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geeignet ist. Hier ist eine schnelle, präzise 
und vor allem sensitive Bisulfi t-Sequenzie-
rungsmethode erforderlich. Die Pyrosequen-
zierung ist eine solche Methode, hat aber die 
Einschränkung, dass verschiedene DNA-Loci 
nur unabhängig voneinander sequenziert 
werden können. Da bei der Altersschätzung 
mehrere Abschnitte untersucht werden, sind 
pro Probe entsprechend viele Sequenzie-
rungsansätze und somit ein mehrfacher 
DNA-Einsatz nötig, wodurch die Sensitivität 
der Methode insgesamt sinkt. Zusätzlich 
benötigt die Methylierungsanalyse mit 
ca. 20–50 ng DNA ca. 100–1000-mal mehr 
DNA als die genetische Typisierung der short 
tandem repeat-Marker zur Identifi zierung 
eines Spurenlegers [4]. Um dieses Problem 
zu umgehen und den DNA-Bedarf zu senken, 
haben wir das Protokoll der Pyrosequenzie-
rung um eine vorangestellte Multiplex-Prä-
amplifi kation erweitert, in der alle relevan-
ten DNA-Loci für die Altersschätzung aus 
einem Aliquot gemeinsam amplifi ziert wer-
den [5]. Das Produkt dieser Präamplifi kation 
liefert genügend Template für die in der 
Folge notwendigen parallelen PCR- und 
Sequenzierungsreaktionen der einzelnen 
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ó Die molekulare Altersschätzung beruht 
auf der Analyse altersabhängig methylierter 
DNA-Abschnitte. Anders als die in der rechts-
medizinischen Praxis etablierten morpholo-
gischen und radiologischen Methoden 
basiert sie auf einer molekulargenetischen 
Untersuchung, die auch ohne Anwesenheit 
einer entsprechenden Person, z. B. anhand 
von biologischem Spurenmaterial, durchge-
führt werden kann. Die Schätzung des Alters 

eines unbekannten Spurenlegers kann bei 
der Ermittlung von Straftaten hilfreich für 
die polizeiliche Fahndung sein oder bei Per-
sonen unklaren Alters im Rahmen der 
Anwendung des Strafrechts eingesetzt wer-
den [1, 2]. Die Grundlagen dieses Verfahrens 
beruhen auf der Auswertung von genom-
weiten Methylierungsarray-Daten [3], ein 
Ansatz, der aufgrund des hohen DNA-Bedarfs 
für die forensische Spurenanalyse nicht 

Forensische Genetik

Pyrosequenzierung zur molekularen 
Altersschätzung in der DNA-Spurenanalyse

¯ Abb. 1: Unter-
suchungsablauf. 
A, Singleplex-
Strategie mit par-
alleler Sequenzie-
rung der Zielfrag-
mente, die direkt 
aus der Spuren-
DNA amplifi ziert 
wurden. B, Multi-
plex-Strategie mit 
vorangestellter 
Präamplifi kation 
in einem einzigen 
PCR-Ansatz.
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Cytosin-Guanin, also an CpG-Stellen (CpGs), 
vorkommt. Ein Großteil der CpGs ist in CpG-
Inseln im Bereich der Gen-Promotoren loka-
lisiert, wo sie über ihren Methylierungszu-
stand maßgeblich zur Regulation der Genex-
pression beitragen. So wie sich die Expressi-
on einzelner Gene innerhalb eines Gewebes 
ändert, ändert sich auch der durchschnittli-
che Methylierungsgrad jeder einzelnen CpG 
innerhalb des Gewebes. Für einige CpGs 
entsteht daraus eine gewebespezifi sche, mit 
dem chronologischen Alter korrelierte, kon-
tinuierliche Veränderung des Methylierungs-
grads, die es ermöglicht, das Alter vom aktu-
ellen Methylierungszustand abzuleiten. Je 
stärker diese Korrelation ist, desto genauer 
kann das chronologische Alter geschätzt wer-
den. Da die DNA-Methylierung über komple-
xe untereinander vernetzte inter- und intra-
zelluläre Prozesse reguliert wird, sind trotz 
hoher Korrelation zwischen Alter und Methy-
lierung zu einem bestimmten Zeitpunkt, z. B. 
zum Zeitpunkt der Probenentnahme, Abwei-
chungen von der altersabhängigen Methylie-
rung möglich, die zu einem Fehler bei der 
Altersschätzung führen können. Auch 
Umwelt- und Lebensstilfaktoren sowie 
Erkrankungen können zu Veränderungen 
führen, weshalb sich ein Teil der Forschung 
mit den potenziellen Einfl üssen dieser Fak-
toren befasst. Bei der Erstellung von Alters-
schätzungsmodellen werden die robustesten, 
also die am wenigsten von anderen Faktoren 
als dem chronologischen Alter beeinfl ussten 
CpGs verwendet. Zudem werden zum Schutz 
vor Messfehlern oder anderen spontanen 
Abweichungen einzelner CpGs immer meh-
rere unabhängige CpGs kombiniert. Bei der 
Analyse biologischer Spuren wird dabei eine 
Optimierung zwischen Vorhersagegenauig-
keit und DNA-Bedarf angestrebt. Das Modell 
selbst wird dann durch eine multiple 
Regressionsana lyse zwischen chronologi-
schem Alter und Methylierung der ausge-
wählten CpGs erstellt. Die Referenzdaten 
dafür liefern Messwerte aus großen Proben-
kollektiven mit gleichmäßiger Altersvertei-
lung, welche die gesamte Lebensspanne 
eines Menschen repräsentativ abbilden. Die 
Regressionsanalyse modelliert dabei nicht 
nur die alters abhängige Methylierungsände-
rung und transformiert diese in eine 
Berechnungs formel für das chronologische 
Alter, sondern liefert über die beobachtete 
Streuung der Methylierungswerte in Form 
der mittleren absoluten Abweichung (mean 
average deviation, MAD) eine hilfreiche 
Quantifi zierung des Fehlers, mit dem bei der 

