen Empfehlungen der Projektgruppe
,Biostatistische DNA-Berechnungen” der
Landeskriminaldmter und des Bundeskri-
minalamtes sowie der Spurenkommission
der Deutschen Gesellschaft fiir Rechtsme-
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Zusammenfassung

dizin aus 2016 [16] wurden als Alternati-
ve zu den bestehenden bindren Modellen
die sog. probabilistischen Verfahren ste-
tig weiterentwickelt. Wahrend semikonti-
nuierliche Modelle [11] bereits Drop-in-/
Drop-out-Ereignisse beriicksichtigen, be-
ziehen die vollkontinuierlichen Modelle
(VKM) dariiber hinaus Signalintensitaten
und DNA-Fragmentldngen in die biosta-
tistische Berechnung ein [1, 5, 6, 9].

Von verschiedenen Anbietern wurden
auf VKM basierende Programme entwi-
ckelt (B Tab. 1 sowie [2, 3, 12]), die eine
biostatistische Bewertung von DNA-ana-
lytischen Befunden ermdglichen [1, 5,6, 9,
15]. Zur Erklarung der gemessenen Signal-
intensitaten beriicksichtigen diese Model-
le neben den Allelwerten auch DNA-Frag-
mentldngen, Stutterpeaks (Vor- und Nach-
peaks) sowie Degradationseffekte. Fiir eine
erhebliche Anzahl an DNA-Spuren, die sich
bisher lediglich verbal bewerten liel3en, ist
mithilfe der VKM eine angemessene bio-
statistische Bewertung maoglich [4].

Durch die Verwendung von mathema-
tischen Algorithmen kdnnen Aspekte wie
Haupt- und Nebenkomponenten, Hetero-/
Homozygotie, Signale nahe der Nachweis-
grenze etc. standardisiert bewertet wer-
den. Dadurch wird die Bewertung von
DNA-Spuren objektiver.

Neben einer Berechnung vollkonti-
nuierlicher Likelihood-Ratio-Werte (LRr)
konnen mit VKM ggf. auch Mischspuren
in ihren Einzelkomponenten dargestellt
werden, d.h., die wahrscheinlichen DNA-
Profile der zum Mischprofil beitragenden
unbekannten Personen werden abgelei-
tet (Deconvolution). Solche DNA-Profile
lassen sich bei ausreichender Qualitat fir
Datenbankrecherchen nutzen, woraus sich
zusatzliche Ermittlungsansdtze ergeben
konnen.

Wahrend Veroffentlichungen in inter-
nationalen Fachjournalen eindrucksvoll
die Eignung und den Einsatz von VKM in
der forensischen DNA-Analytik demons-
trieren [6, 9], liegen im deutschsprachigen
Raum hierzu kaum Erfahrungen vor.

Es war daher das erkldrte Ziel der Pro-
jektgruppe ,Biostatistische DNA-Berech-
nungen’, solche Modelle hinsichtlich ihrer
Funktionsweise und Funktionsfahigkeit zu
untersuchen.

Die vorliegende Publikation soll es den
Sachverstdndigen ermdglichen, sich den
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bewertbar.

wenige Erfahrungen vor.

analytischer Befunde.
Schliisselworter

Forensische Biostatistik

Die biostatistische Bewertung DNA-analytischer Befunde unterstiitzt Gerichte bei der
Einschatzung des Beweiswertes einer Spur. In der Praxis werden dabei zunehmend
Spuren mit minimaler DNA-Menge und méglichen ,Drop-in“- und ,Drop-out”-
Ereignissen sowie komplexe Mischspuren analysiert. Solche Spuren sind mit einer
klassischen ,bindren” Berechnung biostatistisch haufig nicht oder nur eingeschrankt

Die Entwicklung vollkontinuierlicher Modelle (VKM) macht eine Vielzahl dieser
bisher nicht berechenbaren Spuren einer biostatistischen Bewertung zuganglich.
Dabei werden nahezu samtliche verfiigbaren Informationen einer DNA-Spur in die
Berechnung einbezogen. Wéhrend diese probabilistischen Verfahren international
bereits vielfach zum Einsatz kommen, liegen hierzu im deutschsprachigen Raum nur

Um Funktionsweise, Mdglichkeiten und Grenzen von VKM-Berechnungen zu
erfassen, wurden Mischspuren bekannter Zusammensetzung mit 4 aktuell
verfligbaren VKM-Programmen vergleichend analysiert. Bei der Auswertung

wurden zentrale Aspekte betrachtet, wie beispielsweise die Konkordanz von
Berechnungsergebnissen, der Einfluss von Drop-in- und Drop-out-Ereignissen auf die
berechneten vollkontinuierlichen LR-Werte (LR¢) sowie die Ableitung recherchefahiger
DNA-Profile mithilfe wahrscheinlichkeitsbasierter Prognosen (Deconvolution).

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erfahrungen bilden, zusammen mit
weiteren bereits international publizierten Studien, eine Basis fiir Empfehlungen

zum Einsatz von VKM-basierter Software bei der biostatistischen Bewertung DNA-

Probabilistische Genotypisierung - Deconvolution - Likelihood Ratio - DNA-Sachbeweis -

komplex wirkenden Modellen zu ndhern
und die Funktionsweise solcher Modelle/
Programme anhand von praktischen Er-
fahrungen aus dem eigenen Arbeitsalltag
nachzuvollziehen. Keinesfalls erhebt die
vorliegende Publikation den Anspruch, ei-
ne Beschéftigung mit einschlagiger Fachli-
teratur zu ersetzen.

Flankierend zu dieser Publikation ver-
offentlicht die Projektgruppe ,Biostatis-
tische DNA-Berechnungen” gemeinsam
mit der Spurenkommission der Deutschen
Gesellschaft fiir Rechtsmedizin ihre ers-
ten praxisorientierten Empfehlungen zum
Einsatz von vollkontinuierlichen Modellen
[8]. Diese Empfehlungen sollen die Unter-
suchungsstellen dabei unterstiitzen, VKM
erfolgreich als Werkzeug im Rahmen von
ermittlungsbegleitenden  Untersuchun-
gen und fiir die Berichterstattung vor
Gericht einzusetzen.

Binare, semikontinuierliche und
vollkontinuierliche Modelle im
Vergleich

Bindre, semikontinuierliche und vollkon-
tinuierliche Modelle verarbeiten Drop-in-

und Drop-out-Ereignisse auf verschiedene
Weise. Zur Veranschaulichung dieser Mo-
delle kann es vorteilhaft sein, eine ,de-
finierte” Mischspur, bestehend aus den
Merkmalen von 2 bekannten Spurenver-
ursachern (2P-Mischspur), zu betrachten.

Eine solche Spur zeigt @ Abb. 1, wobei
das gemessene Elektropherogramm in der
@ Abb. 1a und die 3 zu vergleichenden
Modelle in den @ Abb. 1b-d dargestellt
sind. Die bekannten Allele einer Person 1
(hellgrau) und einer Person 2 (dunkelgrau)
sind der besseren Ubersichtlichkeit halber
jeweils unter den @ Abb. 1b-d angegeben.

In @ Abb. 1a sind die gemessenen Si-
gnale und zugehdrigen Signalintensitaten
fir die 4 exemplarisch gezeigten Merk-
malssysteme schematisch als Peaks dar-
gestellt. Erkennbar sind mehrere ,sicher”
bestimmbare Allele, die deutlich oberhalb
der Nachweisgrenze liegen. Zudem sind
aber weitere Signale unterhalb bzw. in Ho-
he der Nachweisgrenze sichtbar, bei de-
nen nicht eindeutig ist, ob es sich hierbei
um reale Allele, Stutterpeaks oder Drop-
ins handelt.



Tab. 1

Ubersicht iiber die getesteten VKM-Programme (Sachstand: Friihjahr 2020)

Programm DNAeVIEW Mixture EuroForMix GenoProof Mixture | STRmix
Solution
Version dy17-19-8-15 2.1.0 3.1.2 2.6
Hersteller Charles H. Brenner, @yvind Bleka, Pe- qualitype GmbH, Institute of Environmental
DNAeVIEW Software, ter Gill Dresden Science & Research Limited
Oakland, CA, USA (ESR), New Zealand
Internetprdsenz dna-view.com www.euroformix. www.qualitype.de | www.strmix.com
com
Open Source/lizenzfrei Nein Ja Nein Nein
Implementierung mit internen Labordaten | Ja Nein Nein Ja
GeneMapper-Import Nein Nein Ja Ja
Markov-Chain Monte-Carlo(MCMC)-Verfah- | Nein Nein Ja Ja
ren
Berechnung Replikate gleicher Kits Nein Ja Ja Ja
Berechnung Replikate unterschiedlicher Kits | Nein Nein Ja Ja
Abschdtzung der Anzahl anzunehmender Ja Nein Ja Nein
Spurenverursacher
Import neuer STR-Marker und Analysekits Ja Ja Ja Ja

Bindre Modelle

Zur Berechnung DNA-analytischer Befun-
de werden derzeit iberwiegend bindre
Modelle eingesetzt. @ Abb. 1b zeigt die
Verarbeitung eines Spurenbefundes mit-
hilfe eines bindren Modellansatzes. In klas-
sischer Weise werden bei bindren Modellen
Merkmale oberhalb der Nachweisgrenze
in die Berechnung einbezogen, wohinge-
gen Merkmale unterhalb der Nachweis-
grenze von der Berechnung ausgeschlos-
sen werden. Allerdings werden vor der
Bewertung eines Spurenbefundes (Elek-
tropherogramm) oftmals zusdtzliche Me-
chanismen (z.B. Filter fiir Stutterpeaks)
eingesetzt, welche einen Einfluss auf die
in die Berechnung eingehenden Befunde
ausiiben. Solche Mechanismen sind kein
Bestandteil eines klassischen bindren Be-
rechnungsmodells.

Der Drop-in eines Merkmals im 2. Merk-
malssystem (Raute) wird daher in die bi-
nare Berechnung einbezogen, wahrend
der Drop-out eines weiteren Merkmals im
4. Merkmalssystem (Dreieck) aus der Be-
rechnung herausfallt.

Bei Anwendung der bindren Methode
unter Beriicksichtigung aller Merkmalssys-
teme ist eine Berechnung der Spur nicht
sinnvoll maglich, da das Fehlen von Merk-
malen (Drop-out) nicht abgebildet werden
kann. Eine bindre Berechnung des LR-Wer-
tes ware demnach nur unter Ausklammern
von Befunden auf Basis der beobachte-

ten Spurendaten ohne Beriicksichtigung
des Genotyps der POl méglich (vgl. Ab-
schnitt 2.3 ,Grenzfélle” [16]).

