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Zusammenfassung

Hintergrund: Bei der Untersuchung von Mischspuren können stochastische Effekte
die Beurteilung einer Spurenlegerschaft beeinträchtigen. Daher finden immer
mehr softwarebasierte Lösungen Einzug in die Spurenuntersuchung, die durch
Berücksichtigung biologischer Parameter eine Hilfestellung bei der Ableitung von
Einzelprofilen bieten sollen. Im Rahmen der Studie wurde eine wissenschaftliche
Validierung der Mischspurenanalyse-Software Genoproof®Mixture 4 (GPM4, Qualitype
GmbH, Dresden, Deutschland) durchgeführt.
Material und Methoden: Die in unterschiedlichen Mischungsverhältnissen
vorliegenden 2- und 3-Personen-Mischspuren wurden künstlich unter Verwendung
isolierter CD4+-Lymphozyten von 9 Spendenden erzeugt. Nach Erstellung der STR-
Profile wurden die Mischspuren mittels GPM4 im Hinblick auf die Dekonvolution
ausgewertet.
Ergebnisse: In den 2-Personen-Mischspuren mit klarer Unterscheidung von Haupt-
und Nebenkomponente wurde von der Software in der Großzahl der untersuchten STR-
Systeme die richtige Genotypkonstellation (GTK) der Komponenten abgeleitet, oftmals
mit einer Wichtung >90%. In den anteilsähnlicheren Mischspuren wurden zunehmend
nichtzutreffende Allelableitungen beobachtet. Eine Abnahme der Performance in
Bezug auf die Ableitung der richtigen GTK zeigten die 3-Personen-Mischspuren.
Faktoren wie Mischkomposition und Homo- und Heterozygotie in den genetischen
Profilen hatten nachweislich einen Einfluss auf die Auftrennung der Mischspuren.
Diskussion: Mischspuren, die keine klare Unterscheidung von Haupt- und
Nebenkomponente erlauben, stellen eine Schwierigkeit bei der Dekonvolution
dar. In diesen Fällen ist eine Differenzierung der Peakhöhen detektierter Allele nur
schwer möglich, da diese bei Anteilsgleichheit beider Komponenten eine komparable
Intensität aufweisen. Ein deutlicher DNA-Mengen-Unterschied der Komponenten ist
für die Berechnung von Vorteil.

Schlüsselwörter
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In der Forensik kommt der Mischspu-
renanalyse eine große Bedeutung zu,
da aufgrund sensitiver Untersuchungs-
methoden auch kleinste DNA-Mengen
analysiert werden können. Gerade bei
Hautkontaktspuren treten häufig DNA-
Mischungen mehrerer Personen auf.
Dies stellt eine Herausforderung für die
Ableitung genetischer Einzelprofile dar.
Die Auswertung und Interpretation von
Mischspuren kann durch die Verwen-
dung spezieller Software unterstützt

werden. Sie leistet Hilfestellung bei der
Ableitung von Merkmalsprofilen betei-
ligter Personen und kann zur Berech-
nungderVerursacherwahrscheinlichkeit
herangezogen werden.

Einleitung

Spuren, die mehr als 2 Allele in mindes-
tens 2 DNA-Systemen zeigen, werden als
Mischspur bezeichnet [9]. Diese entstehen
v. a. durch Vermischung kernhaltigen Zell-
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Tab. 1 Mischverhältnisse für 2-und 3-Personen-Mischungen (in Prozent)
2-Personen-Mischungen 3-Personen-Mischungen

