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Zusammenfassung

Werden Verstorbene erst im Zustand fortgeschrittener postmortaler Veranderungen aufgefun-
den, kann eine unmittelbare ldentifizierung, z.B. durch Abgleiche mit dem Personalausweis,
erheblich erschwert oder gar unméglich sein. Eine méglichst prazise Schatzung des erreichten
Lebensalters stellt einen wichtigen Hinweis im Rahmen der Identifizierung dar, da dem Le-
bensalter unter den verschiedenen individuellen Merkmalen wie Kérpergré3e, Geschlecht und
anderen Charakteristika die h6chste Selektivitat zu kommt. Traditionelle morphologische Me-
thoden zur Lebensaltersschatzung bei Erwachsenen liefern oft unprazise Schatzungen. Im
Gegensatz dazu bieten molekulare Verfahren vielversprechendere Ansatze, dies gilt insbe-
sondere fir Methoden auf Basis der Akkumulation von D-Asparaginsaure (D-Asp) und Pento-
sidin (Pen) in langlebigen Proteinen sowie der lebensaltersabhédngigen Zu- oder Abnahme der
DNA-Methylierung (DNAm).

Auch bei diesen vielversprechenden Anséatzen kann die Diskrepanz zwischen dem anhand
eines singularen Parameters bestimmten molekularen Alter und dem chronologischen Lebens-
alter aus verschiedenen Grinden erheblich sein. Beispielsweise beeinflussen verschiedene
Erkrankungen, ethnische Unterschiede oder individuelle Lebensumsténde die genutzten Pa-
rameter. Zudem nimmt die Streuung der Daten mit dem Lebensalter aufgrund der komplexen
Interindividualitat der Alterungsprozesse zu und kann zu unprazisen Ergebnissen in hdherem
Alter fihren. Der Einfluss postmortaler Veranderungen wie Faulnis und die oft eingeschrankte
Verfligbarkeit verschiedener Gewebetypen stellen zuséatzliche Herausforderungen dar.

Vor diesem Hintergrund widmet sich die vorliegende Dissertation der Optimierung des Metho-
denrepertoires zur postmortalen Lebensaltersschatzung. Durch die Nutzung der Information
aus der Analyse mehrerer molekularer Parameter — D-Asp, Pen und DNAm — in Machine Lear-
ning Modellen sollte der Einfluss ante- sowie postmortaler Faktoren auf die Genauigkeit der
Lebensaltersschatzung minimiert werden. In Publikation 1 wurde das Potenzial Machine Lear-
ning gestutzter Modelle unter Nutzung der Parameter D-Asp und Pen in Bandscheiben- und
Epiglottisgewebe zur Lebensaltersschatzung untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die Ver-
kndpfung dieser beiden Parameter die Genauigkeit von Lebensaltersschatzungen, insbeson-
dere im héheren Alter, deutlich verbessern kann. In einer weiteren Studie (Publikation 2) wur-
den erstmals proteinbasierte Parameter (D-Asp, Pen) sowie zusétzlich die DNAm in vier ver-
schiedenen Geweben (Bandscheiben-, Epiglottis- und Achillessehnengewebe sowie Kno-
chenproben) von jeweils einem Spender analysiert; die Ergebnisse belegten Machbarkeit und
Potential der gleichzeitigen Analyse aller drei Parameter in komplexen Geweben. In Publika-
tion 3 wurden D-Asp, Pen und DNAm in Knochenproben von Spendern ohne makroskopisch
erkennbare postmortale Veranderungen sowie erstmals auch von Spendern mit fortgeschrit-
tenem postmortalem Intervall analysiert. Hierbei erwies sich in Modellen nicht jede Kombina-
tion als zielfUhrend; das ,reine* DNAmM-Modell erzielte die besten Ergebnisse bei Proben von
Spendern ohne makroskopisch erkennbare postmortale Veranderungen, wahrend sich bei
Proben von Spendern mit fortgeschrittenem postmortalem Intervall die proteinbasierten Me-
thoden als robuster zeigten. Die Ergebnisse dieser Arbeiten stitzen die Hypothese, dass eine
Kombination verschiedener molekularer Parameter in Machine Learning Modellen dazu bei-
tragen kann, Einfliisse wie die interindividuelle Varianz von Alterungsprozessen bei der Schéat-
zung des chronologischen Alters zu verringern. Dies gilt insbesondere fir komplexe Gewebe-
arten und Proben mit fortgeschrittenen postmortalen Veranderungen.

Die Zukunft der forensischen Altersschétzung liegt in einer Kombination méglichst vieler und
unterschiedlicher Anséatze (auch morphologische, histologischer etc.) in entsprechenden Ma-
chine Learning Modellen. Dabei setzt eine solche Einfiihrung von kinstlicher Intelligenz in die
Rechtsmedizin im Vorfeld die Klarung rechtlicher, ethischer und praktischer Fragen voraus.
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1 Einleitung
1.1 Herausforderungen bei unbekannter Identitat eines/r Verstorbenen/r

Bei Unsicherheit Uber die Identitat eines Verstorbenen bei der arztlichen Leichenschau muss
die Polizei informiert werden (§ 9 (6) BestG), die sodann verpflichtet ist, die Staatsanwaltschaft
oder das Amtsgericht zu benachrichtigen (§ 159 Abs. 1 StPO). Die Identitat soll bestenfalls vor
Offnung des Leichnams ermittelt werden durch Befragung von Personen, die den Verstorbe-
nen kannten und ,MaBnahmen erkennungsdienstlicher Art“ (§ 88 Abs. 1 StPO). Zu den oft
primar durchgefihrten MaBnahmen z&hlen u.a. die Daktyloskopie [4] sowie die Erhebung in-
dividueller Kennzeichen z.B. von Narben nach medizinischen Eingriffen, Tatowierungen oder
besonderen anatomischen Merkmalen [5-7]. Sollten diese MaBnahmen nicht zu einer sicheren
Identifizierung fUhren, kann eine Obduktion angeordnet werden.

Laut Angabe des Bundeskriminalamtes betrug im Mai 2024 die Zahl der in Deutschland auf-
gefundenen unbekannten Toten 1.582' [mit Stand 30.04.2024]. Auch Skelett- oder Knochen-
funde, die formal nicht mehr als Leichnam gelten, kébnnen forensisch relevant sein, wenn sie
eine Liegezeit von maximal 50 Jahren nicht Gberschreiten.

Eine nicht erfolgte oder fehlerhafte Identifizierung kann weitreichende Folgen haben. Zunéchst
ist die Gewissheit, dass ein vermisster Angehdriger tatsachlich verstorben ist, fiir die Trauer-
arbeit wichtig. Weiterhin hat die Identifizierung mit der Feststellung des Todes einer Person
direkte Auswirkungen auf die Rechtsstellung der Hinterbliebenen. Dies zieht bedeutende 6ko-
nomische und finanzielle Konsequenzen nach sich, insbesondere im Hinblick auf erbrechtliche
Fragen und Versicherungsaspekte. Im Bereich des Strafrechts kann eine nicht erfolgte Identi-
fizierung die Ermittlungsarbeit in Tétungsdelikten erheblich behindern sowie verkomplizieren.
Die Aufklarung von Verbrechen wird dadurch maBgeblich erschwert [8].

Werden Verstorbene erst nach Einsetzen der Autolyse- und Faulnisprozesse gefunden, kann
eine ldentifikation ,prima facies® unmdglich sein. Postmortale Veranderungen schreiten je
nach Umgebungsbedingungen unterschiedlich schnell voran.

Die Autolyse ist ein Vorgang, bei dem kérpereigene Enzyme organische Strukturen abbauen.
Im Gegensatz dazu wird die Faulnis durch bakterielle, sowohl aerobe als auch anaerobe, Ab-
bauvorgange bestimmt bei denen Wasserstoff- und Sauerstoffverbindungen frei werden [9].
Die verantwortlichen Bakterien entstammen der Hautoberflache, den Atemwegen und vor al-
lem dem Magen-Darm-Trakt [9, 10]. Im Folgenden treten die typischen spét postmortalen Ver-
anderungen am Koérper auf: die Grinverfarbung der Bauchhaut durch die Bildung von Sulfha-
moglobin, die Entwicklung von Faulnisgasen im Bereich der Haut und der Kérperhéhlen mit
Gasdunsung des Abdomens und Durchschlagen des oberflachlichen Venennetzes. Haare und
Nagel lassen sich leichter entfernen, wahrend Weichgewebe und Organe weich werden und
sich zersetzen. Weitere Zeichen sind die erleichterte Ausziehbarkeit der Kérperbehaarung so-
wie der Finger- und Zehennéagel. Seltenere Phdnomene sind die Fettwachsbildung in feuchter,
sauerstoffarmer Umgebung sowie eine Mumifizierung in trockener, kalter oder hei3er Luft [9,
11].

Weitere Faktoren, die die postmortalen Veranderungen begleiten und die Identifikation von
Verstorbenen erschweren kénnen sind die Besiedlung des Leichnams durch Insekten sowie
TierfraBdefekte und Verschleppen einzelner Leichenteile durch Tiere [12]. Auch diese Fakto-
ren hangen mafgeblich von den Umgebungsbedingungen ab und kénnen bereits in der friihen
postmortalen Phase einsetzen. Die Geschwindigkeit der postmortalen Veranderungen des

! Die Zahlen unterliegen Schwankungen und kénnen taglich variieren, da in der Zwischenzeit Identifizierungen erfolgen kénnen.
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menschlichen Kérpers verlaufen in Abhangigkeit von den Umgebungsbedingungen. Bei einem
exponierten Leichnam kann es bei hohen AuBBentemperaturen wéhrend der Sommermonate
selbst in Mitteleuropa zur vollstdndigen Skelettierung innerhalb weniger Wochen kommen [13].
Tritt eine Mumifizierung bei trockenen und heiBen Umgebungsbedingungen auf, ist eine Be-
sténdigkeit von Weichgewebsresten Uber Dekaden hinweg mdglich, insbesondere bindege-
webige Strukturen wie Sehnen, Bander und Knorpel sind neben Knochen und Zahnen relativ
robust. Im Wasser verlauft der Verwesungsprozess langsamer als an der Luft. Die Cas-
per'sche Regel beschreibt, dass der Faulnisgrad eines Leichnams nach einwdchiger Exposi-
tion an der Luft in etwa zwei Wochen im Wasser oder acht Wochen im Erdgrab entsprechen
[13].

Bei fehlendem Anfangsverdacht und nicht méglicher Identifizierung durch MalRnahmen ,erken-
nungsdienstlicher Art* basiert die Identifizierung unbekannter Verstorbener auf einer engen
Zusammenarbeit zwischen den Ermittlungsbehdérden und der Rechtsmedizin. Die Ermittlungs-
behérden verfligen tUber den Zugang zu umfangreichen Vermisstendatenbanken (in Deutsch-
land ,Vermi/Utot* - Datei fir Vermisste, Unbekannte Tote und unbekannte Hilflose). Die
Rechtsmedizin Ubermittelt die Parameter, die fur das Einengen des infrage kommenden Per-
sonenkreises bei der Suche infrage kommender Personen benétigt werden.

Zunachst werden Basisinformationen wie Geschlecht, Kérperhdhe und geschatztes Lebens-
alter anhand verschiedener morphologischer Merkmale am Skelett ermittelt wobei ihre Aussa-
gekraft und ihr Beitrag zur Eingrenzung maéglicher ldentitaten unterschiedlich gewichtet sind:
Die Bestimmung des Geschlechts bietet lediglich eine binare Unterscheidung zwischen mann-
lich und weiblich. Zudem gelingt nicht immer eine eindeutige Zuordnung aufgrund der erhebli-
chen Variationsbreite dieser Merkmale bei Frauen und Mannern und gibt nur Aufschluss auf
das biologische Geschlecht [14]. Die KérpergroRe kann auch bei vélliger Skelettierung anhand
der Réhrenknochen ermittelt werden. Die Schatzung wird praziser je mehr Knochen vorhan-
den sind [15, 16]. Das geschatzte Alter eines Verstorbenen besitzt den héchsten diskriminie-
renden Wert unter diesen drei Parametern. Es ermdglicht eine deutlich feinere Eingrenzung
der in Frage kommenden Personen in den Vermisstendatenbanken. Allerdings ist die Schat-
zung des Lebensalters mit methodischen Herausforderungen verbunden (s. Absatz 1.2 und
Absatz 1.4).

Ergibt sich der Verdacht, dass es sich um eine bestimmte Person handeln kénnte, erfolgt die
endgultige ldentifizierung durch Vergleich. Zu diesem Zweck stehen verschiedene Methoden
zur Verfugung, darunter die Analyse von molekulargenetischen Merkmalen (short tandem
repeats) [17, 18], den Abgleich des Zahnstatus [19], die Auswertung medizinischer Implantate
oder Réntgenvergleichsanalysen [20]. Der Erfolg dieser Methoden hangt von der Verflgbarkeit
geeigneten Vergleichsmaterials ab, wie DNA-Proben naher Angehdriger, moglichst aktuelle
zahnarztliche Unterlagen und/oder alte Rontgenaufnahmen.

1.2 Schatzung des Lebensalters zur Einengung des Personenkreises bei unbekannten
Verstorbenen: Methoden und Ansétze

Methoden zur forensischen Lebensaltersschatzung sollten nach strengen Auswahlkriterien
ausgewahlt und Uberpraft werden, um eine méglichst prazise Altersschatzung zu ermdéglichen.
Dazu zahlt der Nachweis der Validitat einer Methode durch empirisch erhobene und fachwis-
senschaftlich publizierte Datenséatze sowie der Beleg der Reliabilitat der Methode durch eine
unabhéngige Reproduktion der Daten. Weiterhin sollten klare Informationen zur Streubreite
der Datensatze wie auch der einer individuellen Schatzung vorgelegt werden und der Einfluss
moglicher StérgréBen bekannt sein [8].



Konventionelle morphologische Verfahren basieren im Kindes- und Jugendalter auf der Beur-
teilung der Knochen- und Gebissentwicklung; sie lassen in dieser Altersgruppe [insbesondere
unter 14 Jahren] eine relativ genaue Lebensaltersschatzung zu. Je nach Alter wird eine Ge-
nauigkeit von + < 2 Jahren im 95% Vertrauensintervall angegeben [21-23] (s. Tabelle 1). Im
Erwachsenenalter sind das Skelett und Gebiss hingegen voll ausgereift und es kénnen nur
noch degenerative Verédnderungen zur Beurteilung herangezogen werden; entsprechend re-
sultieren teils groBe Schwankungsbreiten zwischen dem geschéatzten und dem chronologi-
schen Alter (s. Tabelle 1). Bei Beurteilung der Morphologie permanenter Zdhne werden
95% Vertrauensintervalle von * 10 - 24 Jahre angegeben [24].

Tabelle 1: Moglichkeiten der postmortalen Lebensaltersschatzung durch konventionelle morphologische
Methoden (modifiziert nach Ritz-Timme et al. [8])

[SE= Standardfehler; Pl= Prognoseintervall, MAE= Mittlerer absoluter Fehler, SEE= Standardfehler der Schét-
zung; MAD= Mittlere absolute Abweichung; n.s. nicht spezifiziert, MVM=Multivariates Modell; R= Korrelationsko-
effizient; Lit= Literatur]

Analysierte .
Parameter / Genauigkeit R Lit Erlauterungen
(Jahren)
Gewebe
Bei Kindern und Jugendlichen:
0-14J. +0.5-1J. SEE 0.50-
Erfassung der <2 J. PI 0.88 [23,
Gebissentwicklung + 25-
. - 1-2.5J. SEE 0.32-
(radiologisch) 14 - 21J. n 29]
t4-5J. Pl 0.85 Mit zunehmen-
dem Alter unge-
Erfassung der Skelettentwick- 0-18J 0.64- [28,  nhauer durch g
lung (radiologisch) ) +0.5-2J. SEE 0.88 30, Ende von Ent-
31] wicklung und
Bei Erwachsenen: B?ginn\;ieg_erée-
Beurteilung der Morphologie Erwachsenen- _ rauver verande-
permanenter Zihne alter £10-24J. Pl [24]  rungen
Bewertung morphologischer
<40J. Bestenfalls SEE [32-
Merkmale des Skeletts $2-4) 0.85 34]
Gesamter Altersbereich:
Bewertung dentaler Morpholo- Jedes Alter mit ) : [23,
gie sowie histologischen Merk-  permanenten t5-12J. SEE 8317 35,
malen Z&hnen ) 36]
Jedes Alter mit
Zahnzement Annullation permanenten *4-10J. see O7& [37-
- 0.93 39]
Z&hnen
MVM (unter Nutzung mehrerer Bestenfalls 0.72- [40-
Parameter) Jedes Alter c.+4.5J." SEE 0.90 42]

*abhangig von einbezogenen (verschiedenen) Merkmalen; mit zunehmendem Alter sinkt die Genauigkeit.

Vor diesem Hintergrund wurden die herkémmlichen morphologischen Verfahren insbesondere
im letzten Jahrzehnt um zahlreiche neue Ansatze, die auf der Nutzung altersabhangiger mo-
lekularer Veranderungen (insbesondere an Proteinen und DNA [43-48]) basieren, erweitert.
Aus der Sicht der Grundlagen- und Alternsforschung ergeben sich daraus interessante Fragen
zur genauen Bedeutung dieser molekularen Modifikationen flr Alterungsprozesse und zu ih-
rem Beitrag zum Altern und zum biologischen Alter eines Individuums. Aus Perspektive der
forensischen Wissenschaften ist bemerkenswert, dass einige dieser auch als ,molekularer
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Uhren® oder ,biomarkers of aging” [43-45, 47, 48] bezeichneten Modifikationen einen so engen
Zusammenhang mit dem chronologischen Lebensalter zeigen, dass sie dafir genutzt werden
kénnen, das Alter einer (z. B. unbekannten) Person zu schétzen. Diese Ansatze sind vor allem
interessant, da sie - zumindest im Erwachsenenalter - wesentlich genauere Ergebnisse einer
Lebensaltersschatzung liefern. Als derzeit relevanteste Ansétze sind die posttranslationalen
Proteinmodifikationen der Akkumulation von D-Asparaginsaure und Pentosidin sowie die
DNA-Methylierung zu nennen.

1.3 Grundlagen der molekularen Lebensaltersschatzung auf Basis posttranslationaler
Protein-Modifikationen und der DNA-Methylierung

1.3.1 Intravitale Akkumulation von D-Asparaginsaure

Die Akkumulation von D-Asparaginsaure (D-Asp) in langlebigen Proteinen mit zunehmendem
Lebensalter ist das Ergebnis der spontanen Umwandlung von L-Asparagin- (Asn) und L-As-
paraginsaureresten (Asp) in ihre D-Form [43].

Durch die Deamidierung von L-Asn zu einem metastabilen zyklischen L-Succinimid wird der
Prozess zur Umwandlung initiiert. Aus dem L-Succinimid kénnen sich durch Isomerisierung L-
Asn und L-Iso-Asn bilden. Weiterhin kann durch Umlagerung Uber das Intermediat die D-Form
= D-Succinimid entstehen. Aus diesem kénnen D-Asp und D-Iso-Asp entstehen [43, 49] (s.

Abbildung 1).
A f: .
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Abbildung 1: Intravitale Umwandlung von L-Asparaginséure in ihre D-Form (modifiziert nach Geiger und
Clark [49]; Strukturformeln erstellt mit ChemSketch [50]). Deamidierung von L-Asn zu einem metastabilen zyk-
lischen L-Succinimid. Durch Isomerisierung kénnen sich aus dem L-Succinimid L-Asp und L-Iso-Asp bilden. Durch
Umlagerung (ber ein Intermediat (grau hinterlegt) kann jedoch auch das D-Succinimid entstehen und folgend D-Asp
und D-Iso-Asp.

Die Akkumulation der D-Asp in (langlebigen) Proteinen hangt von verschiedenen Faktoren ab.
Zum einen sind die physikochemische Umgebung sowie die Umsatzrate des ,Ausgangspro-
teins“ maligeblich, wobei die physikochemischen Bedingungen (pH-Wert, Temperatur usw.)
im Korper weitgehend konstant sein missen, um mit dem Leben — also wahrend der Akkumu-
lation von D-Asp — vereinbar zu sein. Weist das Protein eine mittlere bis hohe Umsatzrate auf,
so unterliegt es entweder standigem Austausch gegen neu synthetisiertes Protein oder es er-
fahrt eine rasche Degradation [46, 51, 52], sodass es zu keiner altersabhangigen Akkumula-
tion von D-Asp kommt. Damit D-Asp altersabhangig akkumuliert und dies messbar ist muss
die Umsatzrate des Proteins sehr gering sein [51]. Weiterhin Gben die Sekundar- sowie Ter-
tidrstruktur des Proteins einen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Razemisierung, also der
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Umwandlung der L- in die D-Form, aus. Je gréBer bzw. rdumlich komplexer das Protein vor-
liegt, desto langsamer akkumuliert D-Asp in der Regel [46, 51].

1.3.2 Akkumulation von Advanced Glycation End Products wie Pentosidin

Pentosidin gehdrt zu der Gruppe der Advanced Glycation End Products (AGEs). AGEs sind
heterogene Makromolekile, die durch spontane Glykierung von Aminosaureresten in Protei-
nen entstehen und im Rahmen der Proteinalterung eine Rolle spielen [46, 53]. Sie weisen eine
Vielfalt an Strukturen auf, die quervernetzende Eigenschaften oder die Fahigkeit zur autono-
men Fluoressenzemission (wie auch Pen) besitzen [54, 55].

Der Entstehung von AGEs liegt die Maillard- Reaktion, die auch als sogenannte Braunungsre-
aktion bekannt ist [56], zugrunde. Sie verlauft als nicht-enzymatischer, mehrstufiger Prozess,
der in Abbildung 2 schematisch dargestellt ist. In einem ersten, noch reversiblen Schritt ver-
binden sich die freie Carbonylgruppe reduzierter Kohlenhydrate mit der freien Aminogruppe
eines Proteins. Unter Abspaltung von Wasser bildet sich eine Schiff'sche Base. Infolge ihrer
metastabilen Struktur lagert sich diese in mehreren Schritten zu einem weitaus stabileren Ke-
toamin, auch Amadori-Produkt genannt, um. Durch weitere chemische Transformationen und
Intermediate entsteht die heterogene Gruppe der AGEs, die tber Umlagerung und Polymeri-
sation letztendlich inter- sowie intramolekulare Quervernetzungen ausbilden kénnen [55] (vgl.
Abbildung 2).

H\C;O
|
H—C—OH 2
Iy He_ R
H N N
R N N2 |
i Ho ¢ R H—C—H
reduzierender Zucker |
o H—(lz—OH . |
+ - -« C
2 R] RW/ \\\'O Emm
R NH, - -
| Schiffsche Base ] | Ketoamin (Amadoriprodukt)

—Lys—

Dicarbonyl NH AN

icarbonyl-

— «— | Intermediate | — " " " — zB. HN«D
—Arg— N Z

| Pentosidin |

Abbildung 2: Bildung von AGEs durch Maillard Reaktion (modifiziert nach Ahmed [57] und Lackner & Peetz
[58], Strukturformeln erstellt mit ChemSketch [50]). Die freie Carbonylgruppe eines reduzierenden Zuckers re-
agiert mit der freien Aminogruppe eines Proteins unter Abspaltung von Wasser zu einer Schiff'schen Base. Auf-
grund ihrer metastabilen Struktur lagert sich diese in mehreren Schritten zum stabileren Ketoamin=Amadori-Pro-
dukt um. AnschlieBend entstehen durch weitere chemische Transformationen Dicarbonyl-Intermediate und letzt-
endlich AGEs wie z.B. Pentosidin.

Die Reaktion, die zur Ausbildung der kovalenten Quervernetzungen fuhrt, geht mit der Zu-
nahme von oxidativem Stress einher und potenziert dadurch Entziindungen [55]. AGEs sind
assoziiert mit der Genese verschiedener Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Niereninsuffizi-
enz sowie GefaB- und Herz- Kreislauferkrankungen [59-61]. Die mit der Zeit in langlebigen
Proteinen akkumulierenden AGEs verursachen die fir die Maillard-Reaktion charakteristische
gelbliche bis braune Verfarbung des betroffenen Gewebes, die bereits im Blick auf eine Eig-
nung fur die forensische Altersschatzung untersucht wurde [62]. Auch hier gilt, dass Pen (und
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vermutlich auch andere AGEs) nur akkumulieren, wenn die Umsatzrate des ,Ausgangspro-
teins® gering ist, da das Protein sonst einem standigen Austausch gegen neu synthetisiertes
Protein unterliegt oder eine rasche Degradation erfahrt [46, 52, 63, 64].

1.3.3 DNA-Methylierung

Die Methylierung von DNA z&hlt zu den epigenetischen Markierungen des Genoms, die zum
einen mit verschiedenen Entwicklungsprozessen und zum anderen mit der Regulierung sowie
Expression von Genen in Eukaryonten assoziiert sind.

Diese reversible Modifikation der DNA entsteht durch Anlagerung einer Methyl-Gruppe an das
5’-Kohlenstoffatom des Pyrimidinrings eines Cytosins lber eine kovalente Bindung und bildet
so ein 5-Methylcytosin. Bei Saugetieren lauft diese Reaktion hauptséachlich an Stellen der
DNA-Sequenz mit Cytosin-Guanin-Dinukleotiden (CpG) ab [65] und wird durch die DNA-
Methyltransferasen DNMT1, 3A und 3B (DNMTs) katalysiert [66, 67]. Als Methylgruppen-Do-
nator fungiert S-Adenosylmethionin (SAM), der durch die Katalyse zu S-Adenosinhomocystein
(SAH) wird [67-69] (s. Abbildung 3).

NH, NH,

Cytosin 5'-Methyl-Cytosin

Abbildung 3: Methylierung von Cytosin (modifiziert nach Gibney et al. [70], Strukturformeln erstellt mit
ChemSketch [50]). Durch die Anlagerung einer Methyl-Gruppe an das 5’-Kohlenstoffatom des Pyrimidinrings eines
Cytosins Uber eine kovalente Bindung und bildet sich ein 5-Methylcytosin. Diese Reaktion wird durch die DNA-
Methyltransferasen DNMT1, 3A und 3B (DNMTs) katalysiert. S-Adenosylmethionin (SAM) agiert als Methylgrup-
pen-Donator der danach zu S-Adenosinhomocystein (SAH) wird.

CpG-Stellen sind im Genom von Saugetieren unterreprasentiert, weisen dafir jedoch in be-
stimmten Regionen nahe Genpromotern eine hohe Dichte auf. Diese Bereiche, an denen eine
atypisch hohe CpG Haufigkeit vorliegt, werden als ,CpG-Inseln“ bezeichnet. Diese machen
nur etwa 1 bis 2 % des gesamten Genoms aus. Die meisten Inseln sind kurz, besitzen jedoch
einen CpG-Gehalt von 60-70 %. Mehr als 95 % der Inseln sind weniger als 1.800 bp und mehr
als 75 % sind weniger als 850 bp lang [71-73].

Das Methylierungsprofil im Gesamt-Genom verandert sich im Laufe des Lebens kontinuierlich.
Bei Neugeborenen ist die DNA-Methylierung im Blut niedrig, steigt jedoch im ersten Lebens-
jahr global an, insbesondere an den Randern der Inseln und in intergenischen Regionen [74].
Danach bleiben die globalen Methylierungsniveaus stabil, unterliegen jedoch im Erwachse-
nenalter Schwankungen aufgrund der zunehmenden individuellen Variabilitat [75]. Im héheren
Alter nimmt die DNA-Methylierung global ab, verzeichnet jedoch eine Zunahme an CpG-Inseln
und deren Réndern [76, 77]. Die Anderungsrate der Methylierungen sind im frithen Leben
deutlich héher als im spéateren Leben [78, 79]. Diese Muster wurden zwar hauptsachlich im
Blut beobachtet, sind jedoch auch in anderen Geweben vorhanden. Im Allgemeinen zeigen
die meisten Gewebe einen Anstieg der durchschnittlichen DNA-Methylierung in den ersten
Lebensjahren und eine allmahliche Abnahme im spéateren Leben [48, 80].

Zusétzlich zu den altersbedingten Verédnderungen der DNA-Methylierungsmuster zeigen sich
an spezifischen Stellen des Genoms enge Korrelationen zwischen dem biologischen Alter und
dem Methylierungsgrad, die nicht-stochastischer Natur sind und sowohl gewebespezifisch als
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auch gewebelbergreifend existieren [48, 81]. Die Korrelation ist teilweise so eng, dass die
DNA-Methylierungsmuster zur Schatzung des Lebensalters genutzt werden kénnen. Auf die-
ser Basis wurden bereits diverse Altersschatzungsmodelle entwickelt (Ubersicht bei [82]; s.
Abschnitt 1.4.2).

1.4 Moglichkeiten und Grenzen molekularer Verfahren zur postmortalen Lebensalters-
schéatzung: Status quo

Eine Ubersicht der derzeitigen Mdglichkeiten zur postmortalen Altersschatzung bietet Tabelle
2. Zu beachten ist, dass in der Literatur verschiedene MaBBe zur Beurteilung der Genauigkeit
der verschiedenen Methoden und Modelle angewendet wurden und somit kein einheitlicher
Vergleich der Methoden mdéglich ist [83].

