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1. Einleitung

1.1. Rechtliche Grundlagen

Die Definition der unterschiedlichen Sexualdelikte sowie deren strafrechtliche
Ahndung sind im Strafgesetzbesuch (StGB) in den Paragraphen 88 173 bis 177

festgehalten:

§ 173 Beischlaf zwischen Verwandten

8174 a Sexueller Missbrauch von Gefangenen, behérdlich Verwahrten
oder Kranken und Hilfsbedurftigen in Einrichtungen

8174 b  Sexueller Missbrauch unter Ausnutzung einer Amtsstellung

8§ 174 c Sexueller Missbrauch unter Ausnutzung eines Beratungs-,
Behandlungs- oder Betreuungsverhaltnisses

8§ 176 Sexueller Missbrauch von Kindern

8§ 177 Sexuelle Notigung; Vergewaltigung

8§ 178 Sexuelle Notigung und Vergewaltigung mit Todesfolge

§179 Sexueller Missbrauch widerstandsunfahiger Personen

§ 180 Exhibitionistische Handlungen

Gemald dem genauen Wortlaut sind bei Erfillen des Straftatbestanden § 177 je
nach Schwere des Deliktes Freiheitsstreifen von minimal ,nicht unter einem Jahr*
bis maximal ,nicht unter 5 Jahren“ vorgesehen. Bei Todesfolge durch die
Vergewaltigung wird die Freiheitsstrafe mit ,nicht unter 10 Jahren* bemessen.
[45,96]

1.2. Daten zum Sexualdelikt

Laut der polizeilichen Kriminalstatistik ist ungefahr seit den neunziger Jahren im
Hellfeld ein Anstieg der Straftaten gegen die sexuelle Selbstbestimmung zu
verzeichnen [72], bspw. um 7,8% von 2006 auf 2007 [65], wobei zuletzt die Zahlen
von 2014 auf 2015 stabil waren mit einer leichten Abnahme der Straftaten gegen

die sexuelle Selbstbestimmung um 0,9%. [66] Ob dies insgesamt einen
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tatsachlichen Anstieg der Deliktzahl bedeutet oder auch durch eine erhéhte
Bereitschaft der Opfer zur polizeilichen Anzeige erklarlich ist, kann nicht belegt
werden. In allen Fallen im Rahmen mehrerer Erhebungen ist die tatsachliche
Dunkelziffer als deutlich grésser dimensioniert anzunehmen. [65;64]

Eine im Jahre 2003 im deutschen Bundesgebiet durchgeflihrte reprasentative
Befragung im Rahmen des nationalen Aktionsplans zur Gewalt gegen Frauen
ergab, dass insgesamt 12,8 % der befragten Frauen (10 264 Frauen im Alter
zwischen 16 und 85 Jahren ) nach eigenen Angaben in der Vergangenheit
sexuelle Gewalterfahrungen erlebt hatten; vollendete Vergewaltigungen wurden
von 6% der Frauen angegeben. [99]

Der Uberwiegende Anteil der Opfer ist weiblich und betrug im Jahr 2015
prozentual am gesamten Opferkollektiv, bzgl versuchter und vollendeter Falle von
Vergewaltigung und sexueller Notigung 93,4%. 18,6 % der entsprechenden Taten
wurden in der Partnerschaft vertbt. [66] Bei einer Gesamtdimension von 46081
Fallen betrug 2015 die Aufklarungsquote 78,5 %. [67]

Bei Subsummierung aller erfassten Straftaten gegen die sexuelle
Selbstbestimmung waren im Jahre 2007 94,4% der Tater mannlich und
Uberwiegend tber 21 Jahre alt (78,6%). [65]

Als die Viktimisierung begunstigende Faktoren wurden neben friher Heirat und
friher Schwangerschaft hauptsachlich Gewalterlebnisse in der Kindheit benannt,
wobei sowohl Gewalt innerhalb des Elternpaars als auch direkte
Gewalterfahrungen des Kindes durch ein oder beide Elternteile gleichermal3en als

einfluBnehmenden Faktor gewertet werden kénnen. [99]

1.3. Korperliche Untersuchung und Spurensicherung

Die arztliche Untersuchung sollte méglichst zeitnah als Ganzkérperuntersuchung
nach den Richtlinien der Deutschen Gesellschaft fir Rechtsmedizin (DGRM)
sowie der Deutschen Gesellschaft fiir Gynakologie (DGGG) erfolgen.

Die intravaginal gesicherte Mischspur besteht vorwiegend aus Scheidensekret
und, falls eine Ejakulation erfolgt ist, aus Samenflissigkeit. Innerhalb nur weniger
Stunden kommt es hauptséchlich aufgrund natirlicher Drainage zu einer

signifikanten Dezimierung der méannlichen Spur. Je spater die Spurensicherung



daher stattfindet, desto schwieriger werden Nachweis der Samenzellen und
Erstellung eines DNA-Profils des Spurenlegers. Um das Opfer vor einer
Retraumatisierung so  weit wie  madglich zu  schitzen, sollten
Mehrfachuntersuchungen vermieden werden.

Sorgfaltiges Arbeiten ist sowohl bei Spurensicherung als auch bei Verpackung und
Aufbewahrung der Spurentrager unerlasslich.

Alle Spurentrager mussen eindeutig mit Namen, Spurenart und Entnahmedatum
beschriftet in einem geeigneten Behéltnis einzeln verpackt werden. Insbesondere
muss dabei eine zuverlassige Trocknung gewahrleistet sein, damit mikrobielles
Wachstum vermieden wird; hierfir sind bspw. die héaufig angewandten
luftdurchlassigen Faltkartons nach Hochmeister et al [35] geeignet. Ein Schutz vor

Fremdkontamination muss gewahrleistet sein. [46;21]

Die Anamneseerhebung erstreckt sich neben der gynakologischen und sexuellen
Anmanese auch auf Vorerkrankungen und tatspezifische Fragen einschliesslich
der anschliessend durchgefihrte Hygiene (mit dadurch mdglicherweise
Redunktion von Spurenmaterial) und Fragen zu moglichen weiteren DNA-
kontaminierten Stellen, die dann mittels Abstrich erfasst werden. Ebenfalls ist der
Gebrauch zentral wirksamer Substanzen zu erfassen. [46] Die sorgféltige
Dokumentation sowohl der Angaben des Opfers als auch der erhobenen Befunde
der korperlichen Untersuchung sind unablassig zur Wahrung der Beweiskraft im
Rahmen der strafrechtlichen Verfolgung. [46;21]

Alle  mdglicherweise  Fremd-DNA aufzeigenden Korperareale missen
berticksichtigt und alle Verletzungsmuster detailliert, auch fotografisch mit
Malistab, dokumentiert werden. Auf die Moglichkeit von Selbstverletzungen sei bei
der Befundung der Verletzungsbilder hingewiesen. [46;21]

Die Genitaluntersuchung, in der Regel in Steinschnittlage, erfolgt einschliesslich
sorgfaltiger Inspektion und Dokumentation der Verletzungsmuster sowie
sorgfaltiger Asservierung biologischen Materials, meist unter Zuhilfenahme eines
Speculums. Regelhaft beriicksichtigte anatomische Punkte im weiblichen Genitale
zur in der Regel punktuellen Abstrichentnahme sind Introitus und Fornix vaginae
sowie Cervix uteri. Verwendet werden zumeist langstielige Baumwollwattetrager,
regional auch Pflaumentupfer. Es ist sich unbedingt um die Vermeidung von

Fremdkontamination zu bemihen. [46;21]



Bei entsprechendem Tathergang miuissen auch Analbereich und Oralcavitat
berticksichtigt werden. Die Asservierung der zur Tatzeit getragenen Kleidung,
besonders der Unterwasche, ist obligat. [46;21]

Detailliertere Angaben zu Anamneseerhebung und korperlicher Untersuchung
sowie Spurensicherung finden sich auch praktikabel und realitdtsnah in dem
.Merkblatt zur arztlichen Untersuchung nach Sexualdelikten®, herausgegeben
2010 vom Landeskriminalamt Baden-Wdurttemberg. Hier wird insbesondere
mehrfach auf die zwingende Notwendigkeit DNA-freien
Spurensicherungsmaterials hingewiesen. Desweiteren wird der Tatsache
Rechnung getragen, dass neben der gutachterlichen Untersuchung auch die
Diagnostik und Therapie evtl zugezogener Erkrankungen zu den Pflichten des
Untersuchers zahlt. [40]

In der vorliegenden Studie verwendeten wir Verbandsmaterial wie zum Beispiel
zur Versorgung von Fingern oder Zehen ublich, jedoch in speziell adaptierter
Form: schlauchférmige, einseitig geschlossene Fingerlinge aus doppellagiger
Baumwolle. Hiermit kann die Vaginalkavitat ohne Verwendung eines Speculums
vollstdndig ausgerieben werden, um somit eine mdoglichst grosse Menge

Mischspur zu sichern.

Jegliches Material zur Spurensicherung muss unbedingt steril verpackt und damit

vor allem frei von fremder DNA-Kontamination sein.

2007 untersuchten Benschop et al. in einer breit angelegten Studie den Nutzen
einer  Nylonbeschichtung des  Spurentrdgers. Unter  Berucksichtigung
verschiedener Untersuchungsgange (PSA- und Seminogelintests, Differentielle
Lyse, FISH und Lasermicrodissektion sowie Lichtmikroskopie und DNA-
Profilerstellung) wurde die Anwendung von herkdbmmlichen
Baumwollspurentragern und nylonbeschichteten Spurentragern verglichen.
Zusammenfassend wurde als vorteilhaft beschrieben, dass durch differentielle
Lyse mehr Zellen sichergestellt werden konnten und die Ausbeute insbesondere
der mannlichen DNA deutlich hoher sei. Offensichtlich war es mdglich, von den

Nylontrdgern mehr Zellen abzuwaschen, was der weniger festen Faserstruktur



zugeschrieben wurde. [5] Eine Beschichtung der hier verwendeten
Baumwollfingerlinge erschien uns kommerziell nicht ohne weiteres moglich und

hatte den Vergleich zum ebenfalls unbeschichteten Wattetrager erschwert.

1.4. Detektion von Ejakulat und insbesondere Spermien im Vaginalabstrich

Die Mischspur, bestehend aus Samenflissigkeit und Vaginalsekret, wird zunachst
durch Waschvorgange vom Spurentrager abgetrennt. Ublicherweise erfolgt die
Inkubation der handelsublichen Wattekopfchen in einem Eppendorfgefal3 mit
destilliertem Wasser, Natriumchlorid oder PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung).
Danach kénnen verschiedene Mdglichkeiten des Ejakulatnachweises angewandt
werden. Neben Nachweisen von Spermabestandteilen wie bspw. dem
ProstataSpezifischen Antigen (PSA) oder Saure Phosphatase ist die spezifischste
Nachweismethode fir Spermien die Lichtmikroskopie zuvor geférbter oder auch
nativer Ausstriche auf Glasobjekttragern.

Rein morphologisch hinterlasst Sperma auf Textilien gelblich-graue Antragungen,

die das zugrunde liegende Gewebe zum Wellen und Versteifen bringen. [47;93]

1.4.1 Saure Phosphatase

1935 wurde durch Kutscher und Wohlberg in Ejakulat ein Enzym beschrieben,
welches in saurem Milieu als Esterase fungiert. Die erstmalige Verwendung dieses
SP-Nachweises zur Detektion von Ejakulat erfolgte 1945 in Danemark. [25]

Der Nachweis der Sauren Phosphatase (SP) kann orientierend einen
Anhaltspunkt fur das Vorhandensein von Samenflissigkeit geben, da das Enzym
fur diese nicht spezifisch ist, sondern in vielerlei menschlichen und tierischen
Geweben und Sekreten (einschliesslich des Vaginalsekretes) sowie in der
Pflanzenwelt auftritt. Allerdings ist die Aktivitdt des Enzyms in Sperma um ca. ein
bis zwei Grossenordnungen héher verglichen mit der in Vaginalsekret. [47] Jedoch
kann z.B. auch lediglich durch die Aktivitat in Scheidensekret ein schwachpositiver
Befund erhoben werden [93; 30], ebenso durch weiblichen Urin [30].

Die Angaben zur mittleren Zerfallszeit der SP sind divergent und wurden bis 32

Stunden angegeben. [74]. Vor der Etablierung spezifischerer Nachweismethoden



war die SP lange Zeit ein klassischer Hinweis auf das Vorliegen von
Samenflissigkeit — und ist es auch weiterhin.

Eine aktuell handelsiubliche und einfach zu bedienende Form des qualitativen SP-
Nachweises sind die SP-Teststreifen (bspw. Phosphatesmo®, Fa. Macherey-
Nagel, Dduren, Deutschland). Der angefeuchtete Streifen wird auf den
Spurentrager, wie z.B. vermutete Spermaantragungen auf Textilien oder ein
Abklatschpraparat gedrickt. Eine rasche und intensive rotviolette Farbung
dokumentiert den SP-Nachweis. Als auf dem Streifen befindliche Reaktionspartner
dienen hierbei a-Naphtylphosphat und Tetrazoliumsalz. Durch die Aktivitat der SP
wird a-Naphtylphosphat in Naphthol umgewandelt, welches mit dem
Tetrazoliumsalz die Rotfarbung herbeiftihrt. [47;93]

Gegenuber dem PSA-Nachweis scheint SP unterlegen; wie bspw. 1998
beschrieben durch Lawson et al. [41] Dennoch wurde in einer Studie von Allery et
al [3] der Phosphatesmo®- Teststreifen mit guter Sensi- und Spezifitdt und
negtivem Pradiktionswert von 98% als im Alltag praktikabel einsetzbarer
Screenintest bezeichnet.

Als mdgliche Quelle falschpositiver Ergebnisse wurde 2004 durch Nowakowska et
al. die vaginale Candidose beschrieben. Durch SP-Produktion aus der
Pilzbesiedlung ergeben sich unter Umstdnden SP-Nachweise, die

falschlicherweise auf vorangegangenen GV schliessen lassen kdnnten. [61]

Der SP-Nachweis ist vom Vorhandensein von Samenzellen unabhangig und daher

auch bei Individuen mit Oligo- oder Azoospermie positiv. [47;93]

Relevante in der Vergangenheit veroffentlichte Studien zum SP-Nachweis
stammen von Seligman und Manheimer 1949 [82], Rupp 1968 mit relevanten
Modifikationen [78], Davies und Wilson 1974 [15] sowie Davies 1977 [16].

1.4.2 Prostataspezifisches Antigen
1973 wiesen Li und Beling erstmals in Samenflissigkeit das Protein E; nach [42],
was sich als identisch mit dem 1978 von Sensabaugh beschriebenen p30
herausstellte [83]. Das uUberwiegend als PSA bezeichnete Glykoprotein p30, ist
nicht, wie wurspriinglich durch Sensabaugh postuliert [83], spezifisch fir



Samenflissigkeit. Es kann, jedoch in deutlich geringeren Konzentrationen, in
anderen Sekreten und einer Vielzahl auch nichtgenitaler Gewebe nachgewiesen
werden, auch in weiblichen. [18] Es besteht aus diesem Grunde, auch abhangig
von Entnahmetechnik und Verarbeitung der Spur (Verdinnung!), das Risiko eines
falschpositiven PSA-Nachweises bei vaginal entnommenen Spuren. PSA wurde
unter anderem auch in den weiblichen periurethralen Drisen [68] sowie in
ektopischem Prostatagewebe in Cervix uteri und Vagina [52] nachgewiesen.
Durch Macaluso et al. wurde jedoch 1999 konstatiert, dass bei sexueller Abstinenz
der weiblichen Probandinnen von mindestens 6 Monaten der PSA-Level aus
Vaginalabstrichen unter 0.1 ng/ml liege, bei Abstinenz von mindestens 72 Stunden
unter 1 ng/ml. [44]

PSA ist auch in tierischem Sperma nachweisbar, wie bspw. Simich et al 1999 in
einer Studie zur Validierung eines kommerziell erhaltlichen PSA-Nachweiskits
zeigten. [86]

Das aus der Prostata stammende PSA wird Gber die Samenblaschen sezerniert.
[47;93] Als Serinprotease fragmentiert PSA die Seminogelinstrukturen und
beeinflusst so die Spermienmotilitat. Die Konzentration im Ejakulat wird in der
Literatur mit einer Bandbreite von 0.2 bis 55 mg/ml beschrieben
(zusammengefasster Wert; [36]). Das Gen fur PSA wird androgengesteuert

exprimiert.

Mittels handelsublicher Testkassetten kann durch Auftraufeln der zu
untersuchenden Spur immunchromatographisch durch Farbumschlag des
Testbodens mit ahnlicher hoher Sensitivitat wie ELISA der semiquantitative PSA-
Nachweis erbracht werden (bspw. Nobi-View PSA-SQ (VB), Nobis
Labordiagnostika GmbH, Endingen und Seratec PSA Semiquant Test, Seratec
Ges. fur Biotechnologie mbH, Goéttingen; beide Deutschland). [47;93] Als
Sandwich-Immunoassay wird hierbei das Zielmolekdl an den
membrangebundenen monoklonalen Antikérper gebunden, wahrend ein zweiter
farbstoffmarkierter Antikrper den Farbnachweis erbringt. Nach Herstellerangaben
garantiert der PSA Semiquant Test eine Mindestsensitivitat fur PSA-
Konzentrationen von 2 ng/ml. Auf mogliche falschpositive Ergebnisse bei saurem
pH des Probenmaterials und mégliche falschnegative Ergebnisse durch zu hohe

PSA-Konzentration (high dose hook effect) wird durch den Hersteller hingewiesen.



Urspringlich wurde der Schnelltest zum PSA - Serumnachweis bei
Prostatacarcinom entwickelt.

In Studien wurde PSA mittels des NOBI-View-Tests 22 bis 50 Stunden postkoital
detektiert, in Einzelfallen drei bis sechs Tage. [3]

Weitere Nachweismaoglichkeiten bieten sich in Form von ELISA und
verschiedenen elektrophoretischen Verfahren an.