– Anteil
Person 1

Anteil
Person 2

– Anteil
Person 1

Anteil
Person 2

Anteil
Person 3

1 80 20 1 50 30 20

2 75 25 2 50 20 30

3 70 30 3 30 50 20

4 65 35 4 20 50 30

5 60 40 5 30 20 50

6 55 45 6 20 30 50

7 45 55 –

8 40 60 –

9 35 65 –

10 30 70 –

11 25 75 –

12 20 80 –

materials wie z. B. Schleimhaut- und Sper-
mienzellen nach einem sexuellen Miss-
brauch. Der Nachweis von max. 4 Allelen/
System lässt im Elektropherogramm (EPG)
aufmindestens 2 unterschiedlicheSpuren-
gebende schließen, beim Nachweis von
max. 6 Allelen sind es mindestens 3 un-
terschiedlicheSpurengebende.DieBewer-
tung vonMischprofilen im Hinblick auf die
Ableitung von Einzelprofilen ist Gegen-
stand forensischer Untersuchungen. Da-
bei kann die Profilinterpretation mithilfe
des EPG durch das Auftreten technisch
und/oder biologisch bedingter Artefakte,
die während der Amplifikation der STR-
Markerentstehen,erschwertwerden.Dazu
gehören z. B. „Stutter“-Effekte und „Drop-
out“-Ereignisse [1, 6, 13], die dazu füh-
ren, dass nicht alle einer Person eindeu-
tig zuordenbaren Merkmale identifiziert
werden und diese somit als Spurenlegen-
de ausgeschlossen werden kann. In einer
Studie von Dror und Hampikian konnte
gezeigt werden, dass die Interpretation
von DNA-Mischungen durch Sachverstän-
dige ein gewisses Maß an Subjektivität
mit sich bringt und von individuellen Un-
terschieden wie Erfahrung, Persönlichkeit
undMotivationabhängigseinkann[2].Aus
diesem Grund finden immer mehr softwa-
rebasierte Lösungen Einzug in die Routine
der Spurenuntersuchung, wodurch Objek-
tivität gewährleistet wird und eine Berück-
sichtigung biologischer Parameter bei der
Auswertung Unterstützung bieten soll.

Genoproof® Mixture 4

Genoproof®Mixture 4 (GPM4) der Fa. Qua-
litype GmbH (Dresden, Deutschland) ist
eine Software zur Auswertung von STR-
Analysen komplexer Mischspuren. Dabei
stehen probabilistische und nichtproba-
bilistische Rechenmodelle zur Verfügung,
die für die Interpretation vonMischspuren
eingesetzt werden können [4, 7]. Die Soft-
ware GPM4 bietet die Möglichkeit zur De-
konvolution von Mischspuren, bei der die
genetischen Profile der an der Mischung
beteiligten Personen rechnerisch aufge-
trennt und unter Angabe der wahrschein-
lichsten Genotypkonstellationen (GTK) er-
mittelt werden. Die softwarebasierte De-
konvolution kann dafür genutzt werden,
subjektiv durch Begutachtende ausMisch-
spurenmustern abgeleitete Merkmalspro-
file sowie darüber hinausgehende Ablei-
tungen vonMerkmalsprofilen aus komple-
xen Mischmustern ohne oder mit Einbe-
ziehen von Vergleichspersonen zu bestä-
tigen.

Im Rahmen dieser Studie wurde ei-
ne wissenschaftliche Validierung von
Genoproof® Mixture 4 unter Verwendung
künstlich hergestellter 2- und 3-Personen-
Mischungen durchgeführt. Die Ergebnisse
wurden im Hinblick auf die Dekonvo-
lution ausgewertet, wobei die Grenzen
und Möglichkeiten der Software in Bezug
auf die korrekte Zuweisung der GTK der
Spurenverursachenden analysiertwurden.
Aus den Erkenntnissen der Studie soll die
Anwendbarkeit von GPM4 als unterstüt-

zendes Analyse-Tool in der Auswertung
von Mischspuren hinsichtlich einer poten-
ziellen Nutzung durch Sachverständige in
realen Spurenfällen beurteilt werden.

Methodik

Probenmaterial

Es wurden etwa 15ml Vollblut von ins-
gesamt 9 freiwilligen Probanden und Pro-
bandinnen (BezeichnungenA bis I)mit be-
kanntem genetischen Profil entnommen.
InKooperationmitdemInstitut fürTransfu-
sionsmedizin (UniversitätsklinikumLeipzig
AöR) wurden kernhaltige Bestandteile des
Bluts (CD4+-Lymphozyten) isoliert und für
die Erstellung definierter Zellmischungen
eingesetzt.

Für die EntnahmeundVerwendungdes
ProbenmaterialswurdevorBeginnderStu-
dieeinpositivesVotumderEthikkommissi-
onderMedizinischenFakultätderUniversi-
tät Leipzig (Nummer 45320-ek) eingeholt.
Die Teilnehmenden wurden über den Ab-
lauf der Studie informiert, eine schriftliche
Einverständniserklärung zur genetischen
Untersuchung liegt vor.

Erstellung der Mischspuren

Aus den CD4+-Zelllösungen der Teil-
nehmenden wurden anhand der Zell-
zahlen unterschiedliche 2- und 3-Per-
sonen-Mischspuren mit verschiedenen
Mischungsverhältnissen erstellt. Für die
2-Personen-Spuren wurden die Zellen der
Personen AB, AC, BC sowie DE, DF, EF in
jeweils 12Mischungsverhältnissen mitein-
ander kombiniert (n= 72). Die 3-Personen-
Mischungen setzten sich aus den Zellen
der PersonenABC,DEFundGHI zusammen
und lagen in 6 Mischungsverhältnissen
vor (n= 18) (. Tab. 1). Die Mischungsver-
hältnisse wurden so gewählt, dass jeweils
die DNA einer Person als Hauptkompo-
nente in der Mischung vorliegt, die DNA
der weiteren Person/Personen als Neben-
komponente. Bei der Zusammenstellung
der Mischmuster anhand der bekann-
ten genetischen Profile der Probanden
und Probandinnen wurden vorzugsweise
Konstellationen gewählt, bei denen sich
Mischprofile mit sowohl überwiegend
heterozygoten als auch überwiegend ho-
mozygoten Allelkombinationen ergaben.

242 Rechtsmedizin 4 · 2022



Tab. 2 Übersicht der Homo-/
Heterozygotiea

Per-
son

Heterozygote
Allelpaare

Homozygote
Allelpaare

A 14 2

B 10 6

C 13 3

D 7 9

E 9 7

F 14 2

G 14 2

H 14 2

I 14 2
a16 STR-Systeme

STR-Analyse der Mischspuren

Die Extraktion der in den Mischspuren
enthaltenen genomischen DNA erfolgte
mit dem Nucleospin® Tissue Kit der Fa.
Macherey-Nagel (Düren, Deutschland). In
einer qRT-PCR wurde die Konzentration
der extrahierten DNA-Proben bestimmt.
Hierfür wurde das PowerQuant®-System
der Fa. Promega (Madison, WI, USA) ver-
wendet. Die simultane Amplifikation der
16 untersuchten STR-Systeme und des ge-
schlechtsbestimmenden Markers Amelo-
genin wurde in einer Doppelbestimmung
mittels Multiplex-PCR unter Verwendung
der Kits PowerPlex® ESI 17 Pro System und
PowerPlex® ESX 17 Pro System der Fa. Pro-
mega durchgeführt. In der PCR wurde ei-
ne DNA-Menge von 0,5ng eingesetzt, um
stochastische Effekte bewusst zu vermei-
den.BasierendaufValidierungsstudiender
verwendeten PCR-Kits [10, 11]wurden kei-
ne Drop-outs bei einer eingesetzten DNA-
Menge von 100pg, was dem geringsten
Anteil von 20% einer Komponente in den
2-und3-Personen-Mischungenentspricht,
beobachtet.

Anschließend erfolgte eine Fragmen-
tanalyse mittels Kapillarelektrophorese
(3130 Genetic Analyzer, Fa. Applied Bio-
systems, Waltham, RI, USA), bei der die
den Kits (ESI/ESX) entsprechenden Allellei-
tern mitgeführt wurden. Die Auswertung
der Rohdaten aus der Fragmentanalyse
der Mischspuren wurde mit der Software
GeneMapper® ID-X Version 1.5 (App-
lied Biosystems) sowie der EasyRead-
Technologie von Genoproof® Mixture 4
durchgeführt. Dabei werden bei beiden
Softwares unter Einbeziehungder proben-

internen Größenstandards Parameter wie
Fragmentlänge, Peakhöhe und -fläche der
in der Mischspur enthaltenen Allele erho-
ben und in Form eines EPG dargestellt. Die
Detektionsgrenze für die Peakerkennung
betrug in allen 4 Farbkanälen 50 RFU. Zu-
demwurdeneinige Einstellungen inBezug
auf die Artefakterkennung des „Allele-cal-
ling“-Algorithmus in GPM4 abweichend
von der Herstellerempfehlung modifiziert,
wodurch Artefakte wie Stutter-Peaks als
solche im EPG gekennzeichnet wurden
und keine Allelzuweisung erhielten.

Dekonvolution

DieAuftrennungderGenotypender ander
Spur beteiligten Personen sowie die Wich-
tung der wahrscheinlichsten Genotypkon-
stellationen wird durch die Modellierung
der Peakhöhen der GTK, basierend auf der
Berücksichtigung zahlreicher Parameter,
erzielt. Dazu gehören die DNA-Menge, die
DNA-Degradation, die Fragmentlänge, die
Amplifikationseffizenz und das Verhältnis
von Homo- und Heterozygotie der an der
untersuchten Spur beteiligten Personen.
Basierend auf dem Markov-Chain-Monte-
Carlo-Verfahren [3] werden die Parameter
durch einen stochastischen Zufallsprozess
geschätzt. Dabei wird die Wahrschein-
lichkeit berechnet, dass die erwarteten
Peakhöhen möglichst gut mit den be-
obachteten Peakhöhen für eine zufällige
Parameterkombination und eine zufällige
GTK übereinstimmen [7]. Ein Wichtungs-
wert von 90% dient als Orientierungswert
für die Wahrscheinlichkeit, dass die be-
rechnete GTK mit der tatsächlichen GTK
übereinstimmt. Nach Empfehlung der
Spurenkommission (GEDNAP) wurde bei
den Berechnungen die europäische Stan-
dardpopulation als Referenzpopulation
angegeben [12].

In GPM4 wird nach jeder Berechnung
eine Konvergenzanalyse bereitgestellt, die
Informationen zu den in der Mischspur
vorliegenden komponentenbezogenen
DNA-Mengen beinhaltet. Diese DNA-
Mengen entsprechen dem von GPM4 an-
genommenen Mischungsverhältnis dieser
Spur. Als Hauptkomponente wird die bei
der Konvergenzanalyse mit der höchsten
DNA-Menge in der Mischung vorliegen-
de Komponente bezeichnet, die weite-
re/weiteren Komponente/Komponenten

der Mischspur als Nebenkomponente/
Nebenkomponenten.

Die Wichtungen der GTK der 2- und
3-Personen-Mischspuren wurden jeweils
5-mal mittels GPM4 unter Verwendung
von 4 Markov-Ketten berechnet und aus
den errechneten Wichtungen der Mittel-
wertgebildet.DesWeiterenwurdendiebei
jedem Durchlauf ermittelten Genotypen
mit den tatsächlichen Genotypen der be-
teiligten Personen hinsichtlich auftreten-
der Diskrepanzen in denAllelzuweisungen
analysiert.

Dekonvolution mit Vergleichs-
material

Beim sog. Vergleichsmaterial (VM) handelt
es sich um DNA-Material einer beispiels-
weise tatverdächtigen Person, das zumBe-
weis einer Spurenlegerschaft im Rahmen
eines Kriminalfalls untersucht wird. Um zu
überprüfen, inwiefern der Einsatz von VM
einen Einfluss auf die Ermittlung der Ein-
zelprofile der in den Mischspuren betei-
ligten Personen mittels GPM4 hat, wurden
jeweils die genetischen Profile der Kompo-
nenten mit 30%-Anteil der 3 Mischspuren
A30B20C50, D30E20F50 und G50H20I30
als bekannte Verursachende in die Berech-
nung der Dekonvolution mit einbezogen.
Die Rechnung wurde einmal durchgeführt
und die ermittelten GTK mit dem tatsäch-
lichen Personenprofil abgeglichen.

Ergebnisse

2-Personen-Mischspuren

Das genetische Profil der Person A besteht
überwiegendausheterozygotenAllelkom-
binationen, während Person B in 6 STR-
Systemen eine homozygote Ausprägung
aufweist (. Tab. 2). Der jeweilige Proben-
name beinhaltet die an der Mischung be-
teiligten Personen und deren Anteil inner-
halb der Mischung (Beispiel: A80B20; Per-
sonA:80%,PersonB:20%).DieBewertung
der Allelzuweisung in Bezug auf ihre Rich-
tigkeit erfolgteunterAnnahmeder theore-
tischen Mischungsverhältnisse, die bei der
Erstellung der 2- und 3-Personen-Misch-
spuren angestrebt wurden (. Tab. 1).

In den AB-Mischspurenmit eindeutiger
Haupt- und Nebenkomponente (A80B20,
A75B25; A20B80, A25B75, A30B70) stimm-
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Abb. 18Ableitung der Genotypkonstellationen (GTK) in denMischspurenmit PersonenA (oben) und B (unten) als Haupt-
komponente. aAnteile der korrekt/inkorrekt zugeordneten STR-Systeme/Amelogenin;grün=beide Allele korrekt zugeord-
net,gelb= ein Allel korrekt zugeordnet, rot=beide Allele falsch zugeordnet.b EPG-Ausschnitt des STR-Markers D2S441 der
MischspurenA80B20undA55B45.DieAllelpeaks10,11und14zeigeninbeidenMischspurenunterschiedlicheFluoreszenzin-
tensitäten, abhängig vom jeweiligenAnteil der KomponentenAundB. ST „stutter“,GPM4 „GenoproofMixture 4“

ten die von GPM4 ermittelten Genotypen
bis auf einzelne Allele mit den tatsäch-
lichen Genotypen der Person A und B
überein. Dabei wurden die zugeordneten
Genotypen der jeweiligen Hauptkompo-
nente im Großteil der STR-Systeme mit
>90% gewichtet, während die abgeleite-
ten GTK der Nebenkomponente öfter ei-
ne Wichtung <90% in einigen Systemen
aufwiesen. Es wurde eine Abnahme der
Wichtungswerte hin zu den anteilsähnli-
cheren Mischungen beobachtet, in denen
die GTK bei beiden Personen mit Wer-
ten <90% gewichtet wurden. Es konnte
festgestellt werden, dass eine Wichtung
<90% nicht zwingend bedeutet, dass die
abgeleitete GTK nicht dem tatsächlich vor-
liegenden Genotyp entspricht. Im Gegen-
zug kann eine über >90% gewichtete Al-
lelableitung dem tatsächlichen Genotyp
widersprechen.

In . Abb. 1 sind die Ergebnisse der
Dekonvolution mittels GPM4 hinsichtlich
der richtigen Zuordnung der in den AB-
Mischspuren (n= 12) enthaltenenAllele zu
den Einzelprofilen der Spurenbeteiligten A

und B dargestellt. Es wird die Richtigkeit
der Allelzuordnungen in den 16 autoso-
malen STR-Systemen sowie im gonosoma-
len System AMEL aufgezeigt. Eine korrek-
te Zuordnung der Allele (grüne Balken)
in allen Systemen wurde für Person A in
den Mischungen A80B20 und A75B25 so-
wie für Person B in der Mischung A20B80
beobachtet. Eine inkorrekte Genotypisie-
rung einiger STR-Systeme, also die Ablei-
tung von einem (gelbe Balken) oder 2 (ro-
te Balken) der Person nicht zugehörigen
Allele, war v. a. in den anteilsähnlicheren
Mischspurenzubeobachten.Grundlegend
konnte festgestellt werden, dass eine in-
korrekte Genotypisierung einer Person der
Mischung oftmals dazu führt, dass in den
gleichen Systemen die Allele der anderen
Person ebenfalls nicht mit dem tatsäch-
lichen Genotyp übereinstimmen. Die Be-
deutung der Peakhöhendifferenz, basie-
rend auf dem Mischungsverhältnis (80:20
vs. 55:45), bei derAbleitungderGTK für die
Beteiligten A und B imMarker D2S441 ver-
deutlicht . Abb. 1b. Eine geringere Diffe-

renz zwischen den Allelpeaks begünstigte
eine fehlerhafte Ableitung von Allelen.

Im Zuge der Mischspurenanalyse auf-
getretene Stutter-Produkte wurden von
der Software anhand der EasyRead-Tech-
nologie erfolgreich als solche identifiziert,
im EPG entsprechend gekennzeichnet und
nicht als Allele gewertet (.Abb. 1b). So-
mit zeigte das Auftreten von Stutter-Pro-
dukten keinen Einfluss auf die Ableitung
der wahrscheinlichsten GTK mittels GPM4.
Mischspuren, in denen technisch beding-
te Drop-out-Ereignisse auftraten, wurden
einer wiederholten STR-Analyse unterzo-
gen, sodass der Einfluss von „allelic drop-
outs“ hinsichtlich der Zuweisung der Ge-
notypen im Rahmen dieser Studie nicht
weiter untersucht wurde. Durch den Aus-
fall eines Allels oder mehrerer Allele an
den untersuchten Loci ist jedoch mit einer
höherenFehlerquote inBezug auf dieGTK-
Ableitung der Spurengebenden zu rech-
nen.
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Abb. 28AbleitungderGTK inden3-Personen-Mischspuren. a SpurenbeteiligungvonPersonenA, B undC.b Spurenbeteili-
gung von PersonenD, E, F. c Spurenbeteiligung von PersonenG, H, I

3-Personen-Mischspuren

Die Ergebnisse der Dekonvolution von
künstlich erzeugten 3-Personen-Misch-
spuren sind in . Abb. 2 dargestellt. Dabei
wurde bei den unterschiedlichen Perso-
nenkonstellationen (ABC, DEF und GHI)
in Bezug auf die Performance der GTK-
Ableitung mittels GPM4 eine Abhängig-
keit von Homo-/Heterozygotie sowie der
Mischkomposition beobachtet.