1.4.1 Proteinbasierte Verfahren (auf Basis von D-Asp, Pen)

Eine altersabhangige Akkumulation von D-Asp und Pen setzt voraus, dass das ,,Ausgangspro-
tein® frih im Leben angelegt und dann nicht mehr in relevantem Umfang ausgetauscht wird.
Der Austausch von Proteinen umfasst sowohl die Synthese neuer Proteine als auch den Ab-
bau von bestehenden Proteinen und wird als Protein-Turnover Rate (Prozentsatz des Protein-
bestands, der pro Zeiteinheit erneuert wird) beschrieben [84]. Der kontinuierliche Zyklus von
Proteinabbau und -neusynthese ist essentiell fir die Aufrechterhaltung zellularer Funktionen
und die Anpassungsfahigkeit des Organismus. Weiterhin beschreibt die Halbwertszeit eines
Proteins die Zeit, die bendtigt wird, um die Halfte der vorhandenen Menge eines bestimmten
Proteins abzubauen. Beide Konzepte sind wichtig fir das Verstandnis der Proteindynamik in
Zellen [84]. Die Turnover Rate variiert erheblich zwischen verschiedenen Proteinen und Ge-
webetypen, wobei einige Proteine innerhalb von Minuten abgebaut werden, wahrend andere,
insbesondere in bradytrophen Geweben, tiber Monate oder Jahre hinweg stabil bleiben kén-
nen. Regulatorische Proteine haben oft kurze Halbwertszeiten, um schnelle Anpassungen zu
ermoglichen; Strukturproteine weisen in der Regel langere Halbwertszeiten auf [84]. Kollagen
als Strukturprotein beispielsweise ist ein langlebiges Protein [46, 85]. Seine Halbwertszeit va-
riiert je nach anatomischer Lokalisation und Kollagentyp, wurde jedoch auf 117 Jahre im Ge-
lenkknorpel [63] und zwischen 95-215 Jahre in Bandscheiben [86] geschatzt.

FUr Lebensaltersschatzungen mittels der proteinbasierten Parameter Pen und D-Asp gilt des-
halb, dass bradytrophe Gewebe mit niedriger Stoffwechselaktivitat tendenziell besser geeignet
sind. Werden nicht aufgereinigte Proteine untersucht, sondern Proteingemische (z.B. Gesamt-
gewebsproben), spielt die spezifische Zusammensetzung der Proteingemische eine wesentli-
che Rolle, da jedes Protein seine eigene Kinetik der Akkumulation von D-Asp und Pen auf-
grund verschiedener Proteinstrukturen, verschiedener Turnover-Raten und Halbwertszeiten
hat. Vorgange, die die Proteinkomposition andern kénnen (z.B. intravitale oder postmortale
Degradation oder eine intravitale Gewebsregeneration mit Bildung ,neuer” Proteine) kdnnen
die Eignung eines Gewebes flr Altersschatzungen negativ beeinflussen.

Eines der zurzeit prazisesten Verfahren zur Lebensaltersschatzung basiert auf der Akkumula-
tion von D-Asp in Dentin; dieses Verfahren ist zunehmend in der forensischen Praxis etabliert
(z.B. [87-91] und lasst Lebensaltersschatzungen mit einer Genauigkeit von um + 4 Jahre im
95% Vertrauensintervall bzw. ein MAE2 von 2.19 Jahren zu (je nach untersuchtem Zahntyp)
zu [92]. Dentin besteht zu etwa 70% aus anorganischem Material (hauptsachlich

2 Berechnet nach internen Daten.



Hydroxylapatit), zu 20% aus organischem Material (hauptsachlich Kollagen, der Rest besteht
aus Lipiden und nicht-kollagenen Matrixproteinen) und zu 10% aus Wasser [93]. Weiterhin ist
Dentin ein nahezu statisches Hartgewebe mit minimalem Umsatz nach der initialen Bildung
wahrend der Zahnentwicklung. Dies flhrt zu einer konstanten Proteinzusammensetzung tber
die gesamte Lebensdauer hinweg, was prazise Altersschatzungen basierend auf der Analyse
von D-Asp und Pen im Gesamtgewebe ermdglicht [91, 92, 94, 95]. Die fir diese Methode
bendtigten gesunden Zahne stehen allerdings in vielen Féllen der forensischen Praxis als Un-
tersuchungsmaterial nicht zur Verflgung (pra- und/oder postmortaler Zahnverlust [94, 96], Lei-
chen- oder Skelettteile ohne Zéhne).

Mit anderen, komplexeren Geweben, die im Verhaltnis zu anderen Organen robuster gegen-
Uber postmortalen Veranderungen sind wie Knochen, Ligamente und Arterien, kénnen &hnlich
genaue Ergebnisse wie fir Dentin nur erreicht werden, wenn mit hohem (in der forensischen
Praxis i. d. R. nicht leistbarem) Aufwand langlebige Proteine wie Elastin oder Osteocalcin [97-
100] aufgereinigt werden. Dennoch sind auch solche Gewebe fir Altersschatzungen nutzbar,
teilweise unter Einsatz von Gesamtgewebe oder nach Préparation grober Proteinfraktionen,
wobei die Genauigkeit der Methode dann jeweils deutlich geringer als bei Aufreinigung geeig-
neter Proteine oder dem Einsatz von Dentin ist (z.B. [101, 102]; s. Tabelle 2).

Die Studienlage zur Einsetzbarkeit der Akkumulation von Pen zur Schatzung des Lebensalters
im forensischen Kontext ist derzeit sehr gering (s. Tabelle 2). Lebensaltersschatzungen auf
Basis der Akkumulation von Pen in Dentin sind nach derzeitigem Stand wesentlich ungenauer
(* 9.4 Jahre im 95% Vertrauensintervall [94] bzw. MAE? 6.03 Jahre) als die Schatzung auf
Basis der Akkumulation von D-Asp. Neuere Arbeiten geben Hinweise auf die potenzielle Eig-
nung von Pen zur Lebensaltersschatzung in komplexen Geweben wie Bandscheiben ([103];
R=0.92) und Knochen ([104]; p = 0.90-0.95). Bei Nutzung der Akkumulation von Pen zur Le-
bensaltersschatzung ist die theoretische Beeinflussbarkeit durch innere Erkrankungen zu be-
achten, insbesondere bei Vorliegen eines tber lange Zeit schlecht eingestellten Diabetes mel-
litus oder einer Niereninsuffizienz [55, 59].

Dennoch ist die Akkumulation von Pen flr Lebensaltersschatzungen insbesondere in Hinblick
auf eine Kombination mit anderen Anséatzen interessant: Pen scheint Gber sehr lange postmor-
tale Intervalle bis zu Tausenden von Jahren stabil zu sein [105], was einen Anwendungsbe-
reich auch im anthropologisch-archaologischen Kontext eréffnet. D-Asp hingegen erliegt Gber
diese Zeitrdume einer degradationsbedingten Nachrazemisierung und kann aufgrund dessen
falsch hohe Schéatzungen des Lebensalters liefern ([106]; s. Tabelle 2).

In der forensischen Praxis stellen Karies und Hitzeeinwirkungen (bei verbrannten Leichen)
weitere zu beachtende Stérfaktoren fir die Lebensaltersschatzung mittels proteinbasierter
Verfahren (D-Asp, Pen) dar. Die Untersuchungen von Greis et al. (2018) zeigen, dass die
Schatzung des Lebensalters anhand von Pen in Fallen von kariésen oder erhitzten Zahnen
keine genaueren Ergebnisse liefert als D-Asp. Sowohl Karies als auch Hitzeeinwirkung kénnen
beide Verfahren stéren [94].

1.4.2 Verfahren auf Basis der DNAm

Fir die besten Modelle unter Nutzung von DNAm Daten sind MAEs von ca. 3 bis 5 Jahren
beschrieben (Ubersicht bei [82, 107]), wobei die Abweichung zwischen geschétztem und tat-
sachlichem Alter im Einzelfall deutlich hdher sein kann und sich die meisten bisherigen Mo-
delle sich auf die Untersuchung von Proben Lebender beziehen. Die DNA-Methylierung ist
individuellen stochastischen Veranderungen unterworfen und wird durch viele endogene wie
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auch exogene Faktoren beeinflusst [82, 108]. Zu den Einflussfaktoren zahlen insbesondere
das Geschlecht, die Ethnizitat, der Gesundheitsstatus, der sozialbkonomische Status sowie
zahlreiche Krankheiten wie maligne Erkrankungen und HIV, auBerdem Expositionen mit ver-
schiedenen Giftstoffen wie Alkohol, Rauchen, Luftverschmutzung ([109-112], Ubersicht bei
[113]).

FUr den Einsatz von DNAm Modellen an der (durch Faulnis veranderten) Leiche oder Leichen-
teilen liegen bislang vergleichsweise wenig Daten vor. Dabei hdngt die Qualitat der Ergebnisse
postmortaler Altersschatzungen von der Verfligbarkeit geeigneter Gewebe und dem Degrada-
tionszustand der DNA bzw. dem Vorhandensein ausreichend intakter DNA ab [114, 115]. Es
wurden bereits fiir verschiedene robuste Gewebe wie Knochen und Zahne [116-121] als auch
fir Knorpel [122, 123] und Finger-/FuBnagel [124] altersabhangige Marker beschrieben (s.
Tabelle 2).

Fir eine prazise Analyse der DNA-Methylierung ist eine hohe Mindestmenge von 200 bis
500 ng DNA erforderlich [125] um das Methylierungsmuster wahrend der Bisulfitkonvertierung
— dem derzeitigen Goldstandard — zu bewahren (Ubersicht des Verfahrens bei [82]). In der
forensischen Praxis kann dies Probleme bereiten, da gerade nach langen postmortalen Lie-
gezeiten oft nur sehr geringe DNA-Mengen (0.001 ng bis 1 ng) zur Verfigung stehen.
Unterschreitet die DNA-Menge die empfohlene Schwelle, birgt dies folgende Problematik: Im
Gegensatz zu der Analyse des genetischen Profils zeigt das DNAm-Niveau eine erhebliche
Variabilitdt zwischen verschiedenen Zelltypen und selbst zwischen einzelnen Zellen desselben
Typs. Auf der Ebene einzelner Zellen stellt die DNAm an einer bestimmten CpG-Stelle ein
binares Ereignis dar — die CpG-Stelle ist methyliert oder nicht. Wenn das DNAm-Niveau jedoch
aus einem DNA-Extrakt bestimmt wird, reprasentiert das Ergebnis den Durchschnitt der Me-
thylierungsgrade aller CpG-Stellen in dieser Probe [115]. Die Ergebnisse von Naue et al. zei-
gen auf, dass stochastische Variationen zu signifikanten Schwankungen bei der Analyse von
DNAm-Niveaus, insbesondere bei geringen DNA-Mengen, fihren kénnen [115]. In der Folge
kénnen die Zuverlassigkeit sowie Reproduzierbarkeit der DNAm Analysen erheblich beein-
trachtigt sein und zu ungenauen oder fehlerhaften Ergebnissen flihren. Zudem wird die Quali-
tat der DNAm-Analyse auch durch technisch bedingte Faktoren beeinflusst, die je nach ver-
wendeten Markern, Modellen und dem untersuchten Altersbereich von unterschiedlich groBer
Bedeutung sein kdnnen. Mehrere Studien haben die Sensibilitdtsschwelle ihrer Assays und
Marker untersucht, wobei die Ergebnisse je nach Studie zwischen 1 und 20 ng schwanken
[116, 126-130] (Details zum Vergleich der Studien in [82]).

Die Definition eines ,Markers* variiert zwischen den Publikationen und bezieht sich oft auf die
genetischen Loci oder Sequenzregionen und im endgultigen Modell auf die spezifischen ana-
lysierten CpG-Positionen [82]. Es ist bekannt, dass die DNAm durch zahlreiche extrinsische
(Umwelteinflisse wie Verschmutzung, Toxine etc.) und intrinsische Faktoren (Erkrankungen,
Stress, posttraumatische Belastungen) beeinflusst werden kann [113, 131]. Nicht fir jeden
Marker sind solche Einfllisse untersucht und ausschlieBbar. Vor diesem Hintergrund basieren
Lebensaltersschatzungen Uber die DNAm in aller Regel auf Kombinationen mehrerer Marker
in Modellen. Dabei gibt es verschiedene Ansatze zur Nutzung und Kombination der Marker in
Modellen: die Marker kénnen spezifisch flr jedes Gewebe identifiziert werden oder ein Modell
mit einem festen Markerset fir verschiedene Gewebe entwickelt und an die Gewebe ange-
passt werden. Hier kénnen sowohl gewebe-spezifische Modelle (z.B. [116]; dasselbe Marker-
set jedoch die gewebespezifisch am besten korrelierenden CpG-Stellen werden berlicksichtigt
und verwendet) oder gewebelbergreifende Modelle (z.B. [132]; dieselben Marker und CpG-
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Stellen werden in einem gewebespezifischen Modell auf verschiedene Gewebe und Zelltypen
angewendet) entwickelt werden.

Die Eignung von Geweben zur Lebensaltersschatzung auf Basis der DNAm hangt somit zu-
nachst von der Erhaltung der Qualitat sowie Quantitat der DNA in einem Gewebe ab. Ist aus-
reichend DNA vorhanden, wird die Genauigkeit der Altersdiagnosen dann von der Auswahl
und Kombination der geeigneten DNAm-Marker bestimmt. Hier besteht sicherlich noch For-
schungsbedarf zu der Frage nicht-altersassozierter Einflisse auf die DNAm an den Loci, die
als ,Marker“ zum Einsatz kommen (sollen).
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Tabelle 2: Moglichkeiten der Altersschatzung durch molekulare Methoden (modifiziert nach B6hme et al.
[83]). [SE= Standardfehler; Pl= Prognoseintervall, MAE= Mittlerer absoluter Fehler, SEE= Standardfehler der

Schéatzung; MAD= Mittlere absolute Abweichung; RMSE= Wurzel des mittleren quadratischen Fehlers; n.s. nicht
spezifiziert, MVM= Multivariates Modell, R= Korrelationskoeffizient, Lit= Literatur]

Analysierte Parameter / Genauigkeit .
Gewebe (Jahren) g i FARC L]
Wenn Zahne vorhanden:
t4 95% PI 51, 88
D-Asp Dentin 519+ MAE+ 0.93-0.99 9} 232]5
53 SD
+94 95%PI
Pen Dentin 757 SEE 0.94 [94, 95]
6.03 MAE Forensische Praxis:
Zahnmark Fund von Leichen/
(13 CpGs) 2.25 MAD [120 Leichenteile / knécherne
DNAmM 0.76-0.85 ’ Uberreste
Dentin 121, 134]
(7-9 CpGs) 4.86 MAD
Relative Telomer-
lange + DNAm (9  5.04 MAE 0.77 [120]
CpGs in Dentin)
MVM D-Asp (Dentin) +
Pen (Dentin) + 2.68- )
DNAM 359 MAE 0.92-0.96 [95]
(5CpGs in MSH)
Historische/
Pen* . archéologsiche
Dentin 3.92 MAE 0.94 [105] Uberreste
* Pen scheint Uber sehr lange postmortale Intervalle stabil zu sein.
Wenn keine Zahne vorhanden:
Knochen (Osteo- +6 95% PI
calcin) 2.8 SEE 0.99 [99]
Verschiedene
Knochentypen )
D-Asp (Kalotte, Rippe, n.s. 0.84-0.85 [104]
Clavicula)
Verschiedene
; [63, 97,
Weichegewebe ¢ 0.92:0.97 98,100,
(z.B. Ligamente, 135, 136]
Haut, Knorpel) ’
Verschiedene
Weichegewebe i (63, 64,
(Bandscheiben- "S- 0.92-0.93 103] Forensische Praxis:
gewebe,Knorpel) orensische Praxis:
Pen Verschiedene Fund von Leichen /
Leichenteile / knécherne
Knochentypen . [104, -
(Kalotte, Rippe, n.s. 0.90-0.95 137] Uberreste
Clavicula)
2.56 MAD
Knochen 34 MAE 0.96 n.s. [116]
Blut 5.36 MAD 0.89 [138]
MSH n.s. 0.95 [114]
DNAm FuB-Fingemagel 055  MAD [124]
2 e
. ) [122,
Rippenknorpel 0.88 123]
5.39- RMSE
6.43
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Fortsetzung Tabelle 2: Méglichkeiten der Altersschiatzung durch molekulare Methoden (modifiziert nach

Boéhme et al. [83]).

Analysierte Parameter / Genauigkeit .
Gewebe (Jahren) R Lit Anwendung
Wenn keine Zdhne vorhanden:
D-Asp + Peniin 4.0-
Bandscheiben ) MAE 0.94 [1]
. ) 6.3
und Epiglottis
D-Asp + Pen +
DNAm (6 CpGs);
Schadelknochen Forensische Praxis:
Fund von Leichen/
MVM  -Proben ohne 511- MAE Leichenteile / Skeletten
Faulnis 7.16 0.90-0.96
6.34- RMSE ) ’ [3]
9.16
-Proben mit Faul-  6.0- MAE
nis 1018 0.74-0.89
9.08- RMSE
14.08

Weitere Bemerkungen:

In Fallen mit fortgeschrittener Faulnis:

-D-Asp und Pen:_Analyse des Dentins oder Verwendung_von multivariaten Modellen werden_empfohlen.
-DNAm: bisher nur wenige Daten; offensichtlich anwendbar, solange eine ausreichende Menge an DNA verfligbar

ist [114]. i
Bei verbrannten Uberresten:

D-Asp und Pen Werte kdnnen falsch hoch sein, wenn die analysierten Gewebe durch die Hitze beeinflusst wur-

den.
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1.5 Neue Ansatze zur postmortalen Lebensaltersschatzung: Kombination verschiede-
ner molekularer Parameter in verschiedenen Gewebetypen eines Individuums zur
Steigerung der Genauigkeit unter Nutzung von Kl basierten Modellen

Das Potential der oben dargestellten Ansétze zur molekularen Altersschatzung ist grundsatz-
lich hoch. Allerdings liegen groBBe Herausforderungen in der hohen Komplexitat von Alterungs-
prozessen sowie der limitierten Nutzbarkeit von einzelnen morphologischen oder auch mole-
kularen Parametern in Féllen, in denen z.B. nur Kérperteile oder Knochenfragmente vorliegen
oder starke postmortale Veranderungen vorliegen, sodass nur bestimmte Gewebetypen zur
Altersschatzung vorhanden sind.

Nachdem bisherige Studien bei der Verknlpfung von Parametern in einem Gewebe unter Nut-
zung von Machine Learning Modellen eine héhere Genauigkeit der Lebensaltersschatzung
gezeigt haben [95, 120], liegt als nachster Schritt die Kombination der verschiedenen Parame-
ter in verschiedenen Geweben nahe.

1.5.1 Knochen und andere postmortal stabile Gewebe als Untersuchungsgut

Knochen ist ein haufig in der forensischen Praxis verwendetes Material, da es aufgrund seines
hohen Anteils an anorganischer Substanz verhaltnismaRig lange vor der postmortalen Degra-
dation geschitzt und somit lange vorhanden ist:

Knochengewebe ist in kalzifizierten Lamellen angeordnet, in die die Zellen (Osteoblasten, Os-
teozyten und Osteoklasten) der Knochenmatrix eingebettet sind. Die Knochenmatrix besteht
aus etwa 35 % organischen und 65 % anorganischen Bestandteilen. Der organische Anteil
besteht hauptsachlich aus Kollagen Typ | (ca. 90%) und 10 % nicht-kollagenen Proteinen, wie
Osteonectin, Osteocalcin, Sialoprotein, Glykoproteinen, Proteoglykanen und weiteren [139].
Hydroxylapatitkristalle, Karbonat, sowie Mineralstoffe wie Kalium, Chlor, Eisen, Magnesium
bilden den anorganischen Anteil der Matrix [139].

Im Knochen sind verschiedene Zelltypen fir Erhaltung, Funktion und Reparatur notwendig.
Osteoblasten bilden die organische Matrix, die als Grundlage fir die Mineralisierung dient und
spielen eine zentrale Rolle fiir Knochenwachstum und -reparatur. Osteozyten, die haufigsten
Knochenzellen, entstehen aus Osteoblasten und befinden sich in Lakunen innerhalb der mi-
neralisierten Matrix. Sie sind durch kleine Kanale, den sogenannten Canaliculi, verbunden,
Uberwachen den Knochenumbau und reagieren auf mechanische Belastungen [140]. Osteo-
klasten sind in Resorptionslakunen lokalisiert und bauen altes oder beschadigtes Knochenge-
webe ab [141].

Da D-Asp und Pen altersabhangig nur in langlebigen Proteinen akkumulieren, sind bradytro-
phe Gewebe flr Lebensaltersschatzungen mittels der proteinbasierten Parameter optimal.
Knochen ist zwar kein bradytrophes Gewebe, da es sehr umsatzstark ist. Die Konzentration
langlebiger Proteine ist jedoch so hoch, dass auch bei der Analyse des Gesamtproteins — wie
in Publikation [3] durchgefihrt — eine Altersabhangigkeit festgestellt werden kann. Die Zellen
sind in die mineralisierte extrazellulare Matrix eingebettet, die als physische Barriere gegen
auBere Einflisse dient. Aufgrund dessen bleibt die DNA verhaltnismaBig lange intakt und
macht Knochen zu einem wichtigen Material fir die Untersuchung der DNAm.

Auch andere, ebenso postmortal stabile Gewebe wie Achillessehne, Bandscheibengewebe
und Epiglottisgewebe kénnen unter ginstigen Bedingungen mehrere Wochen bis Monate
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nach dem Tod noch weitgehend intakt bleiben. Durch ihre dicht gepackten Kollagenfasern
weisen sie eine hohe Resistenz gegen Autolyse und Faulnis auf; ihr geringer Anteil an Zellen
sowie die relativ geringe Durchblutung der Gewebe verlangsamt den Abbau durch kérperei-
gene Enzyme und Faulnis [142]. Durch ihre bradytrophen Eigenschaften und ihren hohen An-
teil an langlebigen Proteinen wie Kollagen, Elastin und Proteoglykane in verschiedenen Antei-
len liefern sie eine gute Basis fur Lebensaltersschatzungen unter Nutzung der proteinbasierten
Parameter D-Asp und Pen. Zudem bieten ihre Knorpel- und/oder Faserstrukturen gute Bedin-
gungen zum langen Erhalt intakter Zellen und damit von DNA auf.

Die Achillessehne besteht aus dichtem, faserigem Bindegewebe (Uberwiegend Kollagenfa-
sern). Tenozyten, eine Unterart der Fibroblasten, sind I&anglich und spindelférmig und liegen
zwischen den parallelen Kollagenfaserbindeln. Die Tenozyten sind in Langsrichtung der
Sehne ausgerichtet und relativ gleichmaBig verteilt, allerdings in geringerer Dichte als in wei-
cheren Geweben. Ihre Hauptfunktion besteht darin, die Kollagenfasern zu produzieren und zu
erhalten, die die Zugfestigkeit der Sehne gewéhrleisten [143]. Die Achillessehne besteht zu
etwa 90-95 % aus Kollagen, was ihr eine hohe Festigkeit verleiht [144]. Die extrazellulare Mat-
rix der Achillessehne enthélt etwa 1-5 % Proteoglykane (Anteil in Trockenmasse) [145].

Bandscheiben bestehen aus zwei Hauptkomponenten; dem auBeren Faserring (Annulus fib-
rosus) und dem inneren Gallertkern (Nucleus pulposus). Der Anulus fibrosus enthalt etwa 60-
70 % Kollagen, hauptsachlich Typ |, was ebenfalls zu einer robusten Struktur flhrt [146], je-
doch insgesamt relativ wenige Zellen, hauptséachlich Fibroblasten und Fibrochondrozyten.
Diese Zellen sind zwischen den Kollagenfasern verteilt und sorgen fir die Stabilitat und Fes-
tigkeit des Faserrings. Der Anulus fibrosus enthalt einen Anteil von etwa 10-20 % Proteogly-
kanen [146]. Im Nucleus pulposus hingegen befinden sich chondrozyten-ahnliche Zellen, die
in einer gallertartigen Matrix eingebettet sind. Die Zellverteilung ist hier etwas dichter als im
Annulus fibrosus, wobei die Zellen in einer viskosen Substanz verteilt sind, die hauptsachlich
aus Proteoglykanen besteht [147].

Die Epiglottis (Kehldeckel) ist eine schleimhautliiberzogene elastische Struktur aus elasti-
schem Knorpel und Bindegewebe mit einem Anteil von etwa 30-50 % an Kollagen Typ 11 [148].
Chondrozyten sind in einer dichten Matrix aus elastischen Fasern eingebettet. Die Zellen sind
relativ gleichm&Big verteilt und befinden sich in kleinen Hohlrdumen, den sogenannten Laku-
nen. Die Elastizitdt des Gewebes wird durch die elastischen Fasern und die Matrix gewahr-
leistet, in der die Chondrozyten eingebettet sind [149]. Die Epiglottis enthélt einen noch héhe-
ren Anteil an Proteoglykanen, die etwa 20-30 % der Trockenmasse ausmachen [150].
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1.5.2 Machine Learning basierte Modelle zur postmortalen Lebensaltersschatzung

Machine Learning basierte Modelle als Ansatz zur multivariaten Analyse sind ein vielverspre-
chender neuer Ansatz zur Altersschatzung, da erhobene (oder aus Datenbanken extrahierte)
molekulare und morphologische Parameter verknlpft werden kénnen sowie auch andere Fak-
toren wie Hinweise auf eine bestimmte Altersgruppe oder Krankheiten mit in den Algorithmus
einbezogen werden kdnnen. Zudem kann der Beitrag und die Nitzlichkeit eines jeden Para-
meters flr das jeweilige Modell ermittelt werden und zuletzt die optimale Kombination entwi-
ckelt werden [95]. Durch die kombinierte Analyse der Parameter unter Einbeziehung anderer
Faktoren werden unterschiedliche biologische Ebenen berlcksichtigt und die Auswirkungen
verschiedener Einflussfaktoren auf die Genauigkeit der Altersschatzung, insbesondere im Er-
wachsenenalter, kbnnen besser ausgeglichen werden [8, 83].

Machine Learning wird als Teilgebiet der kiinstlichen Intelligenz verstanden. Algorithmen, also
logisch und sequenziell festgelegte Anweisungen, werden auf Basis groBer Datenmengen
Jrainiert“ und ,lernen® selbststéndig. Im Folgenden sind sie dann auf gleichartige unbekannte
Datenséatze anwendbar. Es existieren je nach Problemstellung verschiedene Herangehens-
weisen und Modelltypen mit jeweils eigenen Vor- und Nachteilen. Die Modelltypen gliedern
sich in das supervised sowie unsupervised und Reinforcement Learning [151]. Beim supervi-
sed Learning wird das Modell auf Basis einer bekannten ZielgréBe trainiert mit dem Ziel, eine
Vorhersage zu treffen. Modelle des unsupervised Learning hingegen werden genutzt, um un-
bekannte komplexe Zusammenhange der Daten mithilfe von Clustern zu erkennen und zu
erforschen. Beim Reinforcement Learning werden keine Datensatze analysiert, sondern ein
sogenannter Agent entwickelt, der auf Basis von Belohnungen selbst Strategien zur Lésung
von Problemen erlernt (Beispiel: Schachcomputer AlphaGo [152]).

Zur Schatzung des Lebensalters kdnnen verschiedene supervised learning Modelle ange-
wandt werden, wobei sich der Workflow in folgende Schritte gliedert (Zusammenfassung s.
Abbildung 4):

Zu Beginn steht die Datenerhebung, wobei die Daten selbst erhoben werden kdnnen oder auf
bestehende Datenbanken (z.B. GSE database [153]) zurlickgegriffen werden kann.

Die Quantitat sowie die Qualitat der Daten bestimmen die spatere Genauigkeit des Modells.
In der Regel verbessern mehr hochwertige Daten die Leistung und Generalisierungsfahigkeit
eines Modells, d.h. wie gut ein Modell Muster und Zusammenhange aus den Trainingsdaten
auf neue, unbekannte Daten Ubertragen kann. Allerdings kdnnen grof3e Datenmengen indirekt
zu Overfitting (Verschlechterung des Modells) fliihren, wenn sie nicht richtig gehandhabt wer-
den. Beispielsweise kdnnen langere Trainingszeiten das Risiko erhdhen, dass ein Modell zu
stark auf die Trainingsdaten optimiert wird oder gro3e Datensatze, die unentdeckte Verzerrun-
gen enthalten, als falschlicherweise relevant interpretiert werden. Demzufolge missen die Da-
ten aufbereitet werden, indem fehlende Werte (wenn mdoglich) erganzt und Dopplungen ent-
fernt werden, gefolgt von einer Normalisierung sowie Randomisierung der Daten [151].
AnschlieBend werden ein Trainings- sowie Testdatenset erzeugt, wobei die Daten bestenfalls
bereits separat gesammelt und behandelt wurden. Das Verhaltnis sollte sich zwischen 70-80%
Trainingsdaten und 20-30% Testdaten bewegen.

Bei Erstellung des Modells missen zwei Aspekte unterschieden werden: 1) die Auswahl der
optimalen Modellarchitektur, die wegweisend flir das Erlernen des Zusammenhangs zwischen
gemessenen Parametern und dem Lebensalter einer Person des Modells ist und 2) das Trai-
nieren des Modells.

Zur Auswahl der optimalen Modellarchitektur werden initial Algorithmen aufgesetzt, die aus-
wahlen, welche Bestandieile des Daten-Vektors X z.B. die hdchste Korrelation mit der
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ZielgréBe Y haben, um die Grundgesamtheit abzubilden. Zu diesem Zweck gibt es eine Palette
an Méglichkeiten wie Wrapper, Kolmogorov-Test, Principle Compound analysis, Genetischer
Algorithmus, wobei die optimalen Auswahlmechanismen durch Trial and Error ermittelt wer-
den. Darauf basierend werden folgend verschiedene mégliche Modelltypen aufgesetzt und
getestet [151], wie z.B.
- Klassifikatoren wie Support Vector Machines, k-nearest neighbours, kiinstliche neuro-
nale Netzwerke, Random Forest etc.
- Regressionsmodelle wie lineare/nichtlineare Regression, LASSO, Ridge Regression
etc.