Prinzip der molekulargenetischen 
Altersschätzung
Die DNA-Methylierung ist eine reversible 
epigenetische Modifi kation von Cytosinen, 
die besonders häufi g in der Sequenzfolge 

Loci. In einer Studie haben wir Proben 
sowohl mit dieser neuen Multiplex- als auch 
der konventionellen Singleplex-Strategie 
analysiert und die Ergebnisse aus beiden 
Strategien direkt miteinander verglichen. 

˚ Abb. 2: Vergleich der Präzision der Methylierungs messungen bei Einsatz der Multiplex- und 
der Singleplex-Strategie. Die Präzi sion ist als Mittelwert der Standardabweichungen innerhalb der 
Dreifachmessungen der Einzelproben, jeweils für die untersuchten DNA-Loci (CpG-Stellen), dar-
gestellt.

˚ Abb. 3: Grafi sche Darstellung der Ergebnisse der t-Tests zum Vergleich der Methylierungs-
messungen aus Multiplex- und Singleplex-Strategie. Konfi denzintervalle (blaue Balken), mittlere 
Abweichungen (rote Linien) und CpG-Stellen mit signifi kanten Messunterschieden (*).
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eines bestimmten Gewebetyps (z. B. Blut [7]) 
gemessen wurden, muss bei der Verwendung 
des Modells sichergestellt sein, dass die 
Methylierungsanalysen zur Altersschätzung 
einer unbekannten Probe mit einer Methodik 
ermittelt wurden, die äquivalente Ergebnisse 
zu der Methodik der Modellmessung liefert. 
Daher haben wir getestet, ob sich die gemes-
senen Methylierungswerte aus Multiplex- 
und Singleplex-Strategie unterscheiden und 
ob die Multiplex-Strategie ggf. als neue 
abweichende Methodik angesehen werden 
muss. Für den Strategievergleich haben wir 
für jede CpG-Position einen einfachen t-Test 
durchgeführt, um zu überprüfen, ob die Mes-
sungen der gleichen Proben aus Singleplex- 
und Multiplex-Strategie signifi kant unter-
scheidbar sind. Für acht der 14 untersuchten 
CpGs konnten keine signifi kanten Unter-
schiede festgestellt werden. Somit können 
die beiden Strategien für die Messung dieser 
CpGs äquivalent verwendet werden. Im 
Gegensatz dazu offenbarten sechs CpGs sig-
nifi kante Unterschiede. Jedoch zeigte sich 
sowohl über die 95 %-Konfi denzintervalle der 

rung benötigt werden. Es werden so aus-
schließlich die Amplifi kate aus den Single-
plex-PCRs, jedoch nicht aus der Multiplex-
Präamplifi kation sequenziert. 

Experimentelle Validierung der 
Multiplex-Strategie
Für die experimentelle Validierung haben 
wir als Maß für die Reproduzierbarkeit 
zunächst für alle untersuchten CpGs die 
Standardabweichung innerhalb der sequen-
zierten Triplikate bestimmt (Abb. 2). Die 
mittlere Standardabweichung ist bei der 
Multiplex-Strategie an den untersuchten 
CpGs mit Werten zwischen 0,4 und 1,6 Pro-
zent sehr gering. Zudem unterscheidet sich 
die Präzision der Messungen an keiner der 
untersuchten CpG-Stellen signifi kant von der 
der Singleplex-Strategie. Es ist somit sicher-
gestellt, dass die mit der Multiplex-Strategie 
gemessenen Methylierungswerte auf validen 
Analysen beruhen.

