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Einleitung

In Deutschland wurde mit der Novellie-
rung des § 81e der Strafprozessordnung
(StPO) neben den Bestimmungen der
Augen-, Haar- und Hautfarbe auch die
Altersschitzung eines Verursachers einer
unbekannten Spur auf Basis molekularer
Marker zur forensischen Analytik zuge-
lassen. Auch in der Schweiz ist eine Ge-
setzesrevision in der Entwicklung. Viele
Studien der letzten Jahre zeigten, dass
in bestimmten Bereichen des Genoms
die DNA-Methylierung (DNAm) mit
zunehmendem Alter zu- oder abnimmt
und offenbarten damit das Potenzial der
DNAm-Analyse fiir die Altersschitzung
[5, 9, 13]. Die DNAm ist eine epigene-

DieMitgliederder Arbeitsgemeinschaft Moleku-
lare Altersschatzung der Deutschen Gesellschaft
fir Rechtsmedizin (DGRM) werden am Beitrags-
ende gelistet.
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Forensische DNA-
Methylierungsanalyse
Zweiter, technischer Ringversuch der

Arbeitsgruppe ,Molekulare
Altersschatzung” der Deutschen Gesellschaft

fiir Rechtsmedizin

tische Modifizierung der DNA (v.a. von
Cytosinen im Cytosin-Phosphat-Gua-
nin[CpG]-Kontext) und ein wichtiges
regulatorisches Element fiir die Zellfunk-
tion [7]. In zahlreichen Studien konnten
verschiedene altersabhéngige DNAm-
Marker identifiziert und Altersschit-
zungsmodelle iiber die Analyse grofler
Referenzkollektive entwickelt werden
(u.a. [1-3, 16, 20, 21]). Da die DNAm
gewebespezifisch ist und potenziell von
Umwelt- und Lebensfaktoren beeinflusst
werden kann, wurden verschiedene, fiir
bestimmte Gewebetypen und Populati-
onen spezifische Modelle entwickelt, die
zudem auf unterschiedlichen Markern
sowie deren Kombinationen basieren
[6]. Abhingig vom Analyseumfang ei-
nes Modells, der v.a. auf der Zahl der
zu untersuchenden Marker beruht, ha-
ben sich verschiedene Methoden zur
DNAm-Detektion sowie der mathema-
tischen Modellierung der altersabhan-

gigen DNAm-Anderung (z.B. lineare
Regression, ,Random-forest“-Regressi-
on oder neuronale Netzwerke) etabliert.
Fiir die Anwendung eines Modells, das
in einem anderen Labor und ggf. mit
einer anderen DNAm-Detektionsme-
thode erstellt wurde, muss sichergestellt
sein, dass die DNAm identisch oder
mit einer zu normalisierenden systema-
tischen Abweichung gemessen werden
kann. Studien konnten bereits zeigen,
dass die Methoden zur DNAm-Detekti-
on zu systematischen Abweichungen der
DNAm-Messung fithren [12, 19]. Die
genutzte Methode fiir die Erstellung der
Referenzdaten und auch die Messung der
zu untersuchenden Probe muss daher
berticksichtigt werden.

Die 2018 gegriindete Arbeitsgemein-
schaft ,,Molekulare Altersschatzung® der
Deutschen Gesellschaft fiir Rechtsmedi-
zin (DGRM) hat in bisher 2 Ringversu-
chen (RV) mit Teilnehmern aus Deutsch-
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Sequenzierung zur DNAm-Analyse

Abb. 1 A Schema der DNA-Methylierung(DNAm)-Analyse. Gezeigt ist die DNAm-Analyse einer Cytosin-Phosphat-Gua-
nin[CpG]J-Position (violett dargestellt) mithilfe der Bisulfitkonvertierung, Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und anschlieBen-
der Sequenzierung. Die DNA-Methylierung einer Position im Genom ergibt sich aus dem Anteil an Molekiilen mit einer DNA-
MethylierunganderPosition vs. Molekilen mitunmethylierter Base (Formel mittleres Bild). Neben der Pyrosequenzierungund
der Minisequenzierung gibt es weitere Methoden zur Detektion der DNAm (z. B. massive parallele Sequenzierung). Bei der
Minisequenzierung wird bei Analyse des Komplementdrstranges statt des C/T-Verhaltnisses das G/A-Verhdltnis berechnet.
CE ,capillary electrophoresis”, dNTP Desoxynukleosidtriphosphat, ssDNA ,single-stranded DNA”

land und der Schweiz untersucht, wie
vergleichbar die Ergebnisse der DNAm-
Analysen zwischen den Teilnehmern
und den angewandten Methoden sind.
Dazu wurden im 1. RV eine Auswahl
etablierter Marker vorgenommen und
ein Assay zur Analyse mithilfe der Mini-
oder Pyrosequenzierung etabliert [11].
Diese Auswahl beinhaltete die Alters-
marker EDAR Associated Death Domain
(EDARADD), Kriippel-Like Factor 14
(KLF14), Phosphodiesterase 4C (PDE4C)
und Somatostatin (SST). Im Rahmen des
2. RV wurden auf Basis der Ergebnisse
vom Vorjahr Anpassungen vorgenom-
men: 1) Die Analyse basiert auf Blut-
proben und bereits extrahierter DNA,
da diese homogener aliquotiert und ver-
sendet werden koénnen, 2) kommerzielle
Kontroll-DNA wurden mitversendet,
3) der altersabhiéngige Marker ELOVL
Fatty Acid Elongase 2 (ELOVL2) wurde
hinzugenommen, 4) 2 Kontrollen fiir die
Bisulfitkonvertierung wurden eingefiigt,
und 5) die Analyse-Pipeline wurde durch
Verwendung der gleichen Reagenzien
fur die Konvertierung und Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) angepasst. Der
allgemeine Ablauf einer DNAm-Analyse
ist in @Abb. 1 gezeigt. Wie im 1. RV
sollten mit der Versendung einheitli-
cher Proben an verschiedene Labore
die technischen Schwankungen zwi-

schen den Laboren und auch zwischen
den Methoden bestimmt werden, wo-
bei die vorgenommenen Anpassungen
insbesondere zusitzliche Schwankun-
gen durch Verwendung verschiedener
Reagenzien vermindern sollten. Die Teil-
nehmer setzten sich wieder aus Laboren
mit Erfahrung in diesem Bereich und
solchen, fir die die DNAm-Analyse ein
neues Anwendungsgebiet darstellt, zu-
sammen. Vier, selbst in diesem Bereich
forschende Labore, haben im 2. RV
zudem eigene bzw. aus Forschungsko-
operationen entsprungene Assays zur
Altersschitzung getestet, wodurch u.a.
zusdtzlich Ergebnisse aus der Analy-
se mittels Hochdurchsatzsequenzierung
(massive parallele Sequenzierung, MPS)
erhalten wurden. Das Ziel des RV war
v.a. die Untersuchung der Reprodu-
zierbarkeit von DNAm-Werten bzw.
deren methodischen und laborbeding-
ten Schwankungen. Zusitzlich bot er die
Moglichkeit der Implementierung der
DNAm-Analyse in forensische Labore.
Der 2. Teil des RV, die Proben mit ei-
genen Assays zu analysieren und das
Alter zu schitzen, sollte zudem zeigen,
wie erfolgreich die Methodik in den ent-
sprechenden Laboren bereits angewandt
wird.

Material und Methoden

Probenmaterial und Vorbereitung
fir die Labore

Von 3 freiwilligen Probanden aus Deutsch-
land (chronologisches Alter: 23,49 Jahre
[weiblich]; 43,99 Jahre [mannlich] und
44,87 Jahre [weiblich]) wurde Blut in
Ethylendiamintetraessigsaure(EDTA )-

Rohrchen entnommen. Die Studie wurde
von der Ethik-Kommission der Albert-
Ludwigs-Universitit Freiburg genehmigt
(Nr. 394/19) und mit dem schriftlichen
Einverstindnis der Probanden durchge-
fithrt. Unmittelbar nach der Blutentnah-
me wurde fiir jedes der teilnehmenden
Labore je ein Tupfer (Fa. Sarstedt, Niim-
brecht) mit 100l Blut des jeweiligen
Probanden angefertigt. Zudem wur-
den 2ml EDTA-Blut/Proband direkt
mit einem modifizierten Protokoll des
QIAamp® DNA Mini Kit (Fa. Qiagen,
Hilden, Deutschland) extrahiert und je-
dem Labor 100 pl DNA-Extrakt zur Ver-
fiigung gestellt. Die Methode zur DNA-
Extraktion aus den Wattetupfern und
zur Quantifizierung innerhalb der Labo-
re wurde nicht vorgegeben und konnte
individuell gewéhlt werden. Neben den
Personenproben erhielten die Labore
aus methylierten und unmethylierten
DNA-Standards (Fa. Zymo Research
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Zusammenfassung

Mit der Entdeckung altersabhdngiger
epigenetischer Verdnderungen, der DNA-
Methylierung (DNAm), hat sich eine neue
Méglichkeit aufgezeigt, das Alter eines
Individuums zu schatzen. Die Methode wurde
intensiv erforscht und ihre Anwendung

in der forensischen Fallarbeit durch die
Aktualisierung des § 81e der Strafprozess-
ordnung (StPO) in Deutschland reguliert. Zur
Untersuchung des DNAm-Grades miissen

Dies macht die Priifung der Vergleichbarkeit
von Messergebnissen aus verschiedenen
forensischen Laboren erforderlich.