Um das Potenzial der zahlreichen méglichen Modelle fir die Vorhersage des Alters zu unter-
suchen, wird eine k-fold Kreuzvalidierung durchgefuhrt. Die vorhandenen Trainingsdaten wer-
den in gleich groBe Gruppen (typischerweise in k= 5 bis 10 Gruppen mit gleicher Gruppen-
gréBe) unterteilt. Nacheinander wird eine dieser 10 Gruppen als Validierungsset zurlickgehal-
ten und das entsprechende Modell an den restlichen 90% der Daten trainiert. Das zurtickge-
haltene Validierungsset wird dann genutzt um das (bekannte, vom Modell jedoch nicht gese-
hene) Alter der im Validierungsset zurlickgehaltenen Falle zu schatzen. Nachdem jede der
unterteilten Gruppen einmal als Validierungsset gezogen wurde erhalt man ein geschatztes
Alter fir jeden Probanden basierend auf unabhangigen Trainingsdaten. Um Einflisse der ur-
sprunglichen Einteilung in 10 Gruppen auf das Ergebnis zu vermeiden, wird dieser Prozess
100 Mal mit zufalligen Unterteilungen wiederholt und die Ergebnisse gemittelt [151]. Durch
Berechnen des mittleren absoluten Fehlers oder der Korrelation zwischen wahrem (chronolo-
gischem) und geschatztem Alter kann so die Performanceféhigkeit des jeweiligen Algorithmus
ermittelt werden.

Nach Evaluation des besten Modelles wird eine Séattigungsanalyse durchgeflhrt um zu Uber-
prifen, ob die im Trainingsdatensatz enthaltenen Daten bereits zu einem stabilen trainierten
Modell fihren [154]. Dazu wird eine weitere Kreuzvalidierung des finalen Modelles im Trai-
ningsdatensatz durchgefihrt. Schrittweise werden wieder beispielsweise 5 zuféllig gezogene
Falle aus dem Datensatz entfernt und der Prozess wiederholt. Die dabei erhaltenen Mal3e der
Vorhersagegenauigkeit werden gespeichert, und der gesamte Vorgang 1000 Mal mit unter-
schiedlichen zufalligen Ziehungen bei jeder Reduktion um 5 Falle wiederholt. Letztendlich er-
halt man eine Kurve, die die Genauigkeit der Vorhersage in Abhangigkeit von der Anzahl der
vorhandenen Falle widerspiegelt. Sollte diese sich gegen Ende deutlich abflachen und asymp-
totisch einer maximal méglichen Genauigkeit annahern, kann davon ausgegangen werden,
dass eine weitere VergréBerung des Trainingsdatensatzes keinen Vorteil mehr bringen wiirde.
AbschlieBend wird das Modell durch die separat behandelten Testdaten zum ersten Mal mit
unbekannten Daten getestet. Da das Modell bisher nicht mit den Testdaten in Berihrung kam
gibt dieser Schritt einen guten Eindruck Gber die realistische Performance des Modells in der
Praxis [151].
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Abbildung 4: Grundlegender Workflow zur Erstellung eines Machine Learning Modells. Im ersten Schritt wer-
den Daten erhoben oder gesammelt. Im Folgenden aufgearbeitet. AnschlieBend wird basierend auf den vorliegen-
den Daten und der Anwendung eine Auswahl an méglichen Modellarchitekturen getroffen und getestet. Unabhéngig
vom gewahlten Ansatz wird der erstellte Datensatz in einen Trainingsdatensatz und einen Testdatensatz aufge-
trennt, wobei die Testdaten zunachst unangetastet bleiben. Das Trainieren des Modells geschieht per Kreuzvali-
dierung basierend auf den Trainingsdaten, wobei die Performanceféhigkeit des Modells anhand der Validierungs-
gruppen ermittelt wird. Folgend kann durch Parametertuning die Feineinstellung des Modells erfolgen. Das so er-
stellte Modell wird zuletzt durch die unabhangigen Testdaten getestet. Dieser Workflow ist fir alle Modelle in etwa
gleich, jedoch nie geradlinig. Teilweise muss ein oder mehrere Schritte zurlickgegangen werden, um ein optimales
Modell zu erstellen. Dieser Prozess ist fur jedes Modell und jede Anwendung individuell.
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2 Zielsetzung

Die der Dissertation® zugrundeliegenden Arbeiten sollen das Methodenrepertoire zur postmor-
talen Lebensaltersschatzung erweitern. Die zugrundeliegende Hypothese lautet, dass sowohl
antemortalen Einflissen (u.a. Erkrankungen, hohe Komplexitat von Alterungsprozessen) als
auch postmortal bedingte Faktoren (limitierte Nutzbarkeit von einzelnen Parametern durch
postmortale Veranderungen oder Gewebeverfligbarkeiten) mit einem System aus multivaria-
ten Modellen auf Basis verschiedener Parameter, die in unterschiedlichen postmortal langen
stabilen Geweben desselben Individuums erhoben werden, begegnet werden kann.

Die aus der genannten Hypothese abgeleitete Vision ist die Etablierung eines ,Werkzeugkas-
tens” aus optimierten multivariaten Modellen, die je nach Verflgbarkeit von Geweben zur Al-
tersschatzung eingesetzt werden kénnen.

Alle drei zuvor beschriebenen molekularen Parameter (D-Asp, Pen, DNAm) wurden in ver-
schiedenen, postmortal widerstandsféahigen, aber unterschiedlich komplexen Geweben (s. Ab-
schnitt 1.5.1) derselben Individuen analysiert. Auf Basis der erhobenen Daten wurden sowohl
gewebespezifische als auch gewebelbergreifende Machine Learning-Modelle erstellt und die
Auswirkung auf die Genauigkeit der Lebensaltersschatzung geprift. Zudem wurde das Poten-
tial der Verknipfung der Parameter (D-Asp, Pen, DNAm) zur postmortalen Altersschatzung
bei fortgeschritten postmortalen Veranderungen untersucht.

Zukunftig soll das entwickelte System die intelligente Nutzung und Verknipfung aller drei An-
satze (D-Asp, Pen, DNAm) erlauben, aus dem — je nach postmortalem Zustand des Leichnams
und verfiigbarem Gewebe — der jeweils optimale Ansatz gewahlt werden kann.

Die durchgefuhrten Studien dienten der Prifung der Plausibilitét der oben dargestellten Hypo-
these sowie der Vorbereitung der finalen Erarbeitung eines methodischen ,Werkzeugkastens*
zur postmortalen Lebensaltersschatzung.

Die Publikation 1 zugrundeliegende Arbeit untersuchte die Kombination von zwei molekula-
ren Parametern (D-Asp und Pen) in zwei Geweben (Epiglottis und Bandscheiben). Die Ergeb-
nisse bestatigen die Annahme der gesteigerten Genauigkeit von Lebensaltersschatzungen
durch Kombination der Parameter in zwei verschiedenen Geweben in einem Machine Learning
Modell.

Publikation 2 stellt die die Ergebnisse einer Arbeit dar, die den Ansatz durch die Einfihrung
eines dritten molekularen Parameters (DNAm) erweiterte und die parallele Analyse der drei
Parameter D-Asp, Pen und DNAm in vier verschiedenen Geweben (Epiglottis, Bandscheiben,
Achillessehnen, Schadelknochen) untersuchte. Die Pilotstudie belegt, dass die Parameter in
verschieden komplexen Geweben analysiert und potenziell zur Entwicklung eines umfassen-
den Systems an multivariaten Modellen genutzt werden kénnen, um den vielfaltigen Situatio-
nen der forensischen Praxis gerecht zu werden.

Publikation 3 prasentiert die Daten einer erstmaligen Anwendung aller drei molekularer Pa-
rameter (D-Asp, Pen, DNAm) an Knochenproben. Es ist die erste Studie, die ein multivariates
Machine Learning Modell unter BerUcksichtigung postmortaler Einflisse entwickelt und stellt
einen wichtigen Schritt zur praktischen Anwendbarkeit und Anpassungsféahigkeit multivariater
Modelle in der forensischen Praxis dar.

3Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen eines DFG-Kooperationsprojekts (NA 1578/2-1 | Rl 704/8-1) er-
hoben.
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3 Publikationen
3.1 Publikation 1

J. Becker* & N. S. Mahlke*, A. Reckert, S. B. Eickhoff, S. Ritz-Timme (2020)

Age estimation based on different molecular clocks in several tissues and a multivariate ap-
proach: an explorative study

International Journal of Legal Medicine (2020) 134:721-733. https://doi.org/ 10.1007/s00414-
019-02054-9
*J. Becker and N.S. Mahlke contributed equally to this work and share first authorship.

Beitrag der Autoren: Idee und erste Konzeption stammen von S. Ritz-Timme, die die Arbeit
auch supervidierte. J. Becker und N.S. Mahlke haben gleichermafBen zur Konzeption der Ver-
suche, der Erhebung, der Analyse und der Interpretation der Daten (J. Becker zum Datensatz
Bandscheiben; N.S. Malke zum Datensatz Epiglottis) sowie der Erstellung des Manuskripts
beigetragen. A. Reckert hat die Laborarbeit betreut. S.B. Eickhoff war fir die bioinformatische
Erstellung der Modelle zustandig. Alle Autoren haben gleichermaBen zur Uberarbeitung des
Artikels und kritischen Uberpriifung von wichtigen intellektuellen Inhalten beigetragen und ha-
ben die endgultige Version vor der Einreichung genehmigt.
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Abstract

Several molecular modifications accumulate in the human organism with increasing age. Some of these “molecular clocks” in
DNA and in proteins open up promising approaches for the development of methods for forensic age estimation. A natural
limitation of these methods arises from the fact that the chronological age is determined only indirectly by analyzing defined
molecular changes that occur during aging. These changes are not linked exclusively to the expired life span but may be
influenced significantly by intrinsic and extrinsic factors in the complex process of individual aging. We tested the hypothesis
that a combined use of different molecular clocks in different tissues results in more precise age estimates because this approach
addresses the complex aging processes in a more comprehensive way. Two molecular clocks (accumulation of D-aspartic acid (D-
Asp), accumulation of pentosidine (PEN)) in two different tissues (annulus fibrosus of intervertebral discs and elastic cartilage of
the epiglottis) were analyzed in 95 cases, and uni- and multivariate models for age estimation were generated. The more
parameters were included in the models for age estimation, the smaller the mean absolute errors (MAE) became. While the
MAEs were 7.5—11.0 years in univariate models, a multivariate model based on the two protein clocks in the two tissues resulted
in a MAE of 4.0 years. These results support our hypothesis. The tested approach of a combined analysis of different molecular
clocks analyzed in different tissues opens up new possibilities in postmortem age estimation. In a next step, we will add the
epigenetic clock (DNA methylation) to our protein clocks (PEN, D-Asp) and expand our set of tissues.

Keywords Age estimation - Pentosidine - D-Aspartic acid - Machine learning - Age prediction model - Molecular clocks

Introduction

In times of migration and flight, age estimation is becoming an
increasingly important issue in Forensic Medicine. This ap-
plies not only for age estimation in living young migrants
without valid documents but also for age estimation in the
context of the identification of unknown deceased.
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Postmortem age estimation may be a methodological chal-
lenge due to putrefaction and decomposition of a body; in
such cases, the applicability of a method may depend on the
extent of postmortem changes and the availability of tissues.

Generally, methods of age estimation need to be accurate
enough to fulfill the demands in forensic practice [1].
Therefore, the core objective in the development of new
methods or the optimization of already established methods
for age estimation must be to achieve the highest possible
accuracy.

In the last decade, molecular methods of age estimation
have attracted much attention. So-called molecular clocks like
the racemization of aspartic acid or the accumulation of
pentosidine in proteins (see [2-5]) and, most recently, the
methylation of DNA (see [2—4, 6—12]) have been identified
and their usability for age estimation has been explored.

DNA methylation (mDNA) is used as basis for epigenetic
age estimation. Age-dependent methylation markers have
been identified in samples from different tissues and body
fluids, and various models for mDNA-based age estimation
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have already been proposed ([13], for review see [6, 8, 1012,
14]). However, it is well known that epigenetic changes in
DNA are influenced by intrinsic factors (e.g., genetic
factors, ancestry, diseases) and extrinsic factors (e.g., environ-
mental conditions, lifestyle) [15, 16]. The implications of such
influences on the ultimately achievable accuracy of mDNA-
based approaches for age estimation are not finally clear and
are subject of current research [10, 11, 16-18].

The accumulation of D-aspartic acid (D-Asp) is the result of
a non-enzymatic conversion of L-asparagine residues and L-
aspartic acid residues into their D-forms (for details see [3, 19,
201]). It has been described in multiple proteins and tissues (for
review see [2], data regarding further proteins/tissues in
[21-23]). Age estimation based on the D-Asp content in den-
tinal protein is one of the most accurate methods for age esti-
mation in adults. The application of this approach in forensic
scenarios has been proposed decades ago (e.g., [24-26]). In
the meantime, it has been increasingly established in forensic
practice (e.g., [27-30]). This protein clock is very robust as
long as the integrity of the corresponding tissue is guaranteed
[25]. So far, there is no indication of genetic influences on this
clock, and ancestry seems to have no impact [31]. Open re-
search questions concern in particular the applicability of the
method to more complex tissues than dentine.

Pentosidine (PEN) is an advanced glycation end product.
This group of posttranslational protein modifications is the
result of glycation of proteins which is a non-enzymatic reac-
tion of free amino groups (mainly of arginine and lysine) of
proteins with glucose or with other reducing carbohydrates
[32-35]. It has already been shown that PEN accumulates in
permanent and long-living proteins during lifetime in several
tissues [36—43]. Theoretically, elevated blood sugar levels in
patients with diabetes mellitus may result in an increased for-
mation of PEN [32, 35, 44, 45], which may limit the applica-
bility of this approach to forensic age estimation. However, up
to now, there are only a few systematic studies regarding this
protein clock.

Even promising molecular methods such as methods based
on mDNA still have a considerable error range, which cur-
rently limits their practical use [7]. In light of the complexity
of the biological aging process, this is not surprising.

The best models for age prediction based on mDNA de-
scribed so far use combinations of up to hundreds of markers
and are associated with mean absolute errors (MAE) of 3—
5 years at best (for review see [6-8, 10, 11]). It has to be taken
into account, however, that the deviation between estimated
and real age may be considerably higher (theoretically a mul-
tiple of the MAE) in single cases [7]. Methods based on the
accumulation of PEN have an even larger error range [36, 41].
Age estimation based on the accumulation of D-Asp shows
quite accurate results when applied to dentine [5, 24-27,
29]. In contrast, the application of this approach to other, more
complex tissues reveal considerably less accurate results; this
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is especially evident, if tissue samples are analyzed without a
preceding protein purification [21-23, 46-52].

If age estimation has to be performed postmortem, it is—
dependent on the state of decomposition of a body—possible
to analyze several molecular clocks in several tissues.
Different molecular clocks in different tissues underlie differ-
ent influences since they are part of different biological sub-
systems. A combination of different and at best independent
molecular clocks for age estimation may better record com-
plex aging processes and balance the effects of different influ-
ence factors on the accuracy of age estimation.

We tested this hypothesis for the indication “postmortem
age estimation”:

— by analyzing two molecular clocks in proteins (accumu-
lation of D-Asp, accumulation of PEN) in two different
tissues (annulus fibrosus of intervertebral discs (IVD) and
elastic cartilage of epiglottis (EPI)) from 95 individuals
and

— by generating uni- and multivariate models for age esti-
mation based on the collected data.

The two tissues (IVD and EPI) were chosen since they are
relatively robust against putrefaction and can be prepared
easily.

Material and methods

Samples of IVD and EPI were drawn from 95 individ-
uals (47 females, 48 males, age range 0.06-98 years)
during autopsy. All available documents (especially au-
topsy protocols and circumstances of each case) were
checked for relevant information regarding the case his-
tory; particular attention was paid to evidence of diabe-
tes mellitus. The postmortem intervals of these 95 cases
were between 1 and 12 days.

In addition, some cases with special postmortem conditions
were examined: nine cases with advanced putrefaction (post-
mortem intervals a few days to about 3 weeks; in one of these
cases EPI was not available anymore), three burned bodies
(one incompletely, and two totally charred), and three ex-
humed bodies (postmortem intervals 54, 59, and 68 days, re-
spectively, with advanced putrefaction).

The following parameters were determined in the IVD and
EPI samples:

— IVD: p-Asp in an enzymatically purified collagen
fraction

— IVD: PEN in an enzymatically purified collagen fraction

—  EPL: D-Asp in total tissue

— EPIL PEN in an enzymatically purified collagen/elastin
fraction
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The relationship between each of the four parameters and
age was tested, and uni- and multivariate models for age esti-
mation based on these parameters were developed.

Preparation of the IVD samples

The intervertebral disc L2/3 was removed as intact as possible,
washed with water and stored at —80 °C until further
preparation.

Degenerative changes of the discs were documented and
classified into the two groups “no or slightly” and “highly”
according to the morphology of the anterior annulus fibrosus.
Highly degenerative discs exhibited findings that indicate se-
vere alterations (e.g., radial fissures or scar tissue) with a de-
struction of the typical morphological structure. Forty-one
samples (from individuals with ages between 46 and 98 years)
exhibited such highly degenerative changes.

For further preparation, the IVD samples were thawed.
Approximately 0.5-0.8 cm of the outer layers of the anterior
annulus fibrosus were cut off to remove adjacent tissue, and
small samples (1 x 1 cm) were prepared. These samples were
coarsely crushed, dipped in liquid nitrogen, crushed again,
and pulverized. The pulverized material was stored at —
20 °C until further processing (purification of collagen).

Preparation of the EPI samples

The upper two thirds of the epiglottis were taken during au-
topsy and stored at — 80 °C until further preparation.

For further preparation, the samples were thawed. After
removal of the mucosa and surrounding tissue, the cartilage
was cut into small pieces. A small piece (about 2 mm in
diameter) was put into a sample tube for analysis of D-Asp
and stored at —20 °C until analysis. Another piece of tissue
(about 8 mm in diameter) was wrapped in aluminum foil,
frozen in liquid nitrogen and crushed. The pulverized material
was stored at — 20 °C until further processing (purification of
collagen/elastin).

Enzymatic purification of collagen (IVD)
and collagen/elastin (EPI)

IVD and EPI samples were enzymatically treated according to
the protocol of Sivan et al. [53], based on the method of
Schmidt et al. [54]. In short, a proteolytic enzymatic treatment
is applied to remove all non-collagen proteins such as proteo-
glycans with Chondroitinase ABC (0.125 U/ml in 0.05 M
Tris-Base/0.06 M sodium acetate buffer (pH 8); for 24 h at
37 °C), Streptomyces hyaluronidase (1 U/ml in 0.05 M Tris-
Base/0.15 M NaCl buffer (pH 6); for 24 h at 37 °C), and
trypsin (I mg/ml in 0.05 M Na,HPO,/0.15 M NaCl buffer
(pH 7.2); for 16 h at 37 °C). Purified samples were dried by
freeze drying and kept at — 80 °C until further use.

The quality of the purification was evaluated by amino acid
analysis performed by high performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) according to the method of Dobberstein et al.
[21]. An aliquot of each purified sample was transferred in a
Pyrex tube and hydrolyzed in 1 ml of a 6-N HCI for 24 h at
110 °C. Liquid in excess was removed overnight under
vacuum.

The dried hydrolysates were then dissolved in 400 pl
0.01 N HCL. Human collagen type I (Sigma-Aldrich/Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) and bovine elastin (Sigma-
Aldrich/Merck KGaA, Darmstadt, Germany) served as exter-
nal standards for the adjustment of the amino acid distribution.

Analyses were performed by HPLC (HPLC 1100 Series,
Agilent, CA). OPA (o-phthaldialdehyde) reagent was used for
precolumn derivatization of the primary amino acids; second-
ary amino acids were derivatized using FMOC (9-
flourenylmethylchloroformate). Separation was accomplished
with a C18 column (Hypersil BDS, C18 250 % 3 mm, particle
size 5 um; Thermo Electron GmbH, Dreieich, Germany), and
a mobile phase consisted of eluents A (40 mM NaH,PO,,
1.5 mM sodium azide) and B (45% methanol, 45% acetoni-
trile, 10% H20) according to Heems et al. [S5]. After an initial
equilibration step of about 5 min, the amino acid derivatives
were detected over a period of 50 min using a binary gradient.
The flow rate was constant at 1.2 ml/min and the column
temperature at 40 °C. The OPA derivatives were measured
at an excitation wavelength of A =335 nm and a detection
wavelength of A\ = 440 nm. Analysis of the FMOC derivatives
was performed after a switching point at 30 min, an excitation
wavelength of A =260 nm, and a detection wavelength of A =
305 nm were used. Signal identification and quantification
were carried out by a calibrated external standard.

D-Asp analysis

The extent of aspartic acid racemization was determined by
HPLC according to the method of Kaufman and Manley [56],
modified by Dobberstein et al. [21]. An aliquot of each sample
(IVD or EPI) was hydrolyzed in 1 ml 6 N hydrochloric acid
for 6 h at 100 °C in Pyrex tubes. The excess liquid was re-
moved overnight under vacuum. Samples were dissolved in
1 ml sample buffer (0.01 M HCL with 1.5 mM sodium azide
and 0.03 mM L-homo-arginine). For HPLC analysis, a C18
column from Thermo Scientific (Hypersil BDS C18, 250 x
3 mm, particle size 5 um) served as the stationary phase. The
mobile phase consisted of the eluents A (23 mM sodium ac-
etate, 1.5 mM sodium azide, 1 mM EDTA) and B (92.3%
methanol, 7.7% acetonitrile). The amino acid enantiomers
were detected by a binary gradient over a period of 115 min
at a constant flow rate of 0.56 ml/min. Amino acids were
detected at an excitation wavelength of A=230 nm and a
detection wavelength of A\ =445 nm. L- and D-Aspartic acid
residues were identified using the retention times of the amino
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acids in a standard solution. The accumulation of D-Asp was
described by the term In ((1 + D/L)/(1-D/L)) (see [20]).

PEN analysis

PEN concentrations were determined by HPLC as described
by Greis et al. [36]. Aliquots of IVD or EPI samples (3.8—
10.7 mg and 0.7-10.8 mg, respectively) were hydrolyzed in
1 ml 6 N HCI for 18 h at 110 °C. The samples were dried
overnight in a desiccator, then dissolved in 1 ml 0.01 M
heptafluorobutyric acid (HFBA, Thermo Scientific,
Rockford, IL, in HPLC-water, HiPerSolv Chromanorm,
VWR International), filtrated (syringe filters, pore diameter:
0.45 pm, diameter: 25 mm, VWR International), and dried
again overnight in a desiccator. For HPLC analysis, the dried
residues were dissolved in 200 pl pyridoxine-HFBA (pyri-
doxine 2.068815 umol/ml in 0.01 M HFBA) for IVD and
250 pl for EPI, respectively. Calibration curve was established
with standard PEN samples (pentosidine 0.03303 nmol/ml in
0.01 M HFBA, Cayman Chemical). Fifty microliters of each
sample were injected into the HPLC system (HPLC 1100
Series, Agilent, CA). A semipreparative column (Onyx™
Monolithic Semi-PREP C18, LC Column 100 x 10 mm,
Phenomenex, CA) was used as stationary phase. Mobile phase
consists of 0.1% HFBA (eluent A) and acetonitrile (cluent B,
LiChrosolv, Merck KGaA, Darmstadt); a linear gradient pro-
gram of 10-85% acetonitrile from 0 to 32 min with 0.1%
HFBA was used. The flow rate was 1 ml/min, and the column
temperature was set to 25 °C. Detection was done at wave-
length 335/385 nm. Data were analyzed using
“HPChemStation.” PEN was identified by its retention time;
its quantification was carried out by determination of the peak
area and use of a calibration curve.

Statistics
Classic descriptive statistics

The relationship between chronological age and the accumu-
lation of D-Asp and PEN was tested by rank correlation, and
the corresponding correlation coefficients (Spearman) were
determined.

Development of multivariate age predicting models
by a machine learning approach

Multivariate prediction of individual age was performed using
an ensemble of Gaussian process regression (GPR) predictors.
The key idea behind an ensemble predictor is to repeatedly fit
a model for mapping between the input data (features) and the
target variable (chronological age) based on only subsets of
the training observations, i.e., subjects [57]. That is, we repeat-
edly draw subsamples of subjects from the training set and
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then fit the GPR model on this lower number of subjects.
This procedure yields a “weak learner” (as it is not based on
the entire training sample) that is applied the test-data in order
to yield one age prediction. These are then combined into a
final prediction allowing to obtain better performance than
obtainable from any of the constituent predictors by itself. In
practice, we repeatedly sampled (with replacement) 95% of
the training cases but retained only one instance of each indi-
vidual case, which brings the additional advantage of variance
in the size of the training set (cf. the number of unique obser-
vations contributing to a bootstrap).

For each run, we trained a GPR model [58] to identify the
best transformation (for this particular subsample of the sub-
jects in the training set) between the input features and the
target, i.e., to predict age based on the respective molecular
markers as well as information on the available clinical data.
As noted above, training was repeatedly performed on a sub-
set of the training cases, yielding “weak learners” that were
later combined to achieve the final prediction. For training
each of the weak learners, we used the GPR algorithm imple-
mented in the MATLAB “statistics and machine learning
toolbox” (fitrgp function) using a squared exponential kernel
with a separate length scale per predictor. Gender and
degeneration level entered the model as categorical predictors;
the remaining continuous features were standardized, i.e., cen-
tered and scaled by column mean and standard deviation,
respectively. For both fit and prediction, the “exact”
Gaussian process regression method was used. Each of these
models based on a subset of the training subjects was then
applied to predict the age of a held-out, “new” subject, i.e., a
case that was not part of the training set. This prediction is
recorded, and the procedure repeated 5000 times with new,
independent sampling from the training data, each yielding a
new prediction of the test case. These individual predictions
are then averaged, a process termed “bagging”, to yield the
final prediction for the test case. Cycling over all possible test
cases then yields an out-of-sample prediction of the age for
each subject in the current sample. That is, when predicting
the age of an individual subject, we do not use any information
about that particular person when training the model.

As a measure of prediction accuracy, we computed the
mean absolute deviation (MAE). Importantly, MAE was cal-
culated for “out-of-bag” predictions, i.e., assessing the age
predicted for each individual subject when it was not part of
the training set. More precisely, as noted above, we averaged
the predictions of individual age based on the different weak
learners fitted on subsamples of the training data (bagging).
This yielded an age prediction for each case based on an
ensemble that had no information on this particular subject,
as it has not been part on the training set. We then computed
the mean (averaged across subjects) absolute differences be-
tween the predicted (based on models trained on different
cases) and the true chronological age for each subject.
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Here, our primary interest is related to the prediction of
individual age based on all data available for this particular
subject, i.e., using both molecular clocks from both tissues
and the information about sex and IVD degeneration.
However, given the scenario of only having either epiglottis
or IVD tissue available, we also fitted reduced models based
on only one tissue and the information about sex and IVD
degeneration.

We developed multivariate models for the following
scenarios:

Modell (only IVD available):
PEN/IVD and D-Asp/IVD and sex and disc degeneration

Model 2 (only EPI available):

Fig. 1 Amino acid composition
of the purified samples of
intervertebral disc (IVD) (a) and 40
the epiglottis (EPI) samples (b),
as compared to the amino acid
composition of standard samples
(human collagen type 1, bovine
elastin). ASX asparagine and
aspartic acid, THR threonine,
SER serine, GLX glutamine and
glutamic acid, PRO proline, HYP
hydroxyproline, GLY glycine,
ALA alanine, VAL valine, MET
methionine, ILE isoleucine, LEU
leucine, TYR tyrosine, PHE
phenylalanine, TRP tryptophan,
ARG arginine
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PEN/EPI and D-Asp/EPI and sex and disc degeneration
Model 3 (IVD and EPI available):

PEN/IVD and D-Asp/IVD and PEN/EPI and D-Asp/EPI
and sex and disc degeneration
Results
Sample characteristics
The enzymatic purification of the samples according to Sivan
etal. [53] destroyed most proteins but collagen and elastin. As

a consequence, after the purification step, the IVD samples
consisted mainly of collagen and the EPI samples mainly of
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elastin (and collagen), as demonstrated by the results of amino
acid analysis (Fig. 1a, b).

PEN and p-Asp in IVD

Both PEN and D-Asp accumulate with increasing age in the
IVD samples (r=0.84 and r=0.73, respectively; Fig. 2a, b).
However, scattering of the values for both parameters in-
creases substantially with age.

By marking of the samples with highly degenerative
changes (n=41) in Fig. 2a, b, it becomes obvious that these
samples contribute substantially to the increased scattering of
data in higher ages. On the other hand, the relationship be-
tween PEN and D-Asp and age seems to remain close even in
old age as long the integrity of the tissue is preserved (no
degeneration); due to the low number of these cases (no de-
generation in old ages), a further statistical analysis was not
performed.

As far as assessable, a diabetic metabolic disorder had been
diagnosed in nine cases (there was no information regarding
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Fig. 2 Intervertebral disc (IVD) samples (n=95): Accumulation of
pentosidine (PEN) (a) and p-aspartic acid (D-Asp, as In((1 +p/L)/(1-D/
L)) (b) in relation to age (PEN »=0.84; D-Asp r=0.73); samples with
highly degenerative changes are marked (n =41). D p-aspartic acid, L L-
aspartic acid
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the quality of therapy); these cases are indicated in Fig. 3.
Only one of these cases exhibited strikingly high PEN values.
At the same time, however, there were highly degenerative
changes in the tissue of this case.

PEN and D-Asp seem to be robust regarding postmortem
influencing factors. In Fig. 4, the results for cases of advanced
postmortem putrefaction (n=9), burned bodies (n =3), and
exhumation (n=3) are presented; the corresponding values
do not deviate noticeably from the other values.