Fiir eine Berechnung mit bindren Mo-
dellen werden ausschlieBlich die nach-
gewiesenen Allele einer DNA-Spur sowie
deren Populationsfrequenzen verwendet.
Ebenfalls bei der Messung anfallende In-
formationen zur Signalintensitdt und zur
DNA-Fragmentldange von Allelen bleiben
dagegen ganzlich unberiicksichtigt. Aus
diesem Grund sind in bindren Modellen
keine Aussagen zu den Mischungsverhdlt-
nissen und den Merkmalsmustern betei-
ligter Spurenverursacher méglich. Jegliche
Riickschliisse auf die Merkmalsmuster von
beteiligten Spurenverursachern beruhen
somit ausschlieflich auf der Einschatzung
des auswertenden Sachverstdandigen.

Im Allgemeinen sind bindre Modelle
sehr gut fiir die Berechnung von eindeu-
tigen bzw. hochqualitativen DNA-Spuren
geeignet. Aufgrund der wenigen in das
Modell einflieBenden Informationen sind
diese Modelle sehr schnell und liefern bei
guter Spurenlage entsprechende LR-Wer-
te. Angesichts des reduzierten Informati-
onsgehalts ermdglichen sie jedoch keine
angemessene Bewertung von DNA-Spu-
ren mit moglichen Drop-in- bzw. Drop-
out-Ereignissen.

Semikontinuierliche Modelle

Semikontinuierliche Modelle (8 Abb. 1c)
weisen gegeniiber bindren Modellen einen
Vorteil auf, indem sie mdgliche Drop-in-
und Drop-out-Ereignisse grundsatzlich in
die Berechnung einbeziehen. Dabei stellen
sie aber keinen konkreten Bezug zu den
gemessenen Signalintensitaten her, son-
dern verwenden zugewiesene, errechne-
te oder experimentell bestimmte Drop-in-
und Drop-out-Wahrscheinlichkeiten. Ent-
sprechend werden Allelen oberhalb der
Nachweisgrenze Drop-in-Wahrscheinlich-
keitenund Allelen unterhalb der Nachweis-
grenze Drop-out-Wahrscheinlichkeiten zu-
gewiesen.

Semikontinuierliche Modelle weisen
gegeniiber VKM den Vorteil auf, dass LR-
Werte mit relativ geringem Rechenauf-
wand schnell zu berechnen sind.

Vollkontinuierliche Modelle

Vom methodischen Ansatz her beziehen
vollkontinuierliche Modelle neben den Al-
lelen und deren Frequenzen zusétzlich die
gemessenen Signalintensitdten und DNA-
Fragmentldangen sowie Stutterpeaks in die
Berechnungen von DNA-analytischen Be-
funden ein. Dabei werden die Informatio-
neneines Elektropherogramms umfassend
beriicksichtigt (8 Abb. 1d), was prinzipi-
ell im Vergleich zu semikontinuierlichen
und bindren Modellen eine detailgetreue-
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Amplikonlénge

Abb. 1 A Bindre, semi- und vollkontinuierliche Modelle im schematischen Vergleich. a Schematische
Darstellung eines Elektropherogramm:s fiir eine ,definierte” Mischspur, bestehend aus den Merkma-
lenvon 2 bekannten Spurenverursachern (Personen P7 und P2). Stellvertretend fiir das Gesamtprofil
werden hier4 Merkmalssysteme (MMS) dargestellt.b Bindre Bewertung nach Anwendung von Stutter-
Filtern. c Semikontinuierliche Bewertung nach Anwendung von Stutter-Filtern. d Vollkontinuierliche
Bewertung unter Beriicksichtigung der Signalintensitdten

re Modellierung von DNA-Spuren ermdg-
licht.

Aufgrund der Einbeziehung all dieser
Informationen erlauben vollkontinuierli-
che Modelle eine sachgerechtere Bewer-
tung einer Spur hinsichtlich der DNA-
Menge und -Qualitdit. Zudem ermdgli-
chen es VKM, das Mischungsverhaltnis
der Komponenten einer DNA-Spur rech-
nerisch abzuschatzen.

Aus diesen GroBen ldsst sich letztlich
einewahrscheinlichkeitsbasierte Prognose
Uberdiezur Erkldrung eines DNA-Befundes
geeigneten Genotypen erstellen. Dieser
methodische Ansatz wird als Probabilistic
Genotyping oder Deconvolution bezeich-
net (sieche Abschnitt Ableitung recherche-
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fahiger Datenbankmuster aus Mischspu-
ren mithilfe vollkontinuierlicher Modelle
[Deconvolution]).

Im oben gezeigten Beispiel einer 2P-
Mischspur fiihrt die ,Deconvolution” zur
Ableitung zweier Profile, die den beiden
(unbekannten) Personen (UP1 und UP2)
zugeordnet werden kdnnen (@ Abb. 9).

Unter Umstanden kann die Berechnung
fiir einen Genotypen eine derart hohe Evi-
denz ergeben, dass dieser in der DNA-Ana-
lyse-Dateirecherchiert bzw. erfasst werden
kann.

Funktionsweise voll-
kontinuierlicher Modelle

VKM beruhen auf dem Berechnungsan-
satz der Likelihood Ratio und bendtigen
ebenso wie semikontinuierliche und bi-
nare Modelle eine Vorgabe zur Anzahl der
Spurenverursacher des zu interpretieren-
den Spurenprofils.

Es existieren unterschiedliche VKM, die
jeweils {iber einen eigenen spezifischen
Berechnungsalgorithmus verfligen. Jedes
Programm modelliert Parameter wie z.B.
DNA-Menge, Degradation und Amplifikati-
onseffizienz und berticksichtigt auch Stut-
terpeaks sowie die Moglichkeit evtl. Drop-
in- und Drop-out-Ereignisse. Nicht jedes
Modell verwendet zwangslaufig die glei-
chen Parameter.

Die Algorithmen der VKM sind in der
Regel in Fachjournalen publiziert. Mit ho-
herer Anzahl zu modellierender Parameter
steigen Intensitdt und Dauer einer Berech-
nung zumeist erheblich an. Zur Modellie-
rung dieser Parameter stellt das Modell
bestimmte Annahmen und Erwartungen
zum Verhalten der Signale (Peaks) zuein-
ander auf.

Ein einfaches Beispiel zur Verdeutli-
chung: Gegeben sei im Merkmalssystem
vWA ein Spurenbefund mit den Allelen 17
(Peakhdhe von 3500 rfu) und 18 (Peakh6-
he von 3450rfu).

Unter Annahme einer Person als Spu-
renverursacher wird jedes VKM ebenso
wie jeder Sachverstdndige hier mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit die Genotyp-
konstellation 17/18 eines Spurenverur-
sachers ableiten. Andere Konstellationen
sind zwar grundsdtzlich méglich, werden
aber als sehr viel unwahrscheinlicher ein-
geschditzt bzw. berechnet.

Hditte nun das Allel 17 eine Peakhdhe
von lediglich 350rfu, wdre die Konstel-
lation 17/18 eines Spurenverursachers
nicht mehr die wahrscheinlichste Erkld-
rung. In diesem Fall wéire das Allel 17 eher
als Stutterpeak zu erkldren. Sowohl VKM
als auch der Sachverstdndige wiirden so-
mit die Genotypkonstellation 18/18 des
Spurenverursachers als die wahrschein-
lichste Erkldrung ableiten.

Die Gewichtung der fiir die Entste-
hung der Spur wahrscheinlichsten Ge-
notypen erfolgt bei VKM unter Einbezie-
hung sdmtlicher verfiigbarer Informa-



tionen (Allelwerte, Signalintensitditen,
Amplikonldngen) und unter Annahme
von Grundvoraussetzungen wie z.B. der
Spurenlegeranzahl.

Das vollkontinuierliche Modell erzeugt
bei der Berechnung fortwahrend neue
Kombinationen von Genotypen und Pa-
rametern und berechnet dann in einem
2. Schritt, mit welcher Wahrscheinlichkeit
eine Kombination bestimmter Parame-
ter ein zu interpretierendes Spurenpro-
fil (Elektropherogramm) erkldren kann.
Der Parameterraum wird im Rahmen ei-
nes Optimierungsprozesses durchlaufen,
bis die bestmégliche Ubereinstimmung
zwischen modelliertem Profil und ge-
messenem Elektropherogramm erreicht
ist.

Fiir eine Deconvolution kénnen wah-
rend des Optimierungsprozesses die ein-
zelnen Kombinationen aus Genotypen und
weiteren Parametern gemaf ihrer Wahr-
scheinlichkeit, das vorhandene Spurenpro-
fil zu erkldren, gewichtet werden. Dazu
werden die Einzelwahrscheinlichkeiten al-
ler getesteten Genotypkombinationen ad-
diertund die Gesamtwahrscheinlichkeital-
ler méglichen Genotypen auf 1 normiert.
Hieraus lasst sich dann die Gewichtung fiir
jede einzelne getestete Genotypkombina-
tion errechnen.

Im Idealfall wird einem Genotyp ei-
ner Spurenkomponente (Person) eine Ge-
wichtung von nahezu 1 zugewiesen. In
solchen Féllen hat das VKM lediglich ei-
ne einzige, mathematisch realistische Lo-
sungsmoglichkeit finden kdnnen, die die
vorhandene Spurenkomponente erkldren
kann. Die Gewichtungen aller anderen Ge-
notypen missen dann gegen Null tendie-
ren.

Bei Spurenprofilen ohne bekannte Spu-
renverursacher lassen sich also u.U. ge-
eignete Einzelprofile fiir eine Recherche in
einer Datenbank ableiten [2, 13]. Diese Ein-
deutigkeit ist bei vielen Mischspuren nicht
gegeben, sodass ein VKM ebenso wie ein
Sachverstandiger nicht in der Lage sein
wird, hier eine Prognose liber die Geno-
typkonstellationen der einzelnen Spuren-
verursacher abzugeben.

Material und Methoden -
Vorgehen der Projektgruppe

Software

Vor Beginn der Testphase von VKM wurden
zundchst bekannte Entwickler und Firmen
mittels eines umfangreichen Fragebogens
gebeten, ihre Programme zu beschreiben.
Unter den Riickmeldungen wurden die-
jenigen VKM-Programme ausgewadhlt, fiir
die seitens der Entwickler/Firmen kosten-
freie Testversionen zur Verfligung gestellt
wurden. Indiesem Rahmen wares moglich,
die Programme ,DNAeVIEW Mixture Solu-
tion”, ,EuroForMix” [2], ,GenoProof Mix-
ture” [12] und ,STRmix” [3] hinsichtlich ih-
rer Funktionsfahigkeit und Funktionsweise
zu testen (@ Tab. 1). Bei den in der Tabelle
angegebenen Funktionalitaten ist zu be-
achten, dass die einzelnen Programme seit
Abschluss der Testphase im Friihjahr 2020
weiterentwickelt wurden und somit da-
von auszugehen ist, dass Verdnderungen
erfolgt sind.

Anfertigung von DNA-Mischspuren

Zur Anfertigung von DNA-Mischspuren
wurde freiwilligen Probanden mit deren
schriftlichen Einverstandnis Blut abge-
nommen. Fiir die Berechnungen wurden
standardisierte Blutmischungen von 2 bis
4 Personenmitje 1 bis 5 Mischungsanteilen
hergestellt. Hierzu wurde fiir 5 gespendete
EDTA-Blut-Proben (bezeichnet als A bis E)
jeweils die Leukozytenzahlen bestimmt,
anhand derer eine Normalisierung der
Konzentration kernhaltiger Zellen mdog-
lich war. Im Anschluss standen einzelne
Blutverdlinnungen zur Verfiigung, die
nach einem vorher festgelegten Schema
gemischt wurden, um die gewiinschten
Kombinationen und Mischungsverhaltnis-
se zu erreichen. Die hierbei eingesetzten
Vollblutmengen richteten sich nach der
Leukozytenzahl, dem theoretischen DNA-
Gehalt und der prognostizierten Extrakti-
onseffizienz. AnschlieBend erfolgten die
DNA-Extraktion und Quantifizierung. Die
fir die nachfolgenden Amplifikationen
eingesetzten DNA-Mengen wurden so
gewahlt, dass fiir jeden einzelnen Spu-
renanteil ca. 12 pg DNA im PCR-Ansatz zu
25yl vorlagen.

Durch Kombination und Variation der
5 Blutproben wurden insgesamt 19 DNA-
Mischspuren erzeugt, deren Zusammen-
setzungen und DNA-Anteile ein breites
Spektrum in der tdglichen Fallbearbei-
tung abdeckten. Hierbei wurden bewusst
geringe DNA-Mengen eingesetzt, die das
Auftreten von Befunden im Bereich der
Nachweisgrenze (mit Drop-out-Ereignis-
sen) wahrscheinlich machten. Die DNA-
Mischspuren wurden keinen kiinstlichen
DegradationsmalBnahmen unterzogen.

Die Typisierungen erfolgten mit den
Analysekits NGM Detect™ PCR Amplifica-
tion Kit (Fa. ThermoFisher Scientific, Walt-
ham, MA, USA) und Powerplex® ESI 17 Fast
System (Fa. Promega, Madison, WI, USA)
aufeinem 3500xL Genetic Analyzer (Fa. Ap-
plied Biosystems, Waltham, MA, USA). Auf-
grund der z.T. geringen Mischungsanteile
der analysierten Spuren zeigten die Befun-
de erwartungsgemal z.T. starke Peakim-
balancen, Drop-in- und Drop-out-Ereignis-
se sowie mischungs- bzw. proportionsbe-
dingte Signalunterschiede von teils erheb-
lichen Ausmafen. Die Amplifikationen der
nachfolgend gezeigten Mischspuren wur-
den exemplarisch mit dem NGM Detect™
PCR Amplification Kit durchgefiihrt.

Berechnungen mit den verfligbaren
VKM-Programmen

Um Fehlerquellen zu vermeiden und eine
mdglichst einheitliche Datengrundlage zu
bilden, wurde ein makrobasiertes Kon-
vertierungstool fiir den Import von Daten
in die VKM-Programme entwickelt. Somit
standen fiir alle Programme identische
Ausgangsdaten zur Verfiigung. Die bei
der Installation der jeweiligen Programme
empfohlenen oder bereits als Standard
mitgelieferten Einstellungen von internen
Parametern wurden nicht verandert.
Anhand der 19 angefertigten Blutmi-
schungen wurden insgesamt 60 Hypothe-
senpaare mit entsprechenden Fragestel-
lungen nach jeder einzelnen der 5 Perso-
nen A bis E als ,person of interest” (POI)
aufgestellt. Fir alle hier gezeigten Berech-
nungen wurde die zur Erklarung der Spu-
ren minimal notwendige Zahl an Spuren-
verursachern eingestellt. Die weiteren zur
Erklarung einer DNA-Spur benétigten Spu-
renverursacher wurden jeweils durchnum-
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A Programm 2

——Binére Berechnung

Abb. 2 A Vergleich von vollkontinuierlichen LR¢-Werten mit theoretisch erreichbaren bindren LRyir-
Werten. Dargestellt sind die Ig-LR¢-Werte einer Testreihe von 1P- bis 4P-(Misch-)Spuren, die aus un-
terschiedlichen Mischungsanteilen der benannten Personen A bis E bestehen und von links nach
rechts nach Spurenlegeranzahl und Mischungsanteil der POI (Person A) aufgetragen wurden. Fiir jede
(Misch-)Spur sind jeweils das Mischungsverhaltnis der beteiligten Personen sowie der Mischungsan-
teil der Person A (Prozentwert in Klammern) angegeben. Um den errechneten Ig-LRi«-Werten jeweils
den theoretisch erreichbaren bindren Ig-LRpin-Wert gegeniiberstellen zu konnen, wurden fiir Letztere
samtliche DNA-Merkmale der bekannten Spurenverursacher der jeweiligen Mischspur zu einem theo-
retischen DNA-Profil zusammengesetzt und als Typ-A-Mischspur binar berechnet (Linien). Fiirjede an-
gegebene Mischspurwurden parallel Berechnungen mit den 4 getesteten Programmen durchgefiihrt.
Reprasentativ fiir diese werden hier nur die errechneten Ig-LRiWerte eines Programms gezeigt

meriert und als unbekannte Personen (UP)
bezeichnet.

Exemplarisches Hypothesenpaar fiir
eine 3P-Mischspur
Zusammensetzung der Spur:

Person B + Person D + Person E
(Mischungsverhéltnis 5: 3 : 1)
H1: Person B(POI) + UP1+ UP2
H2: UPI1 + UP2 + UP3

Jedes Hypothesenpaar wurde ein-
zeln mit den Ergebnissen der NGM-De-
tect™-Amplifikation und den Ergebnissen
der Powerplex®-ES| 17-Fast-Amplifika-
tion berechnet. Zusdtzlich wurden bei
den Programmen, die eine Kombination
verschiedener Analysekits ermdglichten,
bei gleicher Hypothesenstellung die Er-
gebnisse beider Kits in Kombination
berechnet. Dariiber hinaus wurden die
Befunde der NGM-Detect™-Amplifikation
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in Triplikaten berechnet, um die Varianz
von Einzelberechnungen, welche bei der
Berechnung mittels vollkontinuierlicher
Modelle auftreten kénnen, zu erfassen.
Die Berechnungen der hier gezeigten
Mischspuren erfolgten ausschlieBlich bei
einer analytischen Nachweisgrenze von
50rfu. Die Daten werden auf begriindete
Nachfrage zur Verfligung gestellt.

Ergebnisse

Vergleiche von binaren und
vollkontinuierlichen LR-
Berechnungen

Fiir den Vergleich von bindren LR-Werten
(LRbin) mit vollkontinuierlichen LR-Werten
(LRt ,fully continuous”) wurden Spuren
aus Anteilen von 1 bis 4 Personen mit
bekannten Mischungsverhaltnissen ana-
lysiert. Ziel war es, fiir die vollkontinu-
ierlichen Berechnungen Spurenserien mit

schwachen Merkmalsauspragungen und
teilweise auch Drop-outs zu generieren,
die gemdll den gemeinsamen Empfeh-
lungen der Projektgruppe ,Biostatistische
DNA-Berechnungen” und der Spurenkom-
mission von 2016 fiir eine bindre Berech-
nung eher ungeeignet sind. Fiir die Berech-
nung von theoretisch erreichbaren binaren
LRyin als Vergleichswerte wurden samtliche
DNA-Merkmale der bekannten Spurenver-
ursacher der jeweiligen Mischspur zu ei-
nem theoretischen DNA-Profil zusammen-
gesetzt (ohne Drop-outs; entsprechend ei-
ner Typ-A-Mischspur [14]).

Ein Spurenverursacher

Obwohl die analysierte Einzelspur (Spur A)
lediglich einen DNA-Gehalt von 12 pg und
daher z.T. deutliche Imbalancen (jedoch
keine Drop-outs) aufwies, lieferten die Be-
rechnungen der LR mit allen geteste-
ten vollkontinuierlichen Programmen so-
wie auch die Berechnung des theoretisch
erreichbaren binédren LRy, nahezu identi-
sche Werte (@ Abb. 2).

Zwei Spurenverursacher

In @ Abb. 2 ist erkennbar, dass sich fir die
Einzelspur (Spur A) als auch fiir die Typ-
B-Mischspur [14] mit deutlich abtrenn-
barer Hauptkomponente (Spur 5A+B)
beinahe gleichwertige LR¢-Werte errech-
nen. Mit abnehmendem Mischungsanteil
der POl ,A" (z.B. bei den Spuren 3A+B
und A+ B) sinken auch die errechneten
LR«-Werte, bis sie das Niveau einer aus-
geglichenen A+ B-Mischung (Mischspur
Typ B) erreichen und sich dem theoretisch
erreichbaren bindren LRyin-Wert der 2P-
Mischspur (A+ B) anndhern.

Drei und vier Spurenverursacher
Gleiches trifft grundsatzlich auch fiir 3P-
Mischspuren (A + B+ C) und 4P-Mischspu-
ren (A+ B+ C+ D) zu. Dominiert eine Kom-
ponente also erheblich, so nahert sich der
LRs-Wert wieder dem theoretisch erreich-
baren LRyin-Wert der Einzelspur an. Bei
ausgeglichenen Mischungsanteilen (A+ B,
A+B+C oder A+ B+ C+D) fallt der LR¢-
Wert dagegen bis auf den theoretisch er-
reichbaren LRpin-Wert der 3P-Mischspur ab
oder sogar darunter, sofern fiir die POl A
Merkmale in der Spur nicht nachgewiesen
wurden (Drop-outs).
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Abb. 3 A Konkordanzinnerhalb eines Programmes. Dargestellt sind die Ig-LRs-Werte einer Testreihe
von 2P- bis 4P-(Misch-)Spuren, die aus unterschiedlichen Mischungsanteilen der benannten Personen
Abis Ebestehen und von links nach rechts nach Spurenlegeranzahl und Mischungsanteil der POI (Per-
son B) aufgetragen wurden. Fiir jede Mischspur sind jeweils das Mischungsverhdltnis der beteiligten
Personen sowie der Mischungsanteil der Person B (Prozentwert in Klammern) angegeben. Fiir jede
angegebene Mischspur wurden parallel 3 Berechnungen mit den 4 getesteten Programmen durch-
gefiihrt. Reprasentativ fiir diese werden hier nur die Ig-LRi«~Werte des Programms 3 gezeigt. Fiir jede
Mischspur sind jeweils die 3 einzelnen berechneten Ig-LR«Werte dargestellt
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Abb. 4 A Konkordanz zwischen den Programmen. Dargestellt sind die |g-LRs-Werte einer Testreihe
von 1P-bis 4P-(Misch-)Spuren, die aus unterschiedlichen Mischungsanteilen der benannten Personen
Abis Ebestehen und von links nach rechts nach Mischungsanteil der POl (Person A) aufgetragen wur-
den. Fiirjede (Misch-)Spur sind jeweils das Mischungsverhaltnis der beteiligten Personen sowie der
Mischungsanteil der Person A (Prozentwert in Klammern) angegeben. Fiir jede angegebene Misch-
spur wurden parallel Berechnungen mit den 4 getesteten Programmen durchgefiihrt

In den 3P-Mischspuren unterschreiten
in der hier gezeigten Testreihe die fiir die
POI A errechneten LRe-Werte allerdings
in keinem Fall den theoretisch erreichba-
ren LRyin-Wert. Dieses Beispiel belegt ein-
drucksvoll, welche enorme Indizienkraft
auch eine 3P-Mischspur mit ungiinstigen
Mischungsverhaltnissen, die fiir eine bi-
nare Berechnung nicht bzw. nur sehr ein-
geschrankt geeignet ware, noch aufweisen
kann.Zuinterpretierende Peakimbalancen
bis hin zu Drop-outs fiir eine zu betrachten-
de POl kdnnen aber dazu fiihren, dass der
LRt-Wert unter den theoretisch erreichba-
ren LRpin-Wert abféllt:

So unterschreitet bei den gezeig-
ten 4P-Mischspuren A+B+C+D und
A+3B+3C+5D die vollkontinuierliche
Bewertung mit den getesteten Program-
men den theoretisch erreichbaren bindren
LRpin-Wert. Hier ist der Unterschied zu ei-
ner Mischspur mit einem Hauptanteil
erwartungsgemal besonders hoch.

Konkordanz der Programme

Bei bindren Berechnungen innerhalb des
gleichen Programms ergeben sich bei
Verwendung gleicher Einstellungen und
identischer Populationsdaten exakt glei-
che LR-Werte; zwischen verschiedenen
Programmen entstehen lediglich kleine
Unterschiede durch Rundungen. Dem-
gegeniiber konnen sich fiir die gleiche
Berechnung mit vollkontinuierlichen Pro-
grammen aufgrund spezifischer probabi-
listischer Modelle sowohl innerhalb des
gleichen Programms als auch zwischen
verschiedenen Programmen unterschied-
liche LR¢«-Werte ergeben.

Im Rahmen der Testphase der Projekt-
gruppe wurden sowohl die Unterschie-
de bei Mehrfachberechnungen mit dem
gleichen Programm als auch Unterschie-
de bei Berechnungen mit verschiedenen
Programmen untersucht.

Mehrfachberechnungen mit dem
gleichen Programm

Aus den Mehrfachberechnungen identi-
scher Hypothesenpaare erschliel3t sich,
dass innerhalb der einzelnen verwende-
ten Programme in der Regel lediglich
geringe Unterschiede bei den erhaltenen
LRr-Werten zu erwarten sind. Die Un-
terschiede zwischen dem hdchsten und
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Abb. 5 A Einfluss der Spurenlegeranzahl auf die LRs-Werte. Dargestellt sind die lg-LR¢-Werte einer
Testreihe von 1P- bis 4P-(Misch-)Spuren, die jeweils aus gleichen ausgewogenen Mischungsanteilen
der jeweils benannten Personen A bis E bestehen und von links nach rechts nach Spurenlegeranzahl
aufgetragen wurden. Fiir jede (Misch-)Spurist jeweils der Mischungsanteil der POl (Person D) angege-
ben (Prozentwert in Klammern). Fiir jede angegebene Mischspur wurden parallel Berechnungen mit
den 4 getesteten Programmen durchgefiihrt. Reprasentativ fiir diese werden hier nur die errechneten

Ig-LRs-Werte eines Programms gezeigt

niedrigsten berechneten LR¢-Wert lagen
bei den meisten Berechnungen unterhalb
einer Zehnerpotenz (@ Abb. 3).

Divergieren die Ergebnisse von Mehr-
fachberechnungen mit einem Programm
erheblich, kann dies ein Hinweis auffalsche
Parametereinstellungen oderaufeinen un-
geeigneten DNA-analytischen Spurenbe-
fund darstellen. Mehrfachberechnungen
und die Hohe der festgestellten Abwei-
chungen kdénnen daher als Hinweis fiir
die Validitat einer durchgefiihrten Berech-
nung verwendet werden.

Konkordanz zwischen mehreren
Programmen

Studien zur Konkordanz verschiedener
Programme belegen, dass es bei der
Analyse von DNA-Spuren modellbedingt
z.T. zu Abweichungen bei den errech-
neten LRr-Werten kommen kann. Diese
Abweichungen fallen bei 3P- und 4P-
Mischspuren deutlich starker als bei Ein-

' Anders als bei den weiteren getesteten
Programmen wurden die Berechnungen im
Programm EuroForMix mithilfe einer Maximum
Likelihood Estimation (MLE) durchgefiihrt,
bei der grundsétzlich identische LR-Werte
generiert werden und kein MCMC-Algorithmus
angewandtwird.
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zelspuren oder 2P-Mischspuren aus [5].
Auch in unseren Testreihen erbrachten
Berechnungen von 3P- bzw. 4P-Mischspu-
ren mit unterschiedlichen Programmen
z.T. groBere Abweichungen (@ Abb. 4).
So lagen die Differenzen zwischen dem
niedrigsten und dem hochsten errechne-
ten LR¢-Wert in vielen Fallen bei mehr als
3 Zehnerpotenzen, im Extremfall sogar
bei liber 6 Zehnerpotenzen (4P-Mischspur
A+B+C+D).

Die Unterschiede in den erhaltenen
LRs-Werten sind schwierig zu bewerten,
da zum einen eines der 4 Programme rela-
tiv konstant hohere LR«-Werte produziert
hat und zum anderen die Unterschiede
bei den LRi(-Werten der 4 Programme
auch in Relation zu den absoluten LR¢-
Werten zu sehen sind.

Beispielsweise wdre ein bei einer Be-
rechnung mit 2 Programmen festgestellter
Unterschied von 3 bis 6 Zehnerpotenzen
bei LR«-Werten im GroBenbereich bis zur
23. Zehnerpotenz zwar erheblich, jedoch
verandern diese Abweichungen nicht die
prinzipielle Kernaussage zur betrachteten
Spurenlegerschaft. Denn beide errechne-
ten LRi~Werte befinden sich weit jenseits
der Grenze, bei der noch berechtigte Zwei-
fel an einer Spurenlegerschaft angebracht
waren.

Dagegen wadre eine Abweichung von
mehr als 6 Zehnerpotenzen bei geringen
errechneten LRi-Werten als duBerst kri-
tisch zu bewerten.

Betrachtet mandie z.T. erheblichen Un-
terschiede in den berechneten LR«-Werten
der unterschiedlichen Programme, fiihrt
dies zwangsldufig zu der Frage, ob diese
valide Ergebnisse ausweisen.

Tatsachlich ist fiir den Anwender nicht
festzustellen, wie nun der ,wahre” LR¢-
Wert einer Berechnung ausfallen miiss-
te. Bei VKM machen es die komplexe-
ren Rechenalgorithmen nahezu unmdog-
lich, die Ergebnisse solcher Berechnungen
»per Hand” nachvollziehen zu kdnnen.

Was die Programme voneinander un-
terscheidet, ist die Anzahl der Berech-
nungsparameter, mit denen jeweils ver-
sucht wird, die Wirklichkeit abzubilden.
Dariiber hinaus sind auch mathemati-
sche Naherungsverfahren, die in keinem
Fall identische Zahlenwerte produzieren,
Bestandteil der LR¢-Berechnungen.

Es ist also gar nicht so verwunderlich,
dass die mithilfe von mehreren Program-
men errechneten LR¢-Werte in einem ge-
wissen Mal3e streuten. Dies traf besonders
fiir solche Spuren zu, bei denen es sich
um 2P- bis 4P-Mischspuren mit einem nur
geringen Mischungsanteil der zu betrach-
tenden POI handelte.

Vor dem routinemaBigen Einsatz von
VKM wird es daher die zentrale Aufga-
be einer Validierung sein, die Grenzen fiir
die Anwendbarkeit der Methode auf Spu-
ren und die Verwertbarkeit von erzielten
Berechnungsergebnissen festzulegen (na-
here Informationen hierzu sind den Emp-
fehlungen der Begleitpublikation zu ent-
nehmen [8]).

Anzahl der Spurenverursacher und
Mischungsverhaltnisse

Die Anzahl der anzunehmenden Spu-
renverursacher ist ein wesentlicher Be-
standteil biostatistischer Berechnungen.
Wie bei allen Berechnungsmethoden
sinken auch bei vollkontinuierlichen Pro-
grammen grundsatzlich (Mischungen mit
gleichen Mischungsanteilen vorausge-
setzt) die LRi{-Werte bei zunehmender
Spurenlegeranzahl (@ Abb. 5). Dies ist in
erster Linie der groBeren Anzahl der Kom-
binationsmdglichkeiten der Allelwerte
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Abb. 6 A Einfluss des Mischungsanteils auf die LRi-Werte. Dargestellt sind die Ig-LR¢-Werte einer
Testreihe von 1P- und 2P-(Misch-)Spuren, die aus unterschiedlichen Mischungsanteilen der benann-
tenPersonen Aund Bbestehen undvonlinks nach rechts nach Mischungsanteil der POl (Person B) auf-
getragen wurden. Fiir jede (Misch-)Spur ist das Mischungsverhaltnis der beteiligten Personen sowie
der Mischungsanteil der Person B (Prozentwert in Klammern) angegeben. Um die errechneten Ig-LR¢
Werte der 2P-Mischspuren (B + A) einem theoretisch erreichbaren Ig-LRyin-Wert gegeniiberstellen zu
konnen, wurden fiir Letzteren die Allelwerte der Spurenverursacher A und B zu einem theoretischen
DNA-Profil zusammengesetzt und als Typ A-Mischspur binér berechnet (Linie). Fiir die Einzelspur sind
LRscund LRpin identisch. Fiir jede angegebene Mischspur wurden parallel Berechnungen mit den 4 ge-
testeten Programmen durchgefiihrt. Reprasentativ fiir diese werden hier nur die errechneten Ig-LRs

Werte eines Programms gezeigt

geschuldet. Wie im Abschnitt ,Vergleiche
von bindren und vollkontinuierlichen LR-
Berechnungen” beschrieben, unterschei-
den sich die errechneten LRpin- bzw. LR¢-
Werte fiir eine DNA-Spur mit gleichen Mi-
schungsanteilen nicht wesentlich in ihren
GroBenordnungen. Bindre oder semikonti-
nuierliche Modelle beriicksichtigen keine
Signalintensitaten und betrachten somit
jedwede Mischspur als ausgewogen.

Im vollkontinuierlichen Modell ist der
errechnete LR«-Wert zusdtzlich von den je-
weiligen MischungsanteileninderSpurab-
héngig: Je mehr sich die Mischungsanteile
unterscheiden, desto starker Gberschreitet
der LRe-Wert fiir die fragliche Hauptkom-
ponente den LRyi-Wert oder den semikon-
tinuierlichen LR-Wert der Mischspur [5].

Hebt sich der Mischungsanteil der frag-
lichen Hauptkomponente sehr deutlich
von den restlichen Nebenkomponenten
ab (z.B. Mischungsanteil von 5:1), so na-
hert sich der zu berechnende LR:-Wert

sogar zunehmend dem LRpin-Wert der
Einzelspur der POl an (@ Abb. 2).

Fiir Nebenkomponenten trifft dies
ebenfalls zu, jedoch nur in eingeschrank-
tem MaBe. Denn mit sinkendem DNA-
Gehalt bzw. Mischungsanteil greifen zu-
nehmend Effekte wie Maskierungen, He-
terozygotenimbalancen sowie Drop-in-
und Drop-out-Ereignisse und fiihren da-
durch wieder zu einer Verringerung des
LRr-Wertes [5].

Auch in unseren Testreihen waren
diese Trends deutlich ablesbar (@ Abb. 6
exemplarisch fiir die POl B gezeigt). Al-
lerdings erbrachten hier Berechnungen
der analysierten 2P-Mischspuren zumeist
LRr-Werte, die unterhalb des LRyi,-Wertes
einer idealisierten 2P-Mischspur lagen.
Dies ist vermutlich auf den Entwurf und
die Anfertigung unserer Testreihe bzw.
die sehr geringen DNA-Gehalte von nur
12pg fiir die jeweils fragliche POl zu-
rickzufiihren. Aufgrund des geringen
DNA-Gehaltes kam es in den analysier-

ten 2P-Mischspuren fiir die fragliche
POl z.T. zu erheblichen Peakimbalancen
und damit zu entsprechenden Ergebnis-
verschlechterungen in den errechneten
LRs-Werten.

Einfluss von Drop-outs

Eine hdufige Problematik bei der Interpre-
tation von DNA-Befunden stellen Misch-
spuren dar, bei denen aufgrund der niedri-
gen DNA-Menge des entsprechenden Mi-
schungsanteils nicht samtliche Merkma-
le vollstandig nachgewiesen werden kon-
nen. Bei vielen derartigen Spuren kommt
der Sachverstandige bei Betrachtung aller
vorliegenden Befunde zu dem Ergebnis,
dass die POl unter Annahme von Drop-
out-Ereignissen die betreffende Mischspur
mitverursacht haben kann.

Mit den derzeit verwendeten bindren
Berechnungsmethoden kann diese Aus-
sage jedoch nicht bzw. nur unter einge-
schrankter Einbeziehung geeigneter Merk-
malssysteme biostatistisch bewertet wer-
den. Ein wesentliches Ziel fiir die Anwen-
dung von VKM ist die sachgerechte bio-
statistische Bewertung von Befunden hin-
sichtlich einer fraglichen Beteiligung einer
POl an einer DNA-Spur unter Einbeziehung
aller untersuchten Merkmalssysteme.

Um die verfiigbaren VKM hinsichtlich
ihrer Fahigkeit zur Berechnung von DNA-
Spuren mit Drop-outs zu testen, wurden
von der Projektgruppe DNA-Spuren mit so
geringen Mischungsanteilen hergestellt,
dass hierbei auch Befunde im Bereich der
Nachweisgrenze und mit Drop-out-Ereig-
nissen generiert wurden.

Ein wesentliches Ergebnis der VKM-Be-
rechnungen dieser Spuren war, dass die
VKM-Ergebnisse trotz des Vorliegens von
einem bis 3 Drop-out-Ereignissen die kor-
rekte Hypothese nach der gefragten und
bei der Herstellung der DNA-Spur betei-
ligten POI unterstiitzten (@ Abb. 7).

Die erhaltenen LR-Werte fielen bei
DNA-Spuren mit Drop-outs signifikant
niedriger aus als bei Mischspuren, in
denen durchgdngig die DNA-Merkmale
der POI nachgewiesen wurden. So fielen
diese LR¢«-Werte hdufig unter den LRpin-
Wert einer hypothetischen Mischspur, die
alle Merkmale der beteiligten Personen
enthielt. Hierbei fiihrten mehrere Drop-
outs erwartungsgemdll zu kontinuier-
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Abb. 7 A Einfluss von Drop-out-Ereignissen auf die LRi-Werte. Dargestellt sind die Ig-LRs-Werte einer Testreihe von 2P- bis
4P-Mischspuren, die aus unterschiedlichen Mischungsanteilen der benannten Personen A bis E bestehen und von links nach
rechts geordnet nach Spurenlegeranzahl und dem Mischungsanteil der POI (Person C) aufgetragen wurden. Fiir jede Misch-
spursindjeweils das Mischungsverhaltnis der beteiligten Personen sowie die Anzahl der gemessenen Drop-out-Ereignisse der
Person C (in Klammern) angegeben. Um die errechneten LRiWerte den LRyin-Werten gegeniiberstellen zu kdnnen, wurden
die Allelwerte der jeweils benannten Spurenverursacher A, B, C, D bzw. E zu hypothetischen Modellmischspuren zusammen-
gesetzt. Auf diese Weise lieBen sich die LRyi-Werte fiir die entsprechenden 1P- bis 4P-(Misch-)Spuren berechnen (Linien). Fiir
jede angegebene Mischspur wurden parallel Berechnungen mit den 4 getesteten Programmen durchgefiihrt

lich abnehmenden LRi-Werten. Fiir die
3P-Mischspur (C+3A+E; POI Person C)
fiihrte die Berechnung der DNA-Spur mit
3 Drop-outs bei allen 4 Programmen zu
LRi-Werten unter 104

Im Gegensatz dazu wiesen DNA-Spu-
ren ohne Drop-out-Ereignisse in der Regel
deutlich hohere LR«-Werte im Vergleich zu
den errechneten zugehdrigen LRyir-Wer-
ten auf (@ Abb. 2).

Demnach fiihrt die Beriicksichtigung
von Peakhoéhen in einem VKM zu hohe-
ren LRi(-Werten im Vergleich zu den nur
hypothetisch berechenbaren LRyi,-Werten,
gleichzeitig senkt aber jedes zur Erklarung
einer DNA-Spur anzunehmende Drop-out-
Ereignis diesen Wert wiederum ab. Beide
Effekte beeinflussen das Ergebnis somit
gegensatzlich.

Einfluss von Drop-out-Ereignissen

auf die locusspezifischen LRic-Werte
Der Einfluss eines einzelnen Drop-out
auf die LR¢«-Berechnung war mit den
hergestellten Mischspuren nur qualitativ
und nicht quantitativ zu erfassen, da sich
die Spuren unabhdngig vom beobachte-
ten Drop-out auch sonst unterschieden.
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Neben dem gewiinschten Drop-out wur-
den auch immer zusatzliche Effekte wie
Unterschiede in Signalintensitdten, He-
terozygotenimbalancen, Drop-in- sowie
weitere Drop-out-Ereignisse generiert, die
den LRs-Wert der Gesamtspur ebenfalls
beeinflussten und bei der Berechnung mit
einem VKM miterfasst wurden.

Fir die systematische Untersuchung
des Einflusses von Drop-outs auf die
LR:-Werte missten aber idealerweise
2 Spuren betrachtet werden, die in der
Zusammensetzung der Allelwerte sowie in
den Signalintensitaten gleich waren und
sich nur um den Drop-out unterscheiden.
Durch Mischen sind solche DNA-Spuren
kaum zu erhalten. Um zumindest eine Vor-
stellung davon zu erlangen, in welchem
MaBe ein Drop-out den LRe-Wert einer
DNA-Spur beeinflusst, wurden daher die
Effekte von Drop-outs anhand kiinstlich
generierter DNA-Spuren simuliert.

Zur Demonstration wurde eine DNA-
Spur mit erkennbaren Imbalancen, jedoch
ohne Drop-outs ausgewahlt. Hierbei han-
delte es sich um eine 2P-Mischspur (A+B
1:1; Gesamt-DNA-Gehalt 24 pg). Fiir die zu
betrachtende POI Person A errechnete sich

fiir die gesamte DNA-Spur ein Ig-LR¢-Wert
von 14,52.

Ausgehend von dieser realen Misch-
spur wurden nun insgesamt 14 kinstli-
che Mischspuren mit Drop-out-Ereignissen
konstruiert. Hierzu wurden 14 Allele, wel-
che die Person A nicht mit der Person B
in der Mischspur teilte, einzeln und der
Reihe nach aus den Rohdaten entfernt.
Die betroffenen Allele wurden in ihren Si-
gnalintensitaten auf Orfu gesetzt und die
relevanten Stutterpeaks entsprechend kor-
rigiert. Um den Grad des Einflusses eines
kiinstlich gesetzten Drop-out zu messen,
wurde nun der locusspezifische Einfluss
auf das jeweils betroffene Merkmalssystem
berechnet. Die Auswirkung eines Drop-
outs errechnete sich aus dem Quotien-
ten des locusspezifischen LR¢-Werts ohne
Drop-out dividiert durch den locusspezi-
fischen LRe«-Wert mit Drop-out.

In @Abb. 8 wurden die Einflusswerte
der 14 Drop-outs halblogarithmisch ge-
gen die Allelfrequenz des jeweils entfern-
ten Allels aufgetragen. Es zeigte sich, dass
das Entfernen eines Allels mit einer ge-
ringeren Verbreitungshaufigkeit generell
einen hoheren Einfluss auf den locusspe-
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Abb. 8 A Einfluss von Drop-out-Ereignissen auf die locusspezifischen LRi~Werte in Abhdngigkeit von
der Allelhdufigkeit. Ausgehend von einer realen 2P-Mischspur (A + B 1:1) wurden insgesamt 14 kiinst-
liche Mischspuren mit je einem Drop-out-Ereignis generiert. Hierfiirwurde jeweils ein ungeteiltes Allel
der Person A gewahlt, welches nicht mit der Person Bim entsprechenden Locus geteilt wurde. Zur Ein-
fiihrung des Drop-out-Ereignisses wurde die Signalintensitat des jeweiligen Allels zundchst auf 0 rfu
reduziert. Um ein MaR3 fiir den Einfluss des jeweiligen Drop-outs auf den locusspezifischen LRi-Wert
zu erhalten, wurden die LRt~ Werte der origindren und der kiinstlich verdnderten Spur mit Drop-out-
Ereignis im entsprechenden Locus miteinander verglichen. Dazu wurden zunéchst alle locusspezi-
fischen LRt-Werte beider Mischspuren mithilfe eines VKM berechnet. Aus den urspriinglichen LR
Werten dividiert durch die entsprechenden LRi~Werte nach Setzen eines Drop-out-Ereignisses ergibt
sich als Quotient der Einfluss des jeweiligen Drop-out auf die locusspezifischen LRiWerte (,impact”).
Dazu wurden die Impact-Werte der 14 kiinstlich gesetzten Drop-out-Ereignisse halblogarithmisch
gegen die Allelhdufigkeit aufgetragen. Ungeteilte heterozygote Allele sind in schwarz, ungeteilte ho-
mozygote Allele in grau dargestellt. Mittels linearer Regression wurde die Trendlinie ermittelt und in

der Abbildung dargestellt

zifischen LR-Wert des betroffenen Merk-
malssystems hat als das Entfernen eines
Allels mit groBerer Verbreitungshaufigkeit.
Im Ergebnis fiihrten Drop-out-Ereignisse
in heterozygoten Allelen (schwarz) in der
Regel zu Verringerungen der errechneten
LRs-Werte. Bei der gezeigten 2P-Misch-
spur waren Reduktionen der locusspezifi-
schen LR«-Werte um einen Faktor von bis
zu 10* feststellbar. Drop-out-Ereignisse in
homozygoten Allelen (grau) fiihrten da-
gegen zu deutlich starker verringerten lo-
cusspezifischen LR¢-Werten, die oberhalb
der eingezeichneten Regressionsgeraden
lagen. Dieser Effekt ist nachvollziehbar, da
ein VKM dem Drop-out eines homozygo-
ten Allels bei der Bewertung ein hdheres
Gewicht als dem Drop-out eines hetero-
zygoten Allels beimisst.

Ableitung recherchefdhiger
Datenbankmuster aus Mischspuren
mithilfe vollkontinuierlicher Modelle
(Deconvolution)

Klassische Mischspurinterpretationen ba-
sieren Giberwiegend auf der beruflichen Er-
fahrung des jeweiligen Sachverstéandigen.
Aus den gemessenen Daten werden auch
Riickschliisse auf die wahrscheinliche Spu-
renlegeranzahl und die Mischungsanteile
gezogen. Sofern moglich und erforderlich,
erfolgt im Anschluss ,per Auge” die Ab-
leitung derzugehdrigen spurenbeteiligten
Genotypen. Hierzu werden neben den ge-
messenen Signalen auch die Signalinten-
sitdten und Amplikonldngen beriicksich-
tigt. Zudem werden analysekitspezifische
Eigenschaften wie z.B. die Amplifikations-
effizienz oder das Auftreten von Stutter-
peaks ebenso wie eine evtl. Degradation
des Spurenmaterials, evtl. Peakimbalancen
oder das mogliche Auftreten von Drop-in-
und Drop-out-Ereignissen in die Auswer-
tung einbezogen.

Im Regelfall unterscheiden sich die
Ergebnisse derartiger Bewertungen zwi-
schen verschiedenen Sachverstandigen
qualitativ nicht. Da dieses Verfahren je-
doch subjektiven Einfliissen unterliegt,
sind bei problematischen Spurenlagen im
Detail auch Abweichungen mdglich. So
kann es beispielsweise vorkommen, dass
ein Sachverstandiger einer spurbeteiligten
Person mehr gemessene Allele zuordnet
als ein anderer.

Mit VKM lassen sich bei entsprechen-
der Spurenlage Prognosen (iber spurenbe-
teiligte Genotypen aufstellen. Diese Auf-
[6sung in einzelne Spurenkomponenten
wird im VKM als Deconvolution bezeich-
net. Im Gegensatz zum klassischen visu-
ellen Ansatz basieren die Ergebnisse ei-
ner VKM-basierten Deconvolution auf ma-
thematischen Algorithmen und sind un-
abhangig vom Sachverstandigen. Dariiber
hinaus werden die prognostizierten Geno-
typen mit ihren errechneten Wahrschein-
lichkeiten angegeben.

Zur Verdeutlichung des Prinzips der De-
convolution ist in @ Abb. 9 schematisch ei-
ne problematische Mischspur dargestellt.
Im Elektropherogramm (@ Abb. 9a) ist er-
kennbar, dass hier eine Mischung von min-
destens 2 Personen vorliegt. Anhand des
MMS 1 lieBe sich ggf. visuell die Arbeitshy-
pothese aufstellen, dass diese Mischspur
von 2 Personen stammt, von denen ei-
ne Person einen groBeren Mischungsan-
teil als die zweite Person beitrdgt. Diese
Arbeitshypothese ldsst sich aber mit den
Befunden in den MMS 3 und 4 nicht in
Einklang bringen. Es bleibt unklar, welche
Genotypen den beiden Personen UP1 und
UP2 zuzuordnen sind.

Im Gegensatz zu diesem visuellen An-
satz zeigt @ Abb. 9b, wie die einzelnen
Peaks im VKM in ihre Komponenten quan-
titativ aufgetrennt und so den Personen
UP1 und UP2 oder aber Stutterpeaks zu-
geordnet werden kdnnen.

Ist diese wahrscheinlichkeitsbasierte
Prognose des Genotyps eines Spurenle-
gers plausibel und Uberschreitet diese
einen festgelegten Mindestwahrschein-
lichkeitswert, kann der entsprechende
Genotyp, sofern er die weiteren An-
forderungen der DAD erfillt, fiir eine
Datenbankrecherche verwendet werden
(@ Abb. 9¢, d). Auch in einem VKM ist diese
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Abb. 9 A Schematische Darstellung einer Deconvolution mit 2 unbekannten Personen (UP7 und
UP2). a Schematische Darstellung eines Elektropherogramms. Stellvertretend fiir das Gesamtprofil
werden hier lediglich 4 Merkmalssysteme (MMS) dargestellt. Gestrichelte Linie: Nachweisgrenze.

b Darstellung der quantitativen Signalintensitdten als Summation der individuellen Anteile. Die in
weil3 dargestellten Signale werden weder der UP1 noch der UP2 zugeordnet. Es handelt es sich hierbei
um Stutterpeaks. ¢, d Exemplarisch abgeleitete Profile fiir die Personen UP1 und UP2. Fiir die Person
UP2 liegtim MMS 3 eine Homozygotie fiir das abgeleitete Allel vor

Sicherheit flir den im MMS 4 vorliegenden
Drop-out der Person UP2 nicht gegeben.

Testreihe zur Deconvolution von 2P-
Mischspuren

Um die Funktionsweise und die techni-
schen Grenzen der vollkontinuierlichen
Deconvolution auszuloten, wurden seitens
der Projektgruppe zahlreiche Berechnun-
gen durchgefiihrt. Unter anderem wurden
hierzu auch mehrere 2P-Mischspuren be-
kannter Zusammensetzung analysiert.
B Abb. 10 zeigt Ausschnitte aus den Elek-
tropherogrammen (lediglich 4 MMS) von
3 exemplarisch analysierten Mischspuren,
die sich aus Anteilen von 2 bekannten
Spurenverursachern A und B in verschie-
denen Mischungsverhdltnissen (5:1, 3:1
und 1:1) zusammensetzen. Im Folgenden
werden ausschlieBlich Ergebnisse der De-
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convolution fiir den Spurenverursacher A
betrachtet.

2P-Mischspur (A+ B 5:1)

@ Abb. 10a und B Tab. 2 zeigen eine 2P-
Mischspur mit den Spurenverursachern
A und B im Mischungsverhaltnis 5:1. Die
deutlich unterschiedlichen Mischungsan-
teile erlauben eine relativ klare Abtren-
nung von Haupt- und Nebenkomponente.
Auch mit der visuellen Methode kann hier
in allen 16 Merkmalssystemen ein nach-
vollziehbarer Genotyp mit einer relativ
hohen Sicherheit abgeleitet werden. Ver-
mutlich wiirden in diesem Fall sowohl die
visuelle Methode als auch die vollkonti-
nuierliche Deconvolution identische und
vollstdndige Genotypen in 16 Merkmals-
systemen erbringen (@ Tab. 2).

2P-Mischspur (A+ B 3:1)

Bei Mischspuren mit ausgewogeneren
Mischungsanteilen ist der visuelle An-
satz der vollkontinuierlichen Methode
erheblich unterlegen. Bereits bei einem
Mischungsverhdltnis von 3 zu 1 ist in
der exemplarisch analysierten Mischspur
die Hauptkomponente mit dem Auge
nur noch unzureichend und nicht mehr
mit erforderlicher Sicherheit bestimmbar
(@ Abb. 10b und @Tab. 3). In mehreren
STR-Systemen ist der Genotyp des Spu-
renverursachers A auf diese Weise nicht
mehr zuverldssig ableitbar (z.B. D165539
und D18S51).

Die VKM-basierte Deconvolution lei-
tet dagegen auch fiir diese Mischspur
einen reproduzierbaren und statistisch
gewichteten Genotyp fiir den Spurenver-
ursacher A ab. Hierbei wurden fiir den
prognostizierten Genotypen im System
D18S51 eine Einzelwahrscheinlichkeit von
liber 95% und fiir die Genotypen in den
Systemen THO1 und D125391 Einzelwahr-
scheinlichkeiten von jeweils tber 99 %
errechnet (siehe @ Tab. 3). Dagegen er-
rechnete sich fiir den prognostizierten
Genotyp im System D16S539 lediglich ei-
ne Einzelwahrscheinlichkeit von weniger
als 95%.

Ob die mithilfe eines VKM abgeleite-
ten Merkmale fiir eine Recherche in der
DAD verwendbar sind, richtet sich maf-
geblich nach der festzulegenden Mindest-
wahrscheinlichkeit fiir das Zutreffen eines
in einem Merkmalssystem prognostizier-
ten Genotyps. Dabei beeinflusst die Hohe
dieses Grenzwertes fiir die Mindestwahr-
scheinlichkeit die im zu recherchierenden
Genotyp zu beriicksichtigende Allelanzahl.

Legt man beispielsweise die Mindest-
wahrscheinlichkeit auf einen relativ nied-
rigen Wert fest (z.B. 95 %), so konnen fiir
die in der @ Abb. 10b gezeigte 2P-Misch-
spur (A+B 3:1) zwar die abgeleiteten Al-
lele aus 11 untersuchten Merkmalssyste-
men fiir eine Recherche verwendet wer-
den, gleichzeitig errechnet sich aber aus
den jeweiligen Einzelwahrscheinlichkeiten
fiir das Zutreffen der Prognose (je Merk-
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Abb. 10 A Elektropherogrammausschnitte aus 2P-Mischspuren (A + B). Gezeigt sind Elektropherogrammausschnitte von 2P-
Mischspuren (A + B) mit den Mischungsverhaltnissen 5:1 (a); 3:1 (b) und 1:1 (c). Ausschnittsweise werden stellvertretend fiir
die 16 analysierten Merkmalssysteme (MMS) lediglich die Ergebnisse von 4 Merkmalssystemen gezeigt. Die Merkmale der POI
(Person A) sindin Fettdruck dargestellt. Die Berechnungen zur Deconvolution der POl wurden stellvertretend fiir die anderen
VKM-Programme exemplarisch nur mit einem Programm unter identischen Einstellungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
Deconvolutionen in den 4 gezeigten Merkmalssystemen sind den @Tab. 2, 3 und 4 zu entnehmen

malssystem) mit ca. 12,64% eine relativ
hohe Unsicherheit? fiir dieses Profil.

Legt man die Mindestwahrscheinlich-
keit dagegen auf einen héheren Wert fest
(z.B. 99 %), sinkt die Anzahl verwendbarer
Allele auf lediglich 5 Merkmalssysteme ab.
Gleichzeitig sinkt aber auch die Unsicher-
heit fiir den in 5 Merkmalssystemen ab-
geleiteten Genotypen auf nur noch 1,41 %
ab.

2P-Mischspur (A+ B 1:1)

Bei ausgewogenen Spurenanteilen st
erwartungsgemaBl auch mit VKM kei-
ne Ableitung einzelner Genotypen mehr
mdoglich (@ Abb. 10c und B Tab. 4). Zwar
benennt das hier verwendete Programm
noch einen wahrscheinlichsten Geno-

2 Die Unsicherheit bezeichnet hier die Wahr-
scheinlichkeit, dass derin n Merkmalssystemen
abgeleitete Genotyp mindestens in einem
Allelwertfalsch prognostiziert wird.

typen, aber die Wahrscheinlichkeiten fiir
das Zutreffen dieser Prognosen sind viel
zu gering, um hieraus mit hinreichender
Sicherheit ein Merkmalsmuster fiir die Per-
son A abzuleiten (@ Tab. 4). In keinem der
16 analysierten Merkmalssysteme wird
ein Wahrscheinlichkeitswert von mehr
als 95% fur das Zutreffen der Prognose
erreicht.

Komplexere Mischspuren

Im Idealfall kann mithilfe der vollkonti-
nuierlichen Deconvolution neben einer
Hauptkomponente ggf. auch der Genotyp
einer Nebenkomponente abgeleitet wer-
den. Zudem sind auch Deconvolutionen
von komplexeren Mischspuren (z.B. 3P-
oder 4P-Mischspuren) bei entsprechenden
Spurenlagen méglich.

In Abstimmung mitder Spurenkommis-
sion hat die Projektgruppe ,Biostatistische
DNA-Berechnungen” auch an der VKM-Be-
rechnung im Rahmen des GEDNAP-Ring-

versuches 2019 (GEDNAP 56-LRy) teilge-
nommen. In der Ringversuchsaufgabe soll-
te eine 3P-Mischspur (,Opfer”, ,Tatverdach-
tiger” und eine weitere Person) mit den
folgenden Hypothesen berechnet werden:

HI1 : Opfer + Tatverdachtiger + UP1
H2 : Opfer + UP1+ UP2

Im Rahmen des 39. GEDNAP-Spuren-
workshops der DGRM wurden neben
weiteren Resultaten auch die mit den
4 Programmen erzielten Ergebnisse zur
Deconvolution (Opfer+UP1+UP2) pra-
sentiert und diskutiert. Wenn auch mit
allen Programmen jeweils keine vollstan-
digen Befunde erzielt wurden, waren die
Ergebnisse der Deconvolution durchgan-
gig konkordant (B Abb. 11).

Dieses Ergebnis demonstriert exempla-
risch die Leistungsfahigkeit der 4 getes-
teten Programme, denn bei der Beschaf-
fenheit der analysierten GEDNAP 56-LR¢-
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Tab.2 Ausschnitt aus der Deconvolution einer 2P-Mischspur (A +B 5:1)

Locus Genotyp des Spu- | Prognose des wahrschein- | Wahrschein- Recherchefdhiges Muster bei einer Min-

renverursachers A | lichsten Genotyps fiir lichkeit fiir den destwahrscheinlichkeit von
Person A in der Mischspur | prognostizierten >95% >99%
Genotyp

D165539 12/13 12/13 1 12/13 12/13

D18S51 15/18 15/18 1 15/18 15/18

THO1 6/9 6/9 1 6/9 6/9

D12S391 18/22 18/22 1 18/22 18/22

Gesamtanzahl abgeleite- | - 16 Systeme - 16 Systeme 16 Systeme

ter Systeme in 16 Syste-

men

Unsicherheit fiir das Ge- - 0,02% - ~0% ~0%

samtprofil (mindestens

eine Abweichung)

Die gezeigten Berechnungen erfolgten fiir die POI Person A stellvertretend fiir die anderen VKM-Programme exemplarisch unter identischen Einstellungen
mit nur einem Programm. Ausschnittsweise werden stellvertretend fiir die 16 analysierten Merkmalssysteme (MMS) lediglich die Ergebnisse von 4 Merkmals-
systemen gezeigt. Der prognostizierte wahrscheinlichste Genotyp ist in Fettdruck dargestellt

Tab.3 Ausschnitt aus der Deconvolution einer 2P-Mischspur (A +B 3:1)

Locus Genotyp der Per- Prognose des wahrschein- | Wahrschein- Recherchefahiges Muster bei einer Min-

son A lichsten Genotyps fiir lichkeit fiir den destwahrscheinlichkeit von
Person Ain der Mischspur | prognostizierten >959% >990,
Genotyp

D16S539 12/13 12/13 0,8175 - -

D18S51 15/18 15/18 0,9712 15/18 -

THO1 6/9 6/9 0,9994 6/9 6/9

D12S391 18/22 18/22 0,9976 18/22 18/22

Gesamtanzahl abgeleite- | - 16 Systeme - 11 Systeme 5 Systeme

ter Systeme

Unsicherheit fiir das Ge- - 78,40% - 12,64 % 1,41%

samtprofil (mindestens

eine Abweichung)

Die gezeigten Berechnungen erfolgten fiir die POI Person A stellvertretend fiir die anderen VKM-Programme exemplarisch unter identischen Einstellungen
mit nur einem Programm. Ausschnittsweise werden stellvertretend fiir die 16 analysierten Merkmalssysteme (MMS) lediglich die Ergebnisse von 4 Merkmals-
systemen gezeigt. Der prognostizierte wahrscheinlichste Genotyp ist in Fettdruck dargestellt

Tab.4 Ausschnitt aus der Deconvolution einer 2P-Mischspur (A+B 1:1)

Locus Genotyp des Spu- | Prognose des wahrschein- | Wahrschein- Recherchefahiges Muster bei einer Min-
renverursachers A | lichsten Genotyps fiir lichkeit fiir den destwahrscheinlichkeit von
Person Ain der Mischspur | prognostizierten >950% >990,
Genotyp
D16S539 12/13 12/13 0,3354 - -
D18S51 15/18 15/16* 0,3318 - -
THO1 6/9 6/9 0,3323 - -
D12S391 18/22 18/22 0,1943 - -
Gesamtanzahl abgeleite- | - 16 Systeme - 0 Systeme 0 Systeme
ter Systeme
Unsicherheit fiir das Ge- - ~100% - - -
samtprofil (mindestens
eine Abweichung)

Die gezeigten Berechnungen erfolgten fiir die POI Person A stellvertretend fiir die anderen VKM-Programme exemplarisch unter identischen Einstellungen
mit nur einem Programm. Ausschnittsweise werden stellvertretend fiir die 16 analysierten Merkmalssysteme (MMS) lediglich die Ergebnisse von 4 Merkmals-
systemen gezeigt. Der prognostizierte wahrscheinlichste Genotyp ist in Fettdruck dargestellt. Eine fehlerhafte Prognose des verwendeten Programms im
System D18551 wurde mit einem Asteriskus gekennzeichnet
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Programm 1 Programm 2 Programm 3 Programm 4
| A * ®

D151656 11/15 11/15 11/15 11/15
D25441 10/13 10/13 10/13 10/13
D1051248 13/- 13 /- 13 /14 13/14
D125391 16/19 16/19 16/19 16/19
D2251045 16/- 16/- 16/16 16/-
D165539 12 /- 12/- 10/12 10/12 D vollstindig
D251338 17/ 25 17 /25 77 7 17/25 |:| e T
D195433 13/ - 13 /- -/- 13/-
SE33 . 14/ - 14 /15 14 /15 14 /15 - L
D21s11 | 29/31.2 29/31.2 29/31.2 29/31.2

17/- 17/- 16/17 7=

9/9.3 9/9.3 9/93 9/9.3

23/- 23/- -/- 23/-
D351358 15/17 15 /17 15 /17 15/17
D851179 13/16 -/- -/- 16/ -
D18551 17/20 17/20 17/20 17/20

Abb. 11 A Deconvolution GEDNAP-56 LRs-Mischspur. Dargestellt sind die Ergebnisse von Decon-
volutionen der GEDNAP 56-LRs-Mischspur mit den getesteten Programmen DNAeVIEW Mixture Solu-
tion, STRmix, GenoProof Mixture und EuroForMix. Die Mindestwahrscheinlichkeit fiir akzeptierte Allele
wurde fiir diese Analyse auf 99 % festgesetzt. Vollstandig und korrekt deduzierte Systeme sind in weil3,
unvollsténdig deduzierte Systeme in hellgrau dargestellt. In allen 16 analysierten Merkmalssystemen
erbrachten die Deconvolutionen der getesteten 4 Programme korrekte Prognosen

Mischspur ware eine visuelle Ableitung nur
sehr unvollstandig moglich gewesen.

Fazit

Vorteile von VKM

VKM ermdglichen unter Beriicksichtigung
aller vorhandenen Analysedaten eine Ab-
schatzung, wie wahrscheinlich unter gege-
benen Bedingungen ein gemessenes Ana-
lyseergebnis zu erwarten ist. Dabei be-
steht das gemeinsame Prinzip aller Pro-
gramme mit VKM darin, die bestmdgliche
Erkldrung fiir die Entstehung einer Spur
zu finden. Dieser probabilistische Ansatz
vollkontinuierlicher Modelle erlaubt es, ei-
ne weitestgehend von subjektiven Einflis-
sen bereinigte Bewertung von DNA-Spu-
ren unter Einbeziehung aller untersuchten
Merkmalssysteme vorzunehmen.

Mit dem klassischen bindren Berech-
nungsansatz konnte eine Vielzahl von
Mischspuren und schwachen DNA-Spuren
nicht oder nur unzureichend biostatistisch
bewertet werden. Solche Spuren waren
bisher zumeist lediglich in verbaler Form
bewertbar. Im Gegensatz dazu lassen

sich solche Spuren bis zu einem gewissen
Grad mithilfe von VKM unter Angabe eines
LRs-Wertes bewerten. Der unvollstandige
Nachweis einiger DNA-Merkmale einer
POI fiihrt in diesen Modellen zu keinem
Ausschluss.

Die Auftrennung von Mischspuren in
ihre Einzelkomponenten (Deconvolution)
ist ein integraler Bestandteil von VKM. Sie
kann im Sinne einer Objektivierung bei
der Ableitung rechercheféhiger Muster
genutzt werden. Unserer Erfahrung nach
unterschieden sich bei einer gut ausge-
prdgten Hauptspurenkomponente (z.B.
bei einem Mischungsverhaltnis von 5:1)
die gutachterlichen Interpretationen per
Auge nicht wesentlich von den Ergebnis-
sen der Deconvolution vollkontinuierlicher
Modelle. Bei ungiinstigeren Mischungs-
verhéltnissen (z.B. 3:1) offenbarten VKM
ihre besondere Starke. Hier waren die
Prognosen zu den an einer DNA-Spur
beteiligten Genotypen im Vergleich zu
denen erfahrener Sachverstandiger pra-
ziser und mathematisch nachvollziehbar.
Zum Teil konnten auch in Systemen, in de-
nen Peakhdhenverhdltnisse von weniger
als 4 zu 1 vorlagen [14], Auftrennungen

der einzelnen beteiligten Genotypen mit
hoher Sicherheit erreicht werden.

Es ist davon auszugehen, dass der Ein-
satz von VKM zu einer steigenden Anzahl
erstellbarer Meldebdgen bei gleichzeitiger
Verringerung von Abweichungen/Fehlern
fiihren wird. Infolgedessen steigt auch die
Chance auf einen Datenbanktreffer.

Zudem ist durch den Einsatz von VKM
auch eine weitere Stufe einer Automatisie-
rung in der Datenbewertung denkbar, bei
der alle anfallenden Spuren zunachst eine
programmgestiitzte Deconvolution durch-
laufen und die Ergebnisse erst dann von
einem Sachverstandigen bewertet werden
[13].Insbesondere bei der routinemafigen
Fallbearbeitung konnen VKM fiir den Sach-
verstandigen eine enorme Hilfe darstellen.

Allerdings sind auch mit VKM nicht alle
DNA-Spuren sinnvoll bewertbar. Sehr ge-
ringe DNA-Mengen, eine grof8e Anzahl an
Spurenverursachern oder ungiinstige (weil
z.B. dhnliche) Mischungsanteile bringen
die VKM an ihre Grenzen.

VKM in der Fallarbeit

Schulung

Um die Theorie von VKM sowie die
Konzepte, Funktionalititen und Grenzen
von VKM-Programmen zu verstehen und
einen sachgerechten Gebrauch dieser
Programme zu gewdhrleisten, ist eine
Schulung von Anwendern unabdingbar.
Weitreichendere mathematische Kennt-
nisse sind jedoch nicht erforderlich.

Hardware

VKM-Berechnungen kénnen sehr komplex
sein und erhebliche Hardwareressourcen
beanspruchen. So wurden bei der Berech-
nungvon 3P-oder4P-Mischspurenim Rah-
men der Testphase auch Rechenzeiten von
mehr als 24 h bis hin zu Programmabbrii-
chen beobachtet. Da dies bei typischen
Biirorechnern miteiner normalerweise vol-
lig ausreichenden Konfiguration (z.B. i5-
Prozessor mit 4 Kernen und 8 GB RAM)
dazu fiihren wiirde, dass parallel kein wei-
teres Arbeiten maglich ist, sollte {iber ei-
ne Auslagerung von VKM-Berechnungen
auf speziell fiir diese Zwecke ausgeriistete
Rechner/Server nachgedacht werden.
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Originalien

Laborroutine

Fiir eine vollkontinuierliche Auswertung
sind Anderungen in der Laborroutine not-
wendig. Im Rahmen der bisherigen Praxis
erfahrendiebeider STR-Analyse gewonne-
nen Rohdaten im Verlaufihrer Auswertung
und vor der Bewertung bereits Modifika-
tionen. So werden mithilfe von Grundein-
stellungen beispielsweise Artefakte und
Stutterpeaks entfernt; Analysesignale wer-
den oberhalb der Nachweisgrenze gewer-
tet. Furr eine vollkontinuierliche Auswer-
tung ist es in der Regel dagegen nicht er-
forderlich, Stutterpeaks zu entfernen. Die
Analyseprogramme mdssen daher in der
Lage sein, sowohl bindre als auch vollkonti-
nuierliche Auswertungen zu ermoglichen,
zu exportieren und zu speichern.

Dabei ist die Generierung einer ge-
eigneten Schnittstelle eine nicht zu un-
terschatzende Aufgabe. So missen Infor-
mationen wie Analysekit, Peakhohe, DNA-
Fragmentldange und Allelbezeichnung aus
den initial vorliegenden Datenformaten
in die jeweiligen VKM-Programme sicher
importiert werden. Gegebenenfalls muss
hierzu auf externe Unterstiitzung zuriick-
gegriffen werden, wobei entsprechende
Kosten entstehen kdnnen.

Implementierung und Validierung
Je nach verwendetem VKM erfordern
die Programme teils unterschiedliche
Anpassungen von einstellbaren laborspe-
zifischen Parametern fiir die Berechnung.
Einige Programme machen detaillierte
Vorgaben beziiglich der durchzufiihren-
den Testreihen fiir die Implementierung,
bei anderen Programmen gibt es Vor-
einstellungen, die Uberprift und ggf.
angepasst werden sollten.

Eine Validierung der Programme [7]
durch die Analyse von Spuren bekannter
Zusammensetzung ist vor einem Einsatzin
der Fallarbeit unabdingbar. Dabeisollte die
Auswahl der Testspuren die in der Praxis
vorkommende Spurenvielfalt nach Még-
lichkeit abdecken. Hierbei ist zu beachten,
dass die Programme auf artifizielle, von
der Realitdt abweichende Bedingungen
z.T. sehr empfindlich reagieren. So zeig-
ten unsere Versuchsreihen beispielsweise,
dass kiinstliche Mischspuren aus einzelnen
DNA-Isolaten im Vergleich zu Mischspuren
ausgehend von Zellproben weniger zur
Validierung geeignet sind [10]. Eine DNA-

28  Rechtsmedizin 1-2023

Spur sollte sinnvollerweise im selben La-
bor gemessen und mithilfe eines in diesem
Labor implementierten VKM-Programmes
berechnet werden.

Diskussion zu den getesteten
Programmen

Die Modelle der 4 getesteten Programme
sindinunterschiedlichem Umfangin Verof-
fentlichungen beschrieben. Von uns analy-
sierte Testreihen mit z.T. extremen Misch-
spurenzusammensetzungen belegen die
Funktions-und Leistungsfahigkeitaller vier
Programme.

Trotz feststellbarer Funktionalitatsun-
terschiede war jedes Programm in der
Lage, die angefertigten Testspuren zu
berechnen. Dabei zeigten die erzielten
LR¢-Werte je nach verwendeten VKM und
programminternen Parametern teilwei-
se aber Unterschiede. Hierzu kdnnten
die fehlenden Validierungen der ein-
zelnen Programme beigetragen haben.
Zudem ergaben sich bei den Berech-
nungen mitunter erheblich abweichende
Rechenzeiten zwischen den Programmen.

Die Ergebnisse der Deconvolution wa-
ren bei jedem Programm korrekt, hinsicht-
lich der Anzahl abgeleiteter Allele und de-
ren Prognosewahrscheinlichkeiten unter-
schieden sich jedoch die Ergebnisse.

In den Abbildungen und Diskussio-
nen wurden die zugrunde liegenden
Programme bewusst nicht ausgewiesen.
Hiermit sollte der Eindruck vermieden
werden, dass ein Programm aufgrund
bestimmter Eigenschaften zu empfehlen
sei.

Empfehlungen zur Arbeit mit VKM

Um den Sachverstindigen beim Ge-
brauch vollkontinuierlicher Programme
Handlungssicherheit zu geben und ei-
ne Harmonisierung der berichteten LRs-
Werte zu gewadbhrleisten, wurden von der
Projektgruppe ,Biostatistische DNA-Be-
rechnungen” und der Spurenkommission
begleitende Empfehlungen zur Anwen-
dung von VKM in der Fallarbeit ausge-
arbeitet (s. Gemeinsame Empfehlungen
der Projektgruppe ,Biostatistische DNA-
Berechnungen” und der Spurenkommis-
sion zur biostatistischen Bewertung DNA-
analytischer Befunde unter besonderer

Berticksichtigung vollkontinuierlicher Mo-
delle (VKM) [8]).

Die erarbeiteten Empfehlungen grei-
fen die im Rahmen dieser Verdffentlichung
diskutierten Aspekte auf und versuchen,
diese in konkrete Handlungsempfehlun-
gen fiir den Anwender umzusetzen. Bei
entsprechender Berlicksichtigung werden
die Sachverstandigen beim Gebrauch von
VKM fiir investigative und evaluative Un-
tersuchungen unterstiitzt. Gleichzeitig sol-
len sie dazu beitragen, den Umgang mit
VKM-Software in der Fallarbeit auch fiir die
Bedarfstrdger aus der Justiz zu erldutern.
Die Empfehlungen bieten zudem Hand-
lungssicherheit bei der Berechnung, Be-
wertung und Darstellung von LR¢-Werten.
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Use of fully continuous models for biostatistical evaluation of forensic
DNA analytical findings. Experiences of the project group “Biostatistical
DNA calculations”

The biostatistical evaluation of DNA profiles supports the courts in the assessment

of the evidential value of a DNA stain. In practice, an increasing number of stains
characterized by minimal amounts of DNA and possible allelic drop-in and drop-out as
well as complex mixtures are analyzed. Often such complex DNA profiles cannot, or
only to a limited extent, be evaluated biostatistically with a traditional binary approach
of interpretation.

The development of fully continuous models (FCM) renders a large number of these
previously incalculable DNA profiles accessible for biostatistical evaluation. AlImost

all available information of the DNA profile is included into this calculation. While
these probabilistic genotyping methods are widely used internationally, only few
experiences have become known in German-speaking countries.

In order to understand the functionality, possibilities and limitations of FCM
calculations, mixed DNA stains of known composition were comparatively analyzed
with four currently available software products. The evaluation examined central
aspects of FCM, such as concordance of calculation results, influence of drop-in and
drop-out events on the calculated fully continuous likelihood ratios (LRs) values, as
well as the derivation of database-suitable DNA profiles derived from probability-based
predictions (deconvolution).

The experiences gained in this study, together with other already published data,
provide a basis for recommendations on the use of fully continuous probabilistic
genotyping software in the biostatistical evaluation of DNA profiles.
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Probabilistic genotyping - Deconvolution - Likelihood ratio - DNA evidence - Forensic biostatistics
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