Im Vergleich zu den 2-Personen-Misch-
spuren wiesen die von der Software ab-
geleiteten GTK für die beteiligten Perso-
nen der 3-Personen-Mischspurenmeist ei-
ne Wichtung <90% auf. Vor allem in der
Probe A20B30C50 wurden die Genotypen
derNebenkomponentenAundBmitWahr-
scheinlichkeiten <30% gewichtet. In der
Spur D30E50F20 wurden die Allelkombi-
nationen der Hauptkomponente E in ei-
nigen STR-Systemen mit >90% gewich-
tet und kongruierten mit dem tatsächlich
vorliegenden Genotyp. Die genetischen
Einzelprofile der Nebenkomponenten D

und F dagegen wurden von der Software
in fast allen Markern nicht korrekt abgelei-
tet (.Abb. 2b, D30E50F20). Die von GPM4
zugewiesenen GTK der Hauptkomponen-
te H aus Spur G30H50I20 wurden in 11
von 17 Systemen mit einem Wert >90%
gewichtet. Darunter befanden sich 7 GTK,
für die ein Wichtungswert von 99% be-
rechnetwurdeundeineÜbereinstimmung
mit dem tatsächlichen Profil der Person H
in den entsprechenden STR-Systemen vor-
lag. Die Nebenkomponenten G und I zeig-
ten insgesamt geringere Wichtungen und
einige Fehlableitungen von Allelen auf.

DieAnteileder richtigabgeleitetenSTR-
Systeme fielen im Vergleich zu den 2-Per-
sonen-Mischspuren deutlich geringer aus.
Es ließ sich beobachten, dass die Anteile
der STR-MarkermitdemrichtigenGenotyp
(grüne Balken) in fast allen Mischspuren
bei der jeweiligen Hauptkomponente hö-
herwarenalsbeidenNebenkomponenten,
für die des Öfteren die Ableitung 2 nicht-
zugehörigerAllelebeobachtetwurde (rote
Balken). Für Hauptkomponenten, die ein

genetisches Profil mit einer höheren Zahl
an homozygoten Allelpaaren besaßen (B,
D), wurde von der Software in vergleichs-
weise mehr STR-Systemen eine GTK abge-
leitet, die dem tatsächlichen Genotyp ent-
sprach. Zu einer höherenFehleranfälligkeit
in Bezug auf die Ableitung von Allelpaa-
ren kam es jedoch beim Vorliegen einer
Mischspur mit einem höheren Anteil an
homozygoter Allelausprägung (DEF). Die
Anzahl derMarker, indeneneineFehlablei-
tung beider Allele detektiert wurde (rote
Balken), war in den GHI-Mischspuren ge-
genüber den ABC- und DEF-Mischspuren
sichtbar geringer (. Abb. 2c).

Das Beispiel in . Abb. 3 verdeutlicht
die Herausforderung in Bezug auf die Ab-
leitung der richtigen GTK beim Auftreten
überlagernder Allele. Im Marker FGA der
Mischspur G30H50I20 kommt das Allel 21
bei allen 3 Spurengebenden vor, wodurch
dieser Peak die höchste Signalintensität
aufwies und somit der stärksten Kompo-
nente 1 (Person H) als homozygote Kom-
bination zugewiesen wurde. Das zu Per-
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Abb. 39Marker FGAder
Mischspur G30H50I20.
Fluoreszenzintensität der
Allelpeaks 20, 21, 22 und24
undderen Zuordnung zu
den SpurengebendenG, H
und I

son H gehörige Allel 20 stellte den Peak
mit der zweithöchsten Fluoreszenzinten-
sität des Systems dar und wurde durch
GPM4 den beiden Nebenkomponenten 2
und 3 (Personen G und I) zugeschrieben.
VonderSoftwarewurdedieZuweisungdes
Allels 21 zum Genotyp von H mit einem
Wichtungswert von 91,82% bewertet und
entsprach damit innerhalb der GHI-Misch-
spuren der einzigen abgeleiteten GTK, die
mit einer Wichtung >90% nicht mit der
tatsächlichen GTK übereinstimmte.

Dekonvolution mit Vergleichs-
material

Die zuvor aufgeführten Berechnungen
der Dekonvolution erfolgten unter der
Annahme von 3 unbekannten Spuren-
verursachenden, also unter Ausschluss
von Vergleichsmaterial. Die genetischen
Profile der anteilig am zweithöchsten
vorliegenden Komponenten (30%) A, D
und I wurden als VM in der Berechnung
mitgeführt, wodurch die GTK dieser Kom-
ponenten bereits vorgegeben waren. Die
Wichtungen der betreffenden Kompo-
nente wurden im Ergebnis mit 100%
wiedergegeben.

In diesem Fall konnte für alle 3 Misch-
spuren eine steigende Effizienz in Bezug
auf die richtige Ableitung der Allelkombi-
nationen verzeichnet werden (. Abb. 4).
Des Weiteren zeigte sich ein Anstieg der
Wichtungswerte für die abgeleiteten GTK
der einzelnen Komponenten. Bei dieser
Berechnung konnten für die jeweiligen

Hauptkomponenten (C, F, G) Wichtungen
>90%fürdie zugewiesenenAllelpaarebe-
obachtetwerden (vorher teilweise<50%).

Die Berücksichtigung von VM zeigte
einendeutlichenKontrastzudenErgebnis-
sen der Dekonvolution ohne VM. Der An-
teil der Systeme mit der Zuweisung eines
falschen Allels verringerte sich deutlich.

Diskussion

Die Interpretation einer Mischspur stellt
im Vergleich zu einer Einzelspur eine Her-
ausforderung dar, da durch den Nachweis
mehrerer Allele in einem System keine
eindeutigen Rückschlüsse auf die Geno-
typkonstellation eines/einer Spurenverur-
sachenden gezogen werden können. Das
Auftreten stochastischer Effekte kann die
Ableitung von Einzelprofilen durch Sach-
verständige dabei zunehmend erschwe-
ren. Bislang werden lediglich Berechnun-
gen zur Verursacherwahrscheinlichkeit
als gerichtsverwertbares Beweismittel zur
Klärung einer Täterschaft zugelassen, wo-
durch die wissenschaftliche Validierung
vonMischspurenanalyse-Softwares immer
mehr an Bedeutung gewinnt.

Die Herleitung der wahrscheinlichsten
GTK geschieht über den Abgleich der für
diese GTK erwarteten Peakhöhen mit den
beobachtetenPeakhöhender inderMisch-
spur detektiertenAllele. DieHöhe eines Al-
lelpeaks im EPG ist ungefähr proportional
zu der DNA-Menge, mit der die beteilig-
ten Komponenten in der Mischung ver-
treten sind [5]. Anhand der Informationen

zur Peakhöhe können die Spurenbeteilig-
ten in eine Haupt- und eine Nebenkom-
ponente unterschieden werden. Bei der
Dekonvolution der 2-Personen-Mischspu-
ren zeigte sich eine Abhängigkeit einer
korrekten Ableitung vom Mischungsver-
hältnis der Komponenten. Dabei wurden
die besten Ergebnisse bei den Mischspu-
ren erzielt, die eine deutliche Unterschei-
dung von Haupt- und Nebenkomponente
vorwiesen. In diesen wurde eine Überein-
stimmung der von der Software abgelei-
teten GTK mit dem tatsächlichen Genotyp
häufiger beobachtet, was auf die Peakhö-
hendifferenz der in der Mischspur enthal-
tenen Allele zurückzuführen ist. Eine Be-
rechnung der Dekonvolution von Spuren
ohne deutliche Hauptkomponente führte
zur Ableitung von GTK mit 2 der Personen
nichtzugehörigen Allelen in einer höheren
Anzahl von Systemen für beide Personen.
Mischspuren, in denen die Komponenten
anhand der Konvergenzanalyse von GPM4
anteilsähnlich vorliegen, stellen demnach
eine Herausforderung für die Ableitung
der GTK dar, da eine eindeutige Zuorden-
barkeit der Allele anhand ihrer Peakhöhen
durch die ähnlichen Fluoreszenzintensitä-
ten nicht mehr zuverlässig erfolgen kann.
In diesen Fällen ist eine Berechnung der
Dekonvolution nicht sinnvoll.

Mit zunehmender Zahl an Spurenver-
ursachenden konnte eine Abnahme der
Effizienz hinsichtlich der korrekten Ablei-
tung von Einzelprofilen festgestellt wer-
den. Grundlegend beeinflussten folgende
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Abb. 48 VergleichderAbleitungenderGTKindrei 3-Personen-Mischspurenbei 3 unbekanntenSpu-
renlegenden (a) undmit bekanntemVergleichsmaterial (grünschraffiert,b)

Faktoren die Ableitung der GTK beteiligter
Personen:
– Homo-/Heterozygotie im DNA-Profil

der Spurenlegenden,
– Anteile der Nebenkomponenten,
– Qualität der Mischspuren [8, 12],
– Allele, die bei mehreren Personen im

gleichen Marker auftreten.

Mit der Angabe des bekannten Profils der
mittleren Komponenten konnten GTK ab-
geleitet werden, die in über 50% (teil-
weise bis zu 80%) der untersuchten STR-
Marker mit dem tatsächlichen Personen-
profil übereinstimmten. Durch das Setzen
der mittleren Komponente konnte eine
richtige Zuordnung der in der Mischspur
detektierten Allele anhand von Peakhö-

hen mit einer höheren Wahrscheinlichkeit
erfolgen, da die Fluoreszenzintensitäten
der Allelpeaks vonHauptkomponente und
anteilig am niedrigsten vorliegender Kom-
ponente eine unterscheidbare Höhe auf-
weisen sollten.

Fazit für die Praxis

Die Dekonvolution eignet sich v. a. bei 2- oder
3-Personen-Mischspuren, in denen die DNA-
Profile der Spurenbeteiligten einen hohen
Grad an Heterozygotie und einen geringen
Grad an Allelüberlagerungen aufweisen, be-
sonders gut. Liegt ein deutlicher DNA-Men-
gen-Unterschied von Haupt- und Nebenkom-
ponente in einer 2-Personen-Mischspur vor,
ist eine Berechnungmittels Genoproof®Mix-
ture 4 von Vorteil. Des Weiteren bietet sich
eine Dekonvolution von 3-Personen-Misch-

spuren an, wenn für diese Spur Vergleichs-
material einer beispielsweise berechtigten
oder tatverdächtigen Person zur Verfügung
steht. Die Dekonvolution einer Mischspur mit
3 unbekannten Spurenlegenden kann nur
u.U. als eine Hilfestellung bei der Ermittlung
des Einzelprofils für die Hauptkomponente
dieser 3-Personen-Spur eingesetzt werden.
Die Dekonvolution mittels GPM4 ist in erster
Linie abhängig von der Qualität der einge-
pflegten Daten und sollte als unterstützen-
des Tool nur in Spuren eingesetzt werden, in
denen stochastische Effekte kaum eine Rol-
le spielen. Demnach empfiehlt es sich nicht,
GPM4 bei der Untersuchung degradierten
Spurenmaterials einzusetzen.
Folgende Kriterien helfen zu entscheiden,
wann eine Berechnung der Dekonvolution
sinnvoll ist, bzw. ob die abgeleiteten Geno-
typkonstellationen (GTK) als tatsächlicheGTK
anzunehmen sind:
4 geringe Unterschiede in den Peakhöhen-

verhältnissen der Allele im Doppelansatz,
4 die Anzahl der für die Komponente ange-

nommenenGenotypen und deren jeweili-
ge Wichtungen,

4 derAbstand zwischendeman1. und2. Po-
sition gewichteten Genotyp,

4 dievonGPM4angenommenenMischungs-
verhältnisse,

4 eine über >90% gewichtete GTK.
Die Ergebnisse der Berechnungen sollten da-
bei als hinweisgebend bzw. bestätigend zur
subjektiv durchgeführten Merkmalsprofilab-
leitung betrachtet werden.
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(GPM4, Qualitype GmbH, Dresden, Deutschland) was performed.
Material and methods: The 2-person and 3-person mixtures present in different
mixture ratios were artificially generated using isolated CD4+ lymphocytes from
nine donors. After STR profiles were generated, the mixtures were evaluated for
deconvolution using GPM4.
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homozygosity and heterozygosity in the genetic profiles were shown to influence the
separation of the mixture traces.
Discussion: Mixed traces that do not allow clear differentiation of major and minor
components present a difficulty in deconvolution. In these cases, it is difficult to
differentiate the peak heights of detected alleles, because they have comparable
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