Die Angaben zur Nachweisdauer von PSA sind divergent. Bereits in &lteren
Studien wie 1985 durch Graves et al [30] oder 1989 durch Kamenev et al [39]
wurde die mittlere Nachweisdauer von PSA postkoital im weiblichen inneren
Genitale mit 27 bzw. 20 bis 24 Stunden beziffert, die maximale Nachweisdauer mit
47 bzw. 24 Stunden, wobei die Differenz auf ggf. unterschiedliche

Abstrichentnahmetechnik zurtickgeftihrt wurde [39].

Der PSA-Nachweis ist von der Anwesenheit von Spermien unabhéangig. [69]

In Studien erwies sich der PSA-Nachweis insgesamt als zuverlassiger als der der
Sauren Phosphatase [bspw 41;13], wobei jedoch einschrankend bzgl. PSA eine
grossere Instabilitdt vorliegt und somit ein schnellerer Abbau; woraus man
schlussfolgerte, der PSA-Nachweis sei langer als 24.48 Stunden postkoital

insuffizient. [13]

1.4.3 Seminogelin
Das Protein Seminogelin wird auch als samenblaschenspezifisches Antigen
(SVSA) bezeichnet und entstammt dem Namen entsprechend den
Samenblaschen. Es existiert die Unterklassifizierung in Seminogelin | und II. Die
Gesamtkonzentration im Ejakulat betragt ca. 19 mg/ml. [70] Seminogelin
bewerkstelligt tGber noncovalente Bindungen und die Ausbildung von
Disulfidbricken die Koagulierung der Samenflissigkeit; die Gegensteuerung
wiederum erfolgt durch PSA, welches Seminogelin fragmentiert und dadurch das
Ejakulat verflissigt. [75;6] Auch Seminogelin existiert in einer Vielzahl genitaler
sowie nichtgenitaler Gewebe. [6;43] SVSA wird durch ELISA mittels eines

monoklonalen  Antikorpers nachgewiesen, der spezifisch ist fir das



Oberflachenepitop MHS-5 [34]. Die Spezifitat des Tests ist héher als die des PSA-
Nachweises, da das Samenblaschensekret prozentual am Gesamtejakulat einen
hoheren Anteil einnimmt als das der Prostata [23], namlich 50 — 80% versus 15 —
30% [50]. Trotz des raschen Zerfalls der Tragerzelle durch Einfluss von PSA [53]
zeigt sich das MHS- 5- Epitop durch ELISA bis 56 Stunden nach Ejakulation
nachweisstabil [54].

Auch bei hochgradigen Verdinnungen des Ausgangsmaterials ist SVSA noch

nachweisbar. [31]

Ein immunchromatographischer Teststreifen zum Seminogelinnachweis existiert
als Teil des Rapid Stain Identification of Human Semen (RSID) - Kits
(Independent forensics, Hillside, lllinois, USA), der Seminogelin bei einer
Spermamenge von einem Mikroliter nachzuweisen vermag (Herstellerangabe).
Storungen der Nachweisreaktionen durch andere Korpersekrete wurden in
Testreihen durch deren Beimischung ausgeschlossen, desweiteren konnte keine
relevante Interaktion mit Gleitmittel oder Spermiziden (Nonoxyl-9) detektiert
werden. Im Vergleich mit PSA-Schnelltests wurden zusammenfassend beide als
gleichwertig erachtet hinsichtlich ihrer Sensitivitat. [62]

Uber die maximale Dauer intravaginaler Nachweisbarkeit von SVSA am Lebenden
existieren derzeit keine Daten. [51]

Vom Vorhandensein von Spermatocyten ist der SVSA-Nachweis nicht abhangig.

1.4.4 SP-10
Das Protein SP-10 stammt aus den Testes und findet sich an Spermienkdpfe
gebunden. [73] Als immunchromatographischer Schnelltest existiert die
Testkassette Sperm Check (ContraVac, Charlottesville, Virginia, USA), welche fir
verdinnte Ejakulatproben oder unverdinnte Vaginalabstriche verwandt werden
kann. Als untere Nachweisgrenze gilt hierbei eine Spermienkonzentration von 200
000/ml. [73]

1.45LDHC4
Das Enzym Lactatdehydrogenase ist in mannigfaltigen Geweben und Sekreten

nachweisbar. Das Isoenzym LDH C4 (auch als LDH-X benannt) ist nach Angaben



von Wheat und Goldberg [91] jedoch spezifisch fir Hoden, Samenzellen sowie —
flussigkeit. LDH C4 macht 80% der Gesamt-LDH-Aktivitat in den Spermatozoen
sowie 11% der der Hoden aus; innerhalb der Zellen ist das Hauptvorkommen in
den Mitochondrien [29]. Nach Erscheinen verschiedener Artikel in den 70er und
80er Jahren wurde die Thematik 1992 erneut von Pawlowski und Brinkmann
aufgegriffen. Angesichts der eigentlich hohen Spezifitat des Enzyms fir die
mannlichen Genitalorgane war die Nachweisbarkeit jedoch nicht sehr suffizient.
Untersuchungen von Speichel, Urin und Vaginalsekret ergaben keinen LDH C4-
Nachweis. [63]

1.4.6 Lichtmikroskopie
Spermien sind im Ejakulat in einer Konzentration von ca. 50 — 350 x 10°
vorhanden. [70]
Die lichtmikroskopische Darstellung von Spermien ist fir das Vorhandensein von
Samenflissigkeit die Nachweismethode mit der hdchsten Spezifitat, schlagt
allerdings bei einer Azoospermie des Spurenlegers naturgemal fehl.
Es existieren zahlreiche Farbemethoden. Insbesondere in Europa géangig ist die
Farbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE). Hierbei erscheinen die Plattenepithelzellen
rétlich, wahrend die ca. 5um langsmessenden Spermien eine Blaufarbung mit
charakteristischer Farbdichtenverteilung annehmen: Der Pol ist blasslichblau bei
geilRelseitig intensiverer Farbung. Bei ausreichend geringem zeitlichem Abstand
zwischen Spurenlegung und — sicherung sind auch Geil3eln sichtbar. [47;93]
Weiterhin gangig ist die Farbung nach Papanicolaou (PAP), wobei hier ein
weiterer Arbeitsschritt entsteht, weil die Praparate auf dem Objekttrager mittels
Fixierspray benebelt werden und trocknen missen.
Weniger gebrauchlich, stehen auch Farbungen mit Picroindigocarmin (Christmas

tree stain) und Alkalinfuchsin zur Verfigung, mit &hnlicher Effizienz wie HE. [2]
Die Angaben verschiedener Autoren zum herkémmlichen lichtmikroskopischen

Spermiennachweis in Bezug auf das Intervall zwischen Spurenlegung und —

entnahme sind divergent und werden Inhalt des Diskussionsteils sein.
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1.4.7 Fluoreszenzmikroskopie

Mittels Fluoreszenzfarbung (fluorescence in situ hybridization; FISH) kann die
Darstellung von Spermien auf dem Objekttrager massiv vereinfacht werden (z.B.
Sperm Hy-Liter, Galantos Genetics GmbH, Mainz, Deutschland). Unter dem
Fluoreszenzmikroskop kénnen mittels Diamidin-Phenylindol-Farbung (DAPI) alle
Zellkerne, mittels eines  fluoreszenzfarbstoffmarkierten monoklonalen
Mausantikorpers spezifisch die Spermienkopfe, dargestellt werden. Die
Durchmusterung erfolgt auf einem Fluoreszenzmikroskop. Im weiteren Verlauf
ergibt sich auch die Moglichkeit, die Spermien durch Laser Capture
Microdissection (s. 1.5.6) zu isolieren. Nach Herstellerangaben kann die
Fluoreszenzfarbung im Vorfeld zu spateren PCR-Prozeduren angewandt werden
und zeigt keine Kreuzreaktionen mit anderen menschlichen oder tierischen
Sekreten. (Produktinformation Sperm Hy-Liter des Herstellers Galantos Genetics,
Juli 2007)

Basierend auf der Anwendung des Sperm-Hy-Liters wurde die Nutzbarkeit des
EnVision-Kits (DAKO Denmark A/S, Glostrup, Dénemark) evaluiert [11]. Die
Farbung mittels des EnVision — Kits stellt in der Hellfeldmikroskopie die Spermien
dadurch dar, dass das Kit spezifisch den durch Sperm Hy-Liter eingebrachten

monoklonalen Mausantikérper anfarbt.

1.5. Separation von Spermien

1.5.1 Differentielle Lyse
Als derzeit etablierte Methode vereint die Differentielle Lyse, den Einsatz von
Detergentien und enzymatischem Verdau in einem zweischrittigen Prozess, der
sich die unterschiedlichen Strukturen von Spermatocyten und epithelialen Zellen
zunutze macht. 1985 beschrieben Gill und Jeffreys die Inkubation von
Baumwollspurentragern mit einem anionischen Detergens und Proteinase K,
welches vorwiegend zur Lyse der Epithelienfraktion fuhrt. Wenn auch in
geringerem Umfang, sind jedoch auch die Spermien vom Lyseprozess durch
Proteinase K betroffen. Nach einem Abtrennungsschritt durch Zentrifugation, der

die intakten Spermien in einem Pellet hinterlasst, wird dieses nach Abnehmen des

11



Uberstandes resuspendiert und mit Dithiothreitol (DTT) inkubiert, was die in den
Zellwanden der Spermien gehauft vorkommenden Disulfidbriicken spaltet. [27]
Aufgrund des deutlichen Missverhaltnisses von weiblicher und mannlicher
Zellfraktion in  Mischspuren aus intravaginaler Spurensicherung nach
Sexualkontakt kann die differentielle Lyse unbefriedigende Ergebnisse erbringen,
indem ein weiterhin grosser Anteil weiblicher Epithelien in der Spermienfraktion
verbleibt. In diesem Fall kann der Uberschuss der weiblichen DNA nach PCR-
Amplifikation das erwiinschte mannliche Profil Gberlagern, die Auswertbarkeit wird
dadurch erheblich erschwert. Zudem bleibt wie erwahnt die Spermienfraktion
durch den ersten Lyseschritt nicht vollkommen unbeeinflusst.

Aus diesem Grunde wurden mehrere Modifikationen der differentiellen Lyse
erstellt mit dem Ziel, die weibliche Zellfraktion zuverlassiger zu reduzieren und die
Spermienzahl mdglichst gering zu beeinflussen.

Wiegand et al passten die Lysekonditionen des ersten Lyseschrittes an die zuvor
ermittelte Spermienzahl an [92]. Die Konzentration der Proteinase K war hierbei
durchgehend héher als im Primarverfahren von Gill und Jeffreys [27]. Im Rahmen
der 1992 veroffentlichten Modifikation hoben die Autoren die vorangehende
lichtmikroskopische Durchmusterung der HE-gefarbten Probenausstriche hervor.
Die Menge der im ersten Lyseschritt verwandten Proteinase K wurde an die Zahl
der gesichteten Spermien angepasst. Nach weiterer Prozessierung waren in der
gelelektrophoretischen Darstellung die mannlich zuzuordnenden Banden deutlich
ausgepragter sichtbar bei geringerem Hervortreten der weiblichen; dartber hinaus
waren zuvor nicht dargestellte, mannlich zuzuordnende Banden darstellbar. [92]
Durch Yoshida et al wurden sowohl die Proteinase-Konzentrationen als auch die
Inkubationstemperatur sowie —dauer erhoht, der erste Lyseschritt verlief bspw.
drei Stunden bei 70°C. Zu einer Lyse von Spermien sei es hierunter nicht
gekommen, eine Kontamination mit weiblicher DNA wurde nicht festgestellt. [98]

Eine relevante Rolle spielen auch die zur Differentiellen Lyse verwendeten Puffer
wie durch Norris et al. aufgezeigt und 2007 veroffentlicht. [59] Zusammenfassend
wurde in der Untersuchung mehrerer Puffersubstanzen ein Vorteil fur die alleinige
Verwendung von SDS gesehen; Endpunkt war die hamatocytometrisch
nachgewiesene Spermienzahl. Die zusatzliche Inkubation mit Proteinase K wie

derzeit gebrauchlich reduzierte zumindest in dieser Versuchsreihe die
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Spemienzahl wieder mit zeitichem Schwerpunkt innert der ersten

Inkubationsminute.

1.5.2 Weitere Verdaumethoden
Neben der im Rahmen der differentiellen Lyse inbegriffenen Verdaumethoden sind
auch vorgeschaltete Enzyminkubationen, wie bspw. mit Cellulase aus einer
Aspergillusart méglich, womit die Ausbeute an intakten Epithelien korrelierend zur
Enzymkonzentration erhéht werden konnte. Wir verweisen hier exemplarisch auf
die Veroffentlichung von Vorhees et al. 2006. [90]

1.5.3 Zellauftrennung durch FACS
FACS (Fluorescence activated cell sorting) nutzt unterschiedliche Eigenschaften
der in Mischspuren enthaltenen Zellen, wobei im Wesentlichen Vaginalepithelien,
Lymphocyten und Eizellen sowie Debris zu nennen sind. Unterschiede ergeben
sich bspw. aus ZellgroRe und —form, Oberflacheneigenschaften, Cytoplasma und
Ploiditat. Im Gegensatz zu Epithelien tragen Spermien keine MHC | (entspricht
HLA I) —Oberflachenantigene sowie Cytokeratinstrukturen; auf der Oberflache der
Leukocyten wiederum findet sich das CD 45 — Epitop, was auf Spermien nicht
nachweisbar ist. Die genannten Zellstrukturen kénnen mit
fluoreszenzfarbstoffmarkierten monoklonalen Antikorpern detektiert werden.
Dariberhinaus vermag quantitative DNA-Farbung flusscytometrisch den
Unterschied zwischen den haploiden Spermien und diploiden Vaginalepithelien
darzustellen. Somit kann aufgrund des unterschiedlichen Fluoreszenzverhaltens
die Zellauftrennung durch die FACS-Prozedur erfolgen. Im Rahmen ihrer
Vergleichsstudie stellten Schoell et al. 1999 das genannte Verfahren der
differentiellen Lyse gegenuber und beschrieben eine global erhéhte Sensitivitat
der FACS-Methode im Vergleich zur differentiellen Lyse. [80]

1.5.4 Filtrationsverfahren
Chen et al. beschrieben 1997 erstmals die Filtration als Separationsmethode der
Spermien von der Epithelzellfraktion in Mischspuren. [10] Es wurden

Ejakulatmischspuren Uber Nylonfilter unterschiedlicher Porengrossen filtriert. Die
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Filtration erfolgte durch simplen Durchfluss oder alternativ per Zentrifugation. Als
adaquate Porengrosse wurden im Versuch 5 bis 10 pum festgehalten. Es wurde
gezeigt, dass bei adaquater Porengrosse Spermien auf den Filter zuriichgehalten
werden und das Filtrat eine deutlich reduzierte Menge an Epithelien aufzeigt.

2003 beschrieb Garvin eine alternative Filtrationsmethode, die sich die
weitgehende Resistenz der Spermien gegenuber Proteinase K zunutze macht.
[26] Ejakulatmischspuren wurden zunachst mit Proteinase K inkubiert. Die
Filtration erfolgte doppelt, zunachst Uber einen grob-, dann feinporigeren Filter.
Zusammenfassend wurde eine Anreicherung der mannlichen DNA um den Faktor

45 aufgezeigt.

1.5.5 Mikrofluidik
Von einer Vielzahl von Autoren wurden Zellseparationssysteme auf der Basis
mikrofluidischer Vorrichtungen (Mikrochips) beschrieben. Wir verweisen hier

beispielhaft auf zwei Arbeiten der Gruppe um Katie Horsman. [37;38]

1.5.6 Lasermikrodissektion (LMD/LCM)
Die Methode der laser microdissection (LMD) oder auch laser capture
microdissection (LCM) wurde am National Cancer Institute (MD/USA) durch
Emmert-Buck et al entwickelt und ermdglicht die Isolation jeder beliebigen Zelle
von einem handelsublichen Objekttrager. [20] Das Mikroskopiepraparat wird
temporar mit einem transparenten thermoplastischen  Film  (bspw.
Ethylenvinylazetat oder Polyethylen) Gberdeckt. Bei der Durchmusterung werden
eine oder mehrere gewtnschte Stellen selektiv kurzzeitig von einem Infrarot- oder
Ultraviolettlaser beschossen. Dadurch wird aufgrund der lokalisierten
Hitzeentwicklung der gewahlte Bereich von dem Film umschmolzen. Im Anschluss
kann der Film mit den eingeschlossenen Zellen abgehoben und die Zellen direkt in
ein entsprechendes Medium verbracht werden. Eine Einschrankung hinsichtlich
der Gewebeauswahl bestehe nicht. Etwaig folgende PCR-Prozeduren seien
aufgrund der nur kurzzeitigen Erhitzung nicht oder nur gering beeintrachtigt. Durch
Anderung des Durchmessers des Laserstrahls konnen Zellen oder Gewebe

unterschiedlicher Grosse transferiert werden; der Erstautor Emmert-Buck
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beschrieb als kleinstmogliche Einheit Grossen von ungefahr 30 pm [20], wéhrend
in einer Ubersichtsarbeit aus dem Jahre 2000 von Curran et al. Areale bis minimal
7,5 um angegeben wurden. [14] Aus eigenen Erfahrungen und Recherchen von
Curran zeigte sich, dass zur Anwendung von LCM bevorzugt trockene und
gefarbte Praparate geeignet sind. Als gunstige Praparatdicke wurden 7 pm mit
einer moglichen Spannbreite von 5 bis 20 angegeben. [14]

Schitze und Lahr beschrieben 1998 die heute vielfach angewandte Methode,
gewiinschte Zellen ohne deren Berilhrung aus dem Praparat zu isolieren [81].
Durch Beschuss mittels eines geringenergetischen Lasers entsteht eine geringen
Distanz zwischen der gewtnschten Lokalisation und dem Umfeld; im Anschluss
konnen durch Belasern mit hoherer Energie die isolierten Zellen in ein Behaltnis

(bspw. Eppendorftube) katapultiert werden (laser capture microdissection). [81]

1.5.7 Weitere Separationsmethoden

Durch Eisenberg wurde 2002 die Mdoglichkeit einer Zellseparation durch
magnetische beads beschrieben. Magnetische Mikrokugeln, mit unterschiedlichen
Antikdrpern gegen verschiedene Oberflachenantigene von Spermatocyten
versehen, binden durch diese Spermien an sich und kdnnen als Komplex
gesichert werden. Einschrankend hierfir konnte bereits eingetretene
Membranschadigung sein, die die betroffenen Zellen den beads entziehen kann.
[19]

Ebenfalls mittels Mikrokugeln (nicht magnetisch sondern adhasiv) erfolgte durch
Brick et al. die Separation von Spermien in Proben mit geringer Zellzahl unter
dem hochauflésenden Stereomikroskop und deren direkte Ubergabe in das PCR-
Behaéltnis. [8]

1.6. Polymerase chain reaction (PCR)

Die Methode, die es ermoglicht, von einer DNA-Sequenz beliebig viele Kopien zu
erstellen, wurde 1983 von Kary Mullis entdeckt, der 1993 daftir den Nobelpreis fir

Chemie erhielt.
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Die Originalprotokolle der PCR wurden erstellt von Saiki et al. 1985, Mullis et al.
1986 sowie Mullis und Faloona 1986.