Hierzu fiihrte die Arbeitsgruppe ,Molekulare
Altersschatzung” der Deutschen Gesellschaft
fiir Rechtsmedizin (DGRM) im Winter

neue Techniken etabliert und validiert werden.

Rechtsmedizin 2021-31:202-216  https://doi.org/10.1007/500194-021-00493-6

2019/2020 den 2. Ringversuch (RV) zur
quantitativen DNAm-Analyse mithilfe der
Mini- und der Pyrosequenzierung durch.
Dieser basierte auf den Erfahrungen des
1.RV 2018/2019, dessen Ergebnisse in dieser
Ausgabe ebenfalls vorgestellt werden. Die
aktuelle Studie umfasst Analyseergebnisse
aus 12 Laboren (ingesamt 14 teilnehmende
Labore), von denen einige beide Methoden
angewandt haben. Zusatzlich fiihrten 4 Labore
eine Altersschatzung an den RV-Proben mit
eigenen Markerkombinationen und Modellen
durch. Da diese auf unterschiedlichen
Referenzdaten und Markerkombinationen
beruhen, erfolgte kein qualitativer Vergleich
der Modelle, sondern das grundsatzliche
Potenzial der Methodik wurde verdeutlicht.

J. Naue - M. Pfeifer - C. Augustin - J. Becker - J. Fleckhaus - M. Grabmiiiller - Y. Han - F. Heidorn - O. Hollaender - R. Klein-Unseld - G. Kulstein -
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Forensische DNA-Methylierungsanalyse. Zweiter, technischer Ringversuch der Arbeitsgruppe
~Molekulare Altersschatzung” der Deutschen Gesellschaft fiir Rechtsmedizin

Ziele des RV waren die Evaluierung der
Vergleichbarkeit der DNAm-Messungen und
die Bewertung mdglicher Einflussfaktoren,
wie Extraktionsmethode und verwendetes
Gerat.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die
gemessenen DNAm-Werte der untersuch-
ten Marker sowohl zwischen Mini- und
Pyrosequenzierung als auch innerhalb

der jeweiligen Methode zwischen den
Laboren unterscheiden kdnnen, sodass mit
Schwankungen gerechnet werden muss.

Schliisselworter
Epigenetik - Biomarker - Minisequenzierung -
Pyrosequenzierung - Laborleistungstests

Abstract

With the discovery of age-related epigenetic
changes DNA methylation (DNAm) has shown
new possibilities for the estimation of the
age of an individual. The method has been
intensively researched and its application

in forensic casework is regulated by an
amendment of § 81e of the German Code of
Criminal Procedures (StPO). To investigate
the degree of DNAm new techniques

must be established and validated. This

laboratories.

In winter 2019/2020 the molecular age
estimation working group of the German
Society of Legal Medicine (DGRM) conducted
a second proficiency test to investigate this

necessitatesinvestigation of the comparability
of measurement results from different forensic

comparability using minisequencing and
pyrosequencing for quantitative analysis of
DNAm. This was based on the experience from
the first proficiency test in 2018/2019, the
results of which are presented in this edition
of the journal. The current study includes the
results of DNAm analysis from 12 laboratories
(in total 14 participating laboratories), some of
which have used both methods. In addition,
four laboratories performed an age estimation
using their own marker combinations and
models. As these are based on different
reference data and marker combinations, no
qualitative comparison of the models was
done but the fundamental potential of the
methodology was clarified. The aim of the
interlaboratory comparison was to evaluate

Forensic DNA methylation analysis. Second technical collaborative exercise by the working group on
“molecular age estimation” of the German Society of Legal Medicine

the comparability of the DNAm measurements
and to assess possible influencing factors,
such as the extraction method and the device
used.

The results showed that the measured

DNAm values of the investigated markers

can differ between minisequencing and
pyrosequencing as well as within the
respective method between laboratories, so
that fluctuations are to be expected.

Keywords

Epigenetics - Biomarker - Minisequencing -
Pyrosequencing - Laboratory proficiency
testing

Europe, Freiburg, Deutschland) herge-
stellte Kontroll-DNA -Mischungen (10 %
DNAm, 50% DNAm, 90 % DNAm). Die
DNA-Konvertierung erfolgte mithilfe
des EpiTect Fast Bisulfite Conversion
Kit (Fa. Qiagen) laut Herstellerangaben
(Ausnahme in einem Labor: EZ DNA
Methylation Kit; Fa. Zymo Research).
Die Tupfer, die bereits extrahierte DNA
sowie die benétigten Primer und Proto-
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kolle wurden an alle Labore gleichzeitig
versendet. Zusitzlich erhielten die La-
bore ein Auswerteformular, um neben
den gemessenen DNAm-Werten In-
formationen zum Versuchsablauf (z.B.
eingesetzte Tupfermenge) festzuhalten
und damit mogliche Schwankungen
besser identifizieren zu kénnen.

Polymerase-Kettenreaktion und
Sequenzierung

Mithilfe des Assays wurden 5 altersab-
hingige CpG-Positionen analysiert, wo-
bei das Assay und 4 der 5 Positionen
vom 1. RV iibernommen wurden [11,
18]. Der aktuelle RV wurde um den Mar-
ker ELOVL2 erweitert und das Reakti-
onsvolumen der Multiplex-PCR im Ver-
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Tab.1 Positionen deranalysierten CpG-Positionen und verwendete Primer

Locus
PDE4C

Position GRCh38.p12 (CpG)
chr 19: 18233128

EDARADD chr 1:2363943712

SST chr 3: 187669863°

KLF14 chr 7: 130734356°

ELOVL2  chr6:11044628

°,C" vom reversen DNA-Strang

*Bei Pyrosequenzierung am 5’-Ende biotinyliert
‘Ubernommen aus [11]

“Ubernommen von [3]

PCR-Primer
F: GGTAGAGGTTTGTAGTAGGTT®
Rb: ACCACCTACCCCCTACAAAAAAAC

F: TTGGTGATTAGGAGTTTTAGTGTTTT®
RP: CCTACAAATTCCCCAAAAAACTTS

F: AGGTGAGTTTTTATTTGGTATTTAAGAAA®
RP: CTTTAAATTACCCCTTTACCCTAATCE

F: GGGAGAGGTTGTTGTAATTTAGAAGT®
RP: ACCCCCCCACTAAATCATATTTAACAAC
F: GGGGYGTAGGGTAAGTGAG?

R°: CAACRAATAAATATTCCTAAAACTCCH

Sequenzier-Primer
PS: GGTTTGTAGTAGGTTGAG®
MS: (TG)12TTCRAAACTCTAATCATACTATAACC

MS-konv: (TG)4s TACTTCRAAACTCTAATCATACTAT

PS: TGTTATGGAAGAAGTAATAGAC
MS: (TG)1sTTAACTCTAACCAAACAACCAAC

MS-konv: (TG)sAATTTAACTCTAACCAAACAACC

PS: AATTTGGGTAGTTGTTTG®

MS: (TG)23CCAAAATCAACACCAAAAATAAACC

PS: GGTTGTTGTAATTTAGAAGTTC

MS: (TG)2s TTAACAACCTCAAAAATTATCTTATCTCCC
PS: GGGYGGYGATTTGTAGGTTT

MS: (TG)7GGGAGGAGATTTGTAGGTTTAGT?

Im Ringversuch wurden 5 altersabhdngige CpG-Positionen analysiert (4 identisch zum ersten Ringversuch [11]). Zusétzlich wurden bei der Minisequenzierung
2 Nicht-CpG-Positionen zur Uberpriifung der Konvertierungseffizienz eingebaut (konv)
CpG Cytosin-Phosphat-Guanin, EDARADD EDAR Associated Death Domain, ELOVL2 ELOVL Fatty Acid Elongase 2, F/R ,forward bzw. reverse primer”,
KLF14 Krippel-Like Factor 14, MS Minisequenzierung, PDE4C Phosphodiesterase 4C, PS Pyrosequenzierung, SST Somatostatin

gleich zum 1. RV halbiert. Die PCR-
und der Minisequenzierung-Primer von
ELOVL2 wurden der Literatur entnom-
men [3], wobei der (TG)-Primer-Uber-
hang am 5'-Ende beim Minisequenzier-
Primer fiir das Assay in der Linge an-
gepasst wurde ([TG]). Fiir die Pyrose-
quenzierung wurden neue Primer erstellt
und am ,reverse PCR primer“ ein Bio-
tin angehéngt (8 Tab. 1). Durch das fina-
le Assay werden folgende altersabhingi-
ge CpG-Positionen (GRCh38.p12) unter-
sucht: PDE4C (chr 19:18233128), EDAR-
ADD (chr 1: 236394371), SST (chr 3:
187669863), KLF14 (chr 7: 130734356),
ELOVL2 (chr 6: 11044628). Mit Ausnah-
me von ELOVL2 handelt es sich hierbei
um das Cytosin vom Antisense-DNA-
Strang. Sowohl die Singleplex-PCR fiir
die Pyrosequenzierung als auch die Mul-
tiplex-PCR fiir die Minisequenzierung
wurden mit dem PyroMark PCR Mas-
ter Mix (Fa. Qiagen) durchgefiihrt. Fir
die Minisequenzierung wurden die PCR-
Produkte mithilfe von ExoSAP-IT™ PCR
Product Cleanup Reagent (Fa. Thermo
Fisher Scientific [TFS], Waltham, MA,
USA) oder der rAPid Alkaline Phospha-
tase (1U/ul; Fa. Roche, Basel, Schweiz)
in Verbindung mit der Exonuclease I
(20 U/pl; Fa. New England Biolabs, Ips-
wich, MA, USA) enzymatisch aufgerei-

nigt. Die ,,Single-base-extension“-Reak-
tion wurde in einem Ansatz von 5,5ul
mit dem SNaPshot™ Multiplex Kit (Fa.
TFS) mit 25 Zyklen (10s bei 96°C, 55
bei 55°C, 30 s bei 60 °C und anschlieflend
10 min bei 60°C) durchgefiihrt und das
Sequenzierprodukt mit der rAPid oder
Shrimp Alkaline Phosphatase (Fa. TES)
aufgereinigt. Die Sequenzierung erfolgte
auf dem 3130/3130x] oder 3500/3500x]
Genetic Analyzer (Langenstandard: Ge-
neScan™ 120 LIZ™; Fa. TES). Die Pyrose-
quenzierung erfolgte laut Herstellerpro-
tokoll entsprechend dem verwendeten
Gerit (PyroMark Q24/Q24 Advanced,
PyroMark Q48; alle Fa. Qiagen).

Die DNAm an der jeweiligen Positi-
on wurde bei beiden Methoden jeweils
aus dem Quotienten der Signale fiir
urspriinglich methylierte und unmethy-
lierte Molekiile berechnet. Die Signale
basieren in beiden Fillen auf Fluo-
reszenzsignalen, wobei es sich bei der
Minisequenzierung um relative Fluo-
reszenzeinheiten (,,relative fluorescence
units, RFU) der eingebauten farblich
markierten Nukleotide handelt und bei
der Pyrosequenzierung um quantitative
Fluoreszenzsignale, die mit der Menge
an freigesetztem Pyrophosphat beim
Baseneinbau gekoppelt sind. Bei der
Minisequenzierung erfolgt die Berech-

nung der DNAm manuell und bei der
Pyrosequenzierung automatisiert iiber
die Software. Die vollstindige Konver-
tierung aller unmethylierten Cytosine
wurde iiber die Konvertierungseffizienz
verschiedener Cytosine auflerhalb eines
CpG-Kontextes, die unmethyliert vor-
liegen und somit vollstindig konvertiert
werden miissten, kontrolliert (Konvertie-
rungseffizienz=100% - DNAm%). Da
bei der Minisequenzierung nur eine ein-
zelne Basenposition und nicht wie bei der
Pyrosequenzierung ein gesamter DNA-
Abschnitt sequenziert wird, wurden hier
zusdtzlich 2 Nicht-CpG-Positionen in
den Amplikons von EDARADD und
PDEA4C analysiert.

Ergebnisse

Insgesamt nahmen 14 Labore am Ring-
versuch teil, von denen 2 Labore die
DNAm mit beiden Methoden analysier-
ten. Eine Ubersicht zu den eingesetzten
Reagenzien befindet sichin @ Tab. 2. Zwei
Labore konnten durch Schwierigkeiten
bei der Sequenzierung bzw. DNAm-De-
tektion, trotz erfolgreicher DNA-Extrak-
tion und Konvertierung, keine DNAm-
Ergebnisse generieren. Zum Teil konn-
ten aufgrund technischer Probleme nicht
fiir alle Marker und Proben Ergebnisse
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Tab.2 Verwendete Reagenzien/Kits der Teilnehmer

Methodik Kit/Reagenzienname Anzahl (n) der
Labore

DNA-Extraktion

Saulenbasiert QiaAmp® Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland) 4

PrepFiler™ (Fa. Thermo Fisher Scientific [TFS], Waltham, 1

MA, USA)
PrepFiler Express BTA™ Forensic DNA Extraction Kit (Fa. 1
TFS)
,Beads” EZ1 DNA Investigator Kit (Fa. Qiagen) 2
DNA 1Q™ Casework Pro for Maxwell® Kit (Fa. Promega, 5
Madison, WI, USA)
Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit (Fa. Promega) 1
DNA-Quantifizierung
Quantitative PCR  PowerQuant® (Fa. Promega) 6
(Real-Time-PCR) |, yestigator Quantiplex Pro (Fa. Qiagen) 3
Quantifiler™ Trio (Fa. TFS) 2
Fluoro- oder Qubit™ dsDNA HS Assay Kit/Qubit® fiir Fluorometer (Fa. 1

fotometrisch TFS)

QuantiFluor® ONE dsDNA System/Quantus™ Fluorometer 1

(Fa. Promega)
NanoDrop (Fa. TFS)
Bisulfitkonvertierung

Chemisch mit-
hilfe von Bisulfit

DNA-Quantifizierung

Nachweis kon-
vertierter DNA TFS)

(ssDNA) NanoDrop (Fa. TFS)

EpiTect Fast Bisulfite Conversion Kit (Fa. Qiagen) 13
EZ DNA Methylation Kit (Fa. Zymo Research) 1

Qubit™ dsDNA ssDNA Assay Kit/Qubit® Fluorometer (Fa. 2

Nachweis unkon- Qubit™ dsDNA BR Assay Kit/Qubit® Fluorometer und 1

vertierter Rest- Quantifiler Trio (Fa. TFS)

DNA (dsDNA) PowerQuant® (Fa. Promega) 3

DNAm-Analyse (nur erfolgreiche Analysen)

Minisequen- Genetic Analyzer 3130/3130x/-POP4™ (Fa. TFS) 4

zierung Genetic Analyzer 3130/3130x/-POP6™ (Fa. TFS) 1
Genetic Analyzer 3130/3130x/-POP7™ (Fa. TFS) 1
Genetic Analyzer 3500/3500x/-POP4™ (Fa. TFS) 2

Pyrosequen- PyroMark Q48 (Fa. Qiagen) 4

zierung PyroMark Q24/Q24 Advanced (Fa. Qiagen) 2

Die verschiedenen Materialien und Methoden sind mit Angabe der Anzahl der Teilnehmer fiir die

einzelnen Schritte im Versuchsablauf aufgefiihrt

dsDNA ,double-stranded DNA", DNAm DNA-Methylierung, PCR Polymerase-Kettenreaktion, ssDNA

,single-stranded DNA”

tibermittelt werden. Vier Labore schit-
zen zudem das Alter der RV-Proben iiber
eigene Modelle und mit z. T. abweichen-
den Markern auf Basis der Pyrosequen-
zierung oder der massiven parallelen Se-
quenzierung (MPS).
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Extraktion und Quantifizierung der
erhaltenen Blutproben

Die Extraktion der DNA vom gesam-
ten oder von einem Teil des Tupfers
erfolgte in allen Laboren mit kommer-
ziellen Kits, die auf der Sdulen- oder
»Bead“-Extraktion basieren (@ Tab. 2).
Die DNA-Ausbeute aus den Tupfern
zeigte grofle Schwankungen, wobei mehr

DNA aus den auf ,magnetic beads“ ba-
sierenden Methoden erhalten wurde
(B Abb. 2a), unabhingig vom Anteil des
eingesetzten Tupfers (8 Abb. 2b). Die
direkt versendete DNA wies ebenfalls in
den Quantifizierungen Differenzen auf
(Mittelwerte mit Standardabweichung:
DNA-Extrakt 1: 22,29 + 8,42 ng/l, DNA-
Extrakt 2: 16,15+ 5,16 ng/ul, DNA-Ex-
trakt 3: 34,09+ 12,74 ng/ul), sodass ein
Teil der beobachteten Schwankungen bei
der DNA-Ausbeute auch auf technische
Variationen bei der Quantifizierung zu-
riickzuftihren ist. Die Auswertung zeigt
zudem, dass Proband 3 bei der Blutab-
nahme die hochste Anzahl kernhaltiger
Leukozyten besaf3, da sowohl im versen-
deten DNA-Extrakt 3 als auch in den
DNA-Extraktionen aus Tupfer 3 meist
die héchste DNA-Menge erhalten wurde
(B Abb. 2b).

Bisulfitkonvertierung und
anschlieBende Quantifizierung

Der Erfolg der Bisulfitkonvertierung bzw.
die ,,recovery®, also die Menge an erhal-
tener konvertierter DNA nach der Bi-
sulfitbehandlung, wurde in 7 Laboren
untersucht. Dabei maflen 3 Labore die
erhaltene einzelstringige DNA (ssDNA)
mithilfe fotometrischer oder fluorome-
trischer Verfahren. Vier Labore quanti-
fizierten die noch verbliebene doppel-
strangige DNA (dsDNA), deren Vorhan-
densein auf eine unvollstindige Konver-
tierung hinweist, da die DNA nach der
Bisulfitkonvertierung einzelstringig vor-
liegt. Von keinem der Labore wurden
Hinweise auf eine fehlgeschlagene Kon-
vertierung gefunden, jedoch wurde bei
der Messung der ssDNA mithilfe des
Qubit® (Fa. TFS) in einem Labor im
Anschluss der Bisulfitkonvertierung ei-
ne hohere DNA-Menge gemessen, als ur-
spriinglich fiir die Konvertierung genutzt
wurde (s. Abschn. ,,Diskussion®).

Die Uberpriifung der Bisulfitkonver-
tierung anhand der Kontrollmarker in
der Minisequenzierung zeigte keine sys-
tematischen Probleme bei der Konvertie-
rungselbst. Zwar detektierten2 Laborean
den Kontrollpositionen Nachweis-Peaks
fir unkonvertierte DNA, diese konnten
jedoch als hohe Hintergrundfluoreszenz
(Peaks nicht gut von der Basislinie ab-
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Abb. 2 A DNA-Ausbeute aus der Tupferextraktion in Abhangigkeit von der Methode (a) und der eingesetzten Tupfermen-
ge (b).a Die Extraktion mithilfe von ,magnetic beads"” fiihrte zu einer h6heren DNA-Gesamtausbeute. Fiir eine genaue Auflis-
tung des spezifischen Kits: @ Tab. 1. b Zum Teil wurde fiir die Analyse ein Drittel, die Hélfte oder alles vom Tupfer eingesetzt.
Zu bedenken ist, dass Schwankungen auch durch die Methoden der Quantifizierung in den Laboren auftreten kénnen

grenzbar) bzw. Geriteartefakt (kein Peak
bei Wiederholung auf anderem Gerit)
identifiziert werden. Bei der Pyrosequen-
zierung fithrt die Software die Kontrolle
der vollstindigen Konvertierung auf Ba-
sis voreingestellter Schwellenwerte auto-
matisch durch und gibt dem Anwender
auf dieser Basis einen qualitativen Hin-
weis zum Erfolg der Konvertierung. Ma-
nuell kann man zudem die Peak-Hohen
im Pyrogramm auswerten, um die Kon-
vertierungseffizienz zu bestimmen.
Anhand der berechneten Konver-
tierungseffizienz konnte qualitativ kein
Unterschied zwischen den verschiede-
nen Extraktionsverfahren beobachtet
werden. Alle Methoden generierten
»saubere“ DNA ohne Inhibition fiir die
Bisulfitkonvertierung. Ebenfalls konn-
ten keine Unterschiede zwischen den
Ergebnissen der identisch extrahier-
ten Blutproben (DNA-Extrakte 1, 2, 3)
und individuell extrahierten Blutproben
(Blute 1, 2, 3) festgestellt werden.

Sequenzierung zur DNA-
Methylierungsanalyse

Minisequenzierung
Vier der altersabhéngigen CpG-Positio-
nen (EDARADD, SST, PDE4C, KLF14)
sowie die Nicht-CpG-Kontrollen werden
tiber blaue (methyliertes Cytosin) bzw.
griine Fluoreszenzfarbstoffe (unmethy-
liertes Cytosin) detektiert. Bei ELOVL2
wird hingegen ein gelber (schwarz im
Elektropherogramm) (methyliertes Cy-
tosin) bzw. roter (unmethyliertes Cyto-
sin) Fluoreszenzfarbstoff detektiert. Die
Position im Elektropherogramm wird
tiber die Linge des Primers bestimmt
(einschlielich Uberhang; @ Abb. 3).
Eine erfolgreiche Minisequenzierung
wurde in 8 Laboren mit dem Genetic
Analyzer 3130/3130x! oder 3500/3500x!
durchgefihrt (@Tab. 1). Die Ergebnis-
se der Minisequenzierungen wiesen gro-
B¢ Unterschiede der Signalintensititen
zwischen den Markern und Farbkani-
len auf, die die Analyse vor allen Din-
genbeigeringer Signalintensitét erschwe-
ren. Bereits im 1. RV zeigten sich die-
se Probleme fiir PDE4C und KLF14. Da
die Imbalancen zwischen den Markern
aus einer ungleichmifligen Amplifikati-

on wihrend der Multiplex-PCR resul-
tieren, muss der PCR-Ansatz fiir diese
Markerkombination fiir zukiinftige An-
wendungen optimiert werden. Fir die
Analysen mussten in einigen Laboren
die Analyseparameter der Kapillarelek-
trophorese (z.B. die Injektionszeit) an-
gepasst werden, um ausreichende, aber
nicht zu schwache oder starke Fluores-
zenzsignale aller Marker zu erhalten.
Die mithilfe der Minisequenzierung
gemessenen DNAm-Werte zeigten zwi-
schen den Laboren fiir PDE4C und
EDARADD die grofiten absoluten Ab-
weichungen zwischen den gemessenen
DNAm-Werten, wihrend die Ergeb-
nisse insbesondere fiir KLF14 weniger
abwichen (z.B. bei Blut der Person 1
mit einer Spannbreite bei EDARADD
von 22,9DNAm% und bei KLF14 mit
5,55DNAm%). Zwischen den versen-
deten DNA-Extrakten und der selbst
extrahierten DNA aus den Tupfern fand
sich kein systematischer Unterschied
der DNAm Werte (8 Abb.4). Im 1. RV
waren bei EDARADD die geringsten
Schwankungen zu verzeichnen. Dies
steht jedoch nicht im Gegensatz zu den
hier prasentierten Ergebnissen, sondern
kommt durch die geringeren gemes-
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Abb. 3 A Beispiel fiir ein Elektropherogramm der DNA-Methylierungsanalyse mithilfe der Minisequenzierung. Das Elektro-

pherogramm zeigt das Ergebnis fiir die Analyse vom DNA-Extrakt der Person 1. ELOVL Fatty Acid Elongase 2 (ELOVL2) befindet
sichim roten (T-unmethyliert) und gelben (schwarz dargestellt) (C-methyliert) Farbkanal, wahrend die anderen Marker (Kon-
trollmarker, EDAR Associated Death Domain [EDARADD], Phosphodiesterase 4C[PDE4C], Somatostatin [SST], Kriippel-Like Factor
14 [KLF14]) durch Sequenzanalyse des komplementdren DNA-Strangs im griinen (A-unmethyliert) und blauem (G-methyliert)
Farbkanal detektiert werden. Die 2 Konvertierungskontrollen (EDARADD_konv, PDE4C_konv) zeigen bei erfolgreicher Konver-
tierung nur ein Signal im griinen Kanal (nur unmethylierte DNA)

senen Schwankungen bei den anderen
Markern im 2. RV gegeniiber dem 1. RV
zustande.

Pyrosequenzierung
Die DNAm wurde in 6 Laboren mit dem
PyroMark Q48 (4-mal) oder dem Py-
roMark Q24/Q24 Advanced (2-mal) be-
stimmt (B Tab. 2, Beispiel in @ Abb. 5).
Die Ergebnisse fiir die versendete
DNA und die selbst extrahierte DNA
aus den Tupfern mit Blut sind in @ Abb. 6
dargestellt.

Vergleich der Methoden und
Gerate

Die verwendeten Methoden und Geri-
te werden im Folgenden am Beispiel der
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versendeten DNA-Extrakte und nichtder
Blutproben verglichen, um den potenzi-
ellen Einfluss der abweichenden Extrak-
tionsmethodik auszuschlieflen. Die Er-
gebnisse der Minisequenzierung zeigten
v.a. bei PDE4C und EDARADD grofie-
re Schwankungen im Vergleich zu der
Pyrosequenzierung (8 Abb. 7).
Geriteabhingig (3130 vs. 3500 und
Q48 vs. Q24/Q24 Advanced) zeigten
sich sowohl in der Mini- als auch der
Pyrosequenzierung v.a. in EDARADD
Unterschiede; diese waren z.T. in den
anderen Markern nur als Tendenz zu
beobachten: Die Ergebnisse vom Genetic
Analyzer 3500/3500x! lagen im niedrige-
ren Bereich der mithilfe der Minisequen-
zierung gemessenen DNAm-Werte. Die
PyroMark-Q24/Q24-Advanced-Werte

befanden sich eher im oberen Spektrum
im Vergleich zu den DNAm-Werten
des PyroMark Q48. Ob dies tatséichlich
geritespezifische Effekte sind, lasst sich
bei je nur 2 Laboren, die einen Genetic
Analyzer 3500/3500x] bzw. PyroMark
Q24/Q24Advanced verwendeten haben,
nicht feststellen.

Einzelbeobachtungen aus
Replikatanalysen

Replikatanalysen ~wurden vereinzelt
durchgefithrt. ~ Duplikatwerte  der
DNAm-Analyse wurden fir die Mini-
sequenzierung von 3 (Blutproben) bzw.
4 (DNA-Extrakte) Laboren eingereicht
und fiir die Pyrosequenzierung von 4
(Blutproben) bzw. 5 (DNA-Extrakte)
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Abb. 4 A DNA-Methylierung(DNAm)-Werte nach Minisequenzierung. Die Ergebnisse der einzelnen Labore sindin Abhangig-
keit von den einzelnen Markern und Personen aufgetragen. Es wurde unterschieden, ob der DNAm-Wert aus der Analyse der
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ated Death Domain, ELOVL2 ELOVL Fatty Acid Elongase 2, KLF14 Kriippel-Like Factor 14, PDE4C Phosphodiesterase 4C, SST
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Abb. 5 A Pyrogramm von ELOVL Fatty Acid Elongase 2 des DNA-Extraktes von Person 3. Fiir die weitere Analyse wurde die
erste Cytosin-Phosphat-Guanin(CpG)-Position (hier 40 % DNA-Methylierung, DNAm) verwendet. Der orangene Balken zeigt
die Kontrollposition fiir die Bewertung der Konvertierungseffizienz (es darf in diesem Fall kein C-Peak erscheinen)
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Abb. 6 A DNA-Methylierung(DNAm)-Werte nach Pyrosequenzierung. Die Ergebnisse der einzelnen Labore sind in Abhan-
gigkeit von den einzelnen Markern und Personen aufgetragen. Es wurde unterschieden, ob der DNAm-Wert aus der Analyse
der bereits extrahierten DNA (hellblau) oder aus Blut mit eigener DNA-Extraktion (dunkelblau) gewonnen wurde. Die y-Achse
wurde zur besseren Visualisierung der Schwankungsbreite der DNAm-Werte bei SST und KLF14 angepasst. EDARADD EDAR
Associated Death Domain, ELOVL2 ELOVL Fatty Acid Elongase 2, KLF14 Kriippel-Like Factor 14, PDE4C Phosphodiesterase 4C, SST
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Abb. 7 A Vergleich der Sequenziermethoden/Gerdte anhand der DNA-Methylierung(DNAm)-Werte am Beispiel der Ergeb-
nisse aus der bereits extrahierten DNA. Die erhaltenen DNAm-Ergebnisse fiir die verschiedenen Marker der teilnehmenden
Laboresindaufgetragen.Es wurde unterschieden, ob der DNAm-Wert mithilfe der Minisequenzierung (Genetic Analyzer3130
hellrot, Genetic Analyzer 3500 [Fa. TFS Waltham, MA, USA]l dunkelrot) oder der Pyrosequenzierung (PyroMark Q48 hellblau, Py-
roMark Q24 [Fa.Qiagen, Hilden, Deutschland] dunkelblau) detektiert wurde. EDARADD EDAR Associated Death Domain, ELOVL2
ELOVL Fatty Acid Elongase 2, KLF14 Kriippel-Like Factor 14, PDE4C Phosphodiesterase 4C, SST Somatostatin
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Abb. 8 A Altersschdtzung der Blutproben sowie DNA-Extrakte in Abhdngigkeit von der Detektions-
methode. Die Ergebnisse der einzelnen Labore sind in Abhangigkeit von der Methode und der Probe
aufgetragen. Es wurde unterschieden, ob der DNA-Methylierung(DNAm)-Wert aus der bereits extra-
hierten DNA oder aus Blut mit eigener DNA-Extraktion bestimmt wurde. Schwarzer Punkt: Alter der

Probanden

Laboren. Es fanden sich laborabhén-
gig verschieden starke Schwankungen
in den DNAm-Werten fir die Repli-
kate und somit Reproduzierbarkeit der
DNAm-Werte. Es wurden sowohl fiir
die Minisequenzierung also auch fiir
die Pyrosequenzierung Schwankungen
bis zu 8 DNAm% gemessen. Wie bereits
erwahnt, wurde zusdtzlich aufgrund ei-
ner sehr geringen DNA-Menge in der
Zweitanalyse in einem Fall eine Schwan-
kung von 21 DNAm% (Minisequenzie-
rung) festgestellt. Bei den Replikaten
der DNA-Extrakte blieben mit einigen
Ausnahmen die Schwankungen fast im-
mer unter 5DNAm%. So wurde bei der
Minisequenzierung eine Schwankung
von 6DNAmM% (PDE4C) bzw. der Py-
rosequenzierung insgesamt 3-mal ein
Unterschied von mehr als 5DNAmM%
(9 und 8% in ELOVL2, 6% in PDE4C)
gemessen. Hierbei scheint es sich jedoch
eher um Ausreifler zu handeln.

Ein Labor, das den Tupfer geteilt und
daher 2 unabhingige Extraktionen der-
selben Probe durchgefiihrt hatte, erhielt
im ersten Extrakt 4,4ng/pl (ein Drittel
des Tupfers) und im zweiten 0,4ng/pl
(zwei Drittel des Tupfers) DNA. Beide
Extrakte wurden unabhingig voneinan-
der analysiert und daher einmal 88ng
und einmal nur rund 2,7 ng DNA kon-
vertiertundinbeidenFillen1 plindiean-
schlieflende PCR eingesetzt. Abweichun-
gen der DNAm-Werte zwischen den bei-
den Analysen bis zu 21 % (ELOVL2 43 %

vs. 64 %) waren zu beobachten, wobei die
DNAm-Werte von Extrakt 1 vergleichbar
mit den Werten der anderen Labore wa-
ren. Dies kann auf stochastische Effekte
beizu wenig eingesetzter DNA hinweisen
(s. Abschn. ,,Diskussion®).

Berechnung des Alters auf Basis
der Mini- und Pyrosequenzierung

Das Ziel des RV war, wie im 1. RV, die
Untersuchung der technischen Schwan-
kungen bei Verwendung verschiedener
Gerite und Methoden. Daher wurden fiir
den RV bereits in verschiedenen Labo-
ren und Studien etablierte altersabhén-
gige DNAm-Marker ausgewdhlt. Die da-
durch erhaltene Kombination der ana-
lysierten Positionen wurde bisher nicht
in einem Modell fiir die Altersschitzung
berticksichtigt. Um einen Einblick zu er-
halten, welchen Effekt die Schwankungen
bei den Messungen im 2. RV auf eine Al-
tersschitzung haben konnten, wurde auf
Basis von noch nicht publizierten Blut-
DNAm-Daten (MPS-Daten auf Basis von
4 der 5 CpG-Positionen sowie bei PDE4C
eine Nachbarposition [chr 19:18233105],
wie auch in der Studie von Weidner et al.
2014 [20]) verwendet und damit ein vor-
laufiges Modell unter Verwendung der
»Random-forest“-Regression erstellt. Es
ist zu berticksichtigen, dass das Modell
auf einer sehr geringen Zahl von Trai-
ningsdaten basiert und nur einen Pro-
banden jiinger als Person 2 beinhaltet