PEN and p-Asp in EPI

The results for the EPI samples were very similar to those for
the IVD samples: PEN and D-Asp do also accumulate in EPI
with increasing age (»=0.86 and »=0.81, respectively;
Fig. 5a, b), and scattering of PEN and D-Asp-values increased
with age.

Again, there was no clear indication for higher PEN values
in diabetic cases (n =9; Fig. 6), and PEN and D-Asp seem to
be robust regarding postmortem influencing factors
(Fig. 7a, b).

Multivariate models enable more precise age
estimates

Table 1 presents the MAEs of age estimation based on univar-
iate predictions (based on either [IVD/PEN, either [VD/D-Asp,
either EPI/PEN or EPI/D-Asp) and on multivariate predic-
tions, including either two parameters of one tissue (model 1
(IVD) and model 2 (EPI)) or four parameters of both tissues
(model 3). Age estimation based on the univariate models
resulted in MAEs between 7.5 and 11.0 years, age estimation
using the multivariate models resulted in MAEs of 6.3 years
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Fig. 3 Intervertebral disc (IVD) samples: Same pentosidine (PEN) data
as in Fig. 2a (n=95, r=0.84), here with indication of samples from
individuals with diabetic metabolic disorder (n =9)
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Fig. 4 Intervertebral disc (IVD) a
samples: Same data as in Fig. 0.20
2a, b (a data for PEN, b data for ’ .
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(model 1, IVD), 5.5 years (model 2, EPI), and 4.0 years (mod-
el 3, IVD and EPI). Model 3 showed the strongest correlation
between chronological age and estimated age (r=0.95;
Fig. 8). All models achieved considerably better results in
cases with an age younger than 62 years than in cases older
than 62 (age under 62 years: MAEs of 4.7, 5.0, and 3.1 years
inmodels 1, 2, and 3, respectively; age above 62 years: MAEs
of 8.0, 6.0, and 4.9 years, respectively).

Discussion

During the last decades, it became evident that several
molecular modifications accumulate in the human organ-
ism with increasing age. Some of these molecular clocks
in DNA and in proteins open up promising approaches for
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the development of methods for forensic age estimation
([2, 4, 10-12]). Above all, the published data for ap-
proaches based on methylation of DNA (mDNA) and ac-
cumulation of D-aspartic acid (D-Asp) indicate a high po-
tential of these methods (for review see [2, 6, 8, 12, 14]).
However, one should not overlook the fact that even these
approaches determine the chronological age only indirect-
ly, namely by an epigenetic clock or a protein clock. The
influence of diverse extrinsic and intrinsic factors on the
individual aging process and thus also on these clocks
should not be underestimated. Accordingly, one of the
main problems of all molecular methods of age estimation
is an increasing scattering of data with increasing age. It
has already been proposed that a combined use of differ-
ent biomarkers of aging may address this problem and
result in a higher accuracy of age estimation especially
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Fig. 5 Epiglottis (EPI) samples (7 =95): Accumulation of pentosidine
(PEN; r=0.86) (a) and D-aspartic acid (D-Asp, as In((1 + p/L)/(1-D/L));
r=0.81) (b) in relation to age. D D-aspartic acid, L L-aspartic acid

in older ages [59] via a better addressing of the complex
processes of aging.

We tested this hypothesis by analysis of two molecular
clocks (accumulation of D-Asp, accumulation of pentosidine
(PEN)) in two different tissues (annulus fibrosus of interver-
tebral discs (IVD) and elastic cartilage of epiglottis (EPI)) and
the development of multivariate models for age estimation
based on the collected data.
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Fig. 6 Epiglottis (EPI) samples: Same pentosidine (PEN) data as in Fig.
Sa (n=95, r=0.86), here with marking of samples from individuals with
diabetic metabolic disorder (n =9)
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Fig. 7 Epiglottis (EPI) samples: Same data as in Fig. 5a, b (a data for
PEN, b data for p-Asp (as In((1 + D/L)/(1-D/L))); data for samples from
cases with advanced postmortem putrefaction (1 =8) of burned bodies
(n=3) and of cases with exhumation (n = 3) are added and indicated. D D-
aspartic acid, L L-aspartic acid

PEN and p-Asp in collagen from the annulus fibrosus
of IVD

An age-dependent accumulation of D-Asp and PEN in IVD
has already been described [41, 53, 60]. For the first time, we
analyzed the two parameters in combination. Furthermore, we
analyzed relatively well defined protein fractions after purifi-
cation of collagen (Fig. 1a) instead of total protein [41, 60].
Basically, the PEN and D-Asp data confirm that collagen in
the annulus fibrosus of IVD is a permanent protein that accu-
mulates modifications during aging. The increasing scattering
of data with age mirrors the individuality of the aging process
in this tissue, just as the different extents of morphological
degenerative changes do. Degeneration can result in tissue
remodeling with breakdown of molecules as well as with a
synthesis of new collagen which means an introduction of
“young” protein into “old” tissue. Therefore, it is not surpris-
ing that even after purification of collagen, a relevant increase
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Table 1  Quality of age estimation by univariate and multivariate
predictions
r MAE (years)

Prediction univariate: 0.73 11.0
IVD/p-Asp
Prediction univariate: 0.84 9.5
IVD/PEN
Prediction univariate: 0.81 8.6
EPI/p-Asp
Prediction univariate: 0.86 7.5
EPI/PEN
Prediction multivariate—Model 1 0.86 6.3
(IVD/p-Asp, PEN) (ages <62 4.7)

(ages > 62 8.0)
Prediction multivariate—Model 2 0.91 5.5

(EPI/b-Asp, PEN) (ages < 62 5.0)

(ages > 62 6.0)
Prediction multivariate—Model 3 0.95 4.0

IVD/p-Asp, PEN (ages <62 3.1)
EPI/p-Asp, PEN (ages > 62 4.9)

1VD samples from intervertebral discs, EPI samples from epiglottis, PEN
accumulation of pentosidine, D-Asp accumulation of D-aspartic acid, »
coefficient of correlation (Spearman), MAE mean absolute error

in the scattering of data in older ages and in cases with degen-
erative changes was observed (Fig. 2a, b).

Theoretically, the accumulation of PEN may be influ-
enced by a diabetic metabolic disorder due the exposi-
tion of proteins to higher concentrations of glucose [32,
33, 45, 61]. There was no clear indication for a relevant
deviation of the PEN values in diabetic individuals in
the collective examined (Fig. 3). However, we analyzed
only a small number of samples from individuals with
diabetes mellitus. Since the formation of PEN is a very
slow process [33, 44, 62, 63], it can be assumed that a
relevant influence of diabetes mellitus on the overall
amount of PEN will only be observed, if metabolic
conditions with high levels of glucose persist for a long
time. This assumption has to be tested by analysis of a
sufficiently large set of cases with known medical
history.

Fortunately, PEN and D-Asp seem to be relatively robust
against special postmortem conditions (Fig. 4a, b). However,
also, this preliminary finding has to be checked by analysis of
a large set of samples comprising cases with different post-
mortem conditions.

The MAEs 0f 9.5 years (IVD/PEN) and 11.0 years (IVD/p-
Asp) for age estimation via univariate predictions (Table 1) are
quite high. Theoretically, much better results could be
achieved, if samples with degenerative changes are excluded,
as proposed by Ritz and Schiitz [60] and Pilin et al. [41].
However, this would limit the applicability of the method
considerably, since advanced degeneration is a very common
finding in older ages.

PEN and p-Asp in elastin/collagen from the EPI

Since an age-dependent accumulation of D-Asp in the elastic
cartilage from the epiglottis has already been described [23], it
could be anticipated that this tissue contains permanent pro-
teins that might also accumulate PEN. Indeed, the collagen/
elastin protein fraction (Fig. 1b) of the tissue exhibited an age-
dependent accumulation of PEN (Fig. 5a), and the accumula-
tion of D-Asp in EPI was confirmed (Fig. 5b). Overall, the
results for the EPI samples were very similar to those for the
IVD samples and can be interpreted in the same way.

Age estimation based on only one EPI parameter was quite
inaccurate as indicated by MAEs of 7.5 years (EPI/PEN) and
of 8.6 years (EPI/D-Asp) (Table 1).

Age estimation based on a multivariate approach using
D-Asp and PEN in IVD and EPI

The relatively high MAEs for age estimates based on single
parameters reflect the complexity of the aging process in the
different biological subsystems.

The inclusion of more than one parameter in the models for
age estimation led to considerably lower MAEs (Table 1).
While MAEs were 7.5-11.0 years in the univariate models,
the multivariate model that included all parameters resulted in
the lowest MAE of'4.0 years. This is a very promising result—
especially with regard to the underlying single data sets for
PEN and D-Asp in IVD and EPI with a quite huge scattering of
data at least in higher ages (Figs. 2 and 5).

The question arises, if this “pure protein approach” prom-
ises better results in postmortem age estimation than methods
based on DNA methylation. This question is difficult to an-
swer for several reasons. Many authors used MAEs and cor-
relation coefficients as measures for the accuracy of age esti-
mation. MAE and correlation coefficient for our multivariate
protein model (4 years and 0.95, respectively) are very close to
those of the best models for age estimation based on DNA
methylation (ca. 3—5 years, [14, 64—66], for review see [7, 10,
11]). However, neither MAEs nor correlation coefficients do
permit any exact statements regarding the accuracy in individ-
ual cases [7]. Apart from that, situations in the context of the
identification of an unknown deceased are highly variable
(e.g., highly decomposed bodies, skeletons, body parts). The
answer to the question, which approach is the best for a single
case depends (1) on the tissues available for the analysis and
(2) on the applicability of a method under the conditions of
advanced putrefaction. The data presented here prove the ap-
plicability of the multivariate protein approach to two tissues
that are usually well preserved for a relatively long time during
postmortem decomposition; moreover, PEN and D-Asp seem
to be robust under diverse postmortem conditions. Up to now,
there are only a few studies on the applicability of the DNA
methylation approach to postmortem degraded tissues [67,
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Fig. 8 Multivariate model 3: age estimates in relationship to the corresponding chronological ages (n = 95; mean absolute error =4.0 (3.1 years for ages
under 62 years, 4.9 years for ages above 62 years); = 0.95). GPR Gaussian progress regression

68]. It is the task of future research to further examine the
repertoire of methods in terms of their applicability and accu-
racy under the diverse case scenarios of forensic practice.

Conclusion and vision

The presented results confirm the conclusion that multivariate
models, using appropriate parameters, can be used to develop
new age estimation methods that are more accurate and
broader in scope than univariate methods. Some groups have
already introduced multivariate models into the development
of methods for mDNA-based age estimation [59, 64, 66, 69].
These models include the data for different mDNA markers
but remain in one biological level. Moreover, there are already
a few promising multivariate approaches that combine param-
eters concerning different biological levels, e.g., mDNA and
morphology [70] or mDNA and signal-joint T cell receptor
excision circles (sjTRECs) [59]. Though the approach of Cho
[59] is not applicable to highly decomposed bodies (since it is
based on the analysis of blood), it is very interesting, as it
shows that the combination of an mDNA model with another
biomarker of aging (sjTRECs) may address a major problem

@ Springer

of all methods of age estimation, namely the higher scattering
of data with increasing age.

In conclusion, the combined analysis of different molecular
clocks in different tissues is a very useful approach for several
reasons. It may improve predication accuracy especially in
older ages [59], it offers new possibilities for age estimation
in cases with advanced postmortem putrefaction and decom-
position, and—from the perspective of basic sciences—it may
contribute to a better understanding of complex aging
processes.

Our vision is the development of a system of multivariate
models for age estimation that can be used in the multiple
scenarios of forensic practice (e.g., advanced putrefaction,
skeletons, body parts). In a next step, we will add the epige-
netic clock (mDNA) to our protein clocks (PEN, D-Asp) and
expand our set of tissues.
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Einleitung

Molekulare Verfahren zur post-
mortalen Lebensaltersschatzung

Die postmortale Schitzung des Le-
bensalters einer nichtidentifizierten Lei-
che kann insbesondere bei der Klarung
von Identititen, Vermisstenfillen so-
wie Totungsdelikten eine wichtige und
auch herausfordernde Aufgabe sein
(eindrucksvolle Darstellung eines au-
thentischen Falls aktuell bei Herzog [1]).
Mit der Identifikation und Beschreibung
»molekularer Uhren“ (posttranslationale
Proteinmodifikationen, =~ DNA-Methy-
lierung [DNAm]) eroffneten sich neue
Moglichkeiten zur Entwicklung von Ver-
fahren zur Lebensaltersschitzung auch
im Kontext fortgeschrittener postmorta-
ler Verdnderungen oder spezieller post-
mortaler Situationen (z.B. Leichenteile),
die die Anwendbarkeit von Methoden
sehr einschrinken kénnen. Als ,,moleku-
lare Uhren® werden Veridnderungen auf
molekularer Ebene bezeichnet, die eng
mit dem Lebensalter korrelieren. Solche
Verinderungen wurden insbesondere fiir

Die Autoren J. Becker und J. Naue haben zu
gleichen Teilen zum Manuskript beigetragen.
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Nutzung von Alters-
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posttranslationalen
Proteinmodifikationen und DNA-
Methylierung zur postmortalen
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Konzept und Ergebnisse einer Pilotstudie

Proteine und DNA beschrieben (Uber-
sichten z.B. [2-4]); vielversprechend
sind insbesondere die Akkumulation
von D-Asparaginsiure (D-Asp) und von
Pentosidin (Pen) in permanenten Pro-
teinen sowie die DNAm an Cytosin-
Phosphat-Guanin(CpG)-Positionen im
Genom [5-9].

Akkumulation von D-Asparagin-
saure

Die Akkumulation von D-Asp mit zu-
nehmendem Lebensalter ist das Ergebnis
einer nichtenzymatischen Umwandlung
von L-Asparagin- und L-Asparaginsiu-
re-Resten in ihre D-Form [10, 11]. Sie
wurde fiir einige langlebige, permanen-
te Proteine und in zahlreichen Geweben
beschrieben (Ubersicht bei [5, 8]). Die
Korrelation zwischen der Akkumulati-
on von D-Asp im Dentin und dem Le-
bensalter ist Basis einer der genauesten
Methoden zur Lebensaltersschitzung [5,
12-15]; esliegen 95 % aller Altersdiagno-
sen in einem Intervall von ca. + 4 Jahren
um das wahre Alter (je nach Zahntyp);
die mittleren absoluten Fehler betragen
(je nach Zahntyp) unter 2 Jahre (nach
Rohdaten zu [16]). Jedoch stehen intak-
te und gesunde Zihne in der forensi-

schen Praxis als Untersuchungsmaterial
nicht immer zur Verfigung. Mit ande-
ren, komplexeren sowie proteinumsatz-
aktiveren Geweben (z. B. Knochen) kon-
nen dhnlich prézise Ergebnisse erreicht
werden, wenn mit hohem, in der foren-
sischen Praxis nichtleistbarem Aufwand
permanente Proteine aufgereinigt wer-
den [17-20]. Wird bei solchen Geweben
auf eine Proteinaufreinigung verzichtet
und stattdessen Gesamtgewebe oder eine
grob aufgereinigte Proteinfraktion ana-
lysiert, ist die Genauigkeit der Methode
jeweils deutlich geringer als bei Einsatz
von Dentin [21, 22].

Akkumulation von Pentosidin in
langlebigen Proteinen

Die Akkumulation von Pen, einem ,,ad-
vanced glycation end product® (AGE),
ist das Ergebnis einer nichtenzymati-
schen Reaktion freier Aminogruppen
von Proteinen mit Glucose oder an-
deren reduzierenden Zuckern [23-25].
Der Zusammenhang zwischen der Pen-
Akkumulation und dem Lebensalter ist
in langlebigen Proteinen ebenfalls hoch
(z.B. aus Dentin, Bandscheiben oder
Epiglottis, [26-28]), der Ansatz liefert
allerdings insgesamt schlechtere Ergeb-
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nisse als D-Asp. Dennoch kann er in
multivariaten Modellen wesentlich zur
Altersschitzung beitragen [29]. Zudem
legen eigene kasuistische Beobachtungen
nahe, dass Pen postmortal itber sehrlange
Zeit, moglicherweise tiber Jahrtausende,
stabil ist [30], was eine Einsetzbarkeit des
Verfahrens im anthropologischen Kon-
text ermoglichen wiirde.

DNA-Methylierung

Die DNAm ist Teil der epigenetischen
Regulation; durch das Vorhandensein
bzw. die Abwesenheit einer Methyl-
gruppe an Cytosinen im CpG-Sequenz-
Kontext kann die Zellfunktion gesteuert
werden [31, 32].

Dabei gibt es eine Vielzahl von CpG-
Positionen, an denen sich die DNAm
altersabhéngig verandert und teilweise
eher mit dem chronologischen Lebensal-
ter oder mit dem biologischen Alter kor-
reliert [31,33]. Eine Vielzahl altersabhin-
giger Methylierungsmarker wurde be-
reits in Geweben und Korperfliissigkei-
ten identifiziert, und verschiedene Mo-
delle fiir die Schitzung des chronologi-
schen Lebensalters wurden vorgeschla-
gen (z.B. [34-37]). Die Untersuchung
von Blut und Mundschleimhautabstri-
chen eroffnet Moglichkeiten fiir die Le-
bensaltersschitzung an lebenden Perso-
nen (z.B. [38-40]). Beider Untersuchung
von Spuren (z.B. Blutspuren) bietet der
Ansatz die Moglichkeit zur Schitzung des
Lebensalters der Spurenlegerin oder des
Spurenlegers [41, 42]. Auch zum Einsatz
zur postmortalen Altersschitzung wur-
den bereits erste Studien durchgefiihrt
[43-47]. Fiir die besten Modelle fiir Al-
tersschitzungen mithilfe der DNAm sind
»mean absolute deviations“ (MAD) von
ca. 3 bis 5 Jahren beschrieben [38-40,
48].

Verkniipfung mehrerer
molekularer Uhren in Modellen
zur Altersschatzung als Ansatz zur
Optimierung?

Das Potenzial jeder einzelnen dieser
»molekularen Uhren“ zur Lebensalters-
schitzung ist unzweifelhaft hoch. Bei
ihrer Nutzung zur Altersschitzung ist

jedoch zuberticksichtigen, dass verschie-
dene Einflussfaktoren im Rahmen kom-
plexer biologischer Alterungsvorginge
oder bei Erkrankungen auf sie wirken
kénnen, was die Zuverldssigkeit von
Altersdiagnosen beeintrichtigen kann.
Diesbeziiglich am robustesten ist die
Akkumulation von D-Asp, die spontan
(nichtenzymatisch) bei einer biologisch
eng einregulierten Korpertemperatur
um 37°C ablduft. In karis verdndertem
Dentin sowie in komplexeren Geweben
als Dentin kann es allerdings im Rahmen
der (erkrankungs- oder altersbedingten)
Gewebsdegeneration zu Einfliissen auf
die Akkumulation von D-Asp kom-
men [16, 49]. Die Akkumulation von
Pen ist abhingig von der Kohlenhy-
dratstoffwechsellage und kann jedenfalls
theoretisch bei einem iiber lange Zeit
schlecht eingestellten Diabetes mellitus
beschleunigt sein, wobei dies offenbar
nur in Féllen mit dauerhafter schlechter
medikamentoser Einstellung von prak-
tischer Bedeutung zu sein scheint [23,
24, 26]. Fir die DNAm ist bekannt,
dass bestimmte Positionen im Genom
durch eine Vielzahl duflerer und innerer
Parameter beeinflusst werden konnen,
wie beispielsweise durch Erkrankungen,
Psychotraumata oder Lebensstilfaktoren
(Ubersicht bei [50]).

Aufgrund solcher Einflussfaktoren
kann eine erhebliche Diskrepanz zwi-
schen dem jeweils geschitzten ,,Prote-
inalter bzw. einem geschitzten ,epi-
genetischen Alter” einerseits und dem
chronologischen Alter andererseits auf-
treten und dazu fithren, dass die Er-
gebnisse von Altersschitzungen nicht
hinreichend genau sind.

Die Nutzung der Altersinformationen
aus mehreren unterschiedlichen mole-
kularen Uhren verspricht eine Redukti-
on des Einflusses von Storfaktoren, wenn
diese nicht alle Uhren gleichermaflen be-
eintrachtigen.

Dieser Ansatz hat sich in einem ande-
rem Zusammenhang bereits als vielver-
sprechend erwiesen; so wurde gezeigt,
dass sowohl die Verkniipfung verschie-
dener Proteinparameter [29] als auch die
Verkniipfung von DNAm mit morpho-
logischen Parametern [51] oder ,,signal-
joint T cell receptor excision circles®

(SJTREC, [52]) zu besseren Ergebnissen
von Altersschitzungen fithren.

Altersinformationen aus posttransla-
tionalen Proteinmodifikationen (D-Asp,
Pen) und DNAm wurden bislang noch
nie in Modellen zur Lebensaltersschiit-
zung verkniipft. Diese Parameter diirften
unabhingig voneinander sein, jedenfalls
gibt es keine Erkenntnisse zu gemeinsa-
men Einflussfaktoren. Daraus kann die
Hypothese abgeleitet werden, dass die
Verkniipfung in multivariaten Modellen
genauere Ergebnisse von Altersschitzun-
gen bietet als die Analyse einzelner Para-
meter. Dies diirfte umso mehr zutreften,
wenn diese Marker in mehreren Gewe-
ben untersucht werden konnen.

Pilotstudie

Ziele

Die Uberpriifung der oben genannten
Hypothese setzt systematische Untersu-
chungen geeigneter Parameter an geeig-
neten Geweben voraus. Fiir die Planung
solcher Untersuchungen ist zunichst
die Identifikation geeigneter Gewebe
erforderlich. Diese sollten eine Altersab-
hingigkeit sowohl fiir D-Asp, Pen und
DNAm-Marker zeigen; sie sollten aufler-
dem moglichst fiulnisresistent sein, um
auch bei fortgeschrittenen postmortalen
Verinderungen noch verfiigbar zu sein.
Vor diesem Hintergrund wurden im
Rahmen einer Pilotstudie
== D-Asp, Pen und mehreren CpG-Stel-
len in 10 ausgewédhlten DNAm-Be-
reichen (RPA2, ZYGI11A, F5, HOXC4,
NKIRAS2, TRIM59, ELOVL2, DDO,
KLF14 und PDE4C)
== in Proben aus den faulnisresistenten
Geweben Knochen, Bandscheiben,
Achillessehne und Epiglottis

von 15 Individuen mit bekanntem Le-
bensalter untersucht.

Material/Methoden

Proben

Asservierung und Lagerung Im Rah-
men von Obduktionen wurden bei
15 Individuen (6 weiblich, 9 minnlich;
Lebensalter: 8 bis 96 Jahre) folgende
Gewebeproben asserviert:
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== Gewebe aus der Bandscheibe (,,in-
tervertebral disc®, IVD) zwischen
den Lendenwirbelkorpern 2 und 3
(vorderer Anulus fibrosus),

== Achillessehne,

== Kehlkopfdeckel,

== Schidelkalotte (Os parietale).

Das postmortale Intervall betrug zwi-
schen einem und 12 Tage (bei gekiihlter
Lagerung), wobeikeine der Leichen Faul-
nisverdnderungen aufwies. Alle Gewebe
wurden so intakt wie mdoglich entnom-
men, mit Wasser gewaschen und bis zur
Bearbeitung bei —-80°C gelagert.

Praparationen Bandscheibe: Gewebe des
vorderen dufleren Anulus fibrosus der
IVD wurden prépariert (ca. 100 mg).

Achillessehne: Eine Sehnengewebspro-
be (ca. 100 mg) aus dem mittleren Teil des
ansatznahen Stiick wurde entnommen.

Epiglottis: Die oberen zwei Drittel des
Kehldeckels wurden prépariert, und der
Knorpel durch Entfernen der Schleim-
haut und des restlichen Gewebes freige-
legt.

Kalotte: Es wurden ca. 2 x 3cm grofle
Stiicke aus der Kalotte herausgeségt. Nach
Entfernung der Knochenhaut wurden die
einzelnen Knochenstiicke in mindestens
2 ca. 1x 1cm grofle Fragmente gesigt.

Vorbereitung der Gewebeproben fiir
die Analysen Fiir die Analyse von D-Asp
und Pen wurde immer eines der oben ge-
nannten Knochenstiicke pro Leichnam
pulverisiert, das Pulver nach Ritz-Tim-
me [16] gewaschen und anschlieend
24h gefriertrocknet. Das jeweils andere
Stiick wurde, wie unten beschrieben, zur
DNAm-Analyse vorbereitet.

Zur Bestimmung des Pen-Gehalts
wurden jeweils zwischen 70 und 100 mg
Gewebe (Bandscheibe, Achillessehne,
Epiglottis) in ein sduresauberes Pyrex-
Rohrchen (Fa. Pyrex, England) tiber-
fuhrt. Fir die Analyse des Pen-Gehalts
im Gesamtprotein des Knochens wurden
ca. 100mg des vorbereiteten Knochen-
pulversinein Pyrex-R6hrchen tiberfiihrt.

Zur Analyse des D-Asp in den 3
Geweben (Bandscheibe, Achillesseh-
ne, Epiglottis) wurde jeweils ca. 1mg
Gewebe in ein sduresauberes Pyrex-
Rohrchen iiberfithrt. Im Knochen wur-
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Zusammenfassung

Mit der Identifikation und Beschreibung
»molekularer Uhren” (posttranslationale
Proteinmodifikationen, DNA-Methylierung)
erdffnen sich neue Méglichkeiten zur
Entwicklung von Verfahren zur postmortalen
Lebensaltersschatzung. Bislang werden diese
Ansdtze aber nur unabhangig voneinander
eingesetzt. lhre Verkniipfung verspricht

eine bessere Erfassung hochkomplexer
Alterungsprozesse und damit die Mdglichkeit
zur Entwicklung optimierter Verfahren zur
Altersschétzung fiir verschiedenste Szenarien
der forensischen Praxis.

In Vorbereitung umfangreicher Untersu-
chungen zur Uberpriifung dieser Hypothese
wurden verschiedene molekulare Uhren
(Akkumulation von D-Asparaginséure,
Akkumulation von Pentosidin und DNA-
Methylierungsmarker [RPA2, ZYG11A, F5,
HOXC4, NKIRAS2, TRIM59, ELOVL2, DDO, KLF14
und PDE4(]) in 4 faulnisresistenten Geweben
(Knochen, Sehne, Bandscheibe, Epiglottis)
von 15 Individuen untersucht.

https://doi.org/10.1007/s00194-021-00489-2

J. Becker - J. Naue - A. Reckert - P. Bohme - S. Ritz-Timme
Nutzung von Altersinformationen aus posttranslationalen

Proteinmodifikationen und DNA-Methylierung zur postmortalen
Lebensaltersschatzung. Konzept und Ergebnisse einer Pilotstudie

In allen untersuchten Geweben fand sich eine
starke Korrelation beider Proteinmarker sowie
jeweils mehrerer DNA-Methylierungsmarker
mit dem Lebensalter. Dabei zeigten die
untersuchten Parameter gewebsspezifische
Verdnderungen mit dem Alter.

Die Ergebnisse der Pilotstudie belegen das
Potenzial der Verkniipfung molekularer Ver-
fahren fiir die postmortale Altersschatzung.
Weitere Untersuchungen werden zeigen,

wie genau postmortale Altersschatzungen
sein kénnen, wenn Altersinformationen aus
posttranslationalen Proteinmodifikationen
und DNA-Methylierung aus verschiedenen
Geweben in multivariaten Modellen
verkniipft werden.

Schliisselworter

D-Asparaginsdure - Pentosidin - Massive
parallele Sequenzierung - Epigenetik -
Multivariate Analyse

Abstract

The identification and description of
“molecular clocks” (posttranslational protein
modifications, DNA methylation) offer new
possibilities for the development of methods
for postmortem age estimation; however,

so far these approaches have only been
used independently. Their combination
promises a better recording of highly complex
aging processes and thus the possibility

of developing optimized age estimation
procedures for a wide variety of scenarios in
forensic practice.

In preparation for large-scale research to
test this hypothesis, different molecular
clocks (accumulation of D-aspartic acid,
accumulation of pentosidine and the DNA
methylation markers RPA2, ZYG11A, F5,
HOXC4, NKIRAS2, TRIM59, ELOVL2, DDO, KLF14
and PDE4C) were examined in 4 decay-

Exploiting age information from posttranslational protein
modifications and DNA methylation for postmortem age
estimation. Concept and results of a pilot study

resistant tissues (bone, tendon, intervertebral
disc, epiglottis) from 15 individuals.

In all tissues examined both protein markers
as well as several DNA methylation markers
showed a strong correlation with age.
Thereby, the examined parameters showed
tissue-specific changes with age.

The results of the pilot study demonstrate the
potential of combining molecular methods
for postmortem age estimation. Further
studies will show how accurate postmortem
age estimates might be if age information
from posttranslational protein modifications
and DNA methylation from different tissues
are combined in multivariate models.

Keywords
D-aspartic acid - Pentosidine - Massive parallel
sequencing - Epigenetic- Multivariate analysis
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de D-Asp sowohl im Gesamtprotein als
auch in der nichtkollagenen Proteinfrak-
tion untersucht. Fiir die Analyse des Kno-
chengesamtproteins wurde 1 mg des ge-
trockneten Knochenpulversin ein Pyrex-
Rohrchen tiberfithrt. Zur Untersuchung
der nichtkollagenen Fraktion wurden et-
wa 200mg des getrockneten Knochen-
pulvers in 50 ml Falcon-Réhrchen einge-
wogen und eine Extraktion der nichtkol-
lagenen Proteinfraktion nach [16] durch-
gefiihrt.

Die DNA-Extraktion aus ca. 10mg
Gewebe der Epiglottis, Bandscheibe
und Achillessehne erfolgte mit dem
NucleoSpin® Tissue Kit (Fa. Macherey-
Nagel, Diiren) nach Herstellerangaben.
Die DNA wurde in 100 pl Elutionspufter
eluiert.