Die DNA-Sequenzierung, d.h. das sogenannte DNA-Fingerprinting, erfordert die
Vervielfachung der gewiinschten Sequenzen im Vorfeld. Deren Lokalisation und
umliegenden Bereiche sind bekannt. Zum PCR-Reaktionsansatz werden neben
der template- (Ausgangs-) DNA folgende Faktoren hinzugegeben: Nucleotide,
Oligonucleotidprimer sowie hitzestabile DNA-Polymerasen.

Die PCR verlauft in drei Schritten: wahrend der Denaturierung werden die DNA-
Doppelstrdnge aufgetrennt und somit den weiteren Schritten zuganglich gemacht.
Wahrend des Annealing hybridisieren die Oligonucleotidprimer an der template-
DNA.

Die Elongation umfasst die Synthese neuer DNA-Einzelstrange. Der genannte
Zyklus wird je nach Protokoll ca. 30 mal vollzogen. Wir verweisen hierzu auf die
einschlagige Literatur. [56;79;57;85;88]

1998 wurde erstmals die Moglichkeit der PCR auf Mikrochipbasis beschrieben [60]

mit seit diesem Zeitpunkt erschienenen weiteren Vero6ffentlichungen.

1.7. Das DNA-Profil

Mit Ausnahme eineiiger Zwillinge verfiigt jeder Mensch Uber ein einzigartiges
Genom, welches ihn eindeutig identifiziert. Insgesamt besteht das menschliche
Genom aus ca. 3,5 Mrd. Basenpaaren, wobei lediglich ein Bruchteil davon
tatsdchlich Gene oder genverwandte Sequenzen codiert. Die Angaben
diesbeziglich sind in der Literatur divergent mit Zahlen zwischen 3 und 20 %. Die
Anzahl der Gene wird mit ca. 30000 bis 50000 beziffert. Zur Erstellung eines
.genetischen Fingerabdrucks” ist es notwendig, eine ausreichende Zahl an DNA-
Sequenzen zur Darstellung zu bringen. Die ursprtingliche Technik wurde 1985 von
Alec Jeffreys entwickelt. [58] Ublicherweise geschieht dies mittels der
Sequenzierung von short tandem repeats (STR’s), auch Mikrosatelliten genannt.
Dabei handelt es sich um im gesamten Genom vorkommende
Wiederholungseinheiten, wobei die repetitive Basiseinheit (simple sequence) eine

Lange von 1 bis 7 Basenpaaren hat. [81; 76] Interindividuell unterschiedlich ist nun
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die Anzahl der Wiederholungen (= Polymorphismus), welche durch Elektrophorese
ermittelt werden kann. Die Motive werden einige Dutzend bis maximal einige
hundert Mal wiederholt. Die Gesamtlange eines solchen Mikrosatelliten, welche
als ganzes wiederum ebenfalls repetitive Elemente darstellen, betragt in der Regel
100 — 200 Basenpaare. [77] Durch die Kirze des Gesamtfragmentes ist es auch
maoglich, hochdegradierte DNA zu sequenzieren. Zieht man zur Erstellung eines
DNA-Fingerabdrucks mehrere Loci hinzu, gewinnt man ein Profil, was mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit nur einer einzigen Person zugeordnet werden kann — es
sei denn, die Person hat einen eineiigen Zwilling. Derartige Loci sind auf
Autosomen untersucht, aber auch auf dem Y-Chromosom (Y-STR). Praktiziert
wurde dies erstmals 1992 von Roewer und Epplen. [76] Die DYS-Systeme sind
datenbanklich nicht erfasst. Zu beachten ist, dass im Sexualdeliktsfall bei
erbrachten Y-STR-Profil nicht nur der Beschuldigte, sondern auch die direkten
mannlichen Verwandten als Spurenleger in Betracht kommen, da das Y-
Chromosom direkt in der paternalen Vererbung weitergegeben wird. [77; 48]

Die Darstellung der Allele erfolgt EDV-gestiitzt nach kapillargelelektrophoretischer
Auftrennung der PCR-Produkte in Form einer Leiter.

Derart erstellte DNA-Profile kdnnen einerseits mit direkten Vergleichsspuren, z.B.
dem Wangenschleimhautabstrich eines Tatverdachtigen oder mit den in einer
Datenbank gespeicherten Profilen verglichen werden. Seit 1998 fiuhrt das
Bundeskriminalamt Wiesbaden eine solche Datenbank (DNA-Analyse-Datei), in
der sowohl anonyme Profile als auch die verurteilter Straftater und
Tatverdachtigen gespeichert werden. [7; 94] Voraussetzung fir die Speicherung
der Daten ist die Einstufung des Delikts als ,schwer”, d.h. mindestens ein Jahr
Haftstrafe. [7]

Die Rechtsgrundlagen beziglich Probenentnahme, Datenerhebung und -
speicherung sind in der StPO § 81 festgehalten. [97]
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1.8. Zielsetzung

Bei Angabe eines Sexualdelikts ist die Spurensicherung im weiblichen Genitale
von herausragender Bedeutung. Neben einer Plausibilitdtsprifung und Hilfe zur
Klarung des Tathergangs dient sie der Gewinnung von untersuchungsfahigem

Material, um den Tater identifizierend zu kénnen.

Im Rahmen der derzeit Spurensicherungsmethode kommen langstielige
Baumwollspurentrager zum Einsatz, mittels derer punktuell Sekretspuren
entnommen werden, um sie in der Folge der prozessualen Routine zuzufiihren:

Ziel ist schlussendlich die Erstellung des DNA-Profils des Spurenlegers.

Nicht nur aufgrund naturgemass vorhandener Schwachstellen der Routineablaufe
kann die Profilerstellung erschwert sein oder fehilschlagen. Durch Bewegung des
Opfers nach der Spurenlegung, durch intravaginale Drainage, lytische Prozesse,
Korperpflege und auch bedingt durch die Konsistenz des Vaginalsekrets kann der
Umfang der Spur rasch dezimiert werden. Massgeblichen Einfluss auf den
Nachweis mannlicher DNA-haltiger Zellen (bt daher auch das Zeitintervall
zwischen Spurenlegung und -sicherung aus. Bereits nach wenigen Stunden
dezimiert sich die Zahl der Spermatocyten innerhalb der Vaginalkavitat rasant. In
diesem Falle kann die punktuelle intravaginale Sekretabnahme letztlich ohne die
gewlnschte Zellpopulation verbleiben oder nur geringe unzureichende Zellzahlen
sichern. In diesen Fallen kann eine flachenhafte Spurensicherung mittels eines

alternativ gestalteten Spurentragers vermutlich hilfreich sein.

Einen weiteren wichtigen Aspekt stellt das Risiko der Retraumatisierung des
Sexualdeliktsopfers durch die derzeit gangige Spurensicherungsmethode dar, die
zwingend in klinischem Setting erfolgt. Unter Umstanden nur kurze Zeit nach dem
traumatischen Erlebnis muss die Geschadigte den vulnerabelsten Bereich ihres
Kdrpers gegenuber fremden Untersuchern exponieren, was erneut zu Angst und
Ohnmachtsgefiihlen fuhren kann. Daher stellt sich die Frage, inwiefern die
Spurensicherung in einer fur das Opfer weniger belastenden Art und Weise oder

gar in Eigenregie durchgefiihrt werden kann.
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Desweiteren gilt es den juristischen Aspekt zu bericksichtigen. Sollte,
maoglicherweise aufgrund von Schwachstellen der Spurensicherungsmethode, der
Nachweis mannlichen biologischen Materials in der Mikroskopie oder DNA-
Sequenzierung fehlschlagen, ist die Beweislage hinsichtlich eines angegebenen

Deliktes und die Tateridentifizierung deutlich erschwert.

Im Rahmen dieser Studie wurde als alternativer Spurentrager der doppellagige
Baumwollfingerling untersucht, mit dem auf verhaltnisméssig einfache und
schonende Weise, u. U. durch die Geschadigte selbst, die Spurensicherung
durchgefuihrt werden kann. Es wird eine im Vergleich zu den etablierten
Spurentragern grossere Menge an Mischsekret gesichert, wodurch ggf. auch nach
langerer zeitlicher Latenz noch mannliches DNA- haltiges Material identifiziert
werden kann.

Ziel der Studie ist es, unter gré3tmadglicher Schonung des Opfers, die Tauglichkeit
des Fingerlings fur die Spurensicherungsroutine zu Uberprifen. Als zentrale

Fragen erschienen hierbei:

Wie kann die Mischspur zuverlassig vom Spurentrager abgetrennt
werden?
Wie konnen die Spermien von den weiblichen Komponen ten

separiert werden?

Von Interesse ist hierbei auch, nach welchem zeitlichen Abstand zwischen
Geschlechtsverkehr und Spurensicherung die Mikroskopie von Fingerlingspuren
noch Spermien nachzuweisen vermag. Desweiteren wurde untersucht, in welcher
Form die Fingerlingspur der forensischen Routinearbeit in Form von DNA-
Amplifikation und —Sequenzierung zugefihrt werden kann.

Im Weiteren wurde mittels der Erstellung von DNA-Profilen versucht, einen

Vergleich zwischen der etablierten und alternativen Abstrichmethode zu ziehen.
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2. Material und Methodik

2.1 Studienaufbau

Die vorliegende Studie besteht aus zwei Studienarmen. Initial wurde eine
Vergleichsstudie angestrebt: Gyné&kologische Untersucher sicherten zu
festgelegten postkoitalen Zeitpunkten die Spur nach etablierter Methode mittels
langstieliger Baumwolltupfer und im Anschluss daran nach der neu zu
evaluierenden Methode mittels des Baumwollfingerlings. Die erhaltenen Spuren
sollten anhand der detektierbaren Spermienzahl in Cytologiepraparaten und
erhaltlichen DNA-Profilen verglichen werden. Die erhaltenen Spuren wurden
zunachst nach etablierten Methoden verarbeitet. Bezliglich der labortechnischen
Handhabung des Baumwollfingerlings jedoch bestehen keinerlei
wissenschaflichen Vorerfahrungen, da dieser nach ausfiihrlicher Recherche in der
Literatur bislang in forensischem Kontext noch keine Verwendung fand. Wir
stellten daher mehrere Fehlerquellen und Fragestellungen fest:

Das Ausschneiden von Fingerlingteilen und deren regulares Einsetzen in die
Differentielle Lyse wirde das Konzept der flichenhaften Spurensicherung in

Frage stellen. In einigen Versuchen stellte sich zusatzlich heraus, dass durch
simples Ausschneiden von Proben aus dem Fingerling keine DNA-Profile
erhaltlich waren, diese Madoglichkeit also nicht zielfihrend war aufgrund des
grossen Uberschusses an weiblichem DNA-haltigem Material. Daher war die
Entwicklung einer neuen Strategie zur zuverlassigen Ablosung der
gesamten Mischspur vom Spurentrager notwendig.

Jede intravaginal gesicherte Spur weist als Mischspur eine wesentlich grossere
weibliche als mannliche Fraktion auf. Dies macht die Durchmusterbarkeit erstellter
Cytologiepraparate aufwendig und kann die Darstellbarkeit der Spermien stark
erschweren, sodass eine cytologischer Spermiennachweis voéllig fehlschlagen
kann, obwohl unter Umstdnden eine ausreichende Anzahl von Spermien im
Praparat enthalten ist. Dartiber hinaus verhindert ein grosser Uberhang weiblicher
DNA die Erstellung eines autosomalen DNA-Profils, wéhrend ein Profil anhand
von Y-Markern durchaus erstellbar sein kann. Bei einem unbekannten Tater
jedoch muss das erhaltene Profi mit der DNA-Datenbank des

Bundeskriminalamtes abgeglichen werden. Dieses fuhrt nur autosomale Profile.
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Daraus ergab sich die Fragestellung, wie die mannli  che Fraktion ohne

grosse Einbuf3en von der weit Gberwiegenden Masse de  r Vaginalepithelien

getrennt werden kann.

Zur erfolgreichen Erstellung eines DNA-Profils muss in der Probe, die der PCR
und dann Sequenzierung zugefuhrt wird, eine Mindestzahl an Spermien vorliegen.
Bei einer bendtigten Menge von ca. 50 pg DNA entspricht dies ca. 15 Spermien.
Es war die grosstmogliche Optimierung der Aufkonzen tration der erhaltenen
mannlichen Zellfraktion notwendig.

Die so entstandenen Fragen machten einen zweiten Studienarm notwendig.
Probandinnen fuhrten zu flexibel festgelegten postkoitalen Zeitpunkten
eigenstandig die Spurensicherung mittels des Baumwollfingerlings durch.
Wattetupfervergleichsspuren wurden nicht angefertigt. Mit den erhaltenen

Spuren wurde die Suche nach und dann Optimierung de r
Verarbeitungsmethode durchgefuhrt.

2.2. Akguirierung von Probanden

Die Spurengewinnung wurde im Rahmen dieser Studie mit freiwilligen Probanden
durchgefiihrt. Wie bei diesem sensiblen Thema nachvollziehbar, war deren
Akquirierung eine Herausforderung und wurde einerseits durch Auslage von
Informationsmaterial, hauptséachlich jedoch durch Anwerbung personlich
bekannter Freiwilliger bewerkstelligt. Unter den aus dem Aufklarungsbogen
(Anlage 1 s. Anhang) ersichtlichen Punkten wurden die freiwiligen Paare
insbesondere Uber folgende Sachverhalte eingehend aufgeklart:

1. Die Prozessierung des gewonnenen Abstrichmaterials erfolgt vollstandig
anonymisiert. Noch wahrend der Spurensicherung wird das Spurenmaterial
codiert; die Zuordnung zum Probandenpaar ist nur durch die Studienleitung
maoglich.

2. Innerhalb der Abstricherhebungen muss ein konstanter Geschlechtspartner
gewahrleistet sein, da auf einen Wangenschleimhautabstrich beim
mannlichen Partner verzichtet wird. Nur so kdnnen im Hinblick auf die DNA-

Sequenzierung Irritationen vermieden werden.
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3. Zur Teilnahme an der Studie ist hinsichtlich der VerhitungsmalRnahmen der
Verzicht auf Barrieremethoden zwingend.

4. Insbesondere hinsichtlich der Aussagekraft eines sogenannten DNA-Profils
bestanden ausgepragte Unsicherheiten seitens der freiwilligen Probanden.
Es wurde eingehend verdeutlicht, dass die Untersuchung der mannlichen
DNA keine Riuckschlisse auf personliche Merkmale, Charakterziige oder
etwaige Krankheiten zulasst, da ausschliesslich STR’s, nicht aber
codierende Sequenzen zur Untersuchung herangezogen werden.
Desweiteren wurde versichert, dass eine Weitergabe an Dritte weder von
Spurenmaterial noch von Analysergebnissen stattfinden wird.

Nach einem ausfuhrlichen persénlichen Aufklarungsgesprach unterzeichneten die
Probanden jeweils eine entsprechende Einverstandniserklarung (Anlage 2 s.
Anhang).

Bezuglich des Studienablaufs wurden die Probanden detailliert beztglich der drei
fur den Vergleichsarm vorgesehenen Spurensicherungstermine instruiert. Deren

Reihenfolge ist beliebig durch die Probanden wahlbar:

1. Abstrich 1 wird 24 +/- 4h nach Geschlechtsverkehr (GV) abgenommen
und folgendermal3en kategorisiert:
= F1/ Codenummer der Probandin

2. Abstrich 2 wird ebenfalls in einem 24 h — Intervall gesichert, hierbei
jedoch nach ohne Ejakulation praktiziertem Koitus, um untersuchen zu
kénnen, in welchem Ausmald ménnliche Epithelzellen in der DNA-
Untersuchung nachweisbar sind. Eine etwaige Kontamination mit
Spermien aus einem vorangegangenen GV ist zwingend zu vermeiden,
weswegen die Probandin in den letzten vorangehenden Tagen sexuell
abstinent gewesen sein sollte. Alternativ kann im Vorfeld Verkehr mit
Barrieremethoden vollzogen worden sein. Die Kategorisierung lautet:
= F2/ Codenummer der Probandin

3. Abstrich 3 sieht einen Zeitabstand von 66 +/- 6h bei GV mit Ejakulation
vor. Mittels dieses Abstriches soll Gberprift werden, ob nach langer

bemessener zeitlicher Latenz ein aussagekréaftiges DNA-Profil des
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Mannes erstellbar ist und wie viele Spermien in der
Mikroskopiepraparat sichtbar sind. Es wurde folgendermal3en
kategorisiert:
= F3/ Codenummer der Probandin
Im Rahmen eines jeden Abstrichtermins wurde regular ein Fragebogen erhoben,
in dem Zeitintervall zwischen GV und Abstrich, Dauer des GV's, Stattfinden einer
Ejakulation, Zeitpunkt des vorletzten Verkehrs sowie Verhitungsmethode
dokumentiert wurden.
Insgesamt konnten fir die Vergleichsreihe neun Paare aquiriert werden. Hierbei
wurden in funf Fallen alle drei Abstriche durchgefihrt, in zwei Fallen nur Abstrich

1, in zwei Fallen Abstrich 1 und 3.

Die Spurensicherung im Methodenarm erfolgte durch insgesamt vier
Probandinnen  vollstdandig in  Eigenregie. Die  Studienteilnehmerinnen
dokumentierten Datum und Uhrzeit von Geschlechtsverkehr und zugehoriger
Spurensicherung, ausserdem den Zeitpunkt des letzten vorangegangenen Koitus.
Die postkoitalen Intervalle waren hierbei von Seiten der Studienleitung grob

vorgegeben.

Im Zeitraum zwischen GV und Abstrichnahme ist regulare Korperpflege maoglich;
die Probandinnen wurden jedoch explizit darauf hingewiesen, auf Vollbader oder
Scheidenspuilungen zu verzichten, um die Untersuchungsergebnisse nicht durch

Reduktion der Spermienanzahl durch Ausspulen zu verfélschen.

Die Studienteilnehmer wurden fir ihre Bemihungen mit einer finanziellen

Zuwendung in Hohe von 25 € entschadigt.

2.3 Fingerling und Faltschachtel

Mit dem Baumwollfingerling ist auf eine einfache und schnelle Art kostengunstig
die flachenhafte Spurensicherung im Vaginalbereich mdéglich, indem ohne
Spekulumeinsatz durch den Untersucher oder die Geschadigte selbst der gesamte

Scheidenverlauf ausgewischt werden kann. Der Fingerling, in der Lange ca. 10
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cm messend, besteht aus zwei am Pol des Fingerlings in einer kurzen Naht
miteinander verbundenen Baumwolllagen. Hinsichtlich des Verwendungszweckes
im Rahmen der Studie verwendeten wir steril verpacktes Material
(Dampfsterilisation).

Fur die Baumwollfingerlinge wurde im Rahmen dieser Studie eigens eine spezielle
Faltschachtel in Anlehnung an die Faltschachtel nach Hochmeister [35] entworfen,
die die Kriterien von sicherer Transportfahigkeit, Luftdurchlassigkeit zur
Vermeidung von Schimmelbildung und mikrobiellem Wachstum sowie
ausreichendem Abstand zwischen Spurentragern und Innenwanden erfullt.
Aufgrund der Materialeigenschaften und der Konzeption des Kartons liegt der
Fingerling den Innenwénden nicht an, um ein Anhaften des Spurentragers an der
Innenwand und dadurch den Verlust von Zellmaterial zu vermeiden. Im Innenraum
der Faltschachtel befindet sich eine ausgestanzte, nach innen klappbare Lasche,
uber die der Fingerling direkt vom Finger gestulpt wird. Wie auch die Faltschachtel
von Hochmeister, besteht die stabile Fingerlingtransportbox aus luftdurchlassigem
Karton. (Abb. 17)

Die herkdbmmlichen Wattetrager wurden gemass der etablierten Methode verpackt.
Die Faltschachtel nach Hochmeister verfugt in ihrem Inneren tber zwei nach innen
klappbare Kartonlaschen, in die jeweils zwei Locher vorgestanzt sind, durch die
die Wattetrager hindurchgeschoben werden konnen. Sie sind daher sicher im

Inneren fixiert und liegen den Wanden nicht an. (Abb. 15)

2.4 Spurenentnahme

Die Durchfihrung der Spurenentnahme im Vergleichsarm erfolgte, &hnlich einer
gynéakologischen Routineuntersuchung, auf einem entsprechendem
Untersuchungsstuhl. Beteiligt war an zwei verschiedenen Standorten jeweils nur
ein gynakologischer Facharzt, um die untersucherbezogene Fehlerquelle
maoglichst gering zu halten. Die kooperierenden Studienkliniken waren die
Universitatsfrauenklinik Heidelberg sowie die gynékologische Abteilung des
Kreiskrankenhauses Schwetzingen.

Zu Beginn erfolgte die Materialenthahme gemass der etablierten Methode unter

Verwendung dreier separater langstieliger Baumwollwattetrager: punktuell wurden
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zunachst am Introitus vaginae, dann nach Einlage eines Spekulums jeweils im
Cervikalkanal und im hinteren Scheidengewdlbe Sekretspuren gesichert. In der
Folge wurde das Spekulum entfernt, um mittels der Vergleichsmethode in Form
des Fingerlings die Spurenentnahme durchzufiihren. Auf dem behandschuhten
Finger des Untersuchers kann der Fingerling in die Vagina eingefihrt und diese
durch vorsichtiges Drehen des Fingers vollstandig ausgewischt werden. Da es
zuvor durch das Spekulum bereits zu Materialverlust gekommen sein durfte, der
unter alleiniger Anwendung der Vergleichsmethode nicht entstanden ware, wurde
dies dadurch kompensiert, dass das Becken des Spekulums im Anschluss mit
dem Fingerling abgewischt wurde.

Die Spurentrdger wurden anschliessend in den unter 2.3 beschriebenen
Behaltnissen aufbewahrt und transportiert. Alle Behaltnisse wurden sofort
beschriftet und noch im Rahmen der Abstrichenthahme  durch
Codenummernvergabe auf dem Verpackungsmaterial anonymisiert. Wie bereits
oben beschrieben, wurde im Anschluss an jeden Termin von der Probandin ein
Fragebogen (Anlage 3 s. Anhang) ausgeflllt. Durch den Untersucher wurden
jeweils Zeitpunkt von Spurensicherung und GV sowie etwaige gynakologische
Besonderheiten dokumentiert. (Anlage 4 s. Anhang).

Im Vergleichsarm fuhrten die insgesamt vier Probandinnen die Spurensicherung
selbststandig durch Einfuhren des Fingerlings auf dem Finger und vorsichtiges,
aber sorgfaltiges Drehen in der Scheide selbst durch. Die postkoitalen Intervalle
wurden hier durch die Studienleitung grob vorgegeben. Wattetupferspuren wurden
nicht angefertigt. Die Probandinnen dokumentierten postkoitales Intervall und
Zeitpunkt des betreffenden sowie des dem vorangegangenen GV auf der

Faltschachtel.

Die in allen Fallen gewonnene Spur besteht im Wesentlichen als Mischsekretspur
zum weit Uberwiegenden Teil aus Vaginalsekret und —epithelien sowie zum
deutlich geringeren Anteil aus Ejakulat und abgeriebenem mannlichem
Plattenepithel.

Sowohl Untersucher als auch Probandinnen wurden im Vorfeld bzgl. der

Verwendung der Faltschachtel detailliert instruiert.
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Durch Trocknung direkt in der Iluftdurchlassigen Faltschachtel wird unter
Minimierung des Materialverlusts Lagerungsstabilitét erzielt, sodass es auch nach
mehrmonatiger  Probenverwahrung  moglich  ist, die  Untersuchungen

durchzufihren.

2.5 Handhabung des Fingerlings

Grundlegender Gedanke bei Verwendung und Verarbeitung des Fingerlings war
die Annahme, durch eine deutliche Vergrésserung der intravaginal abgestrichenen
Flache eine flachenhafte und somit vollstdndige Ausbeute an mannlichen Zellen
zu erreichen.

Die unter 2.7 beschriebene etablierte Methode der DNA-Isolierung, die
differenzielle Lyse, ist im Falle des Fingerlings nicht ohne weiteres praktikabel
aufgrund einer ausgepragten Zunahme des ohnehin grossen Uberschusses an
weiblichen Zellen. Wie oben erwéhnt, zeigte sich im Rahmen des Vergleichsarms,
dass bei simpler Verarbeitung eines ausgeschnittenen Stlickes des Fingerlings,
analog zur Verarbeitung der Wattetrager, kein aussagekraftiges DNA- Profil des
Mannes zu erwarten ist. Somit ergab sich die Notwendigkeit, vorbereitende
Methoden zu evaluieren: Wie kann die Trennung der Spur vom Spurentrager in
maoglichst wenigen Arbeitsschritten verlustfrei und vollstandig gelingen? Wie kann
die mannliche von der weit Uberschiessenden weiblichen Fraktion getrennt
werden? Wie kann die resultierende rein mannliche Fraktion mdglichst
konzentriert werden?

Wahrend die erste Frage sich leicht durch Auswaschen losen liel3, ergaben sich
fur die Herausforderung, die mannliche Fraktion aus der Mischspur
herauszutrennen, mehrere Mdoglichkeiten: In Anlehnung an Chen et al [10] sowie
Garvin [26] evaluierten wir zunéchst verschiedene Wege der Filtration, die auf den
Grossenunterschieden der vorliegenden Zellen basiert. Nach initialen
Filtrationsversuchen mittels einer Filterkonstruktion aus Eigenbau (s. 2.5.2) fihrten
wir die Filtration Uber einen Spritzenvorsatz mit eingelegtem Cellulosefilter durch
(s 2.5.3). Als weitere Filtrationsmdglichkeit evaluierten wir die Vivaclear®-

Vorrichtung (s. 2.5.4). Alle genannten Systeme waren letztlich fir unsere Zwecke
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aus verschiedenen spater aufgefihrten Grinden nicht zweckdienlich. Wir
orientierten uns neu: Aufgrund der unterschiedlichen
Sedimentationseigenschaften von Vaginalepithelien und Spermien evaluierten wir
die Zentrifugation als Auftrennungsmethode. (s. 2.5.5)

Abschliessend wurden beide Methoden in Kombination mit dem Vivaclear®-
Systems auch gemeinsam angewandt. (s. 2.5.6)

In allen Fallen verzichteten wir auf einen orientierenden Spermanachweis direkt
auf dem Spurentrdger (z. B. Saure Phosphatase-Nachweis durch den
Phosphatesmo®-Streifen). Unter der Annahme einer verlangerten Nachweisdauer
von Ejakulat durch den Baumwollfingerling ware dies nicht sinnvoll gewesen, da
bspw. der SP-Nachweis durch Phosphatesmo® in der Regel nur bis 48 Stunden
gelingt [3], ebenso der PSA-Nachweis mittels der Nobi-View-Testkassette. [3]

2.5.1 Trennung der Spur vom Baumwollfingerling
Da die Spermien auf dem Fingerling breit verstreut vorliegen, ist eine Abtrennung
und Weiterverarbeitung isolierter Fingerlingstiicke nicht zielfihrend. Es ist notig,
die gesamte Spur vom Spurentrager zu trennen. Wir fihrten dies durch
Auswaschung des Baumwollfingerlings durch: in Falcongefassen (Volumen 50 ml)
wurden die Fingerlinge mit ca. 20 ml NaCl inkubiert und geschiittelt, sei es durch
einen Schuttelinkubator oder manuell. Dies fiuhrt zu einem Abwaschen der
Mischspur. Als vorteilhaft erwies sich im Verlauf die Zugabe von etwas

handelslblicher Flussigseife.

2.5.2 Filtration in selbst gebauter Vorrichtung
Die Baumwollfingerlinge wurden mit 0.9%iger Natriumchloridlésung in einem
Falcongefass ausgewaschen und anschliessend Uber ein speziell prapariertes
Serum-Blutentnahme-Rohrchen gegeben: Wir entschieden uns fur Serumréhrchen
aufgrund der fehlenden Substanzversetzung wie bei anderen Blutréhrchen Ublich;
auch wegen des vergleichsweise grossen Volumens. Die Kappe wurde
abgeschraubt, die inliegenden Kigelchen entfernt. Wir schnitten aus

Cellulosefiltern der Porengrésse 8 pum dem Innendurchmesser der Rohrchen
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entsprechende Sticke aus. Sie wurden jeweils eingelegt; das Roéhrchen mit
seinem Aufsatz wurde nach Fullung mit der Fingerlingwaschlosung wieder

verschlossen. Ein handelsiblicher Blutentnahmemultiadapter wurde aufgesetzt.

Inkubation des Fingerlings in Falcon-Geféass (Vol. 50 ml) mit 20 ml NacCl

10 Minuten manuelle Schuttelung

l

Eingabe in Serumrdhrchen, verschliessen

l

Filtration in frisches Falcongefass

Nachfiltration mit NaCl zur Entfernung eventuell verbleibender Zellen

!

Zentrifugation des Filtrats mit 7000U/min 15 min

l

Cytologiepraparaterstellung

Insgesamt wurden folgende 21 eigenstandig durch Studienteilnehmerinnen

gesicherte Fingerlingspuren derart verarbeitet.

= PLPILPII PV, P VI Test 7h, Test 13h, K1 — K5, Jun 01 —
06, JL 24, F3, F5

Die Fingerlingabstriche P II, P Il und K4 wurden nach ohne Ejakulation

verlaufenem Verkehr erstellt.

Die orientierenden Filtrationsdurchlaufe liessen die Einsetzbarkeit der Filtration
vermuten. Jedoch barg die Methode ein erhdhtes Risiko der Verunreinigung der
Proben und beinhaltete zeitaufwendige Arbeitsschritte; desweiteren musste die
Waschlosung mehrfach in andere Gefasse umgesetzt werden, was zu

Spurenverlust fihrt.
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2.5.3 Filtration per Spritzenvorsatzfilter

Inkubation des Fingerlings im Falcongefass mit 20 ml NaCl

!

10 min manuelle Schittelung

2 h Verbleiben auf Schittelinkubator bei Raumtemperatur

l

Zentrifugation der Falcongefasse mit einliegendem Fingerling zur Erfassung
maoglichst aller Zellen

l

Entnahme des Fingerlings und Abfrieren in separatem Falcongefass

l

Zentrifugation des verbleibenden Zell-FlUssigkeitsgemisches bei 7000 U/min 15
min

!

Objekttragerausstricherstellung aus dem Pellet zur groben Orientierung

Losen des Pellets durch vortexen und manuelles Nachschiitteln

!

Aufziehen der Flussigkeit in Kunststoffspritze (Vol. 10 ml)

l

Filtration Uber Spritzenvorsatzfilterhalter mit einliegendem Nitrocellulosefilter
(Porengrosse 8 um)

l

Eingabe von 10 ml NaCl in das entleerte Falcongefass, Schiuitteln

Nachfiltration ohne Filterwechsel

l

Zentrifugation des Filtrats bei 7000 U/min 15 min

l

Cytologiepraparaterstellung aus dem Pellet, Uberstandsabnahme
Transfer des Pellets in Eppendorf-Reaktionsgefasse

Nach dem Schritt der manuellen Schittelung wird rasch eine Trubung der

Flissigkeit durch geloste Proteine und Scheidenepithelien, auch eine rétliche

Verfarbung durch etwaig anhaftende Erythrocyten, sichtbar.
Die Wahl der Porengrosse des Nitrocellulosefilters orientierte sich an den
Ausmassen der Spermienkodpfe von ca. 2 x 5 um. Durch die Filtration sollte eine
weitgehende Abtrennung der Spermien von den wesentlich grosseren
Scheidenepithelzellen bewirkt werden.
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Der Filterhalter wurde nach Entfernen des Filters mit aufgereinigtem Wasser

sorgfaltig ausgespult, wobei er dazu in alle Komponenten zerlegt werden muss.

Auf diese Weise wurden eine Vielzahl von Vergleichsfingerlingen nach GV mit
Ejakulation (postkoitale Intervalle 24 +/- 4h und 66 +/- 6h) sowie zwei in
Eigenregie erstellte Fingerlingabstriche prozessiert. Im Einzelnen waren dies

folgende Proben:

= F3/003, F1/007, F3/007, F1/009, F3/009, F1/010, F3/010, F1/011,
F1/012, F1/013, F1/014, F3/014, F1/015, F1/016, F1/018, F3/018, KK1,
KK2

Bei der Verarbeitung der Abstrich 2 — Fingerlinge (ohne Ejakulat) wurde auf eine
Filtration verzichtet, da hierbei die DNA des Spurenlegers einzig durch
Epithelienabrieb des Mannes reprasentiert und somit im Falle einer Filtration
eliminiert wird. In diesem Falle wurde das durch Auswaschen entstandene Zell —
Natriumchloridgemisch direkt zentrifugiert.

Nach Uberfiihren in die Eppendorf-Reaktionsgefasse wurde zunachst 10 min bei
13000 U/min zentrifugiert, um sich ein orientierendes Bild von der Grosse des

Pellets zu verschaffen. Folgende Fingerlinge wurden derart bearbeitet:

= F2/003, F2/007, F2/009, F2/013, F2/014

Auch hier kommt es zu Spurenverlust durch mehrfachen Gefasswechsel. Das
Arbeiten mit dem Spritzenvorsatzfilterhalter umfasst zeitintensive Arbeitsschritte
(Filterwechsel und Auswaschen mit anschliessendem Lufttrocknen). Die Arbeit ist

teilweise unsauber durch den Filtrationsprozess an sich.

2.5.4 Das Vivaclear®-System
Die Vivaclear®-Filtrationsgefasse, dimensioniert wie herkémmliche Falcon-
Gefasse, beinhalten einen ca. die Halfte der Lange einnehmenden Einsatz, an

dessen frei in die Gefassmitte zeigendem Boden fest ein Cellulosefilter
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eingelassen ist. Dadurch ist eine Filtration des Auswaschgemisches per
Zentrifugation oder lediglich gravitdtsbedingt moglich. Eine Entfernung des
Spurentragers oder ein Uberfihren des Auswaschpraparates sind nicht vonnéten,

was jeweils unndtigen Zellverlust verhindert.

Ein vorangehender Testlauf fand mit einem genuinen postkoitalen
Fingerlingabstrich (24h postkoital /Testl) sowie einer Verdlinnungsreihe aus
einem artifiziell erstelltem Ejakulat/Vaginalsekret-Gemisch statt.

Verwandt wurden hierbei Vivaclear-Gefasse mit einliegendem 5 pum-Cellulosefilter.

Fur die Verdinnungsreihe verwandten wir einen von einem freiwilligen Probanden
mit Ejakulat benetzten Fingerling (Purl) und einen von einer ausreichend lang

sexuell abstinenten Probandin angefertigten Fingerlingvaginalabstrich (Pur3).

Getrenntes Auswaschen von Pur 1und Pur 3 mit 30 bzw. 40 ml NaCl durch
manuelles Schitteln

l

Cytologiepraparaterstellung aus der Lésung

!

Zentrifugation beider Auswaschpraparate bei 3000 U/min 20 min

l

Reduktion des Volumens auf 10 ml

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets

l

Resuspension

l

Vorlegen von je 0,5 ml weiblicher Komponente in 6 Eppendorf-Gefasse

l

Zugabe der mannlichen Komponente in untenstehenden Mischungsverhaltnissen

l

Vermischen; Cytologiepréaparaterstellung

l

Uberfiihren der Mischungen in jeweils separate Vivaclear®-Gefasse

l

Verdinnung auf 20 ml Volumen

l

Filtration Uber integrierten Filter per Zentrifugation bei 3000 U/min 20 min

l
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Entnahme des Uberstandes

l

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets

Mischungsverhéltnisse: weiblich : mannlich = 1:0,5 (Mix 1); 1: 0,3 (Mix 2); 1: 0,2
(Mix 3); 1: 0,1 (Mix 4); 1. 0,05 (Mix 5); 1: 0,025 (Mix 6)

Die angelieferten Gefasse in ihrer urspringlichen Form sind nicht flissigkeitsdicht
und somit nicht zur Zentrifugation geeignet. Es wurden daher die Deckel samt
Laschen sorgfaltig vom Filtereinsatz des Gefdasses abgetrennt und der
Filtereinsatz in herkdbmmliche Falcons Uberfiihrt, welche in der Folge regular mit
den passenden Deckeln verschlossen werden kénnen.

Es folgte nach Abnahme des Uberstands aus jedem Versuchsansatz die
Tropfpraparaterstellung wie unter 2.6.2 erwahnt. Bearbeitet wurden folgende

Proben:
=  Purl, Mix 1, Mix 2, Mix 3, Mix 4, Mix 5, Mix 6, Mix 7

Fingerling , Test 1 wurde direkt im Einsatz des Vivaclear-Gefasses platziert und
mit 20 ml NaCl inkubiert; es erfolgte das Auswaschen durch manuelles Schutteln.
Aus der Suspension wurden Objekttragerausstriche gemass 2.6.1 erstellt, danach
fand die Filtration durch Zentrifugation Gber 20 Minuten bei 3000 U/min statt. Nach
Abnahme des Uberstandes wurden wie unter 2.6.2 beschrieben

Tropfmikroskopiepraparate angefertigt.

= Testl

Auf vergleichbare Weise wurden 15 Vergleichsfingerlige der Linien Abstrich 1 und
Abstrich 3 sowie einer von einer Probandin in Eigenregie angefertigter
Fingerlingabstrich (postkoitales Intervall 20 h) prozessiert. Die
Vergleichsfingerlinge wurden auf diese Weise unter Verwendung von ca. 1 ml
handelslblicher Seife das zweite Mal ausgewaschen. Nach Auswaschen durch
manuelle Schattelinkubation im Vivaclear-Gefass wurde per Zentrifugation wie
oben genannt Uber den einliegenden Filter mit Porengrésse 8 um gefiltert. Es

wurden Objekttragerausstriche der Auswaschungen vor Filtration, des erhaltenen
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Filtrats und Abklatschpraparate der herausgetrennten Filter erstellt. Die derart

verarbeiteten Fingerlinge waren:

= F3/003, F1/007, F3/007, F1/009, F3/009, F1/010, F3/010, F1/011,
F1/012, F1/013, F1/014, F3/014, F1/016, F1/018, F3/018, JL 20

2.5.5 Zentrifugationsreihen

Wir evaluierten hier die Zellauftrennung durch unterschiedliche Sedimentations-
eigenschaften der verschiedenen Zellen, bedingt durch Differenzen ihrer
Zellgrésse und —dichte.

Wir verwandten ein zwei Stunden postkoital erstelltes Fingerlingpraparat (UHU 2)
sowie zwei artifiziell erstellte Mischspuren (AS; Auswaschung von auf Fingerlinge
erbrachtem Ejakulat gemischt mit Auswaschungen frischer vaginaler
Fingerlingabstriche bei Gewahrleistung von Ejakulatfreiheit durch sehr langes

postkoitales Intervall).

Auswaschen der Fingerlinge mit 30 ml NaCl und 1 ml Flussigseife durch
manuelles Schitteln

l

Zenrifugation mit 300 U/min 10 min

l

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 1

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 500 U/min 10 min

l

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 2

l

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 800 U/min 10 min

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 3

l

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 1300 U/min 10 min

!

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 4

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 2000 U/min 10 min

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 5
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l

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 3000 U/min 10 min

l

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 6

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 4000 U/min 10 min

!

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 7

!

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 5000 U/min 10 min

!

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 8

l

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 6000 U/min

l

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 9

Auf diese Weise wurden verarbeitet die artefizielle Spur AS1 und AS 2 und der
Fingerling UHU 2 mit Erstellung von insgesamt 9 Pellets

= AS1Pelletl -9, AS2 Pelletl -9, UHU 2 Pellet 1-9

2.5.6 Kombinierte Methodik
Wir verwandten hier drei in Eigenregie angefertigte Fingerlinge mit
Vaginalabstrichen unterschiedlichen postkoitalen Intervalls (34 bis 50 Stunden).

Inkubation der Fingerlinge in Falcongefass mit 30 ml NaCl und 1 ml Flissigseife

l

Schittelinkubation auf dem Vortexer

l

Entfernen und Abfrieren der Fingerlinge in separatem Falcongefass

Zentrifugation der Flussigkeit bei 1000 U/min Gber 3 min

l

Cytologiepraparaterstellung aus Pellets Nr. 1

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 6000 U/min 10 min

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 2
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l

Schwerkraftbedingtes Filtern der Uberstande uiber das Vivaclear®-System
(Porengroésse 8 um) durch Einpipettieren

l

Heraustrennen der Filter

l

Abklatschpraparaterstellung

Tropfpraparaterstellung der Filtrate

Die lichtmikroskopische Durchmusterung aller Praparate erfolgte nach HE-

Farbung. Dieser prozedur unterzogen wurden folgende Fingerlinge:
= JL34,JL37,JL50

Die beschriebene Methode wurde etwas modifiziert, indem wir einen weiteren
Zentrifugationsschritt  hinzufigten. Wir verwandten hierfur insgesamt 13
Fingerlinge; neun waren von Probandinnen in Eigenregie vaginal in
unterschiedlichen postkoitalen Intervallen (min. neun, max. 47 Stunden)

ausgestrichen worden; vier entstammten der arztlichen Spurensicherung.

Inkubation der Fingerlinge mit 30 ml NaCl und 1 ml Flussigseife in Falcongefass

l

Schittelinkubation auf dem Vortexer

Entfernen und Abfrieren der Fingerlinge

l

Zentrifugation der Flissigkeit bei 500 U/min 5 min

l

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr.1

l

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 1000 U/min 10 min

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 2

l

Entnahme der Uberstande und Zentrifugation bei 6000 U/min 10 min

l

Cytologiepraparaterstellung aus den Pellets Nr. 3
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l

Schwerkraftbedingtes Filtern der Uberstande uiber das Vivaclear®-System
(Porengroésse 8 um) durch Einpipettieren

l

Heraustrennen der Filter

l

Abklatschpraparaterstellung

Alle Cytologieprapate wurden nach anschliessender HE-Farbung durchmustert.
Auf eine mikroskopische Betrachtung des Filtrates wurde verzichtet. Es wurden
folgende Fingerlinge verarbeitet und ausgewertet:

= F1/004, F3/004, F1/006, F3/006, KK1, JL9, JL 18, JL 20, JL 21, JL 25,
JL 33, JL 45, JL 47

Ein Fingerling (KK 1) war im Vorfeld bereits ein Mal ohne Seife ausgewaschen

worden.

2.5.7 Verzicht auf Filtration und Zentrifugationsreihen

Bei der Verarbeitung der Abstrich 2 — Fingerlinge (ohne Ejakulat) wurde auf eine
Filtration verzichtet, da hierbei die DNA des Spurenlegers einzig durch
Epithelienabrieb des Mannes reprasentiert und somit im Falle einer Filtration
eliminiert wird. Aufgrund des homogenen Zellgemisches aus weiblichen und
mannlichen Epithelien sahen wir eine Zentrifugationsreihe ebenfalls nicht als
sinnig an. In diesem Falle wurde das durch Auswaschen entstandene Zell —
Natriumchloridgemisch direkt zentrifugiert.

Nach Uberfiihren in die Eppendorf-Reaktionsgefasse wurde zunéchst 10 min bei
13000 U/min zentrifugiert, um sich ein orientierendes Bild von der Grosse des

Pellets zu verschaffen. Folgende Fingerlinge wurden derart bearbeitet:

= F2/003, F2/007, F2/009, F2/013, F2/014
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Tabelle

1:  Alphabetische

Ubersicht der Praparate und deren

Verarbeitungsprotokoll
Probe | Ejakulation? | Postkoitales | Benutzte(s) Protokoll(e)
Intervall (h)
AS1 artefizielle entfallt Auswaschen mit Seife; Zentrifugationsreihe — 9
Mischspur Pellets
AS1 artefizielle entfallt Auswaschen mit Seife; Zentrifugationsreihe — 9
Mischspur Pellets
F1/004 ja 24 +/- 4 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 3
Zentrifugationen, VivaClear-Filterung
F1/006 ja 24 +/- 4 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 2
Zentrifugationen, VivaClear-Filterung
F1/007 ja 24 +/- 4 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
F1/009 ja 24 +/- 4 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
F1/010 ja 24 +/- 4 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
F1/011 ja 24 +/- 4 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
F1/012 ja 24 +/- 4 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
F1/013 ja 24 +/- 4 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
F1/014 ja 24 +/- 4 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
F1/015 ja 24 +/- 4 Auswaschen ohne Seife; Filtration
SpritzenvorsatZfilter
F1/016 ja 24 +/- 4 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
F1/018 ja 24 +/- 4 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
F2/003 nein 24 +/- 4 Auswaschen ohne Seife, einmalige Zentrifugation
F2/007 nein 24 +/- 4 Auswaschen ohne Seife, einmalige Zentrifugation
F2/009 nein 24 +/- 4 Auswaschen ohne Seife, einmalige Zentrifugation
F2/013 nein 24 +/- 4 Auswaschen ohne Seife, einmalige Zentrifugation
F2/014 nein 24 +/- 4 Auswaschen ohne Seife, einmalige Zentrifugation
F3 ja 24 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
F3/003 ja 66 +/- 6 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-

vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration
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F3/004 ja 66 +/- 6 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 2
Zentrifugationen, VivaClear-Filterung

F3/006 ja 66 +/- 6 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 2
Zentrifugationen, VivaClear-Filterung

F3/007 ja 66 +/- 6 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration

F3/009 ja 66 +/- 6 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration

F3/010 ja 66 +/- 6 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration

F3/014 ja 66 +/- 6 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration

F3/018 ja 66 +/- 6 1. Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzen-
vorsatzfilter
2. Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration

F5 ja 49,5 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung

Jun 01 ja 0,08 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung

Jun 02 ja 1,5 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung

Jun 03 ja 4 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung

Jun 04 ja 9 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung

Jun 05 ja 11 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung

Jun 06 ja 13 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung

JL9 ja 9 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 3
Zentrifugationen, VivaClear-Filtration

JL 18 ja 18 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 3
Zentrifugationen, VivaClear-Filtration

JL 20 ja 20 Auswaschen mit Seife; VivaClear-Filtration UND
Kombinierte  Methodik: 3  Zentrifugationen,
VivaClear-Filtration

JL 21 ja 21 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 3
Zentrifugationen, VivaClear-Filtration

JL 24 ja 24 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung

JL 25 ja 25 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 3
Zentrifugationen, VivaClear-Filtration

JL 33 ja 33 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 3
Zentrifugationen, VivaClear-Filtration

JL 34 ja 34 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 2
Zentrifugationen, VivaClear-Filterung

JL 37 ja 37 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 2
Zentrifugationen, VivaClear-Filterung

JL 45 ja 45 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 3
Zentrifugationen, VivaClear-Filtration

JL 47 ja 47 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 3
Zentrifugationen, VivaClear-Filtration

JL 50 ja 50 Auswaschen mit Seife; Kombinierte Methodik: 2
Zentrifugationen, VivaClear-Filterung

K1 ja 59,5 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration

in selbstgebauter Vorrichtung
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K2 ja 96 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
K3 ja 24 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
K4 nein 20 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
K5 ja 495 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
KK1 ja 24 1.Auswaschen ohne Seife; Filtration Spritzenvor-
satzfilter; 2. Auswaschen mit Seife; Kombinierte
Methodik: 3 Zentrifugationen, VivaClear-Filtration
KK2 ja 48 Auswaschen ohne Seife; Filtration
SpritzenvorsatZzfilter
Mix1 artefizielle entfallt Artefizielle Spur aus Purl und Pur3; Vivaclear-
Mischspur Filtration
Mix2 artefizielle entfallt Artefizielle Spur aus Purl und Pur3; Vivaclear-
Mischspur Filtration
Mix3 artefizielle entfallt Artefizielle Spur aus Purl und Pur3; Vivaclear-
Mischspur Filtration
Mix4 artefizielle entfallt Artefizielle Spur aus Purl und Pur3; Vivaclear-
Mischspur Filtration
Mix5 artefizielle entfallt Artefizielle Spur aus Purl und Pur3; Vivaclear-
Mischspur Filtration
Mix6 artefizielle entfallt Artefizielle Spur aus Purl und Pur3; Vivaclear-
Mischspur Filtration
Mix7 artefizielle entfallt Artefizielle Spur aus Purl und Pur3; Vivaclear-
Mischspur Filtration
P ja 21 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
P Il nein 14 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
P Il nein 10 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
PV ja 51 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
P VI ja 5 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
Purl Reines entfallt Auswaschen ohne Seife
Ejakulat
Pur3 Reines entfallt Auswaschen ohne Seife
Vaginalsekret
Testl ja 24 Auswaschen ohne Seife; Vivaclear-Filtration
Test 7 ja 7 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
Test 13 ja 13 Auswaschen ohne Seife; orientierende Filtration
in selbstgebauter Vorrichtung
UHU2 ja 2 Auswaschen mit Seife; Zentrifugationsreihe mit 9

Zentrifugationen

Alle Abklrzungen entsprechen probenspezifischen Betitelungen.
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2.6 Cytologiepraparate

Bei der Verarbeitung eines jeden Vergleichsfingerlings wurden jeweils vier
Lichtmikroskopiepraparate angefertigt, jeweils zwei vor Filtration, zwei danach. Es
wurden pro Praparat zehn Gesichtsfelder durchmustert und die Anzahl der
Spermien pro Gesichtsfeld ermittelt und Gberprift, ob durch Herausfiltern der
Vaginalepithelien die Auffindbarkeit der Spermien verbessert und die Beurteilung
der Spermiendichte erleichtert wird.

Von den pro Fingerling doppelt vorliegenden Objekttragerausstrichen wurde ein
Exemplar mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt, der andere nach Papanicolaou
(PAP), wobei dieser zuvor im noch feuchten Zustand mittels Merckofix-Spray
fixiert werden muf3.

Die Praparaterstellung aus dem zu untersuchenden Material vor Filtration
unterschied sich dabei von der Angehensweise nach Filtration:

2.6.1 Préaparaterstellung vor Filtration
Hierzu wurde aus jedem durch Zentrifugation entstandenen Pellet mittels einer
Pipette ca. 20 pl Material entnommen und auf einen Objekttrager getropft. Mithilfe
jeweils eines weiteren Objekttragers wurden die Tropfen grossflachig verstrichen,
was die Zahl der Zelllagen im Praparat reduziert und so die mikroskopische
Auswertung erst moglich macht. Andernfalls waren durch die hohe Dichte der
Vaginalepithelien einzelne Spermien nur erschwert auffindbar. Ohne Ausstreichen
lagen Uberdies mehrere Zelllagen tbereinander, was die zuverlassige Beurteilung
wahrend der Mikroskopie nahezu unmaglich macht, da nicht alle Ebenen scharf

dargestellt werden kénnen.

2.6.2 Praparaterstellung nach Filtration
Aufgrund der durch die Filtration stark reduzierten Zellzahl wurden keine
Ausstriche wie unter 2.5.1 beschrieben erstellt, sondern Tropfpraparate. Hierzu
wurde mittels einer Pipette je ca. 10 pl Material aus jedem durch Zentrifugation

entstandenen Pellet auf zwei Objekttrager getropft.
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2.6.3 Mikroskopie
Pro Praparat wurden in 40-facher Vergrosserung jeweils 10 Gesichtsfelder aus
verschiedensten Bereichen des Préparates lichtmikroskopisch durchmustert und
die Anzahl der Spermien pro Gesichtsfeld bestimmt. Somit konnte eine Korrelation
zwischen detektierter Spermienzahl und zeitlichem Abstand von Abstrich zu GV
erstellt werden. Daruiberhinaus wurde evaluiert, inwiefern die Praprozessierung
der Fingerlingpraparate die Detektion von Spermien im Praparat erleichtert und

somit die Anzahl der erfassten Spermien pro Gesichtsfeld steigert.

2.7 Differenzielle Lyse

Um die DNA des Spurenlegers einer PCR und Typisierung zufuhren zu kdnnen,
wurde sie zunachst mittels der Differenziellen Lyse extrahiert. Die etablierte
Methode musste zur Behandlung der Fingerlingsfiltrate jedoch modifiziert werden,
da hierbei nicht, wie Ublich, spurentragende Wattetradger vorlagen. Die initiale
Inkubation des Reaktionsansatzes mit dem Chelatbildner Chelex 5% fangt
Metallionen ab, welche zur DNA-Degradierung fuhren und die spater folgende
PCR storen kdonnen. Die anschliessende Inkubation mit Proteinase K (10mg / ml
H20), als zellmembranverdauendem Enzym flihrt die Lyse der Vaginalepithelien,
aber auch der mannlichen abgeriebenen Epithelien herbei. Die Zellwande der
Spermatocyten sind aufgrund der enthaltenen Disulfidbricken deutlich robuster
und halten daher dieser Prozedur stand. Durch den anschliessenden
Zentrifugationschritt kommt es zur Trennung von mannlicher und weiblicher
Fraktion in Pellet (grosstenteils intakte Spermien) und Uberstand (freie
uberwiegend weibliche DNA). Nach Abnahme des Uberstandes wird im
verbleibenden Pellet durch Zugabe des disulfidbrickenspaltenden Dithiothreitol
und erneut Proteinase K und Chelex im zweiten Lyseschritt die mannliche DNA

freigesetzt.
2.7.1 DNA-Extraktion aus den Wattetragern

Die Wattetragerkdpfe werden abgetrennt und in ein Eppendorf-Gefass tberfuhrt.

Der erste Lyseschritt umfasst die Inkubation mit 400 pl Chelex 5% und 16 pl

41



Proteinase K (einige Sekunden Vortexen) im 56°C warmen Wasserbad fur 60 min
und abschliessend bei 92°C fur 8 min.

Die anschliessende Zentrifugation der Reaktionsansatze fur 5 min bei 13000
U/min trennt mannliche und weibliche Fraktion. Der Uberstand wird separiert, die
verbleibende Zellfraktion und die Watte verbleiben im Eppendorf-tube. Der zweite
Lyseschritt umfasst die Zugabe von erneut 400 pul Chelex, erneut 20 pl Proteinase
K und nun 20 pl DTT mit Inkubation im 56°C warmen Wasserbad fir 60 min und
fur weitere 8 min bei 92°C.

Bezlglich der Abstriche 2, wurde auf den zweiten Inkubationsschritt verzichtet
aufgrund der Abwesenheit von Spermien. Der Verdau durch Proteinase K unter

Zugabe von Chelex erfolgte wie oben beschrieben.

2.7.2 DNA-Extraktion aus Filtrat

Unter der Annahme der weitgehenden Elimination weiblichen Vaginalepithels
durch die Filtration wurden die Filtrate lediglich dem zweiten Inkubationsschritt
unterzogen. Nach Zugabe von 200 ul Chelex, 10 ul Proteinase K und 10 pl DTT
folgte die 60-minttige Inkubation im 56°C warmen Wasserbad und abschliessend
bei 92° fur 8 min.

Im Falle der Abstriche 2, die bei ejakulationslosem Geschlechtsverkehr keine
Spermien tragen sollten, erfolgte nur der erste Inkubationsschritt mit 200 ul Chelex
und 10 pl Proteinase K unter Verzicht auf DTT. Es folgte die Wasserbadinkubation
und Zentrifugation wie oben beschrieben, sowie Weiterverwendung des

Uberstandes.

2.7.3 DNA-Extraktion aus Zentrifugat

Verwandt wurden die in Eppendorf-tubes tUbertragenen Pellets.

Drei Proben wurden einem adaptierten Differentielle Lyse - Protokoll unterzogen.
Die erste Inkubation mit 190 ul Chelex und 10ul Proteinase K erfolgte fir 60 min
bei 65°C und anschliessend fir 8 min bei 92°C. Nach Abnahme des Uberstandes
und Waschen des Pellets mit 300ul Aqua dest. wurde dieses mit 190ul Chelex, 10
ul Proteinase K und 10 ul DTT versetzt; die Inkubation wurde fir 30 min bei 65°C
und folgend fiur 8 min bei 92°C durchgefuhrt. Verwendet wurde ein

programmierbarer automatisiert heizender Schuttelinkubator.
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Die Differentielle Lyse des Uberwiegenden Anteils der Zentrifugatproben (Pellet 3)
erfolgte nach Herstellerangaben automatisiert mittels des DNA 1IQ™ Casework
Sample Kits auf dem Maxwell® 16 LEV Instrument (beides Promega Corporation,
Madison, WI, USA). Zusatzlich wurden sechs Vergleichsfingerlinge verwandt

sowie jeweils zwei Pellets der Zentrifugationsreihen gemass 2.5.5.

2.8 Polymerase chain reaction

2.8.1 PCR der DNA aus Wattetragerspuren
Extraktionsschritte s. 2.7.1
Es wurde autosomal das System Q8 angewandt (Loci Amelogenin, D3S1358,
FGA, THOl1, VWA, SE33, D8S1179, D18S51, D21S11 ), Y-chromosomal das
kommerziell erhaltliche Kit Powerplex Y (Promega, Madison,WI, USA), welches
die Loci DYS 19, DYS 385, DYS 389 I/ll, DYS 390, DYS 391, DYS 392, DYS 393,
DYS 437, DYS 438 und DYS 439 darstellt.
Pro Reaktionsansatz des Systems Q8 wurden 5 pl bidestilliertes Wasser, 0,7 pl
MgCl,, 0,3 pl BSA, 1, 25 ul Puffer, 1 ul Nucleotidmix, 0,5 pl Q8-Primermix, 0,4 pl
Tag-Polymerase und 2ul DNA-Extrakt verwandt. Ausnahmen stellten dabei die
Reaktionsansatze fiur Positiv- und Leerkontrolle dar. Die Positivkontrolle enthielt 1
pl einer 1:20 verdinnten kommerziell erhaltlichen mannlichen DNA sowie 6 pl
Aqua bidest.; der Leerkontrolle wurden 7 pl Agua und keinerlei DNA-Extrakt
hinzugegeben. Die restlichen Parameter blieben gleich.
Im Falle der Abstriche 2, bei denen der Uberstand zur PCR herangezogen wurde
(s. 2.6.1), wurden 3 pl Aqua bidest. und 4 ul DNA-Extrakt verwandt.
Die Reaktionsansatze fur Powerplex Y setzten sich zusammen aus jeweils 7,4 pl
Aqua bidest, 1,25 pl des dem Kit beigefugten Puffers (auch die Nucleotide
enthaltend), 1,25 pl Primermix, 0,4 pl Tag-Polymerase sowie 2 pl DNA-Extrakt.
Fur die Abstriche 2 wurden 5,4 pl Aqua bidest. und 4 pl DNA-Extrakt (Uberstand)
verwandt. Die Leerkontrolle enthielt 9,4 pl Aqua bidest. ohne jegliches DNA-
Extrakt; der Positivkontrolle wurden 8,4 pl Aqua bidest. und 1 pl einer 1:20

verdinnten kommerziell erhaltlichen mannlichen DNA.
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Die PCR fur das System Q8 wurde mit 30 Zyklen durchgefihrt. Die Denaturierung
erfolgte initial 11 min bei 95°C. In den 29 folgenden Zyklen wurde jeweils 1 min bei
93°C denaturiert, das Annealing jeweils 1 min bei 59°C, die Elongation 30 sec bei
72°C. Die abschliessende Elongation erfolgte fir 40 min bei 72°C. Im Anschluss
wurde der Reaktionsansatz zum Abschluss aller Prozesse auf 15°C abgekdhilt.

Die PCR fur das System PPY erfolgte mit 29 Zyklen. Die initiale Denaturierung
verlief zunachst fir 11 min bei 95°C, anschliessend fir 2 min bei 96°C. Es folgten
9 Zyklen mit jeweils 1 min Denaturierung bei 94°C, 1 min Annealing bei 60°C, 1
min 30 sec Elongation bei 70°C. In den anschliessenden 19 Zyklen wurde jeweils
1 min bei 90°C denaturiert; die Parameter fir Annealing und Elongation blieben
unverandert. Die finale Elongation wurde 30 min bei 60°C durchgefuhrt. Zum

Abschluss wurden die Reaktionsansatze auf 4°C abgekdhilt.

2.8.2 PCR der DNA aus Filtrat
Extraktionsschritte s. 2.7.2
Hier erfolgten ebenfalls zwei verschiedene PCR-Ansétze. Einerseits wurde das
System Q8 wie unter 2.7.1 beschrieben angewandt. Es wurden die gleichen
Volumina der Reagenzien verwandt, die Besonderheiten der Positiv- und
Leerkontrolle sowie der Abstrich 2 — Extrakte wurden wie beschrieben
bertcksichtigt. Die PCR lief unter den oben genannten Bedingungen.
Zur Amplifizierung y-chromosomaler Marker wurde das nicht kommerziell
erhaltliche System DYS 12 herangezogen, welches die Loci DYS 19, DYS 385
a/b, 388, DYS 389 I/ll, DYS 390, DYS 391, DYS 392, DYS 393, DYS 437, DYS
438 und DYS 439, zur Darstellung bringt und somit weitgehend dem PPY
entspricht. Hierbei wurden jedem Reaktionsansatz 3 pl Aqua bidest., 1 pl DNA-
Extrakt, 0,5 pl MgCl,, 0,3 pl BSA, 1.25 pl PCR-Puffer, 0,7 pl Nucleotidmix, 0,9 ul
Primermix sowie 0,4 pl Tag-Polymerase verwandt.
Im Falle der Abstriche 2, die nicht filtriert worden waren, wurde nur 1 pl Aqua
bidest., jedoch 3 pl DNA-Extrakt verwandt.
Die Positivkontrolle enthielt 3,5 pul Aqua bidest. und 0,5 pl der 1:20 verdinnten
mannlichen DNA. In die Leerkontrolle wurde keinerlei DNA-Extrakt gegeben,

jedoch 4 ul Aqua.



Die PCR-Bedingungen entsprechen denen wie auch beim System PPY
angewandt, wie unter 2.7.1 beschrieben.

2.8.3 PCR der DNA aus Zentrifugatprodukten
Extraktionsschritte s. 2.7.3
Wir verwandten das System Q8 (s.0.). Die Protokolle wurden leicht adaptiert, d.h.
weniger Nucleotidmix (0,5 pl) und mehr Primermix (0,75ul) verwandt. Wir

hantierten flexibel mit den eingegebenen DNA-Extrakt-Volumina (1 bzw. 5 pl).

2.9 DNA-Typisierung

Die STR-Typisierung erfolgte gemass den Vorgaben des Herstellers auf einem
handelslblichen vollautomatischen Sequenziergerat. Zusatzlich zur Ziel-DNA
wurde an zwei verschiedenen, beliebig einzustreuenden Stellen der
Sequenzierplatte eine Allelleiter mitsequenziert, welche je nach System
unterschiedlich ist. Anhand der Allelleiter orientiert sich im Anschluss die
computergestitzten Auswertung und Darstellung der sequenzierten DNA, um
diese den Loci zuordnen zu kénnen.

Vorbereitend wurde in den Vertiefungen der Sequenzierplatten jeweils 10 pl
Formamid und 0,5 pl Langenstandard vorgelegt, im Anschluss wurde jeweils 1 pl
PCR-Produkt bzw. Allelleiter hinzugeflgt.

Fur das System DYS 12 existiert keine Allelleiter.

Es folgte die STR-Typisierung im vollautomatisierten Sequenziergerat unter
Routinebedingungen.

Die Auswertung wurde computergestutzt mittels des Programmes GeneMapper©

vorgenommen. Die Darstellung des Profils erfolgte als Leiter.

2.10. Ethische Belange

Unter dem Aktenzeichen 308/2005 liegt die Zustimmung zu der hier

beschriebenen Studie durch die Ethikkommission der Medizinischen fakultat
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Heidelberg vor. Zur Prifung vorgelegt wurden das Studienprotokoll, Produkt- und
Probandeninformation sowie die prbandenbezogenen Fragebtgen und
Einverstandniserklarung. Es wurde darauf aufmerksam gemacht, dass die
ethische und rechtliche Verantwortung bei der Studienleitung und allen
teilnehmenden Arzten liegt. Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
Heidelberg arbeitet geméss den nationalen gesetzlichen Bestimmungen und den
ICH-GCP-Richtlinien. lhren Beratungen liegt die mafl3gebende Deklaration des

Weltérztebundes von Helsinki zugrunde.

2.11. Materialverzeichnis

Auswaschen und Filtration
Gerate/Arbeitsmaterial

* Fingerlinge zum DNA-Abstrich im Genitalbereich, steril verpackt —
Fuhrmann Verbandsstoffe, Much, Deutschland

* Forensic Swab XL in Transportrohre mit Beliftungsmembran, Sarstedt AG
und Co, Nimbrecht, Deutschland

» Latexhandschuhe Peha-soft® powderfree, Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

* Falcon — Gefasse 50 ml — Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

e Luer Spritzen 10 ml — Braun, Melsungen, Deutschland

* Mikroskopie — Objekttrager Polylysine®-Slides — Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland

* Mikroskopie — Objekttrager mit Mattrand, Paul Marienfeld GmbH und Co.
KG, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

» Mikroskopie — Deckglaser Starke No. 1, Paul Marienfeld GmbH und Co.
KG, Lauda-Konigshofen, Deutschland,

» Lichtmikroskop — Carl Zeiss, Jena, Deutschland

* Biofuge Primo Zentrifuge — Heraeus, Hanau, Deutschland

* Vortexer — IKA MS 1 S1, Alliance Analytical Inc., Fremont, CA, USA

* Pipette 200 ul — Eppendorf Comfortpette, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
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Pipettenspitzen 200 pl, steril -Biozym Scientifics, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Pipette 1000 pl - Eppendorf Comfortpette, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Pipettenspitzen 1000 pl, steril - Biozym Scientifics, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

S-Monovette Serum, Sarstedt AG und Co, Nimburg, Deutschland
Multi-Adapter, Sarstedt AG, Nimburg, Deutschland
Spritzenvorsatz—Filterhalter — Whatman Schleicher und Schll Giber Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Rotilabo® — Rundfilter, quantitativ, Nitrocellulose, Porengrosse 8 um,
Durchmesser 5.5 cm — Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Vivaclear® Centrifugal filters - Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen,
Deutschland

Baktolin pure wash Seife, Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Reagenzien

Natriumchlorid fir Analyse — Applichem, Darmstadt, Deutschland
HPLC-Wasser — J.T.Baker, Deventer, Holland

Merck — o — fix-Spray — Merck, Darmstadt, Deutschland
Hamatoxylin-Eosin-Farbeldsung, Merck, Darmstadt, Deutschland

Papanicolaou-Farbelésung, Merck, Darmstadt, Deutschland

DNA-Extraktion und PCR
Geréate/Arbeitsmaterialien

Latexhandschuhe, Peha-soft® powderfree, Paul Hartmann AG,
Heidenheim, Deutschland

Kichenticher, dm-drogerie markt GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Eppendorf-Reaktionsgefasse (1.5 ml) — Biozym, Scientifics, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Pinzette

Kleine Schere

a7



Eppendorf-PCR-Reaktionstubes, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

TS 1 Thermo Shaker — Biometra, Gottingen, Deutschland

Zentrifuge Biofuge primo — Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermocycler — Biometra, Goéttingen, Deutschland

Maxwell® 16 LEV Instrument - Promega corporation, Madison, WI, USA
DNA Sequenziergerat ABI 300- Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
GeneMapper® Software — ABI, Carlsbad, CA, USA

Personal Computer MAC - Apple

Reagenzien
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Ethanol zu Desinfektionszwecken, Merck, Darmstadt, Deutschland
Destilliertes Wasser, Merck, Darmstadt, Deutschland

Chelex 100 Resin — BioRad, Hercules, CA, USA

Proteinase K (10 mg / ml dest. H20) — GENial, Troisdorf, Deutschland
DL-Dithiothreitol — Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

DNA IQ™ Casework sample kit for Maxwell® 16 — Promega corporation,
Madison, WI, USA

Primermix Q8

Powerplex Y - Promega, Madison,WI, USA

Primermix fur Y-STR’s

Nucleotide, Merck, Darmstadt, Deutschland

Mannliche DNA / Leerkontrolle

Tag-Polymerase Gold — Roche, Mannheim, Deutschland

PCR-Puffer — Roche, Mannheim, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA) — Boehringer, Ingelheim, Deutschland
Magnesiumchlorid - Roche, Mannheim, Deutschland

Allelleiter Q8 — Serac, Bad Homburg, Deutschland

Internationaler Langenstandard ILS-500-ROX (Q8) - Serac, Bad Homburg,
Deutschland

Power Plex Y Kit — Promega, Wisconsin, IL, USA

Internationaler Langenstandard ILS 600 (PPY) — Serac, Bad Homburg,
Deutschland

Formamid — Applied Biosystems, Foster City, CA, USA



2.12. Statistische Auswertung

Erfasst wurden die gesichteten Spermien pro Gesichtsfeld in der mikroskopischen
Durchmusterung der Objekttrager. Die Datenerfassung und - darstellung erfolgten
mittels Microsoft Excel. Gezeigt werden Balkendiagramme mit Darstellung des
Mittelwertes, also die durchschnittiche Spermienzahl die sich unter
Bertcksichtigung der durchmusterten Gesichtsfelder ergibt. Bzgl. der Proben, die
dem ursprunglichen Vergleichsarm zugeordnet waren (s.Tabelle 1), lagen pro
Fingerling zwei Praparate vor (unterschiedliche Farbungen), hier wurden also 2 x
10 GF bertcksichtigt; bei den Proben des Methodenarmes wurde auf die zweite
Farbung verzichtet, daher existieren 1 x 10 GF pro untersuchtem Fingerling. Da
fur unsere Fragestellung auch die Erfassung vereinzelter Spermatocyten wichtig
war, entschieden wir uns nicht fur die Angabe des Medians, da er dies maskieren
wirde.

Die Auswertung basierte, da der Focus der Studie die Methodenentwicklung war,
auf Casuistiken (jeweils Einzelfallbetrachtung jeder Fingerlingprobe).

Verzichtet  wurde auf  Testverfahren zur  Gegenuberstellung der
Zellseparationsmethoden, da unterschiedliche Fingerlinge verwendet wurden und
somit die Ergebnisse nur mit Vorsicht gewertet werden kénnen. Zudem erfolgte
kein statistischer Vergleich mit Daten aus der Literatur aufgrund unserer jeweils
deutlich geringeren Fallzahl.
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3. Ergebnisse

3.1 Daten zu den Studienteilnehmern

Von den insgesamt zehn teilnehmenden Paaren des Vergleichsarms waren drei
bereit, zumindest teilweise zwei Abstrichreihen durchfihren zu lassen. Alle zehn
Frauen befanden sich im gebarfahigen Alter. Eine der doppelt teilnehmenden
Frauen verhitete zum Zeitpunkt einer Reihe nicht und wurde schwanger, sodass
sie zum Zeitpunkt der zweiten Reihe bei Abstrich 3 schwanger und bei den
weiteren bereits Mutter war, jedoch wieder mit oralen Antikonzeptiva verhitete.
Daruiber hinaus verhiteten sechs weitere Frauen mit der Pille, eine weitere
benutzte keinen Empfangnisschutz. Eine Studienteilnehmerin verwendete einen
intravaginal liegenden Hormonverhitungsring; eine Probandin verhitete mit einer
einliegenden Hormonspirale.

An anatomischen Besonderheiten wurde bei einer Probandin eine Rectozele
(Vorwolbung des Mastdarms gegen die Vaginalcavitat von dorsal) festgestellt, bei
einer weiteren eine Portioektopie (physiologische Normvariante mit Ausstulpung
von Cervixschleimhaut in die Vagina).

Vier der zehn teilnehmenden Manner waren beschnitten. Bei keinem lagen eine

Azoospermie oder Zustand nach Vasektomie vor.

Alle vier Probandinnen des Methodenarmes waren zur mehrfachen
Spurensicherung bereit. Alle Frauen waren im gebarfahigen Alter, in einem Fall
lag zum Zeitpunkt der Abstricherstellung eine Schwangerschaft vor. Alle tbrigen
Frauen verhiteten mit oralen Antikonzeptiva. Bei einer der Probandinnen lag eine
Portioektopie vor.

Einer der vier teiinehmenden Manner war beschnitten. Eine Azoospermie oder

vorgenommene Vasektomie war nicht bekannt.

3.2 Mikroskopie

Wir focussierten im Wesentlichen die lichtmikroskopische Durchmusterung als

Nachweisinstrument fir das Vorhandensein verwertbarer mannlicher Spuren.
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Hauptaugenmerk legten wir auf die Vergleichsfingerlinge Abstrich 1 und Abstrich 3

(postkoitale Intervalle 24 +/- 4 sowie 66 +/- 6 Stunden) (n=20, 15 davon nach GV

mit Ejakulation) und Fingerlingabstriche aus dem Methodenarm (n=32),

insbesondere die Fingerlinge, die der Zentrifugationsmethode zugeordnet wurden
(n=13). Vier der Vergleichsfingerlinge wurden nach einem Zentrifugationsprotokoll
verarbeitet,

Von allen Fingerlingen, einschliesslich der noch vor Optimierung der
Verarbeitungsprozesse, wurde bei einer Gesamtzahl von n=52 auf n=44
Spermien lichtmikroskopisch dargestellt . Im Einzelnen betraf dies 15 der 20
arztlich erstellten Vergleichsfingerlinge (Uberwiegend Filtrationsmethode per
Spritzenvorsatz, in 4 Fallen per Zentrifugationsmethode) (75%) und 29 der 32
durch Probandinnen bereitgestellten Fingerlinge (vorlaufige Filtrations- und spater
Zentrifugationsmethode) (90,6%). Jeder dieser Fingerlinge erfasste einen GV mit
Ejakulation.

Insgesamt funf Fingerlinge des Vergleichsarms bildeten einen GV ohne
Ejakulation ab, sodass ein Spermienfund nicht zu erwarten war. Dennoch zeigte
sich einer dieser Fingerlinge (F2/009) spermienpositiv, was einem
vorangegangenen GV zuzuordnen ist. Dieser lag nach Angaben der Probandin
drei Tage =zurick. Von drei vermeintlich spermienfreien Fingerlingen des
Methodenarmes wurden ebenfalls auf einem Exemplar (P 1lI) Spermien gesichert.
Hier lag der entsprechende GV nach Angaben der Probandin ungefahr 62
Stunden zurtick. Im Anschluss an diesen GV hatte die Probandin bereits einen
Abstrich erstellt. Die entsprechende Spur wurde ausgewaschen und hieraus
zunachst Cytologiepraparate erstellt, die nicht vorliegen (Verlust des Praparates).
Danach erfolgte die Filtration tber die selbstgebaute Vorrichtung, die erstellten
Praparate waren allerdings nicht auswertbar, da leer. Wie spéater beschrieben,
liegt hier sehr wahrscheinlich bei Verwendung unbeschichteter Objekttrager ein
unerwiinschtes Abspllen der Zellen durch den Farbeprozess vor. Uber den
Spermiennachweis nach diesem Geschlechtsverkehr kann daher keine Aussage
getroffen werden. Jedoch sahen wir, dass es mdglich ist, Spuren nach einem
grosseren Intervall zu sichern, obwohl schon einmal durch eine Abstricherstellung

Mischspurensekret entnommen worden war.
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3.2.1 Mikroskopie der Wattetrager
Die Mikroskopie der herkbmmlichen Wattetragerpraparate erfolgte, da es sich um
eine etablierte Methode handelt, nur exemplarisch anhand des Sets Nr. 003.
Jedoch wurden hier in jeweils 10 Gesichtsfeldern, den insgesamt 8 Praparaten
zugeordnet, keine Spermien gesichtet, was mit dem Befund der zugeordneten
Fingerlinge korrelierte. F2/003 mit den zugehérigen Wattetragerabstrichen liel3, da
der entsprechende GV ohne Ejakulation verlaufen war, keinen Spermienfund

erwarten.

3.2.2 Unbehandelte Fingerlinge
Unbehandelt blieben die Fingerlinge Abstrich 2. Bei gemald Vorgabe fehlender
Ejakulation waren hier keine Spermien in der lichtmikroskopischen Untersuchung
zu erwarten. Sie wurden daher weder durch Filtration oder Zentrifugation
vorbehandelt.
Es lagen funf Fingerlinge vor. Bzgl. vieren waren jeweils 10 Gesichtsfelder in den
zwei unterschiedlich gefarbten Préparaten wie erwartet spermienleer. Die

Ausnahme bildet Exemplar F2/009. Im HE-geférbten Praparat wurden in 10

Gesichtsfeldern insgesamt drei Spermien gesehen. Nach Angaben der Probandin

hatte der vorletzte Verkehr insgesamt drei Tage vor der
Fingerlingabstricherstellung stattgefunden. Es ist daher anzunehmen, dass die

aufgezeigten Spermien diesem GV entstammen und der Fingerling somit eine

Spur nachwies, die ungefahr drei Tage vor der Spurensicherung eingegeben

wurde.

3.2.3 Filtration per selbstgebauter Vorrichtung
Diese orientierende Filtrationsreihe stand am Beginn unserer Arbeit. Es wurden 21

Fingerlinge aus dem Methodenarm verwendet, mit denen die insgesamt funf

Probandinnen eigenstandig die Spurensicherung zu flexibel festgelegten

postkoitalen Zeitpunkten (s. Tab. 1) durchgefiihrt hatten. Von den insgesamt 18

Spuren, denen GV mit Ejakulation vorausging, waren 15 spermienpositiv (83,3%).
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Im Schaubild nicht dargestellt sind die cytologischen Ergebnisse der Fingerlinge P
II, P 1l und K 4. Alle Spuren waren nach einem GV ohne Ejakulation verlaufen und
lieBen daher keine Spermienfunde erwarten, was auf zwei Fingerlinge auch zutraf.
Die Ausnahme bildete jedoch P Ill. Hier wurden in insgesamt 10 Gesichtsfeldern

zwei Spermien gefunden, die dem vorletzten GV zuzuordnen waren. Nach

Angaben der Probandin hatte dieser ca. 62 Stunden im Vorfeld stattgefunden.
Auch nach jenem hatte die Probandin einen Fingerlingabstrich erstellt (aufgrund
der Insuffizienz der Préaparate ist hier der Spermiennachweis unklar). Hier wies der

Fingerling noch ca. 62 Stunden postkoital und dariber hinaus bei zwischenzeitlich

bereits erfolgter Spurensicherung noch eine verwertbare Spur nach.

In den Abbildungen 1 und 2 sind die Fingerlinge nach postkoitalem Intervall
geordnet (Tabelle 1 zu entnehmen).

Beachte: Bzgl. der Praparate Jun 01, Jun 02, Jun 03 und Jun 04 waren die
detektierten Spermienzahlen so hoch dass sie nicht mehr zahlbar waren

(.massenhaft”). Dies lasst sich im Balkendiagramm nicht darstellen.

30-
251
201

SpIGF (MW) 151
10—

Jun01l Jun02 Jun03 PVI Test7 Jun04 Jun05 Jun06 Testl3 Pl
Probe

B Prap
vor Fil

OPrap
nach
Fil

Legende: F- Filtration; GF- Gesichtsfeld; Jun- probenspezifische Betitelung; MW- Mittelwert; Prap

— Praparat; Sp — Spermien; Test- probenspezifische Betitelung

Abbildung 1 Orientierende Filtration. Eigenstandige Spurensicherung mit postkoitalen Intervallen
bis 21 Stunden
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Ad Abbildung 1: (Tabelle im tabellarischen Anhang)
Es sind zehn Fingerlingspuren der postkoitalen Intervalle finf Minuten bis 21

Stunden erfasst.

Das Cytologiepraparat zur unfiltrierten Auswaschung des Exemplars P VI fehlt.
Cytologiepraparat P | nach Filtration zeigte sich bei der Durchmusterung
vollstandig leer.

Alle erfassten Fingerlinge wiesen Spermien auf; in zwei Fallen (P V und Test 13)

lagen auch vereinzelt begeisselte Spermien vor. In finf Fallen konnte durch den
noch nicht ausgereiften Filtrationsprozess die Zahl der darstellbaren Spermien
erhoht werden (Jun 01 bis Jun 04 sowie Test 13), in einem Fall blieb sie konstant
(Jun 06); eine Verschlechterung der Darstellbarkeit wurde in zwei Féallen gesehen
(Jun 05, Test 7). Zwei Fingerlinge sind dahingehend nicht beurteilbar, da jeweils
ein Cytologiepraparat fehlte oder vollstandig leer war (P VI, P 1).

Die Waschungen der Fingerlinge Juni 01, 02 und 03 vor Filtration waren
durchschnittlich gut zu durchmustern; die Sichtung der Spermien gelang
ausreichend gut. Nach der Filtration waren in den zugehdérigen Praparaten keine
Vaginalepithelien mehr vorhanden, was die Sichtung der Spermien erheblich
vereinfachte. Die Spermienzahl vervielfachte sich aus diesem Grunde. Gleiches
trifft auf Exemplar Juni 04 zu. Der Effekt war hier noch deutlicher ersichtlich. Bei
Fingerling Test 13 wurde dieses Phanomen mit Blick auf die Dichte der
Vaginalepithelien deutlich ausgepragter beobachtet: Waren im Cytologiepraparat
vor Filtration aufgrund einer sehr hohen Epitheliendichte nur sehr erschwert und in
geringer Anzahl Spermien zu sehen, wurde dies durch die Filtration deutlich
verbessert. Auch hier konnten die Epithelien vollstandig entfernt werden.
Fingerlinge Test 7 und Juni 05 zeigten primar eine sehr erschwerte bzw.
durchschnittlich gute Auswertbarkeit, was in beiden Féllen jeweils wieder durch die
Dichte der Vaginalepithelien bedingt war. Bei beiden Exemplaren waren die
Cytologiepraparate nach Filtration erheblich besser zu durchmustern bei nun
fehlenden Epithelien, die Zahl der detektierten Spermien war jedoch

verschlechtert, was auf eine generell geringere Spermienzahl schliessen lasst.
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B Prap vor
Fil

Sp/GF (MW)

OPrap nach
Fil

ORMNMPLEITOND

K3 JL24 F3 K5 F5 PV K1 K2
Probe

Legende: F- Fingerling, Fil- Filtration; GF- Gesichtsfeld; JL sowie K- probenspezifische Betitelung;
MW- Mittelwert; P- probenspezifische Betitelung; Prap- Praparat; Sp- Spermien

Abbildung 2 Methodenarm: Orientierende Filtration. Eigenstandige Spurensicherung mit
postkoitalen Intervallen 24 bis 96 Stunden

Ad Abbildung 2: (Tabelle im tabellarischen Anhang)
Es sind acht Fingerlinge der postkoitalen Intervalle 24 bis 96 Stunden erfasst.

Die Cytologiepraparate nach Filtration fehlen in den Féllen JL 24, F3 sowie F5,
sodass hier keine Vergleiche madglich sind. Praparat P V nach Filtration war
vollstandig leer, Praparate K1 und K2 nach Filtration nahezu. Dies wurde erneut
den nicht beschichteten Objekttragern und daher dem Abwaschfehler
zugeschrieben.

Sowohl K3, JL 24 als auch F3 bilden ein 24-stindiges postkoitales Intervall ab.
Trotz unterschiedlicher Probandenpaare und auch unterschiedlich guter
Durchmusterbarkeit (bei K3 massive Uberlagerung durch Scheidenepithel; F3
zufriedenstellend zu durchmustern) ergeben sich hier bei K3 und F3 sehr ahnliche
Werte; ein Vergleich der Praparate nach Filtration beider Fingerlinge ist leider
nicht moglich, da F3 fehlt. Zumindest bei K3 erbrachte die Filtration jedoch keine
Verbesserung der Ubersichtlichkeit. JL 24 zeigte bei gleichem Intervall (iberhaupt
keine Spermien.

Sowohl K5 als auch F5 sind Spuren bei 49,5-stiindigem postkoitalem Intervall. Sie
entstammten unterschiedlichen Studienteilnehmern; der Spermiennachweis war
vergleichbar ausgepragt bei erneut unterschiedlich guter Durchmusterbarkeit — K5
war massiv Uberlagert mit Scheidenepithel, F5 hingegen gut durchmusterbar.
Wahrend K1 mit 59,5 Stunden zumindest noch eine Samenzelle nachzuweisen

vermochte, gelang dies K2 mit 96 Stunden postkoitalem Intervall nicht mehr.
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3.2.4 Filtration per Spritzenvorsatzfilter
Es lagen 18 solcher Art behandelter Fingerlinge vor. Davon entstammten 17 dem

Vergleichs- und zwei dem Methodenarm. Insgesamt konnte bei 14 Fingerlingen

ein positiver Spermienbefund erhoben werden (82,4 %). In einem dieser Félle war
dies erst nach Filtration mdglich (F3/007).
Beachte: der Datenpunkt fur F1/009 vor Filtration liegt bei 23,5. Aus Grinden der

Ubersichtlichkeit liessen wir jedoch nur die Darstellung bis Datenpunkt 9 auf der y-

Achse zu.

Sp/GF (MW)

F1/007 F1/009 F1/010 F1/011 F1/012 F1/013 F1/014 F1/015 F1/016 F1/018 KK1
Probe

Legende: F- Fingerling, Fil- Filtration; GF- Gesichtsfeld; KK- probenspezifische Betitelung; MW-
Mittelwert; Prap- Praparat; Sp- Spermien

Abbildung 3 Vergleichsarm: Arztlich gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall 24 +/-4 Stunden
bzw. 24 Stunden bei eigenstandiger Spurensicherung durch Probandin (KK1/Methodenarm)

Ad Abbildung 3: (Tabelle im tabellarischen Anhang)

Von insgesamt 11 Praparatpaaren sind mehrere nicht zu Vergleichen
heranzuziehen, da die Praparate nach Filtration nicht vorlagen oder aufgrund des
erwahnten Abspulfehlers kaum Zellen aufwiesen (hier waren tberwiegend die HE-
Praparate betroffen). Fur die verbleibenden 7 gilt, dass durch Filtration tGber den
Spritzenvorsatzfilter die detektierbare Spermienzahl eher reduziert wird. In einem
Fall (F1/011) verbesserte sich die Darstellbarkeit, in einem blieb sie konstant
(KK1).
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Insgesamt war die Spermiendichte in den Cytologiepraparaten vor Filtration im
Vergleich zu denen der Methodenfingerlinge aus Schaubild 2 eher verschlechtert.

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12
Sp/GF (MW) 0,1

0,08 B Préap vor Fil
0,06

0,04 O Prap nach Fil
0,02

0
F3/003 F3/007 F3/009 F3/010 F3/014 F3/018 KK2

Probe

Legende: F- Fingerling, Fil- Filtration; GF- Gesichtsfeld; KK- probenspezifische Betitelung; MW-
Mittelwert; Prap- Praparat; Sp- Spermien

Abbildung 4 Vergleichsarm: Arztlich gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall 66 +/-6 Stunden
bzw. 48 Stunden bei eigenstandiger Spurensicherung durch Probandin (KK2 Methodenarm)

Ad Abbildung 4: (Tabelle im tabellarischen Anhang)

Von 7 Préparatpaaren lagen in einem Fall die Objekttrager nach Filtration nicht

vor. Ansonsten waren die Postfiltrationspraparate aufgrund des Abspilfehlers und
der Schwache der Filtrationsmethode wie bereits erwdhnt nicht aussagekraftig.
Vergleiche lassen sich somit nicht ziehen. Einzig bei Fingerling F3/014 war nach
Filtration das Auffinden der Spermien deutlich erleichtert, da die Vaginalepithelzahl
und —dichte im Vergleich zum Cytologiepraparat vor Filtration deutlich verringert
war.

Generell war die Spermienzahl gering, was mit dem verlangerten postkoitalen

Intervall korreliert.
Wahrend der manuell durchgefuihrten Filtration (Zeitaufwand!) bemerkten wir, dass

das Driucken des Stempels deutlich schwerer wurde, sobald ein grésserer Anteil

der Waschflussigkeit aus der Spritze filtriert worden war.
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3.2.5 Filtration per Vivaclear®-System
Um einen groben Uberblick (iber die Spermiendichte zu erhalten, musterten wir
die ungefilterten Praparate Purl (Ejakulat) und Mix 1 bis Mix 7 (artifizielle
Praparate) sowie exemplarisch die Cytologiepraparate Mix 1 und Testl (durch

Probandin gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall 24h) vor und nach Filtration.

2,51
2.
1,5¢
Sp/GF (MW)
B Prap vor Fil
O Prap nach Fil
Purl Mix1 Testl
Probe

Legende: Fil- Filtration; GF- Gesichtsfeld; MW- Mittelwert; Prap- Praparat; Sp- Spermien

Abbildung 5 Vorangehende Laufe mittels Vivaclear

Wie aus Abbildung 5 (Tabelle im tabellarischen Anhang) ersichtlich, waren im
Filtrat keine Spermien detektierbar. Wir vermuteten daher auch hier, dass die

Zellen im Filter aufgehalten werden.

15 Vergleichsfingerlinge aus arztlicher Spurensicherung und ein_eigenstandig

erstellter Methodenfingerling (JL20; postkoitales Intervall 20 Stunden) wurden

herangezogen. Der Auswaschprozess erfolgte unter Verwendung von ca einem ml
handelsublicher Seife, wobei die Vergleichsfingerlinge somit das zweite Mal
ausgewaschen wurden. Wir mikroskopierten Praparate vor und nach dem

Filtrationsprozess sowie Abklatschpraparate des Filters. Insgesamt 12 der 16

Fingerlinge konnten als spermienpositiv befundet werden (75 %); davon gelang in
zwei Féllen die Spermiendetektion nicht aus dem Ursprungs-, jedoch aus dem
Abklatschpraparat, sodass hier bei geringer Spermienzahl die Aufkonzentration

gelang.
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4,5+
4-
3,51
3-
25 B Prap vor
Sp/GF (MW) Fil
2 OPrap
1,51 nach Fil
14 O Abklatsc
0,51 h
oL

JL20 F1/007 F1/009 F1/010 F1/011 F1/012 F1/013 F1/014 F1/016 F1/018
Probe

Legende: F- Fingerling, Fil- Filtration; GF- Gesichtsfeld; JL- probenspezifische Betitelung; MW-
Mittelwert; Prap- Praparat; Sp- Spermien

Abbildung 6 Vergleichsarm: Arztlich gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall 24+/-4 bzw. 20
Stunden bei eigenstandiger Spurensicherung durch Probandin (JL20/Methodenarm)

Ad Abbildung 6:(Tabelle im tabellarischen Anhang)

In allen Fallen zeigten sich die Cytologiepraparate des entstehenden Filtrats

ausgepragt zellarm bis vollstandig zelllos, Spermien waren in keinem der Félle zu
sehen. Auf den Abklatschpréaparaten hingegen wurden neben Spermien Epithelien
unterschiedlicher Dichte gesehen. Die Auswertbarkeit der Abklatschpraparate war

in allen Fallen gut.

Die Praparate des Abstriches F1/016 zeigten gar, dass im Praparat vor Filtration
keinerlei Spermien detektiert werden konnten, die sehr hohe Dichte der
Vaginalepithelien verhinderte dies. Im Abklatschpraparat des Filters hingegen
gelang der Spermiennachweis. Die Zelldichte war weiterhin hoch, jedoch
verringert, sodass die Durchmusterung einfacher durchgefuhrt werden konnte. In
einigen Fallen waren die Praparate vor Filtration (F1/013, F1/014, F1/016, JL20)
aufgrund der sehr hohen Dichte an Zellen nur mit hohem Zeitaufwand zu

durchmustern.

Beachte: Die Vergleichsfingerlinge waren hier ein zweites Mal ausgewaschen

worden; dennoch waren weiterhin Zellen sichtbar.
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Legende: F- Fingerling, Fil- Filtration; GF- Gesichtsfeld; MW- Mittelwert; Prap- Préaparat; Sp-
Spermien

Abbildung 7 Vergleichsarm: Arztlich gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall 66 +/- 6 Stunden

Ad Abbildung 7: (Tabelle im tabellarischen Anhang)

Korrelierend mit dem deutlich erhéhten Intervall zwischen GV und
Spurensicherung war in der Mehrzahl der Praparate kein Spermienfund mdglich,
wobei die Befundung der Cytologiepraparate zusatzlich durch die hohe
Epitheldichte mit massiver Uberlagerung erschwert wurde (F3/009, F3/010). Die
Abklatschpraparate waren allesamt besser zu durchmustern, da die Filtration zu
einer deutlichen Reduktion der Zelldichte gefuhrt hatte. Spermien konnten jedoch
nur in zwei der sechs Fingerlinge gefunden werden. In allen Fallen blieben die das
Filtrat darstellenden Praparate ohne Spermienfund und generell sehr zellarm.
Beachte Fingerling F3/014: Hier gelang als Sonderfall dieser Reihe im Praparat
vor Filtration und im Abklatschpraparat der Spermiennachweis sehr gut. Die

Vaginalepitheldichte war auch im Ursprungspraparat nicht stérend hoch.

3.2.6 Zentrifugatpraparate
Es kamen Mikroskopiepréaparate der artifiziellen Spuren (AS 1, AS2) sowie eine
eigenstandig durch die Probandin gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall von
zwei Stunden (UHU2) zum Einsatz.
Die Auswaschprozesse erfolgten unter Verwendung von ca. ein ml

handelslblicher Flussigseife gemass 2.5.5. Das Schaubild zeigt jeweils die
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durchschnittliche Spermienzahl pro Gesichtsfeld aus den Pellets nach dem
Zentrifugationsschritt. Die Vaginalepithelien sind im Schaubild nicht erfasst.

Beachte: Bzgl. der Mikroskopiepraparate UHU 2 bei 300, 500, 800, 1300 und 2000
U/min lagen Spermien in einer derart hohen Dichte und Zahl vor, dass sie nicht

einzekn zahlbar waren (,massenhaft). Dies lasst die Schaubilddarstellung nicht zu.

100+
80
60-

Sp/GF (MW) mAS1
401 OAS?2
20+ OUHU2

0- ." —ﬂ—ﬁﬂpﬂpﬂ'

300 500 800 1300 2000 3000 4000 5000 6000

U/min

Legende: AS- probenspezifische Betitelung; min- Minute; MW- Mittelwert; Préap- Préparat; U-
Umdrehungen; UHU- probenspezifische Betitelung; Sp- Spermien

Abbildung 8 Methodenarm: Zentrifugationsreihe

Ad Abbildung 8: (Probenbezogene Tabellen im tabellarischen Anhang)

Die Vaginalepitheldichte des genuinen Praparates UHU2 (postkoitales Intervall
zwei Stunden) war deutlich héher verglichen mit denen der artifiziellen Spuren
AS1 und AS2. Nach Zentrifugation bei 500 U/min nahm sie deutlich ab. Eine
weitere Reduktion der Epithelien wurde sichtbar nach Zentrifugation bei 1300
U/min. Die Detektierbarkeit der Spermien wurde dadurch jeweils deutlich
erleichtert. Bei den artifiziellen Spuren sahen wir die erste deutliche Dezimierung
nach Zentrifugation bei 800 U/min.

In allen Praparaten war nach Zentrifugation bei 3000 U/min nahezu kein Epithel
mehr sichtbar.

Die durchschnittlich detektierbare Spermienzahl nahm ebenfalls bei Zentrifugation

mit 3000 U/min ausgepragt ab. Offensichtlich zeigt sich hier kein weiterer Vortell
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mehr, vielmehr kommt es zum Spermienverlust, da bei Verwerfen des Pellets das

darin befindliche Gros der Spermien entfernt wird.

3.2.7 Kombinierte Methodik

Wir verwandten drei in_Eigenregie gesicherte Fingerlingspuren (postkoitale

Intervalle 34, 37 und 50 Stunden) des Vergleichsarms gemass 2.5.6.

Auf allen drei Fingerlingen wurden reichlich Spermien nachgewiesen.

1,61
1,44
1,24
11 "
B Prap nach
Sp/GF (MW) 0,8 Zentr 1
0,61 OPrap nach
Zentr 2
0,41 O Abklatsch
0,27
04 B Filtrat
JL 34 JL37 JL50
Probe

Legende: GF- Gesichtsfeld; JL- probenspezifische Betitelung; MW- Mittelwert; Prap- Praparat; Sp-
Spermien; Zentr- Zentrifugationsschritt

Abbildung 9 Methodenarm: Kombinierte Methodik (zwei Zentrifugationen plus Abschlussfiltration)

Ad Abbildung 9: (Tabelle im tabellarischen Anhang)
Die Auswertung der Praparate nach erster Zentrifugation waren in allen Fallen

durch ausgepragte Uberlagerung bei hoher Zelldichte stark erschwert bis nahezu
unmdglich; hier hatte sich vor allem das Vaginalepithel im Pellet gesammelt und
wurden dadurch zu einem Grossteil entfernt. Die zweite Zentrifugation fihrte in
allen Fallen zu deutlich verbesserter Durchmusterbarkeit, was sich in der oben
dargestellten erhobenen Spermienzahl klar widerspiegelt: Die Epithelien waren
bereits entfernt, sodass der zweite Zentrifugationsschritt zur Aufkonzentrierung der
Spermien fuhrte. Dennoch verbleibt ein geringer Anteil der Spermien auch nach
der hochtourigen Zentrifugation im Uberstand. Dies wurde ersichtlich, nachdem
die Filtration des letzten Uberstandes weiterhin zum Auffangen von Spermien auf
den Filtern fuhrte.

Die Filtratpraparate waren erneut allesamt vollstandig zellleer.
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Die Zahl der detektierten Spermien Kkorreliert mit dem postkoitalen
Spurensicherungsintervall. Beachte, dass nach 50 Stunden noch zahlreich
Spermien gefunden wurden! Vereinzelte noch begeisselte Spermien waren sowohl

im Praparat 37 Stunden als auch 50 Stunden postkoital auffindbar.

Wir verwandten vier arztlich gesicherte Vergleichsfingerlingspuren (postkoitales

Intervall 24 bzw. 66 Stunden) in erstmaliger Auswaschung (Abbildung 10) und
neun durch Probandinnen erstellte Fingerlinge des Methodenarmes gemass 2.5.6.

mit zusatzlichem Zentrifugationsschritt. Die postkoitalen Intervalle lagen bei neun
bis 47 Stunden (Abbildung 11). Auf eine Praparaterstellung aus Filter und Filtrat
wurde verzichtet.

Elf von insgesamt 13 Fingerlingen waren positiv zu befunden (84,6%), dies

umfasst alle neun der durch Probandinnen erstellten Abstriche.

3.
2,51
2.
Sp/GF (MW) 1,51 B Prap nach
1. Zentr 1
O Prap nach
0,51 Zentr 2
0.4 O Préap nach
F1/004 F1/006 F3/004 F3/006 Zentr 3

Probe

Legende: F- Fingerling; GF- Gesichtsfeld; MW- Mittelwert; Prap- Praparat; Sp- Spermien; Zentr-
Zentrifugationsschritt

Abbildung 10 Vergleichsarm: Arztlich erhobene Abstriche der postkoitalen Intervalle 24 +/-4 bzw.
66 +/-6 Stunden (Zentrifugationsreihe)

Ad Abbildung 10: (Tabelle im tabellarischen Anhang)

Fingerlinge F1/004 und F3/004 wiesen sowohl vor als auch nach der

Zentrifugation keine Spermien und kaum weibliche Zellen auf. Hinsichtlich
Fingerling F1/006 und F3/006 waren in beiden Fallen die ersten Praparate
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aufgrund massiver drangender Zelliberlagerung und ausgepréagt hoher Zellzahl
kaum auswert- und Spermien nicht detektierbar. Schaubild und Tabelle zeigen
eine enorme Erleichterung der Auswertbarkeit der Praparate durch die
Zentrifugation.

Beachte: Der Datenpunkt fur KK 1 / Praparat nach Zentrifugation 1 liegt im
Unermesslichen aufgrund der massenhaften lichtmikroskopischen Darstellung der
Spermatocyten (nicht mehr zahlbar); der fur KK 1 / Praparat nach Zentrifugation 2
bei 17. Aus Grinden der besseren Darstellbarkeit liessen wir die y-Achse nur bis

Datenpunkt 10 zu.

10
B Prap
81 nach
61 Zentr 1
Sp/GF (MW) OPrap
nach
Zentr 2
21 OPrap
o+ nach
JL9 JL18 JL20 JL21 KK1 JL25 JL33 JL45 JL4v Zentr 3

Probe

Legende: GF- Gesichtsfeld; JL sowie KK- probenspezifische Betitelung; MW- Mittelwert; Préap-
Praparat; Sp- Spermien; Zentr- Zentrifugationsschritt

Abbildung 11 Eigenstandig entnommene Fingerlingspuren unterschiedlicher postkoitaler Intervalle
(KK1 entspricht 24 Stunden) (Zentrifugationsreihe)

Ad Abbildung 11: (Tabelle im tabellarischen Anhang)
Im Wesentlichen sind die Untersuchungen anhand der Methodenfingerlinge mit

den Ergebnissen aus Schaubild 10/Tabelle 10 vergleichbar. In den Fallen JL9, JL
25 und JL 45 konnte die Darstellbarkeit aus oben genannten Griinden deutlich
verbessert werden.

In den Fallen JL 18, JL 21, JL 33 und JL 47 war zumindest keine wesentliche
Verschlechterung zu sehen.

Der Ruckgang der Spermienzahl durch die Zentrifugationsschritte bei JL 20 und
KK1 ist nicht klar begriindbar. Auffallend war, dass bei JL 20 durch den ersten
Zentrifugationsschritt zwar die Epitheliendichte in den Préaparaten sehr gut

reduziert werden konnte, dennoch wenige Spermien detektierbar waren.
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Vergleiche mit JL 21; bei vergleichbarem postkoitalem Intervall und Spurenlegung
durch das identische Probandenpaar, war hier die Spermienzahl deutlich héher.
Praparat JL 20 zeigt jedoch durchgehend eine sehr hohe Granulocytenzabhl.

KK1 zeigt hier als Ausreisser aussergewohnlich hohe Zellzahlen. (Im genuinen
Praparat 20 Spermien pro Gesichtsfeld; nach erstem Zentrifugationsschritt 17).
Die Reduktion der Spermienzahl durch die Zentrifugationsschritte ist uns nicht

erklarlich.

In der Regel wiesen die Mikroskopiepraparate nach dem dritten
Zentrifugationsschritt kaum noch Epithelien auf. Sie wurden durch die zwei
vorangehenden Zentrifugationsschritte zuverlassig entfernt.

Man beachte, dass auch bei einem postkoitalen Intervall von 47 Stunden noch
leicht Spermien aufgefunden werden konnten, in einem vereinzelten Fall sogar
begeisselt.

Im Hinblick auf die postkoitalen Intervalle wurde hier ein deutlicher Riickgang des

Spermiennachweises im Zeitraum zwischen 25 und 33 Stunden gesehen.

3.2.8 Korrelation zum postkoitalen Spurensicherungsintervall
Es sind exemplarisch Mikroskopiepraparate aus Fingerlingspuren nach

Zentrifugation bei 1000 U/min aufgefuhrt.

Sp/GF (MW)

N

B Prap

o B N W A~ O
T X he .\ . 1

JL9 JL18 JL21 JL25 JL33 JL45 JL50 F3/006
Probe

Legende: F- Fingerling; GF- Gesichtsfeld; JL- probenspezifische Betitelung; MW- Mittelwert; Prap-
Préparat; Sp- Spermien; UHU- probenspezifische Betitelung
Abbildung 12 Korrelation zwischen Spermiendetektion und Intervall zwischen GV und

Spurensicherung
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Ad Abbildung 12: Es gelang der Nachweis von Spermien bis zu einem Zeitpunkt
von mindestens 66 +/- 6 Stunden nach erfolgtem GV mittels der
Fingerlingmethode (beispielhaft hier F3/006).

Es wird ein erster deutlicher Abfall der Spermienzahl in den ersten wenigen

Stunden und erneut in einem Zeitraum von 25 bis 33 Stunden deutlich.

3.2.9 Korrelation zur Verwendung von Detergentien
Es werden Mikroskopiepraparate des gleichen Fingerlings gegenubergestellt. Alle
Fingerlinge waren als Teil des Vergleichsarms bereits ein Mal ohne Seife
ausgewaschen worden und wurden als Teil des Methodenarms erneut verwendet.
Die zweite Auswaschung erfolgte mit Zugabe von ca. einem ml handelsublicher
Seife. Die Darstellung zeigt Praparate noch vor der Weiterverarbeitung durch
Filtration oder Zentrifugation.

SP/GF (MW)

B Prap
ohne
Seife

O Prap mit
Seife

F1/007 F1/009 F1/010 F1/011 F1/012 F1/013 F1/014 F1/016 F1/018
Probe

Legende: F- Fingerling; GF- Gesichtsfeld; MW- Mittelwert; Prap- Praparat; Sp- Spermien

Abbildung 13 Vergleichsarm: Arztlich erhobene Abstriche postkoitaler Intervalle 24 +/- 4 Stunden
ohne/mit Seifenzusatz im Auswaschprozess

Ad Abbildung 13: Die Darstellung zeigt, dass auch eine zweite Auswaschung noch

eine ausreichend grosse Ausbeute an verwertbarem Spurenmaterial zu erbringen
mag. In mehr als der Halfte der Falle konnte durch die zusatzliche Verwendung

von Seife die detektierte Spermienzahl sogