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Forensische DNA-
Methylierungsanalyse
Erster, technischer Ringversuch der Arbeits-
gruppe „Molekulare Altersschätzung“ der
Deutschen Gesellschaft für Rechtsmedizin

Einleitung

Die molekulare Altersschätzung bil-
det einen Teil der sog. forensischen
DNA-Phänotypisierung, die darüber
hinaus auch die Vorhersage äußerlich
sichtbarer Merkmale wie Haut-, Haar
und Augenfarbe sowie die biogeogra-
fische Herkunft einer Person umfasst
[1]. Die Analyse dieser Eigenschaften
kann dabei helfen, die Gruppe poten-
zieller Verursacher einer DNA-Tatort-
Spur einzugrenzen. Besonders in Fällen,
in denen eine DNA-Spur von sehr guter
Qualität und ausreichender Quantität
vorliegt, jedoch die Analyse klassischer

DieMitgliederderArbeitsgemeinschaftMoleku-
lareAltersschätzungderDeutschenGesellschaft
für Rechtsmedizin (DGRM)werdenamBeitrags-
endegelistet.

Die AutorinnenO.Holländer undK. Schwen-
der haben zu gleichen Teilen zum Manuskript
beigetragen.

DNA-Merkmalssysteme („short tandem
repeats“, STR) zu keinem Treffer in einer
nationalen Datenbank führt, kann die
weitere Charakterisierung eines unbe-
kannten Spurenverursachers wichtige
Ermittlungshinweise liefern.

Mit denderzeit zurVerfügung stehen-
den Techniken ist es möglich, die Haar-,
Augen- und Hautfarbe sowie die bio-
geografische Herkunft eines unbekann-
ten Spurenverursachers mit molekula-
renMethodenmit hinreichenderGenau-
igkeit zu schätzen. Die Vorhersage der
Pigmentierung und Herkunft erfolgt auf
der Grundlage von Sequenzveränderun-
gen („single nucleotide polymorphisms“,
SNP) in der DNA selbst [2]. Die Analyse
der DNA-Methylierung stellt derzeit die
vielversprechendste molekulare Metho-
de zur Schätzung des Alters eines un-
bekannten Spurenverursachers dar. Im
Dezember 2019 wurde die DNA-Phäno-
typisierungmiteinerÄnderungderStraf-

prozessordnung inDeutschland teilweise
legalisiert [2]. Dadurch ist nun bundes-
weit die Untersuchung genetischer Mar-
ker möglich, die eine Vorhersage von
Haar-, Augen- und Hautfarbe sowie des
Alters, nicht aber der biogeografischen
Herkunft eines unbekannten Spurenver-
ursachers erlaubt. In der Schweiz ist eine
Gesetzesrevision bezüglich der Untersu-
chung der Haar-, Augen- undHautfarbe,
der biogeografischen Herkunft sowie des
Alters eines unbekannten Spurenverur-
sachers im Gang, die politische Diskus-
sion dauert allerdings noch an [3].

Als weitere Möglichkeit zur prak-
tischen Anwendung wird aktuell auch
die Altersschätzung lebender Personen
diskutiert, bei denen als Beschuldig-
te ohne valide Identitätsdokumente in
einem Strafverfahren geprüft werden
muss, ob diese Verfahren nach dem
Jugend- oder dem Erwachsenenstraf-
recht durchzuführen sind [4]. Weitere
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Tab. 1 Übersicht der verwendeten Reagenzien, Kits undGeräte für die einzelnen Probenbear-
beitungsschritte undAnzahl der teilnehmendenLabore, die die jeweilige Chemie einsetzten
Schritt der Pro-
benbearbeitung

Verwendete Reagenzien/Kits/
Geräte

Hersteller Anzahl der
Labore

DNA IQ™ Casework Pro Kit for
Maxwell® 16

Promega, Walldorf, D 6

EZ1® DNA Investigator® Kit Qiagen, Hilden, D 2

DNA-Extraktion

QIAamp® DNA Mini/Micro/
Investigator® Kit

Qiagen, Hilden, D 4

PowerQuant® System Promega, Walldorf, D 5

Investigator® Quantiplex Qiagen, Hilden, D 1

Quantifiler™ Trio DNA Quantifi-
cation Kit

Thermo Fisher Scientific
(TFS), Dreieich, D

1

Quantifiler™ Human DNA Quan-
tification Kit

TFS, Dreieich, D 2

Nanodrop TFS, Dreieich, D 1

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit TFS, Dreieich, D 1

Quantifizierung

QuantiFluor® ONE dsDNA Sys-
tem
(Quantus Fluorometer)

Promega, Walldorf, D 2

EpiTect® Fast Bisulfite Conversi-
on Kit

Qiagen, Hilden, D 7

MethylEdge™ Bisulfite Conversi-
on System

Promega, Walldorf, D 2

EZ DNA Methylation-Gold™ Kit Zymo Research, Freiburg, D 2

Bisulfitkonvertie-
rung

EZ DNA Methylation™ Kit Zymo Research, Freiburg, D 1

PyroMark® PCR Kit Qiagen, Hilden, D 9

HotStarTaq MasterMix Kit Qiagen, Hilden, D 1

HotStarTaq DNA Polymerase Qiagen, Hilden, D 1

Amplifikation

AmpliTaq Gold® Kit TFS, Dreieich, D 1

Minisequenzierung SNaPshot™ Multiplex Kit TFS, Dreieich, D 9

PyroMark® Q48 Autoprep Qiagen, Hilden, D 2

PyroMark® Q24 bzw. Q24 Ad-
vanced

Qiagen, Hilden, D 2

Pyrosequenzierung

PyroMark® Q96 ID, MD bzw.
Gold

Qiagen, Hilden, D 3

310 Genetic Analyzer TFS, Dreieich, D 1

3130/3130xL Genetic Analyzer TFS, Dreieich, D 7

Fragmentlängen-
analyse

3500 Genetic Analyzer TFS, Dreieich, D 1

D Deutschland, TFS Thermo Fisher Scientific

Anwendungsfelder beziehen sich auf die
Altersschätzung fraglich minderjähriger
geflüchteter Personen, um einen mögli-
chen Anspruch auf besonderen Schutz
zu klären, sowie auf die Altersschätzung
in Identitätsfragen, z.B. bei unbekannten
Verstorbenen [5].

Die DNA-Methylierung ist eine che-
mische Modifikation der DNA, die die
DNA-Sequenz selbst nicht verändert. Es
wirdeineMethylgruppeandieBaseCyto-
sin gebunden, wodurch die „fünfte Base“
Methylcytosin entsteht. Im humanen
Genom tritt diese Modifikation nahezu

ausschließlich an Cytosinen in Cytosin-
Phosphat-Guanin(CpG)-Nukleotidab-
folgen auf [6]. Die DNA-Methylierung
spielt eine essenzielle Rolle bei der Regu-
lation der Genexpression, beispielsweise
während verschiedener Entwicklungs-
prozesse bei Säugetieren. Im Laufe des
Lebens können sich Methylierungsmus-
ter altersabhängig verändern,wobei auch
Lebensgewohnheiten einen Einfluss ha-
ben können (z.B. physische Aktivität,
Rauchen, Ernährung, [7–9]). Darüber
hinaus können sich Methylierungsmus-
ter zwischen Zelltypen unterscheiden;

sie sind demnach weitgehend gewe-
bespezifisch [10]. In den vergangenen
Jahren zeigten diverse Studien, dass sich
die DNA-Methylierung an bestimmten
CpG-Stellen altersabhängig verändert
[11–13]. Diese Veränderungen können
sowohl in Form einer Zunahme als auch
in einer Abnahme der DNA-Methy-
lierung an diesen Stellen bestehen und
treten in allen Individuen gleichermaßen
auf. Diese Stellen werden als „Alters-
marker“ bezeichnet und in der Literatur
häufig als „epigenetische Uhr“ zusam-
mengefasst [11, 13]. Für eine forensische
Altersschätzung müssen die altersab-
hängigen Methylierungsänderungen der
ausgewählten Stellen zunächst anhand
eines Referenzkollektivs biostatistisch
modelliert werden, bevor die Methy-
lierungswerte einer Tatortspur anhand
dieses Modells in den Schätzwert für das
Alter eines unbekannten Spurenverur-
sachers übersetzt werden können.

Im Laufe der letzten 10 Jahre wur-
den verschiedene Modelle zur Alters-
schätzung vorgestellt, die zwischen 2 und
353 CpG-Positionen umfassen [13–16].
In einer aktuellen Studie des Instituts für
Rechtsmedizin inMünsterwurden2Mo-
delle zur Altersschätzung vorgestellt, die
auf 2 verschiedenen Methoden beruhen,
der Pyrosequenzierung und der Mini-
sequenzierung [17]. Die Pyrosequenzie-
rung gilt derzeit als eine der exaktesten
MethodenzurQuantifizierungderDNA-
Methylierung an einzelnen Positionen
[18].DieMinisequenzierunghatdieVor-
teile, dass alle Positionen, deren Methy-
lierungsstatus analysiert werden sollen,
in einer einzigen Multiplex-Reaktion ge-
meinsam analysiert werden können, und
dass die benötigten Geräte zur Standard-
ausrüstung forensischer Labore gehören.

DieArbeitsgemeinschaft „Molekulare
Altersschätzung“ der Deutschen Gesell-
schaft für Rechtsmedizin (DGRM) hat
sich im ersten Ringversuch zum Ziel ge-
setzt,diesebeidenMethodenhinsichtlich
ihrerReproduzierbarkeit undRobustheit
in verschiedenen Laboren zu untersu-
chen. Die Markerauswahl dieses Ring-
versuchs basiert zwar auf der oben ge-
nannten Studie des Instituts für Rechts-
medizin in Münster, jedoch soll dadurch
ausdrücklich keine Festlegung auf das
hier verwendete Marker-Set erfolgen. Es
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Forensische DNA-Methylierungsanalyse. Erster, technischer Ringversuch der Arbeitsgruppe
„Molekulare Altersschätzung“ der Deutschen Gesellschaft für Rechtsmedizin

Zusammenfassung
Die quantitative Analyse der relativen DNA-
Methylierung gilt als eine der vielverspre-
chendsten Methoden der molekularen
Altersschätzung. Viele Studien der letzten
Jahre identifizierten geeignete Positionen
im Genom, deren DNA-Methylierung sich
altersabhängig verändert. Für den Einsatz
dieser Methode in der Routine- bzw. Fallarbeit
ist es von großer Bedeutung, angewandte
Analysetechniken zu validieren. Als ein
Teilaspekt dieser Validierung sollte die
Vergleichbarkeit der Analyseergebnisse zur
DNA-Methylierung mithilfe der Mini- und
Pyrosequenzierung zwischen verschiedenen
Laboren evaluiert werden. Die Arbeitsgruppe
„Molekulare Altersschätzung“ der Deutschen
Gesellschaft für Rechtsmedizin (DGRM) führte
hierzu den ersten, technischen Ringversuch
durch, der 4 Positionen in den Genen
PDE4C, EDARADD, SST und KLF14 umfasste.

Diese Marker waren in vorangegangenen
Studien als altersabhängige Biomarker
charakterisiert worden. Am Ringversuch
nahmen 12 Labore teil, wobei jedes die
Wahl zwischen der Minisequenzierung
und/oder der Pyrosequenzierung für die
quantitative Methylierungsanalyse hatte.
Jedem teilnehmenden Labor wurden
Blut- und Speichelproben von 3 Personen
unterschiedlichenAlters übersandt. Die Wahl
der Reagenzien für die Probenbearbeitung
wurde den Teilnehmern freigestellt.
Die Ergebnisse der Minisequenzierung
zeigten systematische Abweichungen
zwischen den Laboren, die am ehesten auf die
Verwendung unterschiedlicher Reagenzien
und Analyseplattformen zurückzuführen sein
können. Die Resultate der Pyrosequenzierung
hingegen wiesen nicht auf systematische
Abweichungen zwischen den Laboren hin,

hier zeigte sich jedoch die Tendenz einer
markerabhängigen Abweichung. Darüber
hinaus konnten Unterschiede hinsichtlich
technischer Probleme zwischen Laboren mit
mehr Erfahrung in der jeweiligen Sequen-
zierungsmethode und Laboren mit weniger
Erfahrung festgestellt werden. Sowohl die
Beobachtung von systematischen als auch
die von markerabhängigen Abweichungen
lässt den Schluss zu, dass eine Übertragung
von Analysemethoden zwischen Laboren
grundsätzlich möglich ist, eine Anpassung des
jeweiligenModells zur Altersschätzung jedoch
notwendig sein kann.

Schlüsselwörter
DNA-Methylierung · Pyrosequenzierung ·Mini-
sequenzierung · Ergebnisreproduzierbarkeit ·
Laborleistungstests

Forensic DNAmethylation analysis. First technical collaborative exercise by the working group on
molecular age estimation of the German Society of Legal Medicine

Abstract
Quantitative analysis of relative DNA methyla-
tion is currently one of the most promising
methods of molecular age estimation. In
recent years numerous studies identified
potential DNA methylationmarkers showing
age-dependent changes in their relative
methylation state. For routine application
of this method validation is an important
prerequisite. One aspect of validation is
the degree of comparability of analytical
data between laboratories. The working
group on molecular age estimation of the
German Society for Legal Medicine (DGRM)
conducted a first technical proficiency test
comprising four age estimation markers
within the genes PDE4C, EDARADD, SST

and KLF14. These positions were previously
characterized as age-dependent biomarkers.
A total of 12 laboratories participated using
pyrosequencing and/or minisequencing
techniques for quantitative analysis of
DNA methylation. Each laboratory received
blood and buccal swab samples from three
individuals of different ages. Laboratories
were free in their choice of reagents and
material for sequencing.
Minisequencing results showed systematic
deviations between laboratories, which are
believed to originate from differing reagents
and sequencing platforms. The results of
pyrosequencing did not show clear signs of
systematic deviation but did show differences

in the comparability between markers.
Different levels of technical problems were
reported, which correlatedwith the amount of
experiencewith the sequencing technology.
Both systematic and specific differences
between analytical data produced in different
laboratory settings lead to the conclusion that
while it is generally possible to transfer an
age estimationmethod to another laboratory,
a mathematical model for age estimation
might need to be adjusted accordingly.

Keywords
DNA methylation · Minisequencing ·
Pyrosequencing · Reproducibility of results ·
Laboratory proficiency testing

ist eine Vielzahl potenzieller Methylie-
rungsmarker inderLiteraturbeschrieben
worden, die in verschiedenen Modellen
Anwendung finden, sodass die hier ver-
wendeten Marker lediglich als Beispiele
zu verstehen sind. Dieser Ringversuch
sollte zunächst zeigen, welche Heraus-
forderungen sich für Labore ohne vor-

herige Erfahrung mit dieser Methodik
ergeben und wie vergleichbar die Ergeb-
nisse zwischen Laboren sind, auch wenn
unterschiedliche Reagenzien und Gerä-
teplattformen verwendet werden. In die-
sem erstenRingversuchwurden den teil-
nehmenden Laboren jeweils 3 Blut- und

3 Speichelprobenund die zu verwenden-
den Primer übersandt.
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Abb. 18 ErgebnissederMethylierungsanalysenmithilfe derMinisequenzierung.Die ErgebnissederprozentualenMethylie-
rungsindproMarkerundProbeaufgetragen.DieSymboleentsprechenjeweilsdenDatenauseinemLabor.Davereinzeltkeine
oder keine verlässlichen Signale für einzelneMarker detektiert werden konnten, variiert die Anzahl der dargestelltenMess-
werte. Es ist keine systematischeAbweichung zwischen Blutproben (1–3) undWangenschleimhautproben (4–6) feststellbar.
EDARADD EDARAssociatedDeathDomain, KLF14 Krüppel-Like Factor 14, PDE4C Phosphodiesterase 4C, SSTSomatostatin

Material undMethoden

Teilnehmer und Proben

Esnahmeninsgesamt12LaboreamRing-
versuch teil, davon nutzten 3 Labore aus-
schließlich Pyrosequenzierung, 5 Labore
ausschließlichMinisequenzierung und 4
Labore beide Methoden zur Analyse der
DNA-Methylierung. Von 3 Probanden
(Alter: 27, 41 und 55 Jahre) wurden je-
weils Blut- undWangenschleimhautpro-
ben aufWattestieltupfern an die Teilneh-
mer versendet.

DNA-Methylierungsmarker

Sowohl mithilfe der Pyro- als auch
mithilfe der Minisequenzierung wur-
den 4 CpG-Stellen aus den folgenden
Genregionen analysiert: Phosphodies-
terase 4C-Gen (PDE4C; CpG-Stelle:

cg17861230 +36bp, [19–21]), EDAR-
Associated-Death-Domain-Gen (EDAR-
ADD; cg09809672 –12bp, [17, 20, 21]),
Somatostatin-Gen (SST; cg00481951,
[15]) und Krüppel-Like-Factor 14-Gen
(KLF14; cg14361627) [15].

Bestimmung des Methylierungs-
status

Aus den Blut- und Wangenschleimhaut-
proben wurde durch jeden Teilnehmer
die DNA extrahiert und anschließend
quantifiziert. Im Anschluss erfolgten ei-
ne Bisulfitkonvertierung der DNA und
die Analyse des Methylierungsstatus der
zu untersuchenden CpG-Stellen mithil-
fe der Pyro- und/oder Minisequenzie-
rung. Die Amplifikation der DNA-Frag-
mente für die Pyrosequenzierung erfolg-
te in Singleplex-Ansätzen, die Polymera-
se-Kettenreaktion (PCR) für die Mini-

sequenzierung in einem Multiplex-An-
satz. Die benötigten PCR-Primer sowie
Sequenzier-Primer (Fa. Biomers, Ulm,
Deutschland) wurden den teilnehmen-
den Laboren zur Verfügung gestellt. Alle
Primer wurden zuvor erfolgreich vali-
diert [17] und in einem Vorversuch von
2weiteren Laboren (RechtsmedizinKöln
und Rechtsmedizin Zürich) erfolgreich
getestet.

Den Teilnehmern wurden Protokolle
zurDNA-Methylierungsanalyse zurVer-
fügunggestellt,diediebereitsbeschriebe-
nen Materialien und Methoden umfass-
ten[17],dieVerwendungvonReagenzien
anderer Hersteller wurde jedoch freige-
stellt.

Eine Übersicht über die einzelnen Re-
agenzien, Kits und Geräteplattformen,
die für die Probenbearbeitungsschritte
und Analysen von den teilnehmenden
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Tab. 2 Minisequenzierung: relative („ICCconsistency“)undabsolute („ICCabsoluteagreement“)
Übereinstimmungder gemessenen prozentualenMethylierung proMarker und Probentypmit
dazugehörigen 95%-Konfidenzintervallen (95%-KI)

PDE4C EDARADD SST KLF14

Blut

ICC-C 0,488
(95%-KI
0,037–0,978)

0,983
(95%-KI 0,911–1)

0,659
(95%-KI
0,179–0,988)

0,727
(95%-KI
0,260–0,991)

ICC-AA 0,097
(95%-KI
0,02–0,831)

0,691
(95%-KI
0,214–0,989)

0,269
(95%-KI
0,031–0,940)

0,3
(95%-KI
0,041–0,947)

Wangenschleimhaut

ICC-C 0,752
(95%-KI
0,295–0,992)

0,757
(95%-KI
0,303–0,992)

0,837
(95%-KI
0,447–0,995)

0,084
(95%-KI
–0,136–0,909)

ICC-AA 0,227
(95%-KI
0,027–0,924)

0,365
(95%-KI
0,059–0,960)

0,23
(95%-KI
0,030–0,924)

0,021
(95%-KI
–0,027–0,698)

EDARADD EDAR-Associated Death Domain, ICC „intraclass correlation coefficient“, ICC-C ICC consis-
tency, ICC-AA ICC absolute agreement, KLF14 Krüppel-Like Factor 14, PDE4C Phosphodiesterase 4C,
SST Somatostatin

Laborenverwendetwurden, ist in. Tab.1
dargestellt.

Statistische Auswertung

Als Maß der Reliabilität (Reproduzier-
barkeit derMessergebnisse) derMessun-
gen aus verschiedenen Laboren wurde
der „intraclass correlation coefficient“
(ICC) ermittelt. Dieser Koeffizient spie-
gelt im Gegensatz zu geläufigen Korrela-
tionskoeffizienten (z.B. Pearsons r) nicht
nur die Korrelation der Messergebnisse
wider, sondern auch die Übereinstim-
mung [22]. Berechnet wurde der ICC
mitdenEinstellungen„two-wayrandom,
single rater, consistency“ („ICC consis-
tency“, ICC-C) und „two-way random,
single rater, absolute agreement“ („ICC
absolute agreement“, ICC-AA). Dabei
beschreibt ICC-C die relative und ICC-
AA die absolute Übereinstimmung zwi-
schen den Messwerten. Ein „Two-way-
random“-Modell wird beispielsweise
dann gewählt, wenn man eine Metho-
de hinsichtlich ihrer Reliabilität unter
leicht abweichenden Bedingungen (z.B.
in einem anderen Labor) prüfen möch-
te. Dabei führen verschiedene Labore/
Personen die Datenerhebung unabhän-
gig voneinander durch, wobei die La-
bore/Personen ähnliche Charakteristika
(Ausstattung, fachliche Spezialisierung)
aufweisen. Die „Single-rater“-Definition
legt fest, dass Werte nicht über mehrere

Labore hinweg gemittelt werden. Mit
der relativen Übereinstimmung (ICC-
C) ist gemeint, dass die Messergebnisse
von 2 Laboren in hohem Maß über-
einstimmen können, selbst wenn ein
systematischer Fehler vorliegen soll-
te. Im Gegensatz dazu interessiert bei
der absoluten Übereinstimmung (ICC-
AA) nur, ob Labor A exakt das gleiche
Messergebnis liefert wie Labor B. Die
Kombination aus einem hohen ICC-C-
Wert und einem niedrigen ICC-AA-
Wert könnte demnach auf das Vorliegen
eines systematischen Fehlers hindeuten.
Zwar ist in diesem Ringversuch insbe-
sondere die absolute Übereinstimmung
von Messwerten von Relevanz, die ver-
gleichendeBetrachtungmit der relativen
Übereinstimmung kann jedoch helfen,
systematische Abweichungen zwischen
Laborendarzustellen (z.B. bedingt durch
unterschiedliche Reagenzien und Unter-
suchungsplattformen, [22]). Nach den
Empfehlungen von Koo und Li indiziert
ein ICC <0,5 geringe Reliabilität, Werte
zwischen 0,5 und 0,75 indizieren mo-
derate Reliabilität, ICC zwischen 0,75
und 0,9 gute Reliabilität und ein ICC
>0,9 exzellente Reliabilität [22]. Darüber
hinaus empfehlen die Autoren die Ein-
beziehung der 95%-Konfidenzintervalle
(95%-KI) für die Beurteilung der Re-
liabilität [22]. Diese Grenzen geben an,
zwischen welchen Werten sich ein ICC-
Wert mit einer Wahrscheinlichkeit von

95% befindet. Um die Reproduzierbar-
keit der Messergebnisse als mindestens
moderat einstufen zu können, sollte die
untere Grenze des 95%-KI demnach
über 0,5 sein. Die Berechnung wurde
mit SPSS Version 26 (IBM, New York,
USA) durchgeführt.

Ergebnisse und Diskussion

Minisequenzierung

Die Methode der Minisequenzierung
wählten 9 Labore. Ein Labor erhielt
keine qualitativ ausreichenden Ergeb-
nisse und wurde daher nicht in der
weiteren Auswertung berücksichtigt.
Die teilnehmenden Labore hatten die
Möglichkeit, auftretende Probleme bei
der Anwendung der Methoden bzw. bei
der Auswertung in ihrer Ergebnistabelle
zu vermerken. Vereinzelt berichteten
Labore davon, keine oder keine ver-
lässlichen Signale für einzelne Marker
(KLF14, PDE4C, EDARADD) erhalten
zu haben. Es zeigte sich, dass Labo-
re mit viel Vorerfahrung in der DNA-
Methylierungsanalyse generell weniger
technische Probleme berichteten als
Labore mit weniger Vorerfahrung.

Übereinstimmung von
Analyseergebnissen zwischen
Laboren
In . Abb. 1 ist zu sehen, dass es zwi-
schen den Laboren, die auswertbare Da-
ten übermittelten, eine starke Streuung
der Ergebnisse in Bezug auf die gemes-
senen prozentualen Methylierungswerte
gab. Die stärkste Streuung zeigte sich un-
abhängig vomProbentyp für denMarker
PDE4C.DiegeringsteStreuungunabhän-
gig vom Probentyp wies EDARADD auf.
Anders als für die übrigen Marker fand
sich beiKLF14 einUnterschied zwischen
den Probentypen mit einer geringeren
Streuung der Ergebnisse der Blutproben
im Vergleich zu Wangenschleimhautab-
rieben.

Als Maß der Übereinstimmung der
Ergebnisse wurde die Werte für ICC-C
und ICC-AA ermittelt. Die Berechnun-
gen wurden getrennt für beide Proben-
arten durchgeführt (Blut und Wangen-
schleimhaut; . Tab. 2):
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Abb. 29Altersschätzung
anhand einesModells für
dieMinisequenzierung.
Dargestellt sindDaten
von den 6 Laboren, die
für alle 3Marker desMini-
sequenzierungsmodells
Ergebnisse übermittelt
haben. Die Streuungen
der Schätzungen sind als
Boxplotsdargestellt, das
wahre Alter des jeweiligen
Probanden als Stern. Die
Altersschätzungen der
Blutproben (1–3) streuen
etwasweniger stark als die
derWangenschleimhaut-
proben (4–6)

Alle Marker erreichten einen ICC-
C-Wert über 0,5 (Ausnahme PDE4C
– Blut und KLF14 – Wangenschleim-
haut) und wiesen somit mindestens
moderate Reliabilitäten auf. Für den
Marker EDARADD ergaben sich ei-
ne exzellente Reliabilität, bezogen auf
Blutproben, und eine gute Reliabilität
für die 3 Wangenschleimhautproben.
Die übrigen Marker wiesen jeweils ei-
ne moderate bis gute Reliabilität auf.
Entsprechend den Empfehlungen von
Koo und Li [22] soll eine Schätzung der
Reliabilitäten auch die Breite der be-
obachteten 95%-KI berücksichtigen: Es
fällt auf, dass die untereGrenze des 95%-
KI lediglich für den Marker EDARADD
bei der Analyse der Blutproben einen
Wert über 0,5 annimmt. Da für diesen
Marker ein sehr eng begrenztes 95%-
KI (0,911–1) des ICC-C-Wertes vorliegt,
kann die Reliabilität von EDARADD als
exzellent eingestuft werden. Die übrigen
Berechnungen zeigen jedoch, dass eine
eindeutige Kategorisierung der Reliabi-
lität aufgrund der Breite der jeweiligen
95%-KI nicht möglich ist.

Der Vergleich der relativen Überein-
stimmung (ICC-C) mit der absoluten
Übereinstimmung (ICC-AA) von Mess-
werten kann auf systematische Abwei-
chungen hinweisen. Es wurde deutlich,
dass die Reliabilität hinsichtlich des ICC-
AAbeiallenMarkernniedrigeristalshin-

sichtlich des ICC-C. Dies spricht für eine
systematische Abweichung zwischen La-
boren, die am ehesten aufgrund der Nut-
zung unterschiedlicher Reagenzien und
Analyseplattformen zu erklären ist.

Altersschätzung mithilfe der
Minisequenzierung
Da die Bestimmung des Methylierungs-
status in nahezu identischer Weise wie
in einer bereits veröffentlichten Studie
[17] erfolgte, wurde das dort beschriebe-
ne Schätzmodell auf die Messergebnisse
der teilnehmenden Labore angewandt.
Da das finale Modell in der Studie le-
diglich 3 CpG-Stellen umfasst (PDE4C,
EDARADD, KLF14), wurden die Mess-
ergebnisse für den Marker SST für die
Berechnung nicht berücksichtigt.

In. Abb. 2 sind die Ergebnisse derAl-
tersschätzungen dargestellt. Es zeigt sich,
dass das Alter des jüngsten Probanden
(Proben 1 und 4, wahres Alter 27 Jahre)
zu hoch und das Alter der beiden älte-
ren Probanden (Proben 2 und 5, wahres
Alter 41 Jahre;Proben 3 und 6, wahresAl-
ter 55 Jahre) zu niedrig geschätzt wurde.
Mit Ausnahme der Probe 5 liegt das wah-
re Alter in allen Proben jedoch innerhalb
der Streuung der unabhängigen Einzel-
messungen. Aufgrund der bereits beob-
achteten Streuung der einzelnen Methy-
lierungsmesswerte war die offensichtlich
hohe Streuung der Altersschätzungen zu

erwarten.Wie in.Abb.2 zu sehen, streu-
en die Altersschätzungen der Blutproben
weniger stark als die Altersschätzungen
der Wangenschleimhautabriebe.

Da der Fokus dieses Ringversuchs
nicht auf der Messung der Korrektheit
der Altersschätzung lag, sondern auf der
Robustheit der Methoden zwischen den
Laboren, wurde auch hier der ICC-Wert
als Maß der absoluten und relativen
Übereinstimmung zwischen Laboren
herangezogen. Der ICC-C (. Tab. 3)
zeigte, verbunden mit kleinen 95%-KI,
gute bis exzellente Reliabilität für die
Altersschätzung aus Blutproben, wohin-
gegen für Wangenschleimhautproben
zwar eine gute, jedoch durch die Breite
der 95%-KI mit größerer Unsicher-
heit verbundene Reliabilität festgestellt
werden konnte.

Die absoluteÜbereinstimmung (ICC-
AA) deutet auf eine gute Reliabilität
der Altersschätzungen aus Blutproben
und auf eine moderate Reliabilität der
Altersschätzungen aus Wangenschleim-
hautproben hin (. Tab. 3). Unter Einbe-
ziehung der Breite der 95%-KI lassen
sich die Reliabilitäten für die Altersschät-
zungen aus beiden Probenarten jedoch
nicht eindeutig kategorisieren.

Erwartungsgemäß fand sich eine sys-
tematische Abweichung der einzelnen
Schätzwerte zwischen den Laboren, die
sich auf die systematischen Abweichun-
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Tab. 3 Altersschätzungmithilfe derMinisequenzierung: relative („ICCconsistency“) und abso-
lute („ICCabsolute agreement“) Übereinstimmungder Altersschätzungmit dazugehörigen 95%-
Konfidenzintervallen (95%-KI)
Blut

ICC-C 0,944
(95%-KI 0,746–0,999)

ICC-AA 0,778
(95%-KI 0,331–0,993)

Wangenschleimhaut

ICC-C 0,769
(95%-KI 0,322–0,993)

ICC-AA 0,554
(95%-KI 0,143–0,981)

ICC „intraclass correlation coefficient“, ICC-C ICC consistency, ICC-AA ICC absolute agreement

Tab. 4 Pyrosequenzierung: relative („ICCconsistency“)undabsolute („ICCabsoluteagreement“)
Übereinstimmungder gemessenen prozentualenMethylierung proMarker und Probentypmit
dazugehörigen 95%-Konfidenzintervallen (95%-KI)

PDE4C EDARADD SST KLF14

Blut

ICC-C 0,224
(95%-KI
–0,062–0,944)

0,923
(95%-KI
0,693–0,998)

0,835
(95%-KI
0,468–0,995)

0,192
(95%-KI
–0,073–0,937)

ICC-AA 0,168
(95%-KI
–0,035–0,922)

0,927
(95%-KI
0,726–0,998)

0,737
(95%-KI
0,336–0,991)

0,097
(95%-KI
–0,028–0,871)

Wangenschleimhaut

ICC-C 0,373
(95%-KI
0,002–0,967)

0,772
(95%-KI
0,355–0,993)

0,667
(95%-KI
0,218–0,988)

0,055
(95%-KI
–0,115–0,886)

ICC-AA 0,272
(95%-KI
0,010–0,948)

0,743
(95%-KI
0,349–0,992)

0,34
(95%-KI
0,059–0,956)

0,022
(95%-KI
–0,040–0,751)

EDARADD EDAR-Associated Death Domain, ICC „intraclass correlation coefficient“, ICC-C ICC consis-
tency, ICC-AA ICC absolute agreement, KLF14 Krüppel-Like Factor 14, PDE4C Phosphodiesterase 4C,
SST Somatostatin

Tab. 5 AltersschätzungaufBasisderPyrosequenzierungsdaten:Relative („ICCconsistency“)und
absolute („ICCabsolute agreement“) Übereinstimmungder Altersschätzungmit dazugehörigen
95%-Konfidenzintervallen (95%-KI)
Blut

ICC-C 0,792
(95%-KI 0,387–0,994)

ICC-AA 0,791
(95%-KI 0,418–0,994)

Wangenschleimhaut

ICC-C 0,743
(95%-KI 0,312–0,992)

ICC-AA 0,677
(95%-KI 0,268–0,989)

ICC „intraclass correlation coefficient“, ICC-C ICC consistency, ICC-AA ICC absolute agreement

gen der Methylierungsanalysen zurück-
führen lässt. Dadurchwird deutlich, dass
ein Schätzmodell nicht ohne weitere Va-
lidierungsstudie von einem Labor auf
ein anderes übertragen werden kann.
Nach eigener, laborinterner Validierung
muss ein publiziertes Modell angepasst
oder um einen Korrekturfaktor erwei-
tert werden, der die systematischen
Abweichungen zwischen den Laboren
berücksichtigt [23].

Pyrosequenzierung

SiebenLabore analysiertendieDNA-Me-
thylierung mithilfe der Pyrosequenzie-
rung. Von allen Laboren wurden Ergeb-
nisse erhalten. Ein Labor berichtete von
Problemen, qualitativ hochwertige Er-
gebnisse für den Marker KLF14 zu er-
zielen.

Übereinstimmung von
Analyseergebnissen zwischen
Laboren
In . Abb. 3 zeigt sich, dass die Streuung
der Messwerte für die einzelnen Mar-
ker sehr unterschiedlich ist: Die stärkste
Streuung der von den einzelnen Laboren
gemessenen prozentualen Methylierung
wurde für den Marker PDE4C beobach-
tet, während die Daten für EDARADD
sehr gut übereinstimmen. Es ist gene-
rell kein Unterschied in Bezug auf die
Streuung der Messwerte zwischen Blut-
proben und Wangenschleimhautproben
zu beobachten (. Abb. 3).

Bei der Pyrosequenzierung wurde
deutlich, dass die Reliabilität hinsicht-
lich der relativen (ICC-C) sowie der
absoluten (ICC-AA) Übereinstimmung
der Methylierungsmesswerte ebenfalls
stark markerabhängig ist (. Tab. 4). Von
allen Markern weist EDARADD die
höchste Reliabilität auf; für die Blutpro-
ben ist diese als exzellent zubewerten, bei
Wangenschleimhautproben als gut. Im
Vergleich zu den Ergebnissen der Mini-
sequenzierung für diesen Marker ist das
95%-KI der berechneten Reliabilitäten
deutlich kleiner, sodass den berechneten
Werten und deren Kategorisierung nach
Koo und Li mehr Vertrauen geschenkt
werden kann. Auch der Marker SST
wies eine moderate bis gute Reliabilität
auf. Für die Marker PDE4C und KLF14
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Abb. 38 Ergebnisse derMethylierungsanalysenmithilfe der Pyrosequenzierung. Die Ergebnisse der prozentualenMethy-
lierung sind proMarker und Probe aufgetragen. Die Symbole entsprechen jeweils denDaten aus einemLabor. Es ist keine
systematische Abweichung zwischen Blutproben (1–3) undWangenschleimhautproben (4–6) feststellbar. EDARADDEDAR
AssociatedDeathDomain, KLF14 Krüppel-Like Factor 14, PDE4C Phosphodiesterase 4C, SSTSomatostatin

hingegen lagen die Reliabilitäten der
relativen als auch absoluten Überein-
stimmungen unter dem kritischen Wert
von 0,5. In Verbindung mit den breiten
95%-KI ist die Reliabilität dieser Marker
gemäß den Empfehlungen von Koo und
Li als gering einzustufen [18].

Bei derPyrosequenzierung ist dieDis-
krepanz zwischen relativer (ICC-C) und
absoluter Übereinstimmung (ICC-AA)
geringer als bei den Ergebnissen der Mi-
nisequenzierung,wasaufgeringere syste-
matische Unterschiede hinweist. Beson-
ders zeigt sichdies fürdenMarkerEDAR-
ADD fürBlutproben, bei dembeide ICC-
Werte fast identisch sind. Eine Ausnah-
me bildet der Marker SST für die Wan-
genschleimhautproben. Hier deutet die
Diskrepanz zwischen guter relativer und
schlechter absoluter Übereinstimmung

auf eine systematische Abweichung zwi-
schen den Laboren hin.

Altersschätzung mithilfe der
Pyrosequenzierung
Die Streuung der Altersschätzung auf
Grundlage der Daten einzelner Labore
ist in . Abb. 4 dargestellt. Das Alter des
jüngsten Probanden wurde tendenziell
zu hoch und das Alter der beiden älte-
ren Probanden tendenziell zu niedrig ge-
schätzt.DieStreuungderAltersschätzun-
gen weist keine Unterschiede zwischen
Blutproben und Wangenschleimhautab-
rieben auf.

Der ICC-C der geschätzten Alters-
werte zeigt gute Reliabilität für die Al-
tersschätzung aus Blutproben. Die Al-
tersschätzungen für dieWangenschleim-
hautproben weisen moderate Reliabilität
auf, jedoch sind die dazugehörigen 95%-

KI so groß, dass diese Kategorisierung
mit großer Unsicherheit verbunden ist.
Die Werte des ICC–C und des ICC–AA
sind für beide Probenarten vergleichbar,
was für eine geringe systematische Ab-
weichung spricht (. Tab. 5).

Fazit des ersten forensischen
Ringversuchs zur molekularen
Altersschätzung

Der vorliegende Ringversuch sollte zei-
gen, wie vergleichbar DNA-Methylie-
rungsanalysen zur molekularen Al-
tersschätzung zwischen verschiedenen
Laboren sind, wenn unterschiedliche
Reagenzien und Analyseplattformen
verwendet werden sowie unterschiedli-
che Erfahrungsstände hinsichtlich der
Analysetechniken bestehen.
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Abb. 49Altersschätzung
anhand einesModells für
Pyrosequenzierung. Dar-
gestellt sindDaten von den
7 Laboren, die für alle 3
Marker des Pyrosequen-
zierungsmodells Ergebnis-
se übermittelt haben. Die
Streuungen der Schätzun-
gensindalsBoxplotsdarge-
stellt, daswahre Alter des
jeweiligen Probanden als
Stern. Es zeigt sich kein Un-
terschied in der Streuung
der Daten zwischen Blut-
proben (1–3) undWangen-
schleimhautproben (4–6)

Für die Minisequenzierung wurden
trotz einer hohen relativen Überein-
stimmung (ICC-C) der Messergebnisse
zwischen den Laboren deutliche Ab-
weichungen hinsichtlich der absoluten
Übereinstimmung der Messwerte (ICC-
AA) festgestellt. Dies deutet auf sys-
tematische Unterschiede zwischen den
Laboren hin, die insbesondere durch
die Verwendung unterschiedlicher Re-
agenzien und Analyseplattformen zu
erklären sind. Daraus ergibt sich, dass
eine Übertragung von Methoden zur
Methylierungsanalyse von einem auf
ein anderes Labor durchaus möglich ist,
jedoch die systematische Abweichung
der Messungen berücksichtigt werden
muss und die Referenzdaten derModelle
zur Altersschätzung dementsprechend
angepasst werden müssen [23].

Bei der Pyrosequenzierung ergaben
die ICC-Werte dagegen keine deutlichen
Hinweise auf systematische Abweichun-
genderMessergebnisse zwischendenLa-
boren. Auch die Werte der Altersschät-
zung wiesen keine systematischen Ab-
weichungen auf, die bei der Übertragung
eines Schätzmodells auf andere Labor-
bedingungen zu berücksichtigen wären.
Die Übereinstimmung der Messergeb-
nisse der prozentualen Methylierung er-
wies sich als stark markerabhängig und

war weniger von unterschiedlichen Re-
agenzien undAnalyseplattformen beein-
flusst.Wenn ein einheitlichesMarker-Set
für den deutschsprachigen Raum ange-
strebt wird, sollte dieser Aspekt bei der
Auswahl von Markern für die forensi-
sche Altersschätzung Berücksichtigung
finden. So zeigten im vorliegenden Ring-
versuch die Analyse-Assays für EDAR-
ADD und SST deutlich höhere Reliabi-
litäten und geringere Streuungen als die
Assays für KLF14 und PDE4C. Hier ist
jedoch zu beachten, dass KLF14 im Ver-
gleich zu den übrigenMarkern auch eine
geringe altersabhängige Variabilität auf-
weist, sodass sich Unterschiede in den
Messungen einzelner Labore stärker im
ICC niederschlagen.

Es ist nicht überraschend, dass Labo-
re mit weniger Erfahrung in der DNA-
Methylierungsanalyse bzw. der spezifi-
schen Sequenziermethoden eher tech-
nische Probleme berichteten als Labo-
re mit mehr Erfahrung. Unklar bleibt
noch, welche Auswirkungen der unter-
schiedliche Erfahrungsstand der einzel-
nen Labore auf die beobachteten syste-
matischenAbweichungen hat. Dies sollte
Gegenstand eines weiteren Ringversuchs
derArbeitsgemeinschaft„MolekulareAl-
tersschätzung“ werden. Dadurch kann
sich zeigen, ob neben dembis dahin fort-

geschrittenen Erfahrungsstand aller teil-
nehmenden Labore beispielsweise eine
höhere Standardisierung des Probenma-
terials durch Versendung bereits extra-
hierter Proben sowie Verwendung einer
Konvertierungskontrolle für die Bisulfit-
behandlung zu einer verbesserten abso-
lutenÜbereinstimmung vonMesswerten
zwischen Laboren führt.
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