Fir die DNA-Extraktion aus Kno-
chen wurde ein ca. 1x1lcm grofles
Knochenstiick mithilfe von 0,5 %iger
Bleichel6sung, ,,High-performance-lig-
uid-chromatography“(HPLC)-Wasser
(Fa. International VWR, Darmstadt,
Deutschland) und 96 %igem Ethanol de-
kontaminiert. Das Knochenstiick wur-
de mechanisch zerkleinert, und bis zu
150mg des Knochenpulvers wurden
nach dem ,,Supplementary Protocol: Ex-
traction of DNA from Bone or teeth
using the EZI1® DNA Investigator®
Kit (June 2016)“ dekalzifiziert und ly-
siert. Die DNA-Extraktion wurde nach
dem , Large-Volume Protocol des EZ1®
DNA Investigator® Kits und des EZ1-
Advanced-XL-Extraktionsroboters (Fa.
Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Die DNA
wurde in 100 ul Elutionspuffer eluiert.

Die Quantifizierung wurde mithilfe
des QuantiFluor® dsDNA System Kit
sowie des Quantus™-Fluorometers (Fa.
Promega, Walldorf) nach Herstelleran-
gaben durchgefiihrt.

Analysen

Pen

Die vorbereiteten Proben wurden in
1ml einer 6N Chlorwasserstoff(HCI)-
Losung fiir 18h bei 110°C hydrolysiert
und tber Nacht im Exsikkator getrock-
net. Die Messung des Pen erfolgte iiber
HPLC nach der Methode von Odet-
ti et al. [53], modifiziert nach Greis
et al. [26]. Die Hydrolysate wurden in

1ml 0,01 M HFBA-Puffer (,heptafluo-
robutyric acid anhydride®, Fa. Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA) in HPLC-
grade gereinigtem Wasser (HiPerSolv
Chromanorm®: Fa. VWR Internatio-
nal, Darmstadt, Deutschland) aufge-
nommen und gefiltert (Syringe-Filter,
Porendurchmesser 0,45 tm, Durchmes-
ser: 25mm; Fa. VWR International).
Zur weiteren Aufreinigung wurde ei-
ne Festphasenextraktion durchgefiihrt
(Strata-X 33um Polymeric Reversed
Phase; Fa. Phenomenex) und die Pro-
ben wieder iiber Nacht im Exsikkator
getrocknet. Die eingetrockneten Pro-
ben wurden in 200 ul Pyridoxin-HFBA-
Puffer (Pyridoxin 2,068815umol/ml,
in 0,0lM HFBA) gelost. Eine Kali-
brierungskurve wurde mit Standards
(Pentosidin 0,03303 nmol/ml in 0,01 M
HFBA; Fa. Cayman Chemical) erstellt. Es
wurden 50 pl jeder Probe in das HPLC-
System injiziert (1260 Infinity II; Fa. Agi-
lent; Eluent A: 0,1% HFBA in HPLC-
Wasser, Eluent B: Acetonitril [,,HPLC-
grade“ =299,9%], Flussrate 1ml/min,
Semi-Priparationssdule [Onyx™ Mono-
lithic, Semi-Prep C18; Fa. Phenomenex],
Sdulentemperatur: 25°C Extinktions-/
Emissionswellenldnge: 335/385nm).

D-Asparaginsaure

Die vorbereiteten Proben wurden in 1 ml
einer 6 N HCI-Losung fiir 6h bei 100°C
hydrolysiert und tiber Nacht im Exsik-
kator getrocknet.

Die Messung des D-Asp erfolgte
tiber HPLC nach der Methode von
Kaufman und Manley [54], modifiziert
nach Dobberstein et al. [20]. Die Hy-
drolysate wurden in 1ml Probenpufter
(0,01 M HCL mit 1,5mM Natriumacid
und 0,03mM L-Homo-Arginin) gelost.
Die geloste Probe wurde in das HPLC-
System (HPLC 1100 Reihe; Fa. Agi-
lent, CA) injiziert (Eluent A: 23mM
Natriumacetat, 1,5mM Natriumacid,
ImM EDTA in HPLC-Wasser, Elu-
ent B: nach Dobberstein et al. [20],
Flussrate 0,56 ml/min, C18-Siule [BDS
HYPERSIL C18, 250 x 3 mm, Partikel-
grofle 5um; Fa. Thermo Scientific],
Saulentemperatur: 25°C, Extinktions-/
Emissionswellenldnge: 230/445nm). Die
Identifizierung der L- sowie D-Form
von Asparaginsdure erfolgte anhand

der Retentionszeiten der Standardrein-
substanzen mithilfe der Analysesoftwa-
re ,Agilent OpenLAB Control Panel®
Der Razemisierungsgrad wurde nach
In([1+ D-Asp/L-Asp]/[1-D-Asp/L-
Asp]) [16] berechnet.

DNA-Methylierung
Bisulfitkonvertierung Es wurden 200 ng
DNA mithilfe des Methylation EZ Gold
Kit (Fa. Zymo Research Europe, Freiburg)
konvertiert und in 15 ul H,O elujert. In
einigen Fillen wurde weniger DNA kon-
vertiert, da die aus der DNA-Extrakti-
on gewonnene Menge geringer war. Die
erhaltene einzelstringige DNA (ssDNA)
wurde mithilfe des ssDNA Quantifica-
tion Kit und des Qubit (beide Thermo
Fisher Scientific [TFS], Waltham, MA,
USA) fiir eine grobe Einschdtzung der
ssDNA-Menge quantifiziert.

Polymerase-Kettenreaktion und Vor-
bereitung fiir die massive parallele Se-
quenzierung Ausgewihlte DNA-Regio-
nen von RPA2, ZYGI1IA, F5, HOXC4,
NKIRAS2, TRIM59, ELOVL2, DDO,
KLF14 und PDE4C wurden, wenn mog-
lich, mit je 10ng konvertierter DNA
in Einzel-Polymerase-Kettenreaktionen
(Einzel-PCR) amplifiziert. Jeder Marker
wurde in einem 6,5-pl-Reaktionsvolu-
men, bestehend aus 2,5 ul PyroMark Mas-
ter Mix (Fa. Qiagen, Hilden), 2,5pmol
beider Primer, 0,5ug bovinem Serum-
albumin (BSA; Fa. TFS), der DNA und
DNA-freiem H,O amplifiziert. Die Pri-
mer-Sequenzen konnen der Arbeit von
Naue et al. [38] entnommen werden.
Die Primer fiir PDE4C wurden auf Basis
von der Publikation von Weidner et
al. [55] modifiziert und fiir MPS ange-
passt. Eine ,,touch-up PCR“ wurde unter
den folgenden Bedingungen durchge-
fithrt: 95°C 10min; 15 Zyklen: 98°C
45s, 54°C 30s, 72°C 30s; 25 Zyklen:
98°C 45s, 62°C 30s, 72°C 30s; finale
Elongation bei 72°C fir 10min. Die
erfolgreiche Amplifikation wurde mit
einem 2%igen Agarosegel uberpriift,
und die PCR-Produkte pro Individuum
wurden zusammengefithrt. Die PCR-
Produkte wurden unter Nutzung von
1,9-fach magnetischen Partikeln (Fa. GE
Healthcare, Little Chalfont, UK; vorbe-
handelt und nach Rohland und Reich
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Tab.1 Spearman-Korrelation (p) zwischen dem gemessenen molekularen Marker und dem Alter

Marker

Protein- D-Asp

analyse pap
DNA- DDO
Methy-

lierung  FrovL2
F5
HOXC4
KLF14
NKIRAS2
PDE4C
RPA2
TRIM59

ZYG11A

Protein- D-Asp

analyse

Pen
DNA-  DDO
Methy-

lierung  FroVL2
F5
HOXC4
KLF14
NKIRAS2
PDE4C
RPA2
TRIM59

ZYG11A

GRCh38?

chr 6: 110415496-
110415579

chr 6: 11044628-
11044741

chr 1:169586762-
169586862

chr 12: 54054480-
54054538
chr7:130734348-
130734413

chr 17:42025363-
42025471

chr 19:18232966-
18233106
chr1:27915013-
27915089
chr3:160450168-
160450243

chr 1: 52843080-
52843210

chr 6: 110415496-
110415579

chr 6: 11044628-
11044741

chr 1:169586762-
169586862

chr 12: 54054480-
54054538
chr7:130734348-
130734413

chr 17:42025363-
42025471

chr 19:18232966-
18233106
chr1:27915013-
27915089
chr3:160450168-
160450243

chr 1: 52843080-
52843210

CpG

P

Achillessehne

1

1

Epiglottis

1

17
2
7

18

0,932
0,957
-0,371

0,911

0,307

0,354

0,939

-0,189

0,918

0,914

0,921

0,900

0,979

0,964

-0,661

0,893

-0,625

0,846

0,946

-0,786

0,936

0,911

0,932

0,929

95 %-KI

[0,8, 0,98]
[0,87,0,99]
[-0,74,0,17]

[0,75,0,97]

[-0,24,0,71]

[-0,19,0,73]

[0,82,0,98]

[-0,64, 0,36]

[0,77,0,97]

[0,76, 0,971

[0,77,0,97]

[0,72,0,97]

[0,94, 0,99]

[0,89, 0,99]

[-0,88,-0,22]

[0,7, 0,96]

[-0,86,-0,17]

[0,59, 0,95]

[0,84, 0,98]

[-0,93,-0,46]

[0,81,0,98]

[0,75,0,97]

[0,8,0,98]

[0,79,0,98]

Adjp

<0,0001
<0,0001
0,2041

<0,0001
0,3049
0,2283
<0,0001
0,5511
<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,0001

0
0,0084

<0,0001
0,0139
0,0001
<0,0001
0,0008
<0,0001
<0,0001
<0,0001

<0,0001

CpG p
Bandscheibe
0,871
- 0,871
1 -0,718
1 0,861
2 -0,800
1 0,211
3 0,821
2 -0,750
6 0,871
3 0,886
8 0,918
19 0,850
Knochen
- TP: 0,896/
NCP: 0,896
- 0,904
1 -0,729
1 0,964
2 -0,496
1 0,750
3 0,929
2 -0,668
17 0,936
3 0,979
3 0,942
19 0,896

95 %-KIl

[0,65, 0,96]
[0,65, 0,96]
[-0,9,-0,33]

[0,62, 0,95]

[-0,93,-0,49]

[-0,34, 0,65]

[0,53,0,94]

[-0,91,-0,39]

[0,65, 0,96]

[0,68, 0,96]

[0,77,0,97]

[0,6, 0,95]

TP:[0,71, 0,971/

NCP:[0,71,
0,97]

[0,73,0,97]
[-0,9,-0,35]

[0,89,0,99]

[-0,8,0,02]

[0,39,0,91]

[0,79, 0,98]

[-0,88,-0,24]

[0,81,0,98]

[0,94, 0,99]

[0,83, 0,98]

[0,71,
0,97145332

Adjp

<0,0001
<0,0001
0,0073

0,0005
0,0016
0,5111
0,0010
0,0049
0,0004
0,0004
0,0001
0,0006

TP: <0,0001/
NCP:<0,0001

<0,0001
0,0034

<0,0001
0,0652
0,0023
<0,0001
0,0091
<0,0001
<0,0001
<0,0001

<0,0001

Angegeben sind der Marker, der Spearman-Korrelationskoeffizient (p), das 95 %-Konfidenzintervall (95 %-KI) und der p-Wert nach Anpassung durch die Benja-
mini—Hochberg Methode (Adj p)
Kursiv hervorgehobene Werte fiir p, 95 %-KI und Adj p: Spearman-Korrelation Gber 0,6; hohe Korrletation durch 95 %-KI noch nich bestatigt; fett hervorgeho-

bene Werte fiir p, 95 %-KI und Adj p: Spearman-Korrelation tiber 0,6 und hohe Korrelation durch 95 %-Kl-Intervall bestatigt

TP totale Phase, NCP nichtkollagene Phase

*Analysierter Bereich
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Abb. 1 A Altersabhdngige Akkumulation von D-Asparaginsaure (D-Asp) und Pentosidin (Pen) in 4
Geweben von 15 Individuen. Pen—-Gehalt (a) sowie D-Asp-Gehalt (b) der 4 verschiedenen Gewebe in
Korrelation zum Lebensalter. Zur besseren Visulisierung wurde eine lineare Regressionsgerade einge-

flgt

[56]) gereinigt. Die zweite PCR zum
Anhingen der Adapter/Indizes erfolg-
te mit 2pl der vereinten Probe, 6,25l
des NEBNext Ultra II Q5 Master Mix
(Fa. New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA), je 5pmol vom i5- und i7-
Indexprimer (NexteraXT) und 2,25pl
DNA-freiem H,O. Folgende Reaktions-
bedingungen wurden genutzt: 98 °C 30s;
6 Zyklen: 98°C 105, 62°C 305, 65°C 45's;
finale Elongation bei 65 °C fiir 5min. Die
PCR-Produkte wurden 2-mal mit 1,6-
fach vorbehandelten magnetischen Par-
tikeln gereinigt. Die DNA Quantitdt
jedes Amplikon-Pools wurde mit dem
dsDNA High-Sensitivity Qubit Quanti-
fication Kit (Fa. TFS) gemessen, und die
Amplikons wurden dquimolar vereint.
Der finale 10,5 pM Amplikon-Pool aller
Proben wurde mit einem MiSeq FGx (Fa.
Verogen, San Diego, CA, USA) unter
Nutzung von 300 bp v2 Micro und Nano
Kits im 2x 150bp-Modus sequenziert.
Die erhaltenen FastQ-Dateien wurden
mithilfe der zuvor beschriebenen Pipeli-
ne analysiert [38, 43], wobei die Analyse
auf PDE4C erweitert wurde. Eine 1000 x
Abdeckung wurde angestrebt, wobei
aufgrund geringer DNA-Menge im Ma-
terial in Ausnahmefallen auch Werte mit
einer Abdeckung von mindestens 600 x
gewertet wurden.

Datenaufbereitung und
statistische Analyse

Die Datenauswertung erfolgte mit Ju-
pyterlab 1.2.6 des Anaconda Navigator
v1.9.7 unter Nutzung von Python 3.6.
Die Auswertung erfolgte mit den Analy-
sepaketen pandas v1.0.1, pingouin v0.3.8
[57] und seaborn v0.10.0. Zur initialen
Einschitzung der Korrelation wurde
die Spearman-Korrelation berechnet.
Um die erhaltenen Ergebnisse besser
einzuschitzen, wurde das 95 %-Konfi-
denzintervall berticksichtigt und bei der
DNAm-Analyse aufgrund der parallelen
Analyse von 84CpG-Positionen auch
die Benjamini-Hochberg-Methode fiir
das multiple Testen angewendet (false
discovery rate“ [FDR] von 5%).

Ergebnisse

Durchfiihrbarkeit der parallelen
Analyse

Es wurden D-Asp, Pen sowie DNAm
von 10 ausgewidhlten Markern in 4
Geweben von 15 Leichen erfolgreich
analysiert. Fir die Proteinmarker wa-
ren die eingesetzten Probenmengen
ausreichend; die Qualitit der Chroma-
togramme war sehr gut. Bei der DNAm
wurden aufgrund geringerer DNA-Men-
gen in einzelnen Proben vereinzelt Wer-
te mit einer Molekiilabdeckung unter
1000 %, jedoch tiber 600 x erhalten. Bei
einer 1000 x Abdeckung muss mit einer

maximalen Ungenauigkeit von + 3,1%
gerechnet werden. Da diese bei 600 x mit
* 4,0 % kaum grofler ausfillt, hatte dies
keine generelle Auswirkung auf die pra-
sentierten Ergebnisse.

Altersabhangigkeit der Marker in
den Geweben

Einen Uberblick iiber die Ergebnisse der
statistischen Auswertung der erhobenen
Daten gibt B Tab. 1. Die Korrelation der
untersuchten Parameter mit dem Alter
wurde anhand des Spearman-Korrelati-
onskoeffizienten p beschrieben; zudem
wurde das 95 %-Konfidenzintervall be-
rechnet, um den erhaltenen Koeffizienten
besser zu bewerten. Wahrend die beiden
Proteinmarker Pen und D-Asp in allen
untersuchten Geweben eine starke Kor-
relation mit dem Alter zeigten, gab es bei
den DNAm-Markern gewebespezifische
Unterschiede.

Die starksten Korrelationen mit dem
Alter fanden sich fiir die Achillessehne
und die Epiglottis (8 Tab. 1). Eine starke
Korrelation zwischen dem Alter und der
DNAm - auch unter Berticksichtigung
des Konfidenzintervalls - wurde in allen
4 Geweben im Fall von ELOVL2, KLF14,
PDE4C, RPA2, TRIM59 und ZYGIIA
festgestellt (B Tab. 1). Zum Teil wiesen
unter Nutzung des hier verwendeten
Probenkollektivs unterschiedliche CpG-
Positionen die hochste Korrelation auf,
wobei die Korrelationen der benachbar-
ten CpG-Positionen meist vergleichbar
waren. Daher listet @Tab. 1 den jewei-
ligen Wert fiir die CpG-Position mit
der hochsten Korrelation auf. Fiir ande-
re Marker, wie z.B. NKIRAS2, konnte
im Probenkollektiv keine Altersabhén-
gigkeit in der Achillessehne, jedoch
in den anderen Geweben festgestellt
werden. Die hohe, bereits statistisch sig-
nifikante, detektierte Altersabhingigkeit
sollte unter Berticksichtigung des Konfi-
denzintervalls in einigen Markern durch
Untersuchung einer hoheren Probenzahl
bestitigt werden (kursiv hervorgehoben
in @Tab. 1), um eine zufillige Messung
auszuschlieflen.
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Abb. 2 A DNA-Methylierung(DNAm)-Analyse aus 4 Geweben von 15 Individuen. Die Abbildungen zeigen die DNAm der 4
Gewebe fiir eine beispielhaft ausgewahlte CpG-Position pro Loci. Zur besseren Visulisierung wurde eine lineare Regressions-

gerade eingefligt

Gewebespezifische Unter-
schiede der Akkumulation
altersabhangiger Marker

Aus B Abb. 1 ergibt sich, dass D-Asp so-
wie Pen in allen untersuchten Geweben
mit dem Lebensalter akkumulieren, al-
lerdings in unterschiedlichem Ausmaf3
und mit unterschiedlicher Streuung.
Die Akkumulation von Pen ist in der
Bandscheibe sowie der Achillessehne am
hochsten, gefolgt von der Epiglottis. Die
Streuung der Werte nimmt mit zuneh-
mendem Lebensalter zu. Die Akkumula-
tion der Modifikationen im Knochen ist
dagegen vergleichsweise gering. D-As-
paraginsdure akkumuliert am meisten
in der nichtkollagenen Knochenfrakti-
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on, der Bandscheibe und der Epiglot-
tis, deutlich weniger in der Achillessehne
und im Gesamtprotein des Knochens.

Fiir die DNAm wurde in @ Abb. 2 bei-
spielhaft jeweils eine CpG-Position dar-
gestellt, die bei diesem Probenkontingent
im Schnitt die beste Korrelation tiber alle
Gewebe aufzeigte.

Wie bei D-Asp und Pen zeigt sich,
dass die Verinderung des DNAm-Le-
vels tiber die Jahre nicht in allen Gewe-
ben gleich stark verlduft. Wihrend sich
z.B. die DNAm an der CpG-Position
ELOVL2_1 in der Epiglottis und dem
Knochen gleich stark verdndert, nimmt
die DNAm in der Bandscheibe und der
Achillessehne weniger stark zu, wobei
sich auch hier die Steigungen bei der

Achillessehne und der Bandscheibe dh-
neln. Dennoch weist die Bandscheibe
in diesem Marker ein generell niedri-
geres DNAm-Niveau auf. Diese Unter-
schiede in der Stirke der Verdnderung
und dem generellen DNAm-Level zwi-
schen den Geweben findet sich auch in
den meisten anderen Markern. Zum Bei-
spiel weistdie Bandscheibe gegentiberder
Epiglottis auch in KLF14, PDE4C, RPA2,
TRIMS59 und ZYGI11A ein generell nied-
rigeres DNAm-Niveau auf.

Diskussion

Hintergrund der Durchfithrung dieser
Pilotstudie war das iibergeordnete Ziel,
das Potenzial der untersuchten Prote-



in- und DNAm-Marker fiir postmorta-
le Lebensaltersschitzungen zu untersu-
chen, um diese zukiinftig optimal nut-
zen zu konnen. Dieses Ziel wird von
der Hypothese geleitet, dass die kom-
binierte Nutzung von Altersinformatio-
nen aus posttranslationalen Proteinmo-
difikationen und DNAm aus verschiede-
nen Geweben in multivariaten Modellen
genauere Ergebnisse von Altersschitzun-
gen erdffnet als die Analyse einzelner
Parameter.

Die durchgefiihrte Pilotstudie lieferte
Daten, die fiir die Planung umfangrei-
cher systematischer Untersuchungen zur
Uberpriifung der beschriebenen Hypo-
these und zur Entwicklung neuer Ver-
fahren zur postmortalen Altersschitzung
wichtig sind.

Das hier untersuchte Marker-Set wur-
de zum ersten Mal an identischen Pro-
benanalysiert. Fiir einige der analysierten
Parameter gab es zuvor noch keine Daten
(z.B. fur Pen und D-Asp in der Achil-
lessehne sowie DNAm in Achillessehne,
Bandscheibe und Epiglottis). Die jetzt er-
hobenen Daten belegen eine starke Kor-
relation der Proteinmarker (D-Asp, Pen)
sowie jeweils mehrerer DNAm-Marker
mit dem Lebensalter in allen der unter-
suchten faulnisresistenten Gewebe. Da-
bei wiesen die untersuchten Parameter
gewebsspezifische Werte auf. Wahrend
beispielsweise D-Asp im Achillessehnen-
gewebe nur langsam akkumulierte (was
auf die tibergeordnete raumliche Struk-
tur des Kollagens zuriickgefithrt werden
kann [58]), stellte sich fiir Pen eine ver-
gleichsweise rasche Akkumulation mit
zunehmendem Alter in diesem Gewebe
dar.

Die unterschiedlich rasche Akkumu-
lation von D-Asp in Knochengesamtge-
webe und der nichtkollagenen Protein-
fraktion ist dadurch zu erkldren, dass die
organische Matrix des Gesamtgewebes
zu 90 % aus Kollagenen besteht, in dem
D-Asp aufgrund sterischer Hindernisse
nur langsam akkumuliert [58].

Bei den Knochenproben war ein Ver-
gleich der DNAm-Daten mit Ergebnis-
sen einer vorherigen Studie maoglich; die
hier gemessene moderate Korrelation in
F5 bzw. hohen Korrelationen in allen an-
deren Markern wurde/wurden auch be-
reits zuvor beobachtet [43]. Ansonsten

zeigten sich hier gewebespezifisch ver-
schieden starke Schwankungen bei den
DNAm-Markern.

Insgesamt weisen die erhobenen Da-
ten darauthin, dass die untersuchten Ge-
webe tiber die Analyse der Protein- und
DNAm-Marker Altersinformationen lie-
fern, die in einem multivariaten Mo-
dell zur Altersschétzung genutzt werden
kénnten. Natiirlich erlauben die erhobe-
nen Daten keine abschlieflenden Schluss-
folgerungen. Dennoch stimmen sie op-
timistisch, dass auf ihrer Basis eine um-
fangreiche Studie geplant wird. Die Visi-
on ist ein System aus multivariaten Mo-
dellen auf Basis von D-Asp, Pen und
DNAm, das moglichst genaue postmor-
tale Altersschitzungen unter den unter-
schiedlichen Voraussetzungen der foren-
sischen Praxis ermoglicht, indem es die
jeweils noch erhebbaren Parameter in op-
timaler Weise beriicksichtigt und so mog-
lichst viele Altersinformationen abruft.
Es wird erwartet, dass iiber diesen Ansatz
deutlich genauere Ergebnisse postmor-
taler Altersschitzungen erreichbar sind
als iiber konventionelle morphologische
Untersuchungen oder die Nutzung nur
einzelner molekularer Parameter.
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Abstract

The prediction of the chronological age of a deceased individual at time of death can provide important information in
case of unidentified bodies. The methodological possibilities in these cases depend on the availability of tissues, whereby
bones are preserved for a long time due to their mineralization under normal environmental conditions. Age-dependent
changes in DNA methylation (DNAm) as well as the accumulation of pentosidine (Pen) and D-aspartic acid (D-Asp)
could be useful molecular markers for age prediction. A combination of such molecular clocks into one age prediction
model seems favorable to minimize inter- and intra-individual variation. We therefore developed (I) age prediction models
based on the three molecular clocks, (II) examined the improvement of age prediction by combination, and (III) investi-
gated if samples with signs of decomposition can also be examined using these three molecular clocks. Skull bone from
deceased individuals was collected to obtain a training dataset (n=_86), and two independent test sets (without signs of
decomposition: n=44, with signs of decomposition: n=48). DNAm of 6 CpG sites in ELOVL2, KLF14, PDE4C, RPA2,
TRIM59 and ZYG11A4 was analyzed using massive parallel sequencing (MPS). The D-Asp and Pen contents were analyzed
by high performance liquid chromatography (HPLC). Age prediction models based on ridge regression were developed
resulting in mean absolute errors (MAEs)/root mean square errors (RMSE) of 5.5years /6.6 years (DNAm), 7.7 years /9.3
years (Pen) and 11.7 years /14.6 years (D-Asp) in the test set. Unsurprisingly, a general lower accuracy for the DNAm,
D-Asp, and Pen models was observed in samples from decomposed bodies (MAE: 7.4-11.8 years, RMSE: 10.4-15.4
years). This reduced accuracy could be caused by multiple factors with different impact on each molecular clock. To
acknowledge general changes due to decomposition, a pilot model for a possible age prediction based on the decomposed
samples as training set improved the accuracy evaluated by leave-one-out-cross validation (MAE: 6.6—12 years, RMSE:
8.1-15.9 years). The combination of all three molecular age clocks did reveal comparable MAE and RMSE results to the
pure analysis of the DNA methylation for the test set without signs of decomposition. However, an improvement by the
combination of all three clocks was possible for the decomposed samples, reducing especially the deviation in case of
outliers in samples with very high decomposition and low DNA content. The results demonstrate the general potential in
a combined analysis of different molecular clocks in specific cases.

Keywords Chronological age prediction - D-aspartic acid - Pentosidine - DNA methylation - Bone - Multivariate
models
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Introduction

Postmortem chronological age prediction of an individual
can be crucial in determining the identity of a deceased.
Methodological options for age prediction depend on the
extent of postmortem changes and the availability of tis-
sues; the initial situation can range from the presence of
a complete corpse to the presence of only some pieces of
bone. Teeth and bones are the most resistant human tissues
that can withstand harsh conditions such as degradation and
putrefaction due to their high content of inorganic substance
[1]. Therefore, they are the most relevant sample types for
forensic practice in these cases.

Conventional methods for chronological age prediction
are based on the examination of physiological and degen-
erative changes (especially in dental and skeletal structures)
during life [2]. However, in adulthood the accuracy of these
methods may be low and cannot be used when morpho-
logical information is limited, e.g., in cases with only body
parts or fragments of bones [2]. In the last decade, numerous
new approaches based on the use of known age-dependent
molecular changes have expanded the repertoire of age pre-
diction methods [3]. Among the most interesting approaches
for forensic age prediction are DNA methylation (DNAm)
and post-translational protein modifications, such as accu-
mulation of D-aspartic acid (D-Asp), and pentosidine (Pen)
in long-living proteins.

Skull bones, like other bones in the body, are composed
of both inorganic and organic tissue. The bone matrix con-
sists of around 35% organic and 65% inorganic constituents.
The inorganic components mainly include hydroxyapatite
crystals, but also potassium, chlorine, iron, magnesium and
carbonate [4, 5]. These crystals provide rigidity and hard-
ness to bone tissue, contributing to its compressive strength
[5]- The organic matrix of bone consists mainly of collagen
fibers (approx. 90%), which provide tensile strength and
flexibility to bone tissue. The remaining components are
non-collagenous proteins, such as osteonectin, osteocalcin,
sialoprotein, phosphoproteins, glycoproteins, proteogly-
cans, albumin and others [4]. Different processes of bone
protein modifications can result from enzymatic or non-
enzymatic processes [5, 6]. The enzymatic process involves
the activation of lysyl oxidase, leading to the formation of
immature and mature crosslinks that stabilize the collagen
fibrils. Two types of non-enzymatic processes result in
an accumulation of advanced glycation end products and
D-aspartic acid in bone proteins. These bone protein modi-
fications are age-related and can affect the mechanical prop-
erties of bone [5].

The accumulation of D-Asp with age is the result of
spontaneous nonenzymatic conversion of L-asparagine and
L-aspartic acid into its D-forms (for details, see [7]). Age

@ Springer

prediction based on the D-Asp content in dentine, a very
stable and bradytrophic tissue, revealed accurate estimates
of 2.19-2.93 years mean absolute errors (MAE) [8—13].
This approach also works for more complex and heterog-
enous tissues with higher turnover, such as bone. However,
for other tissues than dentine, the accuracy of the method is
significantly lower, as long as suitable proteins are not puri-
fied and protein mixtures are analyzed (for details see [3]).
Pen is an advanced glycation end product that accumulates
as a fluorescent crosslink between arginine and lysine in dif-
ferent proteins like collagen [14]. Pathological metabolic
conditions, such as long-lasting hyperglycemic states or
renal failure, may result in elevated Pen levels [14]. Never-
theless, the analysis of Pen can be used for age estimation in
cases in which confounding factors can be excluded or as an
additional parameter, e.g. in combination with D-Asp [15].

Various cell types within the bone matrix are present to
maintain bone structure, function, and repair. Osteoblasts
are responsible for producing the organic matrix that serves
as the foundation for mineral deposition and therefore are
vital for growth and repair, ensuring the integrity and resil-
ience of bone tissue. Derived from osteoblasts, osteocytes
nestled within the bone matrix, monitor remodeling pro-
cesses, and respond to mechanical stresses, playing a cru-
cial role in maintaining bone metabolism [16]. In contrast,
osteoclasts are involved in bone resorption by breaking
down old or damaged bone tissue, releasing vital calcium
and phosphate ions into the circulation to maintain mineral
balance [17]. To allow these specific functions, epigenetic
mechanisms such as DNAm play a role in the regulation
of developmental processes, differentiation, and function in
bone cells, too [18-20]. In addition to these primary cells,
mesenchymal stem cells in the bone marrow serve tissue
regeneration purposes, and endothelial cells form the intri-
cate network of blood vessels within bones and assist in
remodeling and repair processes [16]. Blood cells can also
be seen as part of the overall cell type composition of bones.
Studies revealed age-related DNAm alterations in all cells
and tissues including bones [21, 22]. These modifications
can influence gene expression patterns and contribute to
genomic instability and the onset and progression of numer-
ous diseases [23-27].

Various age-related DNAm markers, with increased or
decreased methylation at specific cytosine-guanine (CpG)
sites, have already been identified [21]. Based on these find-
ings, several mathematical models for chronological age
prediction in forensic settings have been proposed for vari-
ous tissues and body fluids, including teeth and bone, obtain-
ing MAE of 3-5 years (for details see reviews [28-30]).

Each of these parameters suggested for molecular age
prediction exhibits limitations due to its specific biologi-
cal context, including tissue-specific differences, individual
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(stochastic) changes, and many endogenous and exoge-
nous factors, which could influence the degree of DNAm
and accumulation of D-Asp and Pen, respectively [14,
30-32]. The combined analysis of all three molecular
clocks addresses different biological levels and, therefore
may compensate for the effects of various influencing fac-
tors on the accuracy of age estimation, especially in adult-
hood. Approaches combining multiple biological molecular
clocks have already been tested and partially improved
age prediction accuracy [33—-36]. Data from a pilot study
performing a parallel analysis of D-Asp, Pen, and DNAm
revealed age-dependent changes in bone tissue (skull) and
thereby indicated a potential for age prediction [37]. Within
that study, the regions ELOVL2, KLF14, PDE4C, RPA2,
TRIM59, and ZYG11A, showed a high correlation with age
in bone (p 0.9-0.98). The age dependency of these markers
was also seen in bone samples examined in other studies,
e.g. [38, 39].

Within this study, we analyzed D-Asp and Pen as well
as DNAm at multiple CpG sites in the six selected regions,
in skull samples from deceased individuals without and
with signs of decomposition. We developed and evaluated
ridge regression models for age prediction and investigated
the impact of postmortem changes on age prediction accu-
racy in samples ranging from early to advanced stages of
decomposition.

Materials and methods
Actions taken to avoid contamination

The samples were treated with appropriate measures from
collection to analysis (contamination protection through
appropriate rooms, gloves, masks, gowns and clean prepa-
ration equipment, ‘human DNA-free’ tubes, pipette tips
and reagents). The surfaces of the bones were cleaned with
Biocidal and appropriate negative controls were carried out
from the DNA extraction onwards as well as for the HPLC
to ensure that no contamination had occurred as a result of
the washing protocol.

Bone sample collection and preparation

Samples of skull bone (Os parietale) were collected from
190 individuals during autopsy (0 to 96 years, 55 females
and 135 males), sampling a piece from the left parietal bone,
close to the usual saw cut for skull opening. In order to avoid
heat exposure and because of the extremely small thickness
of the calotte in the sampling area, the cancellous bone
between the tabula externa and interna was not removed,
so that the samples covered the entire bone cross-section.

Sample information can be found in Suppl. Table SIA. The
state of decomposition (d-score) was defined during autopsy
by forensic pathologists based on morphological character-
istics. The decomposition scores of head, trunk and extremi-
ties were evaluated (details in Suppl. Table S1B) and total
body decomposition scores were calculated by summariz-
ing the scores of those regions leading to a minimum score
of 3 for corpses without any signs of decomposition and
to a maximum score of 22 in highly decomposed bodies
as described by Megyesi et al. [40]. Dataset 1 (n=98) and
dataset 2 (n=44) contain only samples from individuals
without signs of decomposition. Dataset 3 (n=48) consists
of all samples with early to advanced signs of decomposi-
tion. In all datasets, collection of samples from individu-
als over the whole age range was anticipated. However that
was limited especially for individuals below 18 and for
decomposed bodies. The processing of all three datasets
was done independently to allow the use of split datasets
for model training and independent testing (see below). Soft
tissue was mechanically removed with a sterile scalpel and
bone samples were sliced into approx. 1x1x0.5 cm large
fragments. The samples were pulverized with a tube mill
at 17.000 rpm (Ika Tube Mill Control, Staufen, Germany).
The resulting powder was washed in distilled water, 15%
sodium chloride, 2% sodium dodecyl sulfate, and ethanol/
ether (vol. 3:1), respectively, lyophilized by a freeze-drying
system (Christ, Osterode am Harz, Germany) and stored at
-80 °C until further analysis.

Determination of the D-Asp content by analysis of
D- and L-aspartic acid

From each sample, 1 mg of bone powder was hydrolyzed
for 6 h with 1 mL of 6 N HCl at 100 °C. D-aspartic acid and
L-aspartic acid were analyzed by high-performance liquid
chromatography (HPLC; 1100 Series and 1260 Infinity II,
Agilent, CA, USA) as described by Becker et al. [33] with
minor modification (shortened gradient: 47 min). Samples
were dissolved in 1 mL sample buffer (0.01 M HCI with
1.5 mM sodium azide and 0.03 mM L-homo-arginine).
For HPLC analysis, a C18 column (Hypersil BDS C18,
2503 mm, particle size 5 pm, Thermo Fisher Scientific
(TFS), Waltham, MA, USA) was used as stationary phase.
The mobile phase included eluents A (23 mM sodium ace-
tate, 1.5 mM sodium azide, and 1 mM EDTA) and B (92.3%
methanol, 7.7% acetonitrile). The amino acid enantiomers
were detected by a gradient over a period of 49 min at a con-
stant flow rate of 0.56 mL/min. Amino acids were detected
at an excitation wavelength of A=230 nm and a detection
wavelength of A=445 nm. D- aspartic acid (D) and L-aspar-
tic acid (L) were identified by their retention times. The total
content of D-Asp was expressed as In((1 +D/L)/(1 — D/L)).
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Determination of pentosidine content

20 mg of bone powder per sample were hydrolyzed with
I mL of 6 N HCI at 110 °C for 18 h. After drying, 1 mL
of 0.01 M heptafluorobutyric acid (HFBA) was added. The
solution was filtered through syringe filters (@ 25 mm and
0.45 pm pore diameter). The dried samples were dissolved
in 200 uL of 0.01 M HFBA. Analyzes were performed by
HPLC (1100 Series). The stationary phase was a semi-
preparative column (Onyx™ Monolithic SemiPrep C18,
100x4.6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA). The
mobile phase consisted of eluents A (40 mM NaH,PO,, 1.5
mM sodium azide, 0.1% HFBA, pH=2.70) and B (45%
methanol, 45% acetonitrile, 10% H,O) based on Heems et
al. [41]. A total of 10 pL of each sample was injected into
the HPLC system. Samples were detected over a period of
28 min using a linear gradient followed by a washing pla-
teau (100% cluent B) of 6 min. The flow rate was constant
at 1 mL/min and the column temperature at 40 °C. Pento-
sidine (Pen) was measured at an excitation wavelength of
A=335 nm and a detection wavelength of =385 nm. The
signal of Pen was identified by its retention time. The Pen
content was expressed as (area of Pen [ - ])/(bone powder

[mg])
Analysis of DNA methylation
DNA extraction and bisulfite conversion

Per sample up to 150 mg of bone powder were decalcified
and lysed according to the Supplementary Protocol from
Qiagen: Extraction of DNA from bone or teeth using the
EZ1 DNA Investigator Kit (June 2016; Qiagen, Hilden,
Germany). DNA extraction was performed according to
the “Large-Volume Protocol” of the EZ1 DNA Investigator
Kit and the EZ1 Advanced XL extraction robot (Qiagen).
DNA was eluted in 100 pL elution buffer. DNA was quan-
tified using the PowerQuant System (Promega, Madion,
WI, USA). The quantity of DNA for further analysis was
assessed on the longer 294 bp fragment, and DNA quality
by evaluation of degradation (84 bp short fragment/ 294 bp
long fragment). 200 ng of DNA (when possible) were bisul-
fite converted using single column and 96well plate-based
EZ DNA Methylation Gold Kits (Zymo Research Europe,
Freiburg, Germany). DNA was eluted in 15 pLL DNA-free
water and roughly quantified using the ssDNA Quantifica-
tion Kit and Qubit 2.0 and Flex (both TFS).

Marker amplification and massive parallel sequencing

Parts of the genomic regions ELOVL2, KLF14, PDE4C,
RPA2, TRIMS59 and ZYG11A4 were amplified in a multiplex
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approach and information on genomic position, primer
sequences, and concentrations can be found in the Suppl.
Table S2. PCR was performed using 7.5 uL PyroMark Mas-
ter Mix (Qiagen), 1.5 pL Coral Load (Qiagen), 0.5 pg BSA
(TFS), 1.5 pL of the multiplex primer mix, 4pL of bisulfite
converted DNA, and water ad 15 pL. Cycling was carried
under the following conditions: 10 min at 95 °C; 15 cycles:
45sat98 °C, 30 s at 54 °C, 30 s at 72 °C; 25 cycles: 45 s at
98 °C, 30sat 62 °C, 30 s at 72 °C; final elongation for 10 min
at 72 °C on the MJ Research PTC-200 (BioRad, Hercules,
CA, USA). PCR products were cleaned using 1.9x magnetic
beads (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), which were
prepared according to [42]. PCR for adapter addition was
carried out in a 12 pL-volume using 1 uL of PCR product,
6 pL NEBNext Ultra I Q5 Master Mix (New England Bio-
labs, Ipswich, MA, USA), 5 pmol of Nextera XT i5- and i7
index primer each and 2.25 pL of DNA-free water under
the following conditions: 30 s at 98 °C; 6 cycles: 10 s at 98
°C, 30 s at 62 °C, 45 s at 65 °C; final elongation for 5 min
at 65 °C. PCR products were cleaned twice using 1.6x of
the prepared magnetic beads and then quantified using the
dsDNA high-sensitivity Qubit Quantification Kit (TFS).
PCR products were equimolar pooled and the final 11pM
library 2x 150 bp sequenced on a MiSeq FGx (Verogen,
San Diego, CA, USA) using the micro, nano, and ‘normal
size’ 300 bp v2 kits (Illumina, San Diego, CA, USA).

The FastQ files were quality checked and 5’ and 3’
trimmed (TrimGalore v0.4.3 [43] (including the FastQC
package)). The paired-end reads were merged (PEAR
v0.9.10 [44]) and aligned to the human reference hgl9
(samtools implemented in the biscuit v0.2.2 package [45]).
CpG as well as non-CpG (i.e. CHH and CHG) DNA meth-
ylation (DNAm) values were extracted to obtain the DNAm
values at the age-dependent positions as well as to check
the bisulfite conversion efficiency (MethylDackel v0.2.1
[46]). The anticipated minimal coverage (merged reads) of
1000 was obtained for all samples, except one sample of a
decomposed bone with a coverage of 600 merged reads for
all markers.

Data analysis and statistical evaluation

Data analysis and visualization was performed using Jupy-
terLab 3.4.4 (Anaconda Navigator v2.3.1) with Python 3.9
and the analysis packages pandas v1.4.4, pingouin v0.5.2,
seaborn v0.11.2. The relationship between chronological
age and the accumulation of D-Asp, Pen and DNAm was
tested by rank correlation, and the corresponding Spear-
man correlation coefficients (p) were determined. For out-
lier detection, the Mahalanobis distance was determined
to detect outliers for the different CpG positions, Pen, as
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well as D-Asp outside the expected chi? distribution (cutoff:
0.95).

Development of age prediction models

Development and evaluation of the age prediction models
was done using julearn 0.3.1 with pandas 2.1.4, sklearn
1.3.2, numpy 1.24.4 and scipy 1.9.1 was used for develop-
ment and evaluation of the age prediction models.

Development and evaluation of the age prediction
models

Age prediction ridge regression models that included the dif-
ferent molecular markers individually (DNAm, D-Asp, Pen)
as well as combinations (D-Asp+Pen, D-Asp+DNAm,
Pen+DNAm, and D-Asp+Pen+DNAm) were built on a
training set with individuals of dataset 1 equal to or above
18 years (n=386, 18 to 96 years) and z-score pre-process-
ing. In the first step, the best alpha value (L2 penalty) was
determined using hyperparameter tuning (5-fold cross-
validation (CV)). The final value of alpha=35 was chosen
for all feature combinations. 10-times 10-fold CV was used
for development and first evaluation of model performance.
The final model for the 86 training samples was evaluated
in an independent test set (n =44, 19 to 96 years). An addi-
tional evaluation was performed using samples with signs
of decomposition (n=48, 20 to 90 years). Model creation
using julearn is based on the implementation of the sklearn
function run_cross validation and directly includes the
CV approach. The mean absolute errors (MAE), root mean
square errors (RMSE), and R value were determined for a
model evaluation.

Development and evaluation of a pilot age
prediction model specific for decomposed samples

To obtain first insights, if the development of an age pre-
diction model using decomposed samples for training,
and therefore including the heterogeneity of post-mortem
effects, could be beneficial, a pilot ridge regression model
was developed and evaluated with leave-one-out CV
(LOOCYV) using dataset 3 (decomposed samples, n=48).

Results

Correlation of D-Asp, Pen and DNAm markers with
age in skull bone samples

The samples from dataset 1 (z=98, without signs of decom-
position) were analyzed for total D-Asp (described as

LN((1+D/L)/(1-D/L))), Pen (nmol/mg) and the DNAm (%)
from the regions ELOVL2, KLF14, PDE4C, RPA2, TRIM59,
and ZYG114 (Fig. 1).

As expected from the pilot study, an accumulation of
Pen and D-Asp with increasing age was observed in bone
samples, resulting in Spearman’s p-D-Asp=0.86, 95%, CI:
0.79-0.9, and pPen=0.92, 95% CI: 0.79-0.9 in dataset 1.
In the case of eight samples of very young individuals, Pen
determination was not possible as the Pen accumulation did
not reach the analytical threshold. The Spearman’s p was
also calculated for the CpG positions analyzed, leading to
the selection of the final CpG positions within the amplicon
for further analysis: ELOVL2 8 (p=0.93, 95% CI: 0.79—
0.9), KLF14 3 (p=0.87, 95% CI: 0.81-0.91) PDE4C 17
(p=0.9, 95% CI: 0.85-0.93), RPA2 3 (p=0.91, 95% CIL:
0.87-0.94), TRIMS9 7 (p=0.9, 95% CI: 0.86-0.93), and
ZYGI1A 18 (p=0.87, 95% CI: 0.82-0.91). Also, other
CpG positions in the same amplicons showed p-values
above 0.8 and could also be useful for age prediction (data
not shown). Applying the Mahalanobsis distance at a chi’
level of 0.95, revealed data points with a higher divergence
from the center point (Suppl. Fig. S1). All deviating samples
(in 17 individuals), except one (4 years, RPA2 3) were over
60 years old with four individuals having deviating samples
at least at three markers. Most of the samples with greater
divergence were detected in PDE4C 17 (n="7). However,
the occurrence of single outliers can increase in case of
markers with a very high age correlation, as lower inter-
individual differences can lead to more values identified as
outlier.

Independent datasets with samples from
individuals without and with signs of
decomposition

In addition to bone samples from individuals without signs
of decomposition on which an age prediction model will
be build (see section below), two additional datasets were
collected for further evaluation. An independent dataset
2 (n=44) with samples from individuals without signs of
decomposition was collected to verify the observed age-
dependent changes (Fig. 2). Additionally, 48 samples from
individuals with low to strong decomposition (cf. stag-
ing in Material and Methods) were included in the study
to determine whether and how age-dependent changes are
also reflected in these challenging samples (dataset 3). The
observed accumulation of Pen and DAsp was detectable in
the test dataset (dataset 2) as in decomposed samples (data-
set 3); however, with differences in the degree of correlation
(test dataset: p=0.90 (Pen), p=0.70 (DAsp); decomposed
dataset: p=0.68 (Pen), p=0.59 (D-Asp)) (Fig. 2). The
lower p values are due to a higher scattering of the values
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Fig. 1 Results of the selected age-dependent protein and DNA meth- due to detection limits for most of the under 15 years old. (C) DNA
ylation markers in training data (n=98; cf. Suppl. Table S1A). Accu- methylation levels for the final selected CpG sites from six amplicon
mulation of D-Asp (A) and Pen (B). In case of Pen, values are missing regions. p: Spearman‘s tho. D: D-Asp, L: L-Asp
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for both parameters increasing substantially with age with a
downward trend for some samples. In the case of DNAm,
the same trends were observed. The age dependence was
verified for all six markers with the test data (p=0.79-0.89)
and the decomposed samples (p=0.4—0.73). Here, higher
variability was observed for the older individuals and the
decomposed samples, too. The downward trend was less
distinct, but also visible except for KLF14.

Age prediction models based on training data and
cross validation

Composition of training data set and hyperparameter
optimization for model development

As Pen evaluation was difficult for samples under 18 years
(no results in eight cases) and to avoid bias in the devel-
opment of machine models buildings due to the restricted
sample numbers for individuals below age, only individu-
als equal or above 18 years from dataset 1 were included
in the training data set. Therefore, 86 samples were finally
included for model(s) development. Ridge regression (RR),
a type of linear regression, was chosen as underlying algo-
rithm for the age prediction model, as it is a suitable model
in case of a possible multicollinearity (correlation between
the independent used markers) and avoiding overfitting by
inclusion of a regularization term (penalty term alpha -L2).
In the first step, hyperparameter optimization was conducted
to determine the best L2 (alpha) value for each model by CV
analysis. As the value did not show a strong impact and was
always close to five, the final alpha=35 was chosen for all
RR models.

Single-molecular clock models

RR models (10times 10-fold CV) for D-Asp, Pen, and
DNAm were built and evaluated (based on the CV) on the
86 training data samples. The resulting mean MAEs and
RMSEs can be found in Table 1. The best age prediction
results were obtained for the DNAm marker set (MAE: 4.95
years, RMSE: 6.89 years). Protein marker-based RR models
revealed MAEs/ RMSEs of 9.66 years/ 11.52 years (Pen)
and 11.91 years/14.47 years (D-Asp). As expected due to
observed values and known accumulating inter-individual
differences with increasing age, the MAE and RMSE show
different accuracies considering only prediction results
within specific age groups (Suppl. Table S3).

Combined molecular clocks

In addition, four combinations of the three molecular clocks
were used for the construction and evaluation of the RR

models (Table 1). Especially, the combination of the Pen
and D-Asp markers in one RR model showed an improve-
ment on the overall MAE (8.55 years) and RMSE (10.18
years), while the combination of the protein markers with
the DNAm markers did not reveal a general advantage
(MAE/RMSE 4.86 years/ 6.81 years (D-Asp+DNAm),
491 years/ 6.72 years (Pen+DNAm), 4.93 years/ 6.63
years (DAsp + Pen+ DNAm) within the CV-evaluated data.
However, it has to be considered that the DNAm analysis
includes six markers that enter into the RR model as indi-
vidual independent markers and therefore have an overall
higher impact on the model. As for the single molecular
clock RR models, higher MAEs and RMSEs were obtained
with increasing age (Suppl. Table S3).

Age prediction of independent samples from individuals
with and without signs of decomposition

The individual and combined RR models were tested on
the independent datasets using, as in the training dataset,
individuals > 18 years (dataset 2: n=44, individuals with-
out signs of decomposition and dataset 3: n =48, individuals
with signs of decomposition). The MAE and RMSE results
obtained of dataset 2 are comparable to the CV evaluation
(Table 1; Fig. 3), with even slightly better results for Pen
and D-Asp. This could be explained by small differences in
the composition of the datasets and single outlier samples.
The age prediction of dataset 3 samples revealed an overall
lower prediction accuracy, except for D-Asp. Accuracy was
especially decreased by the strong underestimation of age in
a subset of samples. (Fig. 3).

Deeper investigation of samples from individuals with
signs of decomposition

The state of decomposition of the individual from which
the bone sample originates could influence the age accuracy
achieved via a prediction model. Suppl. Fig. S2A shows all
prediction results of the single molecular clocks and of the
overall combined RR model in dependence on the d-score.
No systematic directional shift to under- or over-prediction
dependent on the decomposition was observed (Suppl.
Fig. S2B). Also, no statistically significant correlation was
found between the absolute prediction error and the dscore
for the RR models based on DNAm (p=0.2, p=0.30),
Pen (p=0.005, p=0.97), D-Asp (p=-0.2, p=0.30), and
the combined RR model DNAm +Pen+D-Asp (p=0.16,
p=0.38) (Suppl. Fig. S2C).

A comparison of the results of each single-molecular
age prediction RR model (DNAm, Pen, and D-Asp), and
the DNAm+DAsp+Pen combined RR model was per-
formed for the total body dscore (Suppl. Fig. S3A, C, E) and
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{ Fig. 2 Results of the selected age-dependent protein and DNA meth-
ylation markers. The training data (Dataset 1 with age>=18 (grey,
n=286)), independent data (dataset 2, samples without signs of decom-
position (blue, n=44) and dataset 3, samples with signs of decompo-
sition (red, n=48)). Accumulation of D-Asp (A) and Pen (B). DNA
methylation levels for the final selected CpG sites from six amplicon
regions (C). ptest: Spearman‘s rho dataset 2 (no signs of decompo-
sition), pdec: Spearman‘s rho dataset 3 (decomposed samples). D:
D-Asp, L: L-Asp, DNAm: DNA methylation

head-specific d-score (Suppl. Fig. S3B, D, F). The calcula-
tion of the difference of the absolute prediction error for each
sample between the single RR models (DNAm, Pen, DAsp,
respectively) and the combined model for total body d-score
as well as head-specific d-score revealed that the combina-
tion was partially able to improve the age prediction.

As for individuals without signs of decomposition, the
highest improvement in prediction accuracy for individuals
with signs of decomposition was obtained in the combined
model compared to individual D-Asp and Pen RR mod-
els (Suppl. Fig. S3A-D). In case of DNAm, in which the
sole DNAm RR model revealed a similar overall accuracy
to the combined model, a deeper analysis was performed
to investigate if the combination could improve prediction
in single cases. In 13 of 48 samples, an improvement on
the age prediction accuracy (at least 2 years better predic-
tion) was observed by the marker combination. However,
the use of the combined model also reduced the accuracy
in case of 8 samples (Suppl. Fig. S3E, F). Due to the lower
values of D-Asp and Pen in a subset of samples in 6 of 8
samples, the decrease in accuracy and a stronger underesti-
mation of the age than in the case of the DNAm-based age
prediction model are explicable. Yet, the combination with
the proteins generally does not lead to a stronger underes-
timation compared to the DNAm RR model. In 7 of the 13
cases with improved prediction, inclusion of the protein
parameters increased the calculated age, leading to a lower
absolute error. For the two protein clocks, an improvement
was obtained by the combination of all molecular clocks
for 34 (Pen) and 30 (D-Asp) samples out of 48 samples,
and a decrease in accuracy was obtained in 9 (Pen) and 11
(D-Asp) samples (Suppl. Fig S3A-D). Overall, the amount
(years) of improvement was higher compared to the amount
of decrease.

However, investigating the results in dependence on
the d-score on a single case basis rather than a systematic
improvement or bias, especially in the case of samples with
an overall high total body d-score greater than 15 or head-
specific d-score greater than 6, an improvement was visible
for the combined RR model compared to the DNAm RR
model. Within this study, no limit for a minimal amount of
DNA was set for further processing to allow better research
on the variation observed in challenging samples. Unsur-
prisingly, a higher variation in the deviations between

chronological and predicted age can be attributed to the
lower DNA content. In these cases, the combination (or
sole) analysis of the protein markers was beneficial (Suppl.
Fig. S4A-C).

For the proteins, improvement and decrease were not
associated with specific d-score ranges. Considering the
d-score, and the comparison of the D-Asp RR model and
combined RR model, a slight tendency to less improvement
was seen by combination of the molecular clocks for very
strongly decomposed individuals (Suppl. Fig. S3A, B). Con-
sidering that the DNAm + Pen + D-Asp RR model improved
age prediction for samples with very low DNA content com-
pared to the DNAm RR model, it could be assumed that
the Pen RR model or D-Asp RR model could even be more
advantageous without additional inclusion of DNA in these
cases. However, as can be seen in Suppl. Figures S4A, B, no
clear conclusion can be drawn from the samples within this
study, as the addition of the DNAm analysis was still advan-
tageous in roughly half of the cases with very low DNA con-
tent compared to a pure D-Asp RR model or Pen RR model.

We further investigated, if an RR model developed with
samples from individuals with signs of decomposition as
training data might optimize the overserved decreased accu-
racy by inclusion of the variation due to decomposition. As
the number of decomposed samples was restricted in this
study, a leave-one-out CV (LOOCYV) approach was cho-
sen for evaluation (Fig. 4; Table 2, Suppl. Table S3) and
should be considered as a pilot model with need of further
research. The developed RR model specifically trained with
samples of individuals with signs of decomposition led to
an improvement in overall accuracy compared to the predic-
tions based on the model trained on samples from individu-
als without signs of decomposition (cf. Figure 3; Table 1).

Discussion

The methodological possibilities for chronological age pre-
diction of a deceased person depend on the availability of
the biological material. Skull bone is among the most com-
monly found bone type and agedependent accumulation of
molecular markers like Pen and D-Asp as well as changes in
the DNAm level could therefore be useful for age prediction
[37]. As interindividual variations are known for all chrono-
logical age markers [47, 48], a combined analysis could be
beneficial. For this purpose, we investigated age-dependent
changes in these three molecular clocks, developed age pre-
diction RR models, investigated the improvement of age
prediction by combination, and examined whether samples
from individuals with signs of decomposition can also be
analyzed. To achieve this, parietal bones from deceased
individuals without and with signs of decomposition were
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Table 1T MAEs and RMSEs for training data (age > 18 of dataset 1), test data (dataset 2) and individuals with signs of decomposition (dataset 3).
The results are based on 10times 10-fold CV ridge regression model development and evaluation for D-Asp, Pen and DNAm, as well as combi-
nations. CV =cross validation, MAE =Mean absolute error, RMSE =root mean square error, CI=confidence interval, D-Asp =accumulation of
D-aspartic acid, Pen =accumulation of pentosidine, DNAm = DNA methylation

Marker combination 10-times 10xCV

Individuals without signs of

Individuals with signs of

Training data (dataset 1, n=_86) decomposition decomposition
Test data (dataset 2, n=44) (dataset 3, n=48)

Mean MAE CV Mean RMSE CV MAE RMSE MAE RMSE

(£95% CI) (£95% CI) [years] [years] [years] [years]

[years] [years]
D-Asp 11.91 (11.3-12.5) 14.57 (13.9-15.3) 11.72 14.57 11.68 15.42
Pen 9.66 (9.3-10.0) 11.52 (11.1-12.0) 7.72 9.26 11.77 15.07
DNAm 4.95(4.6-5.3) 6.89 (6.4-7.4) 5.48 6.56 7.38 10.39
D-Asp+Pen 8.55 (8.2-8.9) 10.18 (9.7-10.6) 7.16 9.16 10.81 14.08
D-Asp+DNAm 4.86 (4.5-5.2) 6.81 (6.3-7.3) 5.39 6.5 7.07 9.81
Pen+DNAm 491 (4.6-5.2) 6.72 (6.2-7.2) 5.1 6.36 7.02 9.39
D-Asp+Pen+DNAm  4.93 (4.6-5.2) 6.63 (6.1-7.1) 5.11 6.34 6.8 9.08

collected and the DNAm of 6 CpG sites in ELOVL2, KLF14,
PDE4C, RPA2, TRIMS59, and ZYG11A was analyzed using
MPS, and the amount of D-Asp and Pen was determined by
HPLC. To the best of our knowledge, this is the first study
to examine age prediction using DNAm, D-Asp and Pen for
samples in different stages of decomposition in bone.

Age-dependent changes in D-Asp, Pen and DNA
methylation

The samples included in dataset 1 (n=98) were used to
characterize the age-dependent molecular clocks D-Asp,
Pen and DNAm (i.e., included CpG sites) in bone (cf. Fig-
ure 1). One limitation was that the Pen accumulation during
life was below the detectable threshold for some individuals
under the age of 18 years.

Age-dependence was verified in bone with p>0.8 in
all markers, however, with a lower age-dependent corre-
lation for D-Asp (p=0.86) compared to previous studies
using highly bradytrophic and homogeneous tissues, such
as dentine (Pearson r=0.96-0.99 [9, 12, 13, 49]). The age-
dependent correlation for Pen was comparable to results for
dentine (Pearson r=0.94 [12, 15]).

Differences in the results for the protein parameters in
total dentine and total bone can be explained by very dif-
ferent turnover rates in these tissues. Although dentine and
bone share structural and functional similarities like the col-
lagen matrix and the mineral content, after initial formation
during tooth development, mature dentine is a very brady-
trophic tissue with (almost) no turnover through which its
protein composition stays largely unchanged [50] resulting
in a close relation between D-Asp and Pen levels to age [12]
even by analyzing total tissue.

Bone tissue on the other hand undergoes constant remod-
eling through a balanced process of old bone resorption and
new bone replacement described as bone turnover rate (%
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rebuilt bone per year) and is influenced by e.g., diseases,
stress, overall fitness, and hormonal influences [51]. It
depends on bone type and is highest at sites where trabecular
bone predominates and lowest at sites with a lot of cortical
bone [4, 5]. In our study, we investigated skull bone samples
having a higher density of cortical bone material and there-
fore a lower turnover rate [5]. However, with increasing
age, the bone structure and metabolism change, resulting in
loss of bone mass, decreasing thickness and osteoporosis
[16, 18, 26]. It can therefore be assumed that the composi-
tion of the organic bone protein matrix varies, especially in
old age, with each protein having its own kinetics for the
accumulation of D-Asp and Pen, depending on its struc-
ture and metabolism. Consequently, variation in the protein
composition through changes in bone metabolism as well as
degradation of a total bone protein sample strongly impacts
the D-Asp and Pen content of a total protein mixture. The
only solution is the purification of individual long-living
proteins. The analysis of D-Asp in purified osteocalcin from
skull bones proves this theory with a very high correlation
between D-Asp content in purified osteocalcin and age
(Pearson »=0.99 [52]). So far, only osteocalcin has been
identified as a suitable bone protein; however, its purifica-
tion is very challenging. The identification of further suit-
able proteins and the establishment of practicable methods
for protein purification is an important research goal. We
confirmed the results from our pilot study (D-Asp p=0.9;
Pen p=0.9) investigating bone samples from 15 individuals
[37]. It has to be mentioned that a comparison between stud-
ies is limited as sample ranges, age composition within the
dataset, and the used correlation parameter can be discrep-
ant between studies.

Also the observed Spearman’s correlation values for the
DNAm markers (p=0.87-0.93) were within the ranges of
the pilot study (p=0.9-0.93 [37]), although, the final ‘best’
CpG site was not the same in all cases. It would also be
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Fig. 3 Age predictions results for individuals of dataset 2 (individu-
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Table 2 MAE and RMSE results of the leave-one-out-CV model
trained with samples of individuals with signs of decomposition.
LOOCYV =leave-one-out-cross validation, MAE=Mean absolute
error, RMSE=Root Mean Square Error, D-Asp=accumulation of
D-aspartic acid, Pen=accumulation of pentosidine, DNAm=DNA
methylation

Marker combination Individuals with signs of
decomposition
LOOCV (n=48)

MAE [years]

RMSE [years]

D-Asp 11.94 14.88
Pen 10.88 13.67
DNAm 6.56 8.09
D-Asp+Pen 10.4 13.07
D-Asp+DNAm 6.44 8.1
Pen+DNAm 6.11 7.39
D-Asp+Pen+DNAm 6.19 7.61

possible, to use neighboring CpG sites as an alternative,
as these often had similar correlation values. Slight fluc-
tuations can be caused by sample size and age composi-
tion under study. Other studies have also analyzed DNAm
in bone samples and revealed age-dependent changes [22,
38, 39, 53, 54]. Furthermore, the six genomic regions show
agedependent correlation in a wide range of other tissues
and are (with different intensity) implemented in multiple
age predictions models [30]. Although DNAm was a more
accurate marker for age prediction, inter-individual varia-
tion increased with age, and outliers occurred. The observed
age dependence may (partly) also be explained by changes
in metabolism and turnover with increasing age caused by
possible shifts in cell-type composition and cell function in
dependence on the above-mentioned factors.

Age prediction based on three biological age
estimators

For the development of the RR models, only samples of
the collected individuals equal to and above 18 years were
used as the training dataset (n =86). Furthermore, two inde-
pendent test datasets (individuals without signs of decom-
position: n=44, individuals with signs of decomposition:
n=48) were used to test the RR models. The RR models
based on Pen and D-Asp in total protein samples resulted
for the training data using CV in a mean MAE/ mean RMSE
of 9.66 years/ 11.52 years (Pen), and 11.91 years/ 14.57
years (D-Asp). The results for D-Asp and Pen do not mea-
sure up compared to the data for dentine and purified osteo-
calcin from skull bone [12, 15, 52]. However, the known
methodological approaches for purifying osteocalcin are
very complex and can currently hardly be used in forensic
practice. Given this context, total protein samples were ana-
lyzed here. The DNAm approach led to a lower mean MAE
mean RMSE of 4.95 years/ 6.89 years and was therefore

more accurate compared to the protein-based parameters
(AMAE of 5 years and 7 years). These results were con-
firmed by the independent test set (cf. Table 1). In a pre-
vious study based on dentine, age prediction models were
developed that led to MAEs of 2.93 years for D-Asp and
3.41 years for Pen [12]. First, DNAm age prediction models
were developed, having e.g., in the study of Wozniak et al.
(2021), an MAE of 3.3 years and 3.4 years in the training
and test dataset by analysis of occipital and femoral bone
material [38]. Differences in the MAEs compared to previ-
ous studies may be partly due to increased ages included in
our study. The studies mentioned before included samples
from individuals under 80 years (with the exception of one
training sample in the study of Wozniak et al. (2021)) [22,
38, 39, 53, 54]. In our study, all predictions models led to
an increased MAE and RMSE in the older age groups, with
a particularly strong decreased accuracy in the 80+ year’s
age category (cf. Suppl. Table S3). As in case of other age
prediction models based on molecular markers, the higher
uncertainty in case of older individuals should be consid-
ered. For better interpretation of the obtained results, report-
ing of age group-dependent model evaluations parameters
as presented in Suppl. Table S3 can be therefor helpful. In
addition, information as the percentage of the correct pre-
dictions within a case-dependent useful interval (e.g. 61.4%
+/- 5 years) could be added.

Advantage of using combined models

The combination of Pen and D-Asp for development of a
RR model increased the overall accuracy (training set CV:
MAE 8.55 years, RMSE 10.18 years, test set: MAE 7.16
years, RMSE 9.16 years). The usefulness of this approach
has already been demonstrated by combining the D-Asp
and Pen content for age prediction in dentine obtaining a
decrease in MAEs from 2.93 (D-Asp) and 3.41 years (Pen)
to 2.68 years (combined) [12], observing the same effect for
more complex tissues such as intervertebral discs and epi-
glottis [33]. Considering the single-molecular clock models,
the accuracy (evaluated as MAE/RMSE) of the DNAm-
based model was superior to that of the protein-based age
prediction in total protein samples. Combining the DNAm
with either D-Asp, Pen, or D-Asp and Pen did not show
an improvement in overall accuracy considering individu-
als without signs of decomposition. Nevertheless, this does
not exclude an improvement in single cases as the MAE
and RMSE evaluate the model performance based on all test
data results. Therefore, the conclusion that isolated DNAm
would always be sufficient in specific individual cases could
be too short-sighted. The inclusion of the protein levels (as
well as the inclusion of DNAm in protein models) might be
useful in order to outbalance influences like lifestyle, health
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status, and numerous diseases [14, 31, 32]. Further research
is needed to investigate the not yet well understood impact
of these different factors on chronological age prediction
models to define guidelines for in which cases a combina-
tion might be (dis) advantageous.

Impact of post-mortem changes on age prediction

In a next step, we examined samples with early to severe
signs of decomposition and the effect on the prediction
accuracies. In our study, all three molecular clocks were
successfully analyzed. However, with even longer postmor-
tem intervals, reliable and accurate DNAm may be difficult.
Bone proteins may be quite well preserved for a long time
[55-57]. Nevertheless, postmortem degradation of proteins
that change the overall composition of total bone samples
may be a problem, if total bone samples (and not defined,
purified proteins) are analyzed. In dentine, Pen could be
stable over very long PMIs up to thousands of years (at least
in dentine), which would enable a wide application range of
age estimation based on this parameter also in the anthropo-
logical-archaeological context [58]. It remains to be clari-
fied whether this also applies to bones.

For all parameters, a moderate correlation with
age was observed (p(Pen)=0.68, p(D-Asp)=0.59,
p(DNAm(6CpGs))=0.4-0.73), which was lower compared
to the samples from individuals without signs of decompo-
sition (cf. Figures 1 and 3). The biggest differences were
observed for the markers with the highest correlation value
(p) in individuals without signs of decomposition: Pen (Ap
0.22), ELOVL2 (Ap 0.21), PDE4C (Ap 0.28), TRIM59
(Ap 0.34), and KLF14 (Ap 0.39). The results can mainly
be attributed to increased variation of single samples. This
variation is also visible for the other markers, but ha less
impact on the correlation value (p) due to an already higher
variation in individuals without signs of decomposition.
More research is needed to explicitly determine the under-
lying biological and technical causes (of which some are
discussed below). An overall lower accuracy with MAEs of
11.77 years (RMSE 15.07 years) for Pen and 11.68 years
(RMSE 15.42 years) for D-Asp was obtained. The DNAm
model still performed better with an MAE of 7.38 years
(RMSE 10.39 years) compared to the protein-based param-
eters but less accurate than testing bones without signs of
decomposition. A slight improvement was obtained for the
RMSE (10.39 years (DNAm) vs. 9.08 years (combined)) by
the combination of the three molecular clocks (cf. Table 1).
The slightly greater drop of the RMSE compared to the
MAE (7.38 years (DNAm) vs. 6.8 years (combined)) may
give an indication that especially outliers in the age predic-
tion were reduced, which was the case in samples with very
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low DNA content (cf. Suppl. Figure 4C). An analysis of
more samples is needed to support this indication.

The overall reduced accuracy in the age prediction based
on the molecular clock models in decomposed individuals
could be caused by postmortem changes like deterioration
of the mineral phase and microbiological invasion which
results in chemical and biological degradation of the organic
bone matrix. In the absence of functional enzymatic repair
mechanisms cellular components and DNA degrade due
to their limited chemical stability [59, 60]. This leads to a
change of the cell type composition and the amount and
quality of DNA available for DNAm analysis.

Although bone proteins may be quite well preserved for a
long time [55-57], postmortem degradation of proteins may
significantly change the overall composition of total bone
samples to a mixture of preserved proteins and fragments
of broken proteins. This has direct implications on the over-
all contents of D-Asp and Pen, since they are analyzed as
“summary values” in total protein samples. The even higher
scattering of the data for older individuals could be related
to a pre-existing intravital, age-related degradation of the
organic bone matrix, which could result in a higher vulner-
ability against postmortem influences.

Additionally, the overall impaired tissue and cell struc-
ture in decomposed samples might have an impact. Espe-
cially for DNAm, a difference in the obtained DNAm values
between individuals with and without signs of decomposi-
tion might occur due to the analysis process. As decalcifi-
cation and multiple washing steps are part of the analysis,
therefore a destroyed or altered cell structure could lead to a
specific ‘wash away’ effect changing the cell type composi-
tion analyzed in the final eluate. Moving forward, extensive
research is needed in the future to investigate the impact of
the discussed degradation processes potentially interfering
with accurate age prediction.

To get first research insight, if it could be beneficial to
include the very heterogeneous biological as well technical
variation caused by decomposition in the training data of
a model, pilot RR models were built for age prediction of
individuals with signs of decomposition. Within this model,
the d-score was not yet included, as not enough samples
covered all d-scores in sufficient amount. The overall visible
state of decomposition of the body (total body d-score) and
head (head d-score (cf. Suppl. Table S1B)) do not neces-
sarily align with the decomposition state of specific tissues
such as the bone material itself. As observed before, no cor-
relation was seen between the dscore and the age prediction
deviation (Suppl. Fig. S2). Overall, the pilot LOOCV RR
models improved the prediction accuracy and outbalanced
the previously observed downward trend (cf. Figure 4),but
should be considered with caution as more research and
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samples are needed for a better understanding of all influ-
ences and to build a reliable model.

Considerations and limitations of the developed
models

The developed models are based on the results of the ana-
lyzed samples and might be influenced by that. Next to the
biological facts impacting the results, the used technical
procedures can lead to variation, limits, and to study-spe-
cific results which are presented below.

Sample collection and preparation

Although the samples in this study were taken from strictly
standardized areas (Os Parietale) at the same anatomical
location, there could be differences and some heterogene-
ity between the cancellous and cortical portions within a
bone fragment analyzed [61]. An additional factor caus-
ing variations in the proportion of cortical and cancellous
bone is aging itself as described above [16]. This raises the
question of whether different bone pieces from the same
general location show intra-individual differences. Fur-
thermore, variation between measurements even from the
same fragment can occur because of stochastic effects (mol-
ecules analyzed) and technical fluctuations, which should
be part of future research. Furthermore, our results cannot
be automatically transferred to other bone types analyzed
(e.g. femur, an often-occurring sample type in forensic
casework). A study by Konig et al. (2023) observed differ-
ences in the age-dependent accumulation of D-Asp and Pen
between three bone types (skull, rib, clavicle), which could
be due to differences in the structure and metabolism of the
various bone types from different anatomical regions, lead-
ing to different protein compositions and thus to variations
in D-Asp and Pen levels of the samples [62]. The resulting
impact on age prediction models has to be further inves-
tigated and will also depend on the strategy of the model
development (e.g. choice of mathematical model, inclusion
of sampling location).

As the analysis of all molecular markers depends on
sample preparation, the use of another sample prepara-
tion before analysis could lead to differences. As described
above, e.g. longer incubation steps for bone decalcification
or increased wash steps prior to DNAm analysis might lead
to ‘wash-away’ effects and change cell type composition.
Furthermore, blood cells in small capillaries and the remain-
ing bone marrow cannot be excluded as trabecular bone was
not removed.

Technical challenges

The data used for model development are based on D-Asp,
Pen and DNAm analysis and technical variation has to be
considered. Within this study, standardized methods were
used for all samples to harmonize analysis over all three
datasets. Technical variation was reduced to a minimum by
using enough material e.g. to allow a DNA input of at least
10 ng in the PCR, reducing stochastic variation. Neverthe-
less, as shown especially for the decomposed individuals,
that was not always possible. Furthermore, the harsh pro-
cess of bisulfite conversion increases DNA degradation with
a higher impact on DNAm analysis in case of already pre-
degraded samples. These effects remain a challenge in case
of DNAm analysis from degraded and low DNA amounts
increasing stochastic variation during DNAm analysis.

In case of protein analysis, technical variation can also
arise by a too low powder amount (optimal amount in our
study was identified with 20 mg) for a sufficient signal
quantity for evaluation. Furthermore, the technical thresh-
old for detection of the protein accumulation resulted e.g.
in detection challenges for the Pen accumulation in minors.
More sensitive methods might be help in the future to over-
come that problem.

Model development and evaluation

The presented models and results are based on the choice
of six CpG sites, two protein markers and ridge regres-
sion as underlying mathematical model. The included CpG
sites showed age-dependency, and the mathematical model
showed suitability, however the use or addition of other
sites and optimization of the mathematical model might be
able to improve the model.

The models developed during this study are based on
samples from deceased individuals and therefore limited in
material available, leading to a model excluding individuals
under 18 years of age. This decision was made to exclude a
bias due to imbalance of number of individuals per age cat-
egory and in addition due to the fact, that the interpretational
threshold did not allow a reliable quantification of the Pen
amount for all individuals under the age of 18 years. Within
the study, sex balance between females and males as well as
equal balance over the whole age group could not be com-
pletely achieved. A potential impact of the sex needs further
consideration and deeper analysis with more samples. Fur-
thermore, the composition of dataset 3 including individuals
with signs of decomposition is biased toward a higher age
due to the circumstance that younger individuals are less
often found in a (highly) decomposed state. Further collec-
tion of samples of specific ages and decomposition state
could help to improve model building in the future.
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Conclusion

In summary, molecular age prediction on skull bone is pos-
sible across all parameters examined. The DNAm-only
model (6 CpGs) provided the best results. The protein-based
parameters D-Asp and Pen yield (in the here analyzed total
protein samples) weaker results than DNAm using univari-
ate models; however, it should be noted that the “single”
DNAm molecular clock model is based on 6 CpGs. An
approach to more reliable results based on protein param-
eters could be the implementation of protein purification;
the development of viable methods for protein purification
could enable significantly more precise age diagnoses. By
combining the parameters in postmortem age prediction in
which decomposition results in an additional layer of vari-
ability biological material, age prediction models including
multiple molecular clocks could provide improved accuracy
due to the inclusion of independent parameters. Further
research is needed to investigate in depth if the combination
can compensate internal and external factors that influence
single molecular clocks.
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4 Diskussion

4.1 Die Auswahl der optimalen Methode zur Lebensaltersschatzung kann im Einzelfall
eine Herausforderung sein

Ritz-Timme et al. (2000) definierten in der Publikation ,,Age estimation: The state of the art in
relation to the specific demands of forensic practice” [8] wegbereitend spezifische Anforderun-
gen an Methoden zur forensischen Altersschatzung und identifizierten die Methoden, die diese
Anforderungen zum damaligen Zeitpunkt erfullen konnten. Neben definierten Kriterien wie ei-
ner nachgewiesenen Validitat sowie Reliabilitdt der publizierten Datenséatze, forderten Ritz-
Timme et al. klare Informationen bezlglich der Streubreite der Datenséatze und der Genauig-
keit der individuellen Schatzung sowie die Erforschung des Einflusses méglicher StérgréBen
[8].

Methoden der forensischen Lebensaltersschatzung haben sich in den letzten Jahrzehnten sig-
nifikant weiterentwickelt und diversifiziert. Bis Ende des 20. Jahrhunderts wurden tberwiegend
morphologische Methoden zur forensischen Lebensaltersschatzung genutzt; zu jener Zeit war
die Altersschatzung anhand des D-Asparaginsauregehalts im Dentin die einzige molekulare
Methode, die den strengen forensischen Auswabhlkriterien zur bendtigten mdglichst prazisen
Schéatzung des Lebensalters standhalten konnte [155].

Seitdem hat sich das wissenschaftliche Feld rasant erweitert, insbesondere durch die Entde-
ckung der DNA-Methylierung als zuverlassigen Biomarker fir Alter und Alterung [82]. Unter
Berlcksichtigung der genannten, von Ritz-Timme et al. (2000) formulierten Anforderungen ge-
ben B6hme et al. (2021) in ihrem Artikel ,Molecular methods for age estimation: The current
state of the art in relation to specific demands of forensic practice* [83] eine Orientierung Uber
den aktuellen Stand der molekularen Altersschatzung.

Trotz dieser wichtigen Ubersichtsarbeiten ist es fiir forensische Praktiker/-innen heute eine
Herausforderung, den Uberblick iiber geeignete Methoden zu behalten und die optimale Me-
thode fUr einen spezifischen Fall mit seinen besonderen Fragestellungen, Bedingungen und
Anforderungen zu finden. Die Genauigkeit von Verfahren zur Lebensaltersschatzung nimmt —
unabhangig von den genutzten Parametern - aufgrund der komplexen Alterungsprozesse und
der Anhaufung stérender Einflussfaktoren mit zunehmendem Alter ab. Die Erforschung exter-
ner sowie interner Einflussfaktoren ist lange noch nicht abgeschlossen.

Zudem werden verschiedene MaBe fir Schéatzfehler wie den Mittleren Absoluten Fehler
(MAE), die Wurzel des mittleren quadratischen Fehlers (RMSE), den Standardfehler der
Schatzung (SEE) usw. in der Literatur verwendet, was keinen einheitlichen Vergleich der Me-
thoden erméglicht und meist wenig bis keinen Rlckschluss auf die Fehlerbreite im Einzelfall
zulasst [83, 156].

Der spezifische Einzelfall zielt auf das Szenario der ,unbekannten Leiche® ab — und in solchen
Fallen ist es meist kaum abschatzbar, ob es intravitale (oder auch postmortale) Faktoren gibt,
die die Qualitat einer Altersschatzung beeintrachtigen kénnten. Vor diesem Hintergrund ist es
naheliegend, fir Altersschatzungen nicht nur einen Parameter zu verwenden, sondern meh-
rere Parameter, die mdglichst unabhéngig voneinander sind und verschiedenen biologischen
Ebenen zugeordnet werden kdnnen.

Bei der Auswahl des Verfahrens zur Altersschatzung und der zu erhebenden Parameter spie-
len in der forensischen Praxis insbesondere auch die Folgen postmortaler Vorgénge eine wich-
tige Rolle. Entscheidende Fragen sind dabei, ob geeignete Gewebe (noch) verfligbar sind und
ob die untersuchten Parameter robust gegenlber postmortalen Einflissen sind.
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4.2 Eignung der als Untersuchungsgut gewahlten Gewebe zur postmortalen Lebensal-
tersschatzung liber molekulare Verfahren

Eine breite Anwendbarkeit von Ansatzen zur postmortalen Altersschétzung setzt voraus, dass
auch in Féllen eine mdglichst prazise Lebensaltersschatzung méglich ist, in denen nur (noch)
bestimmte Gewebe zur Verfligung stehen. Publikationen 1-3 belegen das grundsétzliche Po-
tential der vier verschiedenen untersuchten postmortal verhaltnismaBig stabilen Gewebe (Epi-
glottis, Achillessehne, Bandscheibengewebe sowie Schadelknochen) zur molekularen Alters-
schatzung auf Basis der drei Parameter Pen, D-Asp und DNAm [1-3]. Wie gut sich die jeweili-
gen Gewebe zur Schatzung des Lebensalters Gber Pen, D-Asp und DNAm eignen, hangt da-
bei von verschiedenen Faktoren ab.

4.2.1 Proteinbasierte Verfahren (auf Basis von D-Asp, Pen)

Die in Publikation 3 [3] altersabhangige Korrelation des D-Asp-Gehalts (p=0.86) sowie der Pen
Konzentration (p=0.92) der Proben von Spendern ohne makroskopische Autolyse- sowie Faul-
nisveranderungen ist vergleichbar mit den Ergebnissen aus Schadelknochen der Studie von
Kodnig et al. (p D-Asp=0.84, p Pen=0.95; [104]). In beiden Studien zeigt sich eine mit zuneh-
mendem Lebensalter steigende Streuung des D-Asp-Gehalt als auch der Pen Konzentration
bei Analyse von Gesamtprotein des Knochens. Die Problematik einer hohen Streuung der
proteinbasierten Parameter in hdherem Alter im Knochen ist auf Veranderungen der organi-
schen Knochenmatrix und entsprechend der Proteinkomposition zurlickzuftihren [3].

Knochen ist dynamisch und wird kontinuierlich durch Knochenaufbau (Osteoblasten) und -
abbau (Osteoklasten) erneuert (beschrieben als Knochenumsatzrate in % wiederaufgebauter
Knochen pro Jahr) [157]. Die Knochenumsatzrate variiert je nach Alter, Geschlecht, Aktivitat
und Gesundheitszustand. Bei Kindern und Jugendlichen ist sie etwa dreimal héher als bei
Erwachsenen [158]. Gesunde Erwachsene (lber 30 Jahre) haben eine Rate von 5-10% pro
Jahr, die mit dem Alter abnimmt. Bei alteren Menschen, besonders postmenopausalen
Frauen, kann sie unter 5% fallen [159]. Der Knochenumsatz wird zudem durch Faktoren wie
Erndhrung, Hormone, kérperliche Aktivitdt und Gesundheitszustand beeinflusst [159]. Erkran-
kungen, die zu einem Abbau des Knochens fihren kénnen, umfassen u.a. Stérungen der
Schilddriise, hormonelle Stérungen, Osteoporose, entziindliche Erkrankungen wie rheumato-
ide Arthritis oder chronisch-entziindliche Darmerkrankungen und ein Mangel an Vitamin-D
[160-163]. Mit zunehmendem Alter verandern sich Knochenstruktur und -stoffwechsel, was zu
Knochenmasseverlust durch Abnahme der Trabekeldicke und -anzahl sowie Schwund des
kortikalen Knochens fUhrt [164].

Weiter variiert die Umsatzrate je nach Knochentyp und ist an Stellen mit Giberwiegend trabe-
kularem Knochen am hochsten, wahrend sie an Stellen mit viel kortikalem Knochen am nied-
rigsten ist [157]. Diese Beobachtung machten Kénig et al. (2023) in ihrer Studie in der sie
Unterschiede in der altersabh&ngigen Akkumulation von D-Asp und Pen zwischen drei Kno-
chentypen (Schédel, Rippe, Schlisselbein) festgestellten. Diese Unterschiede kénnten auf die
Struktur und den Stoffwechsel der verschiedenen Knochentypen aus unterschiedlichen ana-
tomischen Regionen zurickzuflhren sein, was zu unterschiedlichen Proteinzusammensetzun-
gen und damit zu Schwankungen der D-Asp- und Pen-Konzentrationen in den Proben fuhrt
[104].

Die Dynamik des kontinuierlichen Knochenumbaus und die sich &ndernde Proteinzusammen-
setzung erschweren prazise Altersschatzungen v.a. basierend auf den einzelnen Parametern
D-Asp und Pen, jedoch auch bei Nutzung der DNAm im héheren Lebensalter [3].
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Nach derzeitigem Kenntnisstand stellt die Analyse aufgereinigter Proteine eine Lésung dar.
Bisher ist nur ein stabiles Protein im Knochen bekannt, dass vergleichsweise prazise Lebens-
altersschatzungen auf Basis von D-Asp auch in héherem Lebensalter liefern kann. Ritz et al.
(1996) konnten bei Analyse von D-Asp in aufgereinigtem Osteocalcin aus Knochenproben eine
enge Korrelation zwischen dem D-Asp-Gehalt und dem Alter (Pearson r = 0.99 [99]) feststel-
len.

Osteocalcin ist ein nicht-kollagenes Protein, das von Osteoblasten produziert wird und kann
posttranslational zwei verschiedene Strukturen zeigen. Das Peptid kann posttranslational voll-
standig (alle drei Glutamylreste) oder nur teilweise (0 bis 2 Glutamylreste) carboxyliert werden
[165, 166]. Die vollstandig carboxylierte Form des Osteocalcins wird in die extrazelluldre Kno-
chenmatrix zusammen mit Calcium eingelagert und ist fiir die parallele Ausrichtung des Hyd-
roxylapatit zu den langs des Knochens gelegenen Kollagenfibrillen verantwortlich. Dies ge-
wabhrleistet die optimale Festigkeit des Knochens und mechanische Stabilitat [167].

Das nur teilweise oder untercarboxylierte Osteocalcin wird aufgrund seiner unstrukturierten,
zufélligen Konformation nicht in die extrazelluldare Knochenmatrix eingelagert, sondern in den
Blutkreislauf freigesetzt und ist eine im Knochen nur temporéar vorhandene Form [168, 169].
Die genaue Funktion des untercarboxylierten Osteocalcin ist bis heute nicht vollstandig geklart.
Es werden hormonartige Funktionen zur Regulierung des Energiestoffwechsels, der mannli-
chen Fertilitdt sowie der Gehirnfunktion und der Entwicklung beschrieben [166].

Die fest im Knochen gebundene, vollstandig carboxylierte Form scheint, trotz Schwankungen
des Osteocalcingehalts im Knochengewebe je nach Geschlecht und Alter [170, 171], perma-
nent zu sein und ist daher nach Aufreinigung flir eine Lebensaltersschatzung auf Basis von D-
Asp nutzbar [99].

Die spezifische Aufreinigung von Proteinen und im speziellen von Osteocalcin ist jedoch bis
heute sehr zeitaufwandig und komplex, sodass diese allenfalls einzelnen spezialisierten La-
boren vorbehalten bleibt. Zuklnftig sollte in die Optimierung einer Methode zur einfachen Os-
teocalcin-Aufreinigung investiert werden, da Knochen das haufigste Untersuchungsmaterial
fOr die Identifikation unbekannter Verstorbener darstellen.

Auch die Lebensaltersschatzung durch D-Asp und Pen in Weichgeweben wie dem Anulus
fibrosus von Bandscheiben sowie der Epiglottis bietet grundséatzlich Potential fur die forensi-
schen Praxis [1]. Allerdings unterliegt die Gewebehomdostase in diesen Geweben im Laufe
des Lebens komplexen Verdnderungsprozessen, die die Genauigkeit solcher Schatzungen
beeinflussen kénnen.

In der Jugend und im friihen Erwachsenenalter sind die Gewebe hoch regenerationsféhig und
elastisch, da aktive Fibroblasten reichlich z.B. Kollagen und Elastin produzieren [172]. Im mitt-
leren Erwachsenenalter nimmt die Zellaktivitat ab, die Kollagen- und Elastinproduktion wird
reduziert und die extrazellulare Matrix erfahrt strukturelle Veranderungen. Im hdheren Alter
sind degenerative Veranderungen ausgepragter: Die Fibroblastenaktivitat und die Kollagen-
und Elastinproduktion nehmen stark ab, was zu einem Verlust an Elastizitat und Festigkeit
fohrt [172]. Lebensstil, Umwelt- und genetische Faktoren beeinflussen diese Prozesse zuséatz-
lich [173]. Diese resultierenden Unterschiede in der Gewebezusammensetzung zwischen jun-
gen und alten Proben fihren zu unterschiedlichen Proteinkompositionen, die bei der Lebens-
altersschatzung Gber D-Asp und Pen zu groBen Streubreiten im héheren Alter fihren kénnen:
Die in Publikation [1] dargestellten Daten fir Bandscheiben zeigen das Problem (altersbeding-
ter) Degeneration im Gewebe fir molekulare Marker wie D-Asp und Pen, obwohl Kollagen
aufgereinigt wurde. Proben von Verstorbenen bis zu einem Lebensalter von etwa 40/50 Jahren
zeigen eine lineare Korrelation zwischen D-Asp bzw. Pen mit dem Alter. In hdheren
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Lebensaltern streuen die Daten enorm - bedingt durch die Analyse eines Gemisches aus ,ge-
alterten® sowie zwischenzeitlich neu synthetisierten Proteinen (durch Reparaturmechanismen)
und den daraus - je nach Zustand des Gewebes - resultierenden variierenden D-Asp- sowie
Pen Konzentrationen. Theoretisch kdnnten wesentlich prazisere Ergebnisse erzielt werden,
wenn Proben mit degenerativen Veranderungen ausgeschlossen wirden, wie von Ritz und
Schitz [102] und Pilin et al. [103] vorgeschlagen. Dies wirde jedoch die Anwendbarkeit der
Methode erheblich einschrédnken, da eine fortgeschrittene Degeneration im héheren Alter na-
turgeman haufig ist.

Auch die dargestellten Daten fir Epiglottis aus Publikation 1 [1] bestatigen das Problem dege-
nerationsbedingter Verédnderungen des Gewebes im Laufe des Lebens. Auch hier ist eine Zu-
nahme der Streuung der Daten sowohl bei D-Asp als auch bei Pen in hdherem Lebensalter zu
sehen, die zu einer geringeren Prazision bei Lebensaltersschatzungen flhrt. Die Epiglottispro-
ben wurden hier nicht makroskopisch nach Degenerationsgrad klassifiziert, doch bestatigen
andere Studien die histologische und mikroskopisch messbare Sichtbarkeit degenerationsbe-
dingter Verédnderungen in héherem Lebensalter: Serikawa et al. (2023) untersuchten nach Ha-
matoxylin-Eosin-, Elastica-van-Gieson- und immunhistochemischen Féarbeverfahren Chondro-
zyten, Bindegewebe und Driisengewebe unter dem Epiglottisepithel. Sie beobachteten eine
erhéhte Menge an Kollagenfasern im Sinne einer Fibrose. Gleichzeitig konnten sie Anzeichen
einer Atrophie der Speicheldrisen feststellen, wahrend das Fettgewebe im Bereich der Epi-
glottis zunahm [174]. Kano et al. (2005) untersuchten altersbedingte Veranderungen der Epi-
glottis anhand makroskopischer und mikroskopischer Messungen. Mit zunehmendem Lebens-
alter beobachteten sie signifikante Zunahmen von Kalziumablagerungen im Epiglottisknorpel,
insbesondere bei Mannern Gber 80 Jahren. Zudem nahm die Dicke des Knorpels zu, wahrend
die Zelldichte abnahm und ein Rlckgang der elastischen Fasern zu sehen war, was auf dege-
nerative Prozesse hinweist. Zudem wiesen Manner oft ausgepragtere altersbedingte Veran-
derungen auf als Frauen [175].

Zusammenfassend hangt die Eignung von Geweben zur proteinbasierten Lebensaltersschat-
zung stark von deren Komplexitat, Stoffwechselaktivitat und Proteinzusammensetzung ab. Die
Analyse homogenerer und extrem bradytropher Gewebe wie Dentin ermdglicht prazisere Er-
gebnisse (s. Abschnitt 1.4.1), wahrend komplexere und dynamischere Gewebe wie Knochen,
Epiglottis-, Achillessehnen- und Bandscheibengewebe eine gréBere Herausforderung darstel-
len. Ziel der weiteren Entwicklung proteinbasierter Methoden muss die Aufreinigung geeigne-
ter Proteine aus solchen komplexeren Geweben sein, um Analysen an Proben mit definierter
Proteinkomposition Uber die gesamte Lebensspanne zu erméglichen. Erst Uber die Aufreini-
gung geeigneter Proteine kann das volle Potenzial (einzeln genutzter) proteinbasierter mole-
kularer Verfahren zur forensischen Lebensaltersschatzung umféanglich genutzt werden.
Derzeit sollten vorherige histologische Untersuchungen durchgefihrt werden, um den dege-
nerativen Zustand des Gewebes und somit das Risiko der Beeinflussung des Ergebnisses
einer Altersschatzung durch Gewebsveranderungen bzw. die Nutzbarkeit des Gewebes zur
Schatzung des Lebensalters beurteilen zu kénnen.

4.2.2 Verfahren auf Basis der DNAmM

Die Eignung von robusten Geweben zur postmortalen Lebensaltersschatzung auf Basis der
DNA-Methylierung ist eng mit der postmortalen Erhaltung der Qualitéat und Quantitat der DNA
in einem Gewebe verkniipft. Voraussetzung fir den Einsatz eines Gewebes fir die Alters-
schatzung auf Basis der DNAm ist das Vorhandensein ausreichend intakter DNA.
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Die Eignung verschiedener Knochentypen zur Lebensaltersschatzung auf Basis der DNAm
konnte neben der hier durchgefliihrten Studie an Schadelknochen (Os parietale) [3] bereits
gezeigt werden: es wurden Femur [117], Femurschaft und Schadelknochen (Os occipitale)
[116] sowie Rippenknochen [118, 176] untersucht.

Wenn Knochen (und auch Z&hne) aus stark belasteten Proben oder Proben mit einem langen
postmortalen Intervall (z.B. archdologische Funde, forensische Falle mit fortgeschrittenen
Faulnisveranderungen und/oder unglnstigen Umgebungsbedingungen) stammen, liefern sie
haufig DNA von geringerer Qualitat [177]. Solche Proben kénnen fragmentierte oder degra-
dierte DNA enthalten, was die Analyse der DNA-Methylierung erschwert. Hier missen teil-
weise optimierte Methoden der bereits komplexeren Verfahren zur Extraktion der DNA aus
mineralisierten Geweben verwendet werden, um gentigend intakte DNA fir eine zuverlassige
Methylierungsanalyse zu gewinnen [177].

Auch Bandscheiben-, Epiglottis- und Achillessehnengewebe weisen durch ihre bradytrophen
Eigenschaften und ihrem hohen Anteil an Knorpel- und/oder Faserstrukturen gute Bedingun-
gen zum langen Erhalt intakter Zellen auf. Die potentielle Eignung von Knorpel zur postmorta-
len Altersschatzung wurde auB3er in unserer Pilotstudie [2] bisher nur fir (hyalinen) Rippen-
knorpel untersucht [122, 123]; fUr Epiglottis-, Bandscheiben- und Sehnengewebe legte bislang
nur unsere Arbeitsgruppe Daten vor [2]: Fir den Annulus Fibrosus sowie die Achillessehne
konnte bereits eine postmortale Stabilitat der DNA belegt werden; auch bei fortgeschrittenem
postmortalem Zustand konnte noch eine ausreichende Menge an intakter DNA zur weiteren
DNAm Analyse nachgewiesen werden [178, 179].

Um das volle Potenzial der DNAm-basierten Lebensaltersschatzung in der forensischen Praxis
auszuschdpfen, sollten zukinftig mdéglichst robuste Marker identifiziert werden, die méglichst
unabhé&ngig von nicht-altersbedingten Einflissen sind. Gleichzeitig sollten Methoden zur Ver-
besserung der DNA-Extraktion und -Aufbereitung aus verschiedenen Gewebetypen weiterent-
wickelt werden, um auch bei stark belasteten Probenmaterialien zuverldssige Ergebnisse zu
erzielen.

4.3 Robustheit der untersuchten molekularen Parameter gegeniuber postmortalen Ein-
flissen

FUr den Einsatz molekularer Verfahren zur Altersschatzung an fortgeschritten postmortal ver-
anderten Verstorbenen gibt es vergleichsweise wenige Daten. Publikation 3 ist die erste Stu-
die, in der die Altersvorhersage anhand von DNAm, D-Asp und Pen fir Knochenproben von
Verstorbenen in verschiedenen Stadien der Faulnis untersucht wurde. Alle drei molekularen
Parameter (DNAm, D-Asp, Pen) wurden erfolgreich analysiert [3]. Bei noch langeren postmor-
talen Intervallen (als den beschriebenen) kénnte v.a. die Degradation der DNA zum Problem
fir eine zuverlassige DNAmM-Analyse werden, da postmortale Intervalle bis 50 Jahre forensi-
sche Relevanz besitzen (s. Abschnitt 1.1).

Von dieser Problematik berichteten bereits Koop et al. (2020), die die Anwendbarkeit des An-
satzes von Mundschleimhautabstrichen als DNA-Quelle bei 73 Verstorbenen in verschiedenen
Stadien der Faulnis sowie einer Kontrollgruppe von 142 Wangenabstrichen lebender Proban-
den testeten. Die Methylierungswerte wiesen sowohl bei Proben von lebenden Individuen
(r? = 0.85-0.87) als auch bei Proben verstorbener Personen eine enge Korrelation mit dem
Alter auf (r? = 0.90), unabhéngig vom Stadium der Faulnis. Nur in Féllen fortgeschrittener
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Faulnis mit extrem geringen DNA-Mengen war eine Lebensaltersschatzung auf Basis der
DNAm nicht méglich [114].

Ein &hnliches Bild zeigte sich anhand der in Publikation 3 erhobenen Daten: Bei der Analyse
von Proben von Leichen in verschiedenen Stadien der Faulnis reduzierten sich die Fehler bei
Einsatz des kombinierten Modells (D-Asp + Pen + DNAm) im Vergleich zur Nutzung des reinen
DNAm Modells; dabei zeigte sich eine starkere Reduktion des RMSE im Vergleich zum MAE
[3]. Im Gegensatz zum MAE berUcksichtigt der RMSE verstarkt AusreiBer. Aufgrund dessen
kann dies als Hinweis gewertet werden, dass insbesondere Ausrei3er in der Altersvorhersage
durch die proteinbasierten Parameter D-Asp und Pen reduziert wurden: dieser Befund war bei
Proben mit sehr geringem DNA-Gehalt evident. Um diese Annahme zu bestatigen, bedarf es
jedoch einer héheren Fallzahl [3].

Im Vergleich zur DNA bleiben die Strukturproteine des Knochens langer erhalten, sodass auf
posttranslationalen Proteinmodifikationen basierende Methoden wie die Akkumulation von
Pen und die Akkumulation von D-Asp auch langer mdglich sein kénnen.

Dobberstein et al. (2008) untersuchten die Degradation von Biomolekilen, u.a. von Kollagen,
in kiinstlich und natdrlich gealterten Zahnen und deren Auswirkungen auf Methoden zur Al-
tersschatzung mittels D-Asp sowie auf genetische Analysen. Das Kollagen in Zahnen zeigte
eine bemerkenswerte Stabilitat, selbst unter harschen kinstlichen Bedingungen (Erhitzen bei
90 °C). Wéahrend der durchgefihrten Degradations-Experimente nahm der Kollagengehalt ab,
die Aminosaurezusammensetzung blieb jedoch Uber lange Zeitrdume konsistent. Auch in na-
tarlich gealterten Z&hnen blieb die Aminosdurezusammensetzung lange stabil und die typi-
schen Kollagenmuster blieben lange erhalten. D-Asp in Dentin kann demnach fiir forensisch
relevante Zeitrdume (s. Abschnitt 1.1) unter ,normalen® postmortalen Bedingungen als zuver-
lassiger Parameter fiir die Altersschatzung angesehen werden.

Bei langerem postmortalem Intervall missen die Ergebnisse von Lebensaltersschatzungen
basierend auf D-Asp besonders kritisch hinterfragt werden, da es nach langer Zeit durch post-
mortale Proteinabbauprozesse zu einer beschleunigten Razemisierung von Asp kommen kann
[106].

Diese Ergebnisse wurden in einer Studie von Mahlke et al. (2021) bestétigt: Sie untersuchten
die molekularen Parameter D-Asp sowie Pen in modernen sowie archdologischen Z&dhnen mit
der Frage, ob das Lebensalter zum Todeszeitpunkt auch nach Jahrtausenden noch aufgrund
dieser Parameter geschétzt werden kann. Wéhrend die Schatzung des Lebensalters auf Basis
von D-Asp bei den sehr alten Proben (1400 bis 8800 Jahren Liegezeit) zu falsch hohen Schéat-
zungen fuhrte, wiesen die Ergebnisse darauf hin, dass Pen in Dentin Gber sehr lange postmor-
tale Intervalle bis zu Tausenden von Jahren stabil sein konnte. Die Ergebnisse der Altersschét-
zungen auf Basis von Pen aus Dentin lagen nicht nur in einem realistischen Bereich, sondern
waren in den untersuchten Fallen nahezu deckungsgleich mit dem jeweils morphologisch ge-
schatzten Lebensalter [105]. Beispielsweise wurde Probe 1 durch D-Asp auf 74.26 Jahre ge-
schatzt, wahrend die Schatzung Uber Pen ein Alter von 13.97 Jahren ergab, was zu den Er-
gebnissen morphologischer Methoden (Schéatzung auf ca. 15 bis 18 Jahre) passte.
Mdoglicherweise erdffnet die beschriebene Stabilitdt von Pen einen weiteren Anwendungsbe-
reich des Parameters zur Altersschatzung auch im anthropologisch-arch&ologischen Kontext.

Die molekulare Lebensaltersabschatzung bei fortgeschritten postmortal veranderten Verstor-
benen ist ein herausforderndes Feld, da bisher wenig Uber die Einflisse postmortaler Veran-
derungen und anderer einwirkender Umweltfaktoren (s. Abschnitt 1.4) auf die molekularen
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Parameter bekannt ist. Zudem sind Einfliisse wie Liegezeitbedingungen oder Erkrankungen in
der forensischen Praxis beim Fund unbekannter Verstorbener oft nicht bekannt.

Wahrend die Mdglichkeiten der Altersschatzung auf Basis von DNAm bei fortgeschrittener
Faulnis durch Degradation und Verlust von DNA eingeschrankt sein kann, bieten die protein-
basierten Parameter durch langere Stabilitdt zumindest in Dentin und unter ,normalen” Liege-
bedingungen offenbar eine vielversprechende Grundlage fur zuverlassigere Altersschatzun-
gen selbst Uber gréBere bis sehr groBe postmortale Intervalle hinweg. Weitere Forschung ist
erforderlich, um dies auch in anderen Geweben zu untersuchen und die Frage zu klaren, ob
die Kombination verschiedener molekularer Parameter dazu beitragen kann, negative Effekte
postmortaler Einflussfaktoren zu detektieren und auszugleichen.

4.4 Multivariate Analyse von Parametern — Die Losung fiir alles?

Die vorliegende Arbeit fuBBt auf der Hypothese, dass durch eine Machine Learning basierte
Kombination von Parametern altersunabhangige (z.B. durch antemortale Erkrankungen oder
postmortale Einflisse bedingte) Einflisse auf die Lebensaltersschatzung tber molekulare Me-
thoden ausgeglichen werden kénnen. Diese Hypothese wurde flr die Verknipfung der Para-
meter D-Asp, Pen und DNAm an verschiedenen Geweben derselben Spender untersucht. Da-
bei wurde die Verknipfung von proteinbasierten Verfahren wie D-Asp und Pen sowie der
DNAm zum ersten Mal zur Entwicklung multivariater Modelle basierend auf Machine Learning
Algorithmen zur Lebensaltersschatzung in verschiedenen Geweben eingesetzt.

Die in Publikation 1 prasentierten Daten zeigen, dass durch Kombination von zwei molekularen
Methoden (D-Asp, Pen) in zwei komplexen Geweben (Bandscheibe, Epiglottis) von 95 Indivi-
duen bereits eine signifikante Steigerung der Genauigkeit einer postmortalen Altersschatzung
(v.a. in héherem Alter) durch Machine Learning basierte Modelle erzielt werden kann. Als zu-
satzliche Variablen wurden der makroskopisch erkennbare Degenerationsgrad der Band-
scheibe sowie das Vorliegen eines Diabetes mellitus (wenn bekannt) mit in die Modellberech-
nung einbezogen. Die mittleren absoluten Fehler (MAE) der univariaten Modelle lagen zwi-
schen 7.5 und 11.0 Jahren; dagegen lagen die MAE multivariater Modelle unter Kombination
verschiedener Parameter zwischen 4.0 bis 6.3 Jahren [1].

Far Publikation 3 wurden zum ersten Mal D-Asp, Pen sowie DNAm (6 CpG-Stellen in ELOVL2,
KLF14, PDE4C, RPA2, TRIM59 und ZYG11A) in Proben des Schadelknochens von Spendern
mit unterschiedlich langem postmortalem Intervall analysiert. Eine so umfassende Analyse
postmortaler Einflisse auf die untersuchten Parameter war bislang noch nicht verfigbar. An-
hand von Proben von Spendern ohne makroskopisch erkennbare postmortale Veranderungen
wurden sowohl uni- als auch multivariate Altersvorhersagemodelle mithilfe eines Machine
Learning Algorithmus entwickelt. Die MAE der univariaten Modelle lagen zwischen 5.48 Jahren
(DNAm), 7.72 Jahren (Pen) sowie 11.72 Jahren (D-Asp). Die Kombination der Pen- und D-
Asp-Marker in einem Modell zeigte eine Verbesserung des Gesamt-MAE (7.16 Jahre) v.a. im
Vergleich zum univariaten Modell von D-Asp und dem univariaten Modell von Pen. Die Kom-
bination der Proteinmarker mit den DNAm-Markern ergab keinen Vorteil im Vergleich mit ,rei-
nen“ DNAm-Modellen (verschiedene Kombinationen von D-Asp, Pen und DNAm: MAE 5.1 —
5.39 Jahre, ,reines* DNAm-Modell: 5.48) [3].

Far die Proben von Spendern mit fortgeschrittenem postmortalem Intervall ergaben sich Hin-
weise, dass durch die Kombination der proteinbasierten Parameter mit der DNAm insbeson-
dere AusreiBBer in der Altersvorhersage reduziert werden konnten (bei Proben mit sehr
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geringem DNA-Gehalt). In Anbetracht der Tatsache, dass das DNAm + Pen + D-Asp Modell
die Altersvorhersage fir Proben mit sehr geringem DNA-Gehalt im Vergleich zum ,reinen®
DNAm-Modell verbessert hat, kdnnte man annehmen, dass das univariate Pen Modell oder
das D-Asp Modell in diesen Féllen ohne zusétzliche Einbeziehung von DNA sogar vorteilhafter
sein kdnnte. Dies muss an einer gréBeren Fallzahl Gberprift werden [3].

Die Ergebnisse von Publikationen 1 und 3 bestatigen die Hypothese, dass eine Kombination
verschiedener Parameter aus unterschiedlichen Geweben desselben Spenders durch Ma-
chine Learning basierte Modelle dazu beitragen kann, altersunabhangige ante- und postmor-
tale Einflisse auf die Lebensaltersschatzung zu kompensieren. Die Studiendaten zeigen, dass
die Kombination der Methoden von Proteinmarkern wie D-Asp und Pen mit DNAm-Markern in
multivariaten Modellen die Genauigkeit der Altersvorhersage erheblich verbessern kann, ins-
besondere in komplexen Geweben und bei Proben mit postmortalen Veranderungen. Diese
Ergebnisse kénnen den Grundstein fur weitere Untersuchungen und Optimierungen legen,
insbesondere in Bezug auf die Analyse von Proben mit geringem DNA-Gehalt [1, 3].

Auch andere Studien der letzten Jahre bestétigen den Ansatz der Nutzung multivariater Mo-
delle unter Beriicksichtigung verschiedener molekularer und morphologischer Parameter zur
Lebensaltersschatzung:

Shi et al. (2018) kombinierten skelettale und dentale morphologische Parameter mit flnf
DNA-Methylierungsmarkern in Blut an einem Kollektiv von 124 Kindern im Alter zwischen 6
und 15 Jahren und erzielten eine deutliche Verbesserung zwischen den jeweils uni- und mul-
tivariaten Modellen. Hier konnte die Genauigkeit der Schatzung univariater Modelle anhand
skelettaler bzw. dentaler Merkmale durch die multivariate Analyse der morphologischen Para-
meter sowie der DNA-Methylierungsmarker (5 bzw. 4 CpGs) bei Jungen um bis zu 0.22 Jah-
ren und bei M&dchen um bis zu 0.41 Jahren (MAE) gesteigert werden [180].

Cho et al. (2017) konnten mit der Kombination von DNA-Methylierungsmarkern und sjTRECs
in Blut an einem Kollektiv von 100 Individuen im Alter zwischen 20 und 74 Jahren zwar die
Altersschatzung insgesamt nicht verbessern (MAE 3.29 Jahre nur DNAm (5 CpGs); MAE 3.31
Jahre bei Kombination von DNAm und sjTRECSs); jedoch zeigte sich eine deutliche Verbesse-
rung der Altersschatzung in den héheren Altersgruppen (60 - 74 Jahre) [181].

Dennoch ist nicht jede Kombination sinnvoll, und es ist notwendig, sich optimal erganzende
Marker zu identifizieren. Darauf weisen Siahaan et al. (2021) zurecht hin. In ihrer ,proof of
concept“Studie wurden an einem Kollektiv oralchirurgischer Patienten molekulare und mor-
phologische Parameter (D-Asp, Pen in Dentin; DNAm-Marker (5 CpGs) in Mundschleimhaut-
abstrichen sowie der Zahnmineralisierungsstatus) erhoben, um zu erforschen, welche der un-
tersuchten Parameter zu multivariaten Altersmodellen beitragen kénnen und welche Kombi-
nationen einen Mehrwert bieten. Die Studie ergab, dass die zusétzliche Analyse der altersbe-
dingten DNAm-Veranderungen (zu D-Asp und Pen) die Genauigkeit der Schatzungen nicht
verbesserte. Wahrend sich fir die untersuchten proteinbasierten Parameter ein MAE von 2.68
Jahre (D-Asp + Pen) ergab, brachte die zusatzliche Analyse der DNAm in Mundschleimhaut-
abstrichen hier keine wirkliche Verbesserung (MAE 3.53 Jahre, D-Asp + Pen + DNAm) [95] -
das Potenzial multivariater Anséatze entfaltete sich hier nur bedingt. Dies war dadurch zu er-
klaren, dass das Untersuchungsmaterial vorwiegend von jungen Patienten stammte und
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Dentin als bradytrophes und homogenes Gewebe ein optimales Untersuchungsmaterial fiir D-
Asp und Pen darstellt.

Auch die Daten einer weiteren Studie belegen, dass nicht jede Kombination von Parametern
in multivariaten Modellen sinnvoll ist: Marquez-Ruiz et al. (2020) kombinierten in ihrer Studie
an Zahnen* DNAm-Daten zu mehreren CpG-Stellen der Gene ELOVL2, ASPA und PDE4C
mit den Telomerldngen derselben Individuen. Fir das DNAm-Modell wurden nur die der Gene
ELOVL2 und PDE4C verwendet, da die Korrelation der DNAm-Daten im Gen ASPA mit dem
Lebensalter nicht eng genug war. Der MAE bei Einsatz des ,reinen* DNAm-Modells ohne Ein-
beziehung des Geschlechts lag bei 5.08 Jahren. Der MAE der Altersschatzungen basierend
auf dem ,reinen“ Modell der Telomerlangen ohne Einbeziehung des Geschlechts lag bei 6.89
Jahren. Die Kombination beider Parameter (DNAm / Telomerenléange; ohne Einbeziehung des
Geschlechts) erzielte allerdings nur einen MAE von 5.04 Jahren und brachte somit kaum eine
Steigerung der Préazision [120].

Die Studien bestéatigen, dass eine Machine Learning basierte Kombination verschiedener Pa-
rameter in unterschiedlichen Gewebetypen die Genauigkeit der Lebensaltersschatzung deut-
lich verbessern kann. Multivariate Anséatze weisen ein erhebliches Potenzial zur Optimierung
fir den individuellen Einzelfall der forensischen Praxis auf, da die zuvor erstellten Modelle
flexibel anhand vieler Faktoren trainiert werden kdnnen: so kénnen Erkrankungen, der (alters-
bedingte) Zustand der Gewebe, das Geschlecht usw. bericksichtigt werden. Der Einzelfall in
der forensischen Praxis ist immer individuell und hangt von genau diesen Bedingungen ab.
Durch Erhebung mdoglichst vieler Parameter zur Lebensaltersschatzung aus verschiedenen
Geweben kénnen samtliche Méglichkeiten zur Lésung des Einzelfalls ausgeschépft werden.
Die sorgféaltige Auswahl und Kombination der Parameter sind dabei entscheidend, um das
volle Potenzial dieser Technologien auszuschépfen.

4.4.1 Einsatz von Kunstlicher Intelligenz in der Forensik und Begutachtung

Der Einsatz Kiinstlicher Intelligenz (KI) in der forensischen Praxis eréffnet eine neue Ara, die
sowohl Chancen als auch Herausforderungen mit sich bringt. Trotz der rasanten technologi-
schen Entwicklung hat sich bislang keine Kl-basierte Methode als Standardverfahren in der
forensischen Praxis etabliert [182, 183].

Wahrend KI-Systeme enorme Potenziale bieten - wie die Analyse komplexer Datenmengen,
die Erkennung subtiler Muster und die Unterstitzung bei Ermittlungen - missen gleichzeitig
fundamentale ethische und rechtliche Aspekte bei inrer Nutzung berlcksichtigt werden [184,
185].

Wahrend im allgemeinen Gesundheitswesen bereits intensive Diskussionen Uber ethische und
rechtliche Herausforderungen bei Einsatz von Kl gefiihrt werden, fehlt bisher ein Ubertrag fiir
die spezifischen Anspriche in der Rechtsmedizin.

Tynan [184] gibt eine erste Ubersicht iiber die spezifischen Herausforderungen der forensi-
schen Praxis: Zentrale Herausforderungen umfassen die Entwicklung unvoreingenommener
Algorithmen, robuste Datenschutzrichtlinien und die Gewahrleistung von Transparenz. Erklar-
bare Kl (Explainable Al; Ubersicht bei [186]) kann Fachexperten erméglichen, die zugrunde
liegenden Entscheidungsmechanismen besser nachzuvollziehen und zu rechtfertigen. Kl soll
dabei als unterstitzendes Werkzeug dienen, nicht als Ersatz fir menschliche Expertise. Die
Frage der Verantwortlichkeit bei mdglichen Fehleinschatzungen bleibt eine komplexe

4 In der Publikation sind keine weiteren Informationen zum verwendeten Teil des Zahns enthalten.
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Herausforderung. Wer haftet, wenn ein Kl-System fehlerhafte Schlussfolgerungen zieht?
Diese bislang ungeklarten Fragen unterstreichen die Notwendigkeit einer engen interdiszipli-
naren Zusammenarbeit zwischen Informatikern, Forensikern, Juristen und Ethikern, wenn Ki
Einzug in die forensische Praxis halten soll [184].

Durch einen umsichtigen Einsatz und offenen Dialog kann das Potenzial von Kl genutzt und

gleichzeitig sichergestellt werden, dass deren Integration in die Forensik und Begutachtung
ethisch vertretbar bleibt und der Gerechtigkeit dient.
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5 Ausblick

Der genetische Fingerabdruck, 1984 von Alec John Jeffreys entwickelt, revolutionierte die Ta-
ter- und Opferidentifizierung in der Forensik. Trotz seiner Bedeutung wurden manche Falle
zunéchst eingestellt, hauptsachlich aufgrund begrenzter DNA-Spuren-Verflgbarkeit, fehlen-
der Vergleichsproben oder nicht erfasster Tater in Datenbanken.

Moderne Technologien ermdglichen es nun durch eine wesentlich héhere Sensitivitat selbst
alte oder degradierte DNA-Proben zu untersuchen, die friiher als unbrauchbar galten. KiI-
gestitzte Systeme kénnen diese DNA-Proben mit vorhandenen groBen Datenbanken abglei-
chen, um mégliche Ubereinstimmungen zu finden. Im Jahr 2018 konnten durch den Einsatz
von Kl auf DNA-Beweise in Verbindung mit einer Genealogie-Datenbank Anklagen in mehr als
einem Dutzend Fallen erhoben werden, die jahrzehntelang ungelést geblieben waren, darun-
ter der Fall des "Golden State Killers" [187]. Diese Fortschritte in der Kl-gestitzten Verbre-
chensaufklarung zeigen das enorme Potenzial dieser Technologien fur die Lésung von Einzel-
fallen und Cold Cases.

Auch die Fortschritte in der forensischen Lebensaltersschatzung durch Machine Learning re-
prasentieren ein solches Potenzial:

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Publikationen beweisen die Machbarkeit unserer Vision eines
molekularen ,Werkzeugkastens® flr die unterschiedlichsten Situationen in der forensischen
Praxis. Dem breiten Spektrum an Ausgangssituationen soll mit einem System aus Machine
Learning basierten Modellen unter Nutzung verschiedener Parameter aus verschiedenen Ge-
weben begegnet werden. Je nach Verfigbarkeit von Geweben soll in jeder Situation (z.B.,
wenn nur eine Achillessehne oder nur eine Epiglottis vorhanden ist) durch optimierte Modelle
Uber eine Kombination der Parameter (D-Asp, Pen und DNAm) eine mdéglichst prazise Schat-
zung des Lebensalters moglich sein.

Zukunftig kann der so erstellte ,Werkzeugkasten® erweitert werden; weitere Gewebe oder auch
Proben aus unterschiedlichen Lokalisationen innerhalb eines Gewebes kénnen berticksichtigt
werden. Auch nicht-molekulare Parameter wie morphologische Merkmale, histologische Para-
meter und auch Umgebungsinformationen bei Auffinden von unbekannten Verstorbenen usw.
kénnen und sollten in die Modelle einbezogen werden.

Die so erreichbare héhere Zuverlassigkeit von Altersdiagnosen resultiert in einer héheren Si-
cherheit der |dentifizierung unbekannter Verstorbener und eréffnet neue Moglichkeiten zur L6-
sung des Einzelfalls oder Cold Cases.

Insgesamt verspricht die Zukunft der forensischen Lebensaltersschatzung eine noch engere
Verzahnung von traditionellen und hochmodernen Methoden, unterstitzt durch Kl und inter-
disziplinare Zusammenarbeit. Die Entwicklung in diesem Bereich schreitet rasch voran. Kil-
gestutzte Datenbanksysteme werden zunehmend leistungsféhiger und kénnen immer komple-
xere Analysen durchfiihren. Gleichzeitig missen ethische und rechtliche Fragen im Zusam-
menhang mit dem Einsatz dieser Technologien sorgféltig adressiert werden, um einen verant-
wortungsvollen und gerechten Einsatz in der Begutachtung zu gewéhrleisten.
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