Da die Modelle zur Altersschätzung auf 
Referenzdaten basieren, die mit einer 
bestimmten Methode und unter Verwendung 

Altersschätzung zu rechnen ist. Aktuelle 
Modelle schätzen das chronologische Alter 
mit einer Präzision von ca. ± 3–4 Jahren MAD 
[1]. 

PCR von Bisulfi t-konvertierter DNA
Der Goldstandard für quantitative Methy-
lierungsanalysen ist die Bisulfit-Sequen-
zierung. Durch die Behandlung der genomi-
schen DNA-Probe mit Natriumbisulfi t wer-
den zunächst alle unmethylierten Cytosine 
(C) in Uracil umgeschrieben, während 
methylierte Cytosine unverändert bleiben. 
Uracil wird in der folgenden PCR als Thymin 
(T) amplifi ziert, wodurch der Methylierungs-
status jeder ursprünglichen Cytosinposition 
über den Sequenzunterschied C oder T 
erkannt und mit der passenden Sequenzie-
rungsmethode quantitativ bestimmt werden 
kann. Bei den altersabhängigen CpGs sind 
die beiden Basen C und T in jeweils unter-
schiedlichen Anteilen vorhanden. Für das 
Design spezifischer PCR-Primer stellt 
Bisulfi t-konvertierte DNA eine Herausforde-
rung dar, weil die DNA-Sequenz durch die 
Konvertierung von C zu T nur noch aus drei 
statt vier unterschiedlichen Basen aufgebaut 
ist und somit an Diversität verliert. Zwar 
kommen Cs nach der Konvertierung noch im 
CpG-Motiv vor, sind jedoch als variable Posi-
tionen (C oder T) ungeeignet für spezifi sche 
Primerbindungsstellen. Die reduzierte 
Se quenzdiversität von DNA und Primern 
erhöht die Wahrscheinlichkeit unspezi-
fi scher Primerbindungen für die Entstehung 
von PCR-Artefakten und die Bildung von 
Primer-Dimeren während einer Multiplex-
PCR, wie sie in unserer Studie angedacht 
ist.

Multiplex-PCR-Strategie für die 
Pyrosequenzierung
Um die möglichen Effekte einer Multiplex-
PCR empirisch zu untersuchen, haben wir 
zehn Proben parallel mit der konventionellen 
Singleplex-Strategie (Abb. 1A) und der neuen 
Multiplex-Strategie (Abb. 1B) jeweils in Tri-
plikaten analysiert und die Ergebnisse beider 
Strategien direkt miteinander verglichen. 
Untersuchungsgegenstand waren sieben 
unabhängige DNA-Loci mit 16 altersabhän-
gigen CpGs [6], die bereits für die Bearbei-
tung mit der Singleplex-Strategie in unserem 
Labor validiert waren. Dabei ist entschei-
dend, dass nur die Singleplex-PCRs mit 
Biotin-markierten Primern durchgeführt 
werden, da diese für die Immobilisierung der 
PCR-Produkte während der Pyrosequenzie-
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t-Tests als auch über die mittlere Abwei-
chung der zehn untersuchten Proben, dass 
die Messunterschiede bezogen auf den 
Abstand in Prozentwerten insgesamt sehr 
gering waren (Abb. 3). Trotzdem würden sie 
bei der Altersschätzung zu einem kleinen, 
aber systematischen Fehler führen. Deshalb 
ist eine Anpassung der Modelle bzw. der 
Berechnungsformel für das chronologische 
Alter für diese sechs CpGs zu empfehlen. Für 
diese Anpassung muss der quantitative 
Messunterschied jedoch zunächst in einem 
größeren Probenkollektiv genau untersucht 
werden, bevor die Berechnungsformel für 
das Alter auf dieser Basis für die Multiplex-
Strategie adaptiert werden kann.

Fazit
Auch wenn Multiplex- und Singleplex-Stra-
tegie nicht für alle CpGs identische Ergebnis-
se erzielten, konnten wir in unserer Studie 
zeigen, dass die Abweichungen zwischen 
den Strategien,  sofern diese auftreten, sehr 
gering sind. Es besteht somit ein großes 
Potenzial, dass die Multiplex-Strategie-
Messungen für die meisten altersabhängigen 
CpGs über einen Normalisierungsfaktor 
denen der Singleplex-Strategie angeglichen 
und somit dieselben Modelle zur Altersschät-
zung verwendet werden können. Gepaart mit 
der hohen Präzision der Messungen ist die 
Multiplex-Strategie eine vielversprechende 
Methode für die Anwendung bei Spuren-
fällen und löst so das Problem der begrenzten 
Verfügbarkeit von Spuren-DNA.  ó
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