(16 Probanden zwischen 21 und 60 Jah-
ren). Da alle Labore dieselben Proben
analysierten, konnen die erhaltenen Ab-
weichungen zwischen den Laboren je-
doch alleinig auf technische Unterschie-
de zuriickgefithrt werden und sind un-
abhingig von der Genauigkeit des Mo-
dells. Da die Altersschitzung unter Nut-
zung dieses Modells nur einen Einblick
iiber die zu erwartenden Schwankungen
bei der Altersschitzung auf Basis der in
dem RV erhaltenen DNAm-Werte und
der Messschwankungen geben soll, wur-
de zur Bewertung nicht die mittlere abso-
lute Abweichungzum realen Alter gemes-
sen, sondern die mittlere absolute Ab-
weichung (,,median absolute deviation®,
MAD) zum Mittelwert der Altersschit-
zungen. Eine Altersschitzung war nur
moglich, wenn ein Labor zu einer Probe
alle 5 DNAm-Werte detektieren konnte.
Wie bereits an den DNAm-Werten er-
kennbar, ergab sich kein systematischer
Unterschied zwischen der Verwendung
von Blut oder bereits extrahierter DNA
aus Blut (B Abb. 8). Zudem zeigte sich,
dass mitbeiden Detektionsmethoden gu-
te Schitzungen erhalten werden kénnen
und technisch bedingte Abweichungen
sowohl mit der Pyro- als auch der Mini-
sequenzierung auftreten (@ Tab. 3).

Ergebnisse der Altersschatzung
mit frei gewahlten Markern und
Modellen

Vier Labore fithrten zusitzlich Alters-
schitzungen mit eigenen Assays und Mo-
dellen durch, wobei 2 Labore die Tech-
nik der MPS und 2 Labore die Pyrose-
quenzierung nutzten. Die Modelle fiir die
Altersschitzungen unterschieden sich in
den 4 Laboren in Bezug auf die Aus-
wahl und Kombination der Marker so-
wie Umfang und Auswahl der Probenkol-
lektive fiir die Ermittlung der Referenz-
daten ([8, 10, 16, 17]; @ Tab. 4). Jeweils
mit dem entsprechenden Modell konnte
Labor 5 mithilfe der MPS alle Proben
und Labor 9 mithilfe der Pyrosequen-
zierung 5 der 6 Proben innerhalb eines
Fehlerbereiches von + 5 Jahren schitzen.
Die Altersschitzung von Labor 4 mithil-
fe der MPS fithrte zu einer Uberschit-
zung des Alters aller Proben. Labor 4
verwendete den von Heidegger et al. [10]
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Tab. 3
und in Abhangigkeit von der Detektionsmethode

Im Mittel errechnete Altersschitzungen und Schwankungen fiir die einzelnen Proben

Probe Minisequenzierung Pyrosequenzierung
MW, geschitztes MAD zum MW, geschitztes MAD zum
Alter (Jahre) MW (Jahre) Alter (Jahre) MW (Jahre)
Person 1 DNA- 46,15 1,88 46 3,63
Extrakt
Blut- 44,86 0,63 47,37 1,64
Tupfer
Person 2 DNA- 37,14 3,65 33 1,18
Extrakt
Blut- 36,6 4,61 36,67 5,19
Tupfer
Person 3 DNA- 48 1,09 48,87 1,26
Extrakt
Blut- 47,84 1,5 48,32 0,6
Tupfer

Aus den Altersschdtzungen pro Labor wurde der Mittelwert (MW) gebildet und die mittlere absolute
Abweichung (,median absolute deviation’, MAD) von diesem berechnet. Es wurde unterschieden, ob
der DNA-Methylierung(DNAm)-Wert aus dem versendeten Tupfer oder der bereits extrahierten DNA
erhalten wurde. Die Werte beschreiben die Schwankung der Altersschdtzung zwischen den Laboren,
bedingt durch die DNAm-Detektion, unabhdngig vom Berechnungsmodell und dem eigentlichen

chronologischen Alter

Tab.4 Vonden Laboren mit eigenem Assay geschatzte Alter und Abweichungen zum wahren

Alter der Probanden
Probe Probanden- Geschatzte Alter
alter (Jahre) | apor 4 Labor 5 Labor 9 Labor 12

DNA1 4487 49,81 49,5 52 54

+4,94 +4,83 +7,13 +9,13
Blut1 44,87 48,81 43,88 45 43

+3,94 -09 +0,13 -1,8
DNA2 2349 27,19 21,33 21 24

+3,7 -2,18 -2,49 +0,51
Blut2 23,49 29,38 28,35 19 38

+5,89 +4,86 -4,49 +14,51
DNA3 4399 52,11 45,44 46 49

+8,12 +1,45 +2,01 +5,01
Blut3 43,99 50,14 43,51 47 44

+6,15 -0,48 +3,01 +0,01
Anzahl der CpG, Me- 5 CpG, MPS- 10 CpG, selektiertaus 3 CpG,Py- 5 CpG, Py-
thode, ggf. Referenz Assay-Prototyp  [16], MPS rosequen-  rosequen-

[10,21] zierung [8]  zierung [17]

Es sind die Alter der Probanden und auch die berechneten Werte/Abweichungen in Jahren angegeben.
DNA 1,2 und 3 entstammen aus denselben Proben wie die verteilten Bluttupfer
CpG Cytosin-Phosphat-Guanin, MPS massive parallele Sequenzierung

geschilderten Assay-Prototyp sowie das
dort beschriebene statistische Modell in
Kombination mit einer laboreigenen, im
Vergleich zu Heidegger et al. [10] abge-
wandelten, Probenaufbereitung. Da ein
Einfluss einer methodeninduzierten Ver-
zerrung, insbesondere durch die Bisul-
fitkonvertierung, noch nicht umfassend
evaluiert wurde, wird an dieser Stelle die
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Wichtigkeit der Uberpriifung des statis-
tischen Modells in Bezug auf die laborin-
ternen Abldufe sowie eine ggf. erforder-
liche Anpassung des Modells hervorge-
hoben. Dies ist derzeit u.a. Forschungs-
gegenstand im assoziierten Konsortium.
Die Altersschitzungen in Labor 12 wi-
chen z.T. sehr stark vom tatsichlichen
Alter ab. Dabei konnte keine Systematik

der Abweichung in Bezug auf den un-
tersuchten Probanden oder das Proben-
material (Extrakt oder Blut) festgestellt
werden.

Diskussion

Von 14 teilnehmenden Laboren konnte
die DNAm-Analysein 12 Laboren erfolg-
reich durchgefithrt werden. Probleme
bei den Analysen, von in diesem Be-
reich weniger routinierten Teilnehmern,
konnten zumeist durch gemeinsames
Troubleshooting und Wiederholungen
gelost werden, oder die betreffenden
Teilergebnisse wurden bei der Auswer-
tung des RV ausgeschlossen. Es ist aber
davon auszugehen, dass eine Optimie-
rung der Methodik und zunehmender
Erfahrungsgewinn dazu fiihren, dass
bisherige technische Probleme gelost
werden. Dies zeigt, wie auch im 1. RV,
dass Erfahrungen gesammelt werden
miissen. In dieser Form war der RV ein
gutes Training fiir ,, Anfinger” in diesem
Bereich und konnte deutlich aufzeigen,
welche Informationen und Hilfestellun-
gen die Implementierung erleichtern.
Zudem findet sich im Vergleich der
absoluten Schwankungsbereite der Mes-
sewerte eine Verbesserung im Vergleich
zum 1. RV, die neben der vereinheitlichen
Nutzung von Reagenzien wohl auch auf
einen Lerneffekt zuriickzufiihren ist.

Einfluss des Probenmaterials und
der Extraktion

Die erhaltenen Ergebnisse des aktuellen
RV beziehen sich nur auf Blutproben. Bei
einem anderen Probenmaterial wie Spei-
chel oder Wangenschleimhautabrieben
konnten aufgrund der Zellzusammen-
setzung oder der inhomogenen Vertei-
lung des Zellmaterials (Viskositat beim
Speichel, ungleiche Materialantragung
bei Wangenschleimhautabrieben) be-
reits durch das Probenmaterial selbst
hohere Schwankungen auftreten. Um
das Ausgangsmaterial im diesjdhrigen
RV moglichst homogen zu halten, wurde
daher Blut, das zudem in ausreichen-
der Menge von den Probanden erhalten
werden konnte, fiir den RV verwen-
det. Zusitzlich wurde bereits extrahierte
DNA (auch aus Blut der 3 Probanden)



an alle Labore versendet, um mogliche
Unterschiede bei der Schwankungsbreite
der gemessenen DNAm-Werte, bedingt
durch die Extraktionen in den Laboren,
besser zu identifizieren.

Alle Labore verwendeten in der Fo-
rensik etablierte kommerzielle Kits zur
DNA-Extraktion, die sich neben den
einzelnen Reagenzien vor allen Dingen
in der Extraktionstechnik (sdulenba-
siert oder mithilfe von Magnetic beads)
unterschieden. Keines der verwende-
ten Kits hatte einen inhibitorischen
Einfluss auf die Bisulfitkonvertierung;
alle untersuchten Proben wurden voll-
stindig konvertiert. Eine inkomplette
Konvertierung im Bereich der Primer-
Bindungsstelle konnte zum Verlust des
Nachweises einzelner Molekiile fiihren,
da diese nicht amplifiziert werden wiir-
den. Der generelle Erfolg der PCR und
damit auch einer erfolgreichen Kon-
vertierung der DNA kann mithilfe der
Gelanalyse nach der PCR iberpriift
werden. Die Verwendung verschiedener
Extraktionstechniken kann jedoch zu
Unterschieden bei der DNA-Ausbeute
fihren, da manche Extraktionsproto-
kolle auf eine moglichst hohe DNA-
Ausbeute abzielen, wiahrend andere den
Schwerpunkt auf eine Extraktion ,,saube-
rer DNA mit optimaler Entfernung von
Inhibitoren setzen und der oft dadurch
hohere Verlust an DNA einkalkuliert
wird. Grundsitzlich hat die DNA-Men-
ge, die fir eine quantitative DNAm-
Analyse eingesetzt wird, einen Einfluss
auf die Genauigkeit der DNAm-Analy-
se. Optimalerweise sollten mindestens
10 ng konvertierte DNA eingesetzt wer-
den [15]. Im aktuellen RV standen 100 pl
Blut zur Verfiigung, die ausreichend
Material fiir die geplanten Analysen ent-
halten sollten. Allerdings zeigten sich bei
einigen Laboren sehr schwankende und
niedrige Extraktionseffizienzen. Diese
Ergebnisse machen deutlich, wie wichtig
nicht nur das Wissen iiber die Ausgangs-
menge genomischer DNA, sondern auch
tiber die in die PCR eingesetzte Menge
konvertierter DNA ist. Da die Konver-
tierung jedoch ein maximales Volumen
von 40 ul DNA-Extrakt erlaubt, konnte
eine Elution in ein kleineres Volumen
nach der Extraktion von Vorteil sein.
Ein Labor beobachtete jedoch auch, dass

die Verwendung einer zu hohen Menge
an konvertierter DNA in der anschlie-
flenden PCR zu Hemmungen fithren
kann. Fir eine wirklich genaue Quan-
tifizierung bisulfitkonvertierter DNA ist
jedoch eine fiir bisulfitkonvertierte DNA
spezifische quantitative (q)PCR notig,
die derzeit nicht kommerziell verfiigbar
ist. Als Nidherungswert kann die ein-
zelstrangige DNA direkt oder indirekt
tiber fotometrische oder fluoreszenzba-
sierte Verfahren gemessen werden. Dass
es sich dabei aber tatsichlich nur um
Niherungswerte handelt, zeigen die Er-
gebnisse der fluorometrischen Analyse
eines RV-Teilnehmers, der eine grofiere
Menge an konvertierter DNA maf als
urspriinglich in die Konvertierung ein-
gesetzt wurde. Dies kann auf eine Unter-
schitzung der urspriinglich eingesetzten
DNA-Menge zurtickzufiithren sein, aber
auch an Rest-dsDNA liegen, die unspezi-
fisch mitgemessen wurde. Zu bedenken
ist auflerdem, dass diese Methodik kei-
ne Aussage iiber die Degradierung der
DNA durch die Bisulfitkonvertierung
ermoglicht. Im direkten Vergleich von
extrahierter DNA mit den Blutproben
finden sich im Mittel tiber die 3 Per-
sonen und alle Labore Abweichungen
zwischen den DNAm-Werten aus dem
Blut vs. DNA-Extrakt von +2,0 DNAm%
(Minisequenzierung) und 2,2 DNAm%
(Pyrosequenzierung). Vereinzelte Aus-
reifler konnten beobachtet werden, im
Ganzen weisen die Ergebnisse jedoch ei-
ne gute Ubereinstimmung zwischen Blut
und DNA-Extrakt bei beiden Methoden
auf.

Methodenvergleich

Durchfiihrung

Die Minisequenzierung ist eine Stan-
dardanwendung in der Forensik zur
Bestimmung von ,,single nucleotide po-
lymorphisms® (SNP, [14]). Da die Detek-
tion, wie bei der STR-Typisierung, tiber
die in allen Laboren verfiigbare Kapil-
larelektrophorese durchgefiihrt wird, ist
kein zusétzliches Gerit notwendig. Die
der Minisequenzierung vorgeschaltete
PCR konnte in einer Multiplexreaktion
durchgefithrt werden, wohingegen bei
der Pyrosequenzierung Einzelreaktio-
nen noétig waren. Neue Strategien zur

PCR-Analyse in einer Multiplexreaktion
werden zurzeit entwickelt, wobei die
Sequenzierung im Anschluss weiterhin
einzeln erfolgt [4]. Beim hier durchge-
fithrten RV wurde jedoch durch diesen
Unterschied eine gréfiere Menge an DNA
fir die Pyrosequenzierung benétigt. Ein
PCR-Bias innerhalb der Multiplex-PCR
bei der Minisequenzierung gegeniiber
der Singleplex-PCR bei der Pyrose-
quenzierung kann nicht ausgeschlossen
werden. Beide Methoden sind in einfa-
che Assays implementierbar und ohne
groflen Zeitaufwand durchfiihrbar, wo-
bei Erfahrung mit der Auswertung und
Interpretation fiir die Anwendung zur
Altersschitzung bei beiden Methoden
relevant ist. Kostentechnisch ist bei der
Pyrosequenzierung mit etwas hohe-
ren Ausgaben zu rechnen, da spezielle
Reagenzien und spezielle Primer, die
z.'T. biotinyliert sein miissen, benétigt
werden.

Auswertung der Sequenzierung

Die DNAm-Analyse mithilfe der Mini-
sequenzierung setzte in einigen Laboren
voraus, dass die verwendeten Einstel-
lungen des Kapillarelektrophoresegerites
fiir die Analyse von SNP im jeweiligen
Labor optimiert wurden. Auch wenn die
Analyse mithilfe der Minisequenzierung
eine verbreitete Methodik in forensi-
schen Laboren darstellt, wird sie seltener
in der aktuellen Fallarbeit eingesetzt. Es
zeigte sich bei den Teilnehmern, dass
insbesondere eine gute Matrix und an
das Geridt angepasste Injektionszeiten
extrem wichtig waren, um qualitativ
hochwertige Ergebnisse zu erhalten. Er-
hohter Hintergrund, in andere Kanile
durchschlagende Peaks oder aber gerin-
ge Peak-Hohen, die zu Problemen mit
dem Schwellenwert fithren, erschwerten
die Analyse. Der Wissenschaftler bzw.
die Wissenschaftlerin muss nach der
Analyse selbst die Entscheidung treffen,
ob und welcher Peak gewertet wird. Im
Gegensatz zur ,klassischen® SNP-Ana-
lyse, bei der nur homo-/heterozygote
Genotypen nachgewiesen werden (also
das Vorhandensein von einem Peak oder
2 Peaks), miissen bei der DNAm-Analy-
se kontinuierliche Hohenveranderungen
gemessen werden, was gerade bei sehr
niedrigen und sehr hohen Werten dazu
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fihrte, dass Peaks ,iibersehen” werden
bzw. nicht klar dargestellt sind (z.B. als
»split peak®). Die Erfahrungen aus der
»Short-tandem-repeat“(STR)-Analyse
konnen jedoch helfen, die erhaltenen
Elektropherogramme zu beurteilen. Zu
beachten ist, dass bei der Minisequenzie-
rung die relative Fluoreszenzintensitit,
wie auch bei der STR-Analyse, abhingig
vom Farbkanal und von dem Gerit ist
und es sich daher im Gegensatz zur Pyro-
sequenzierung um eine semiquantitative
Analyse handelt.

Bei der Pyrosequenzierung iiber-
nimmt die PyroMark-Software viele
Beurteilungen der Qualitit automati-
siert und unterstiitzt den Anwender in
der Auswertung. Die Software hat ein
spezielles Analyse-Tool fiir die DNAm-
Analyse. Jedoch hat sich gezeigt, dass
eine zusitzliche Beurteilung durch den
Wissenschaftler nétig ist, um bei ei-
nigen durch die Software angezeigten
Problemen dennoch eine Verwendung
der gemessenen DNAm-Werte zu er-
moglichen. Die gute Optimierung des
finalen Assays ist jedoch notwendig, um
verldssliche Ergebnisse fiir alle Marker
zu erhalten. Da die Pyrosequenzierung
bisher im forensischen Bereich in vielen
Laboren noch nicht zur Anwendung
kam, muss mehr Erfahrung gewonnen
werden, um die Qualitit der Ergebnisse
und mogliche Probleme besser einschat-
zen zu konnen. Das Pyrogramm gibt die
DNAm-Werte ohne Nachkommastellen
aus. Dies kann bei Markern wie KLFI14
mit einer zwar starken Alterskorrelati-
on, aber generell geringen DNAm und
einem geringen Anstieg der DNAm/
Jahr zu stirkeren Schwankungen fithren
(z.B. 1,49% als 1% DNAm und 1,51
als 2% DNAm). Es ist jedoch moglich,
die ,Rohwerte“ mit den Nachkomma-
stellen zu exportieren. Dies wurde im
diesjahrigen RV jedoch nur von einem
Labor gemacht, sodass sich hierdurch
auch geringe Schwankungen in diesem
RV erkldren lassen.

Schwankungen der DNA-
Methylierungswerte

Schwankungen zwischen erhaltenen
DNAm-Werten konnen durch Mess-
schwankungen bei wiederholter Ana-
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lyse, die Analyse in unterschiedlichen
Laboren mit verschiedenen Geriten
und durch methodische Unterschie-
de entstehen. Schwankungen zwischen
den Laboren und den Methoden ha-
ben sich auch im 1. RV gezeigt [11].
Eine Analyse von Replikaten, die die
Messgenauigkeit innerhalb eines Labors
widerspiegelt, erfolgte nur von einigen
Laboren. Die erhaltenen Ergebnisse stel-
len somit vorerst Einzelbeobachtungen
dar und miissen verstirkt untersucht
werden. Im aktuellen RV wurde zuvor
nicht festgelegt, ab welchem Schritt das
Replikat durchgefiithrt werden muss. Bei
einer Wiederholung ab der Extraktion
ist mit einer gréfleren Schwankung als
bei einer Wiederholung der PCR und
Sequenzierung zu rechnen. Zudem wi-
ren Triplikate von Vorteil, um Ausreifler
von technischen Schwankungen zu un-
terscheiden. Innerhalb einer Validierung
im Labor ist jedoch ein systematischer
Vergleich von Mehrfachreplikaten zu
verschiedenen Zeitpunkten aus kom-
plett neuen Analysen notwendig, um die
im Labor zu erwartenden Schwankungen
zu bestimmen.

Bei der Minisequenzierung zeigten
sich insbesondere bei PDE4C, EDAR-
ADD (Personen 1 und 2) sowie bei
ELOVL2 (Personen 1 und 3) hohere
absolute DNAm-Schwankungen als bei
SST und KLF14 sowie bei Person 2 in
ELOVL2und bei Person 3 in EDARADD
mit einem niedrigeren DNAm-Wert.
Mit abnehmender Ausgangsmenge an
DNA und bei Markern mit einer DNAm
um 50% ist jedoch aus stochastischen
Griinden (Binomialverteilung) immer
mit hoheren Schwankungen zu rechnen
[15]. Diese Unterschiede sind auch, je-
doch weniger stark ausgeprigt, bei der
Pyrosequenzierung zu beobachten. Bei
DNAm-Werten im mittlerem Bereich
(25-75%) zeigt sich jedoch, dass die
Minisequenzierung gegeniiber der Py-
rosequenzierung bei ELOVL2 eher einen
geringeren DNAm-Wert misst, aber bei
den Markern PDE4C und EDARADD
mit DNAm-Werten tiber 25% einen
hoheren Wert erreicht (8 Abb. 7). Dieser
Effekt kann durch eine stirkere RFU des
roten (unmethyliert bei ELOVL2) im
Vergleich zum gelben, und des blauen
(methyliert bei PDE4C und EDARADD)

im Vergleich zum griinen Farbkanal
begriindet sein.

Im Vergleich zum 1. RV war bei der
Minisequenzierung insgesamt eine ge-
ringere Variabilitit bei allen Markern
festzustellen. Neben dem Erfahrungsge-
winn aus dem 1. RV konnte dies v.a. an
der Verwendung der gleichen Reagen-
zien liegen. Bei der Pyrosequenzierung
wiesen die Schwankungen keine sol-
che Verinderung auf, was auch daran
liegen konnte, dass die Labore, die die
Pyrosequenzierung nutzen, bereits im
1. RV identische Reagenzien fiir die PCR
verwendet haben.

Eine Normalisierung der gemessenen
DNAm-Werte war mit der gewéhlten
Kontroll-DNA nicht méglich, da die
verwendeten DNAm-Kontrollstandards
nicht tber die gesamte DNA den von
der Firma angegebenen Werten (0 und
100 % methyliert) entsprachen. Es sollte
getestet werden, ob die Normalisierung
auf den Wert eines Labors zu demselben
Abweichungsquotienten fiihrt. Dies war
jedoch nicht moglich, und eine syste-
matische Verschiebung um den gleichen
DNAm-Wert zwischen den Laboren war
ebenfalls nicht nachzuweisen, da die
Abweichung zwischen gegebener und
gemessener DNAm zwischen 0 und
100 % nicht gleich war. Ein Normalisie-
rungsfaktor konnte daher nicht ermittelt
werden. Das Gleiche zeigte sich fiir die
Ergebnisse der Pyrosequenzierung, so-
dass auch hier keine Normalisierung
zwischen den Laboren moglich war. Je-
doch muss berticksichtigt werden, dass
generell mit technischen Schwankungen
zu rechnen und der beobachtete Unter-
schied z.T. auch innerhalb eines Labors
bei der Untersuchung vieler Replikate
aufgetreten ist. Jedes Labor muss daher
auch die Spannbreite der eigenen tech-
nischen Replikate kennen. Der Einfluss
der Schwankungen auf die Altersschit-
zung ist letztlich auch vom verwendeten
Vorhersagemodell und den Markern ab-
héngig. Geringe Unterschiede (wie z.B.
in KLF14) koénnen bei der Berechnung
des Alters eine groflere Bedeutung ha-
ben, wenn die Zunahme der DNAm mit
dem Alter sehr gering ist.



Fazit

== Der Ringversuch (RV) verdeutlich-
te eine gute Integration der DNA-
Methylierung(DNAm)-Analyse mithil-
fe der Bisulfitkonvertierung und der
Sequenzierung auf Basis der Mini-
oder der Pyrosequenzierung.

== Die Teilnahme mithilfe der Pyro-
sequenzierung war auf Labore be-
schrankt, die selbst ein Gerdt oder
Zugang zu einem Gerat haben, da der
Pyrosequenzer kein Standardgerat
in forensischen Laboren ist. Daher
wurden insgesamt mehr Daten fiir
die Minisequenzierung erhalten.

== Bei der Bisulfitkonvertierung zeigten
die Ergebnisse im Einklang mit dem
1. RV, dass die Implementierung und
Bearbeitung laut Protokoll gut mog-
lich waren. Dies war auch generell bei
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
und Sequenzierung der Fall.

== Bei der Minisequenzierung muss
beziiglich der Kapillarelektrophorese
eine Anpassung im Labor durch-
gefiihrt werden, um die optimale
Signalstarke zu erhalten. Es fanden
sich bei der Minisequenzierung z.T.
starkere Schwankungen als in der
Pyrosequenzierung, wobei dies in
Teilen auf die Verwendung eines
anderes Geratetyps zuriickzufiihren
sein konnte (Genetic Analyzer 3130
vs. 3500).

== Die Teilnehmerzahl von insgesamt
14 Laboren und erfolgreiche Er-
gebnisse aus 12 Laboren (8-mal
Minisequenzierung, 6-mal Pyrose-
quenzierung) sind fiir einen RV gut,
jedoch lassen sich Ausreiler und
wiederkehrende Schwankungen nur
schwer beurteilen, da hierfiir mehr
Proben, Replikate und in jedem Labor
Optimierungen fiir das Gerat notig
sind (z. B. Injektionszeit). Dies war im
Rahmen dieses RV jedoch noch nicht
maoglich.

== Die Ergebnisse des RV bestdtigen je-
doch die Wichtigkeit von laboriiber-
greifenden RV und die Notwendigkeit
weiterer RV zur Etablierung und zur
Optimierung der Altersschatzung auf
Basis der DNA-Methylierung fiir die
forensische Arbeit.
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