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Die forensische Untersuchung von DNA-Spuren ist ein wichtiger Schritt im gerichtsmedizinischen Alltag.

Oft vergehen zwischen der Straftat und der Untersuchung der Asservate durch forensische Genetiker Wochen

oder Monate, in denen tatrelevante Beweismittel gewaschen werden. Diese Studie zeigt, dass selbst nach

zweifacher Wasche bei 60 °C eine ausreichende Anzahl an Spermien detektiert werden kann, die zur Erstellung

eines genetischen Fingerabdruckes herangezogen werden kdénnen.

Einleitung

Der Nachweis von Spermien ist in der Forensik zum Beispiel
im Rahmen von Sexualdelikten von grofer Bedeutung.

Das Sperma eines mutmalfSlichen Taters muss auf der Be-
kleidung des Opfers detektiert und unter Verwendung eines
spezifischen Tests identifiziert werden. Anwendung finden
beispielsweise RSID-Semen Testchips, die positiv auf Seme-
nogelin (Protein aus der mannlichen Samenblase) reagieren.
Mit Hilfe von Short Tandem Repeat (STR)-Typisierung,

dem so genannten genetischen Fingerabdruck, kann dem
Spurenverursacher ein individualspezifisches Profil zuge-
ordnet werden.

Nicht immer werden Vergewaltigungen und sexuelle Uberfélle
zeitnah zur Anzeige gebracht. Oft vergehen zwischen
Ausfuhrung des Strafdeliktes und der Untersuchung der
Asservate durch forensische Genetiker Wochen oder Monate.
In diesem Zeitraum kommt es vielfach vor, dass tatrelevante
Asservate wie Bettlaken oder Bekleidung der Opfer einmal
oder mehrfach gewaschen werden. In mehreren Studien
konnte durch systematische Untersuchungen bereits gezeigt
werden, dass es moglich ist, DNA aus gewaschenen
Asservaten zu extrahieren und ein STR-Profil anzufertigen
[1,2]. Unklar war jedoch, ob es nach ein- und zweifachem
maschinellem Waschen auch moglich ist, einen mikro-
skopischen Spermien-Nachweis mittels antikdrperbasierter
Fluoreszenzdetektion (Sperm-HY-Liter) und einen Semeno-
gelin-Nachweis (RSID-Semen Test) durchzuflhren.

Bau und Funktion menschlicher Spermien
Spermatozoen sind begeilelte Zellen, die im Ejakulat von
mannlichen Individuen vorkommen und der Befruchtung
weiblicher Keimzellen dienen. Morphologisch lassen

sich drei charakteristische Abschnitte unterteilen (Abb. 1).
An der Vorderseite befindet sich der Spermienkopf mit

dem Nukleus, welcher der Trager des haploiden Chromo-
somensatzes ist. Der Vorderseite aufgelegt befindet sich

das Akrosom, eine mit Enzymen gefullte Kopfkappe, die das
Eindringen des Spermiums in die Eizelle erleichtern soll.

Das Mittelstlck, der Hals, beinhaltet eine Vielzahl an Mito-
chondrien, die Energie fur die Fortbewegung der Spermien
liefern. Das Endstlick bildet die Geil3el. Dieses langsverlaufende
Fibrillensystem aus Mikrotubuli dient der Fortbewegung.
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Abbildung 1 Aufbau eines Spermatozoon



Versuchsdesign

Vor dem maschinellen Waschen wurden Stoffstuicke bestehend
aus 100 % Baumwolle mit 100 pl, 20 pl und einer Ver-
dinnung von 1:10 pl nativem Sperma versehen und Uber
Nacht bei Raumtemperatur zum Trocknen belassen. An-
schliefend wurden die mit Sperma versehenen Kleidungs-
stlicke in einer Waschmaschine (Miele Softronic W 3741)
unter Zugabe von Pulverwaschmittel (Ariel Color) gereinigt.
Das Waschprogramm umfasste 140 min, geschleudert wurde
bei 1.000 Umdrehungen pro Minute (U/min). Der Spermien-
nachweis erfolgte nach einmaligem und nach zweimaligem
Waschen unter gleichbleibenden Bedingungen. Fir die
Positivkontrolle (Abb. 4) wurde ein mit 20 yl Sperma ver-
sehenes Stuck Baumwollstoff extrahiert.

RSID-Semen-Test und Sperm-HY-Liter-Detektion
Aus den gewaschenen Stoffsticken wurden die mit
wasserfester Stofffarbe markierten Spermaflecken heraus-
geschnitten und in jeweils 700 pl RSID-Universalpuffer
extrahiert. Fir den RSID-Test (AntikOrper basierter Dinn-
schichtchromatographie-Test) wurden 100 pl des Extrakts
auf die Test-Kassette pipettiert und das Ergebnis nach

10 min abgelesen (Abb. 2).

Das Stoffstlick wurde in einem DNA IQ™ Spin Basket
(Promega Corporation) fir 3 min bei 10.000 Umdrehungen
pro Minute (U/min) zentrifugiert. Dieses Extrakt wurde dem
ersten Extrakt zugefigt und erneut zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde bis auf ca. 60 pl verworfen. Davon wurden

2 =10 pl auf einen Objekttrager aufgetragen und fir die
HY-Liter-Farbung genutzt. Diese erfolgte entsprechend den
Herstellerangaben.

Die HY-Liter-Farbung basiert auf einem fluoreszenzmarkierten
Antikdrper, der an den Spermienkopf bindet. Parallel erfolgt
eine Anfarbung der Zellkerne mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI). Unter Verwendung des Alexa 488 Filters zeigen die
Spermien unter dem Mikroskop eine grune Fluoreszenz
(Abb. 3, 4). Die Zellkerne aller Zellen, d.h. Epithelzellen und
Spermienzellen, leuchten unter Verwendung des DAPI-Filters
blau. Die Spermienzellen lassen sich durch diese Farbeme-
thode eindeutig gegenuber allen anderen Zellen identifi-
zieren Der Rest der Spermienldsung wurde fir die DNA-Ex-
traktion eingesetzt. Die Isolierung der Spermien-DNA fir die
STR-Analyse erfolgte mit dem QlAamp DNA Investigator Kit
(QIAGEN).

Empfohlene Mikroskopausstattung

Es wurde ein Lichtmikroskop Axio Scope.A1 (Abb. 5) mit
einer HXP 120 Lichtquelle und der Mikroskopkamera
Axiocam ERc 5s verwendet. Die Dokumentation der Bilder
erfolgte mit der ZEN Imaging Software und einem iPad.
Dieses war Uber WLAN mit der Mikroskopkamera verbunden.
Bildaufnahmen und Bearbeitung waren unkompliziert und
ohne Vorkenntnisse der Software maoglich.

Durchfithrung

Die Praparation und Bearbeitung der Proben erfolgte parallel
im Labor der Rechtsmedizin Ulm und im Labor der Galantos
Genetics in Mainz.

Positiv-
Kontrolle
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Abbildung 2 RSID-Nachweis der Proben: Auf das Stoffsttick wurden 100 pl,
20 pl oder eine 1:10 Verdinnung aufgetragen. Alle Proben wurden einmal bei
40 °C oder einmal bzw. zweimal bei 60 °C gewaschen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die immunologische Sperma-
detektion mittels RSID-Test sowohl bei schwacheren

(20 pl Volumenspuren) als auch bei intensiveren Antragungen
(100 pl Volumenspuren), die entweder bei 40 °C oder bei
60 °C unter Zugabe von Waschmittel gewaschen wurden,
gelingt. Darlber hinaus konnte auch nach zweimaliger
Reinigung bei 60 °C und sogar bei 1:10 verdinnten
Antragungen noch ein Nachweis von Semenogelin erbracht
werden. Auch durch die antikérperbasierte Fluoreszenz-
detektion mittels Sperm-HY-Liter wurden unabhangig vom
angetragenen Spurenvolumen und der Waschtemperatur
Spermien detektiert. Die Anzahl an nachweisbaren Spermi-
enzellen zeigte erwartungsgemaf$ eine Abnahme mit zu-
nehmender Waschtemperatur bzw. abnehmendem Antra-
gungsvolumen und bei mehrfachem Waschen. Experimentell
konnte bereits gezeigt werden, dass aus 20 Spermien unge-
fahr 60 pg DNA extrahiert werden kénnen und dass diese



Proben-Nr.  Probe Waschtemperatur ul aufgetragen RSID HY-Liter DNA-Tater-Profil-Erstellung
1 Baumwolle 40°C 100 positiv ca. 1000 Spermien positiv

2 Baumwolle 40°C 20 positiv ca. 800 Spermien positiv

3 Baumwolle 60°C 100 positiv ca. 380 Spermien positiv

4 Baumwolle 60°C 20 positiv 70 Spermien teilweise positiv

5 Baumwolle 60°C 1:10 schwach positiv keine in 10 pl Extrakt teilweise positiv

6 Baumwolle 2x60°C 20 schwach positiv 47 Spermien teilweise positiv

Probe 1 (13-101) — Alexa — 200 x vergroflert

Probe 1 (13-101) — DAPI - 200 x vergréfiert
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—

Probe 3 (11-100) - Alexa

Probe 2 (19-72) - DAPI - 200 x vergréfert

1.000 ym
—

Probe 3 (11-100) - DAPI

Abbildung 3 Einzelproben: Antikdrper basierte Spermienfdrbung mit HY-Liter (griine Fluoreszenz) und parallele Anfdrbung der Zellkerne mit DAPI



Probe 4 (14-72) - Alexa — 200 x vergréfiert Probe 4 (14-72) - Alexa — 200 x vergréfiert

Probe 6 (14-99) — Alexa - 200 x vergréfert Probe 6 (14-99) — DAPI — 200 x vergrofiert

Abbildung 3 Fortsetzung

Positivkontrolle — Alexa Positivkontrolle — DAPI

Abbildung 4 Positivkontrolle HY-Liter : Antikorper basierte Spermienfdrbung (griine Fluoreszenz — Alexa 488) und parallele Anfdrbung der Zellkerne
(blaue Fluoreszenz — DAPI)



Baumwolle 1 x bei 40°C gewaschen,

Probe 1

Baumwolle 1 x bei 40 °C gewaschen,

Probe 3

Baumwolle 1 x bei 60 °C gewaschen,

Probe 5

Baumwolle 2 x bei 60 °C gewaschen,

Probe 7

100 pl, RSID & HY-LITER positiv

Probe 2

20 pl, RSID & HY-LITER positiv
-~

Probe 4

20 pl, RSID & HY-LITER positiv

Probe 6

.

100 pl, RSID & HY-LITER positiv

Probe 8

Abbildung 5 Spermiennachweis an gewaschenen Textilien mittels HY-LITER-Fdrbung



Menge ausreicht, um eine STR-Typisierung durchzufiihren
[3]. Die anschlieBende DNA-Untersuchung in allen analy-
sierten Proben zeigte somit entweder positive oder teilweise
positive Resultate und ermoglichte eine erfolgreiche Indivi-
dualisierung des Spurenverursachers.

Schlussfolgerung fiir die forensische Fallarbeit

Diese Studie zeigt, dass es sinnvoll ist, gewaschene Kleidungs-
stucke zur Aufklarung eines Sexualdeliktes zu untersuchen,
da selbst nach zweifacher Wasche bei 60 °C eine ausrei-
chende Anzahl an Spermien detektiert werden kann.

Dies bedeutet, dass die DNA noch intakt ist und somit zur

Erstellung eines STR-Profils, eines genetischen Fingerab-
Abbildung 6 Fluoreszenzmikroskop ZEISS Axio Scope.Al druckes des Taters verwendet werden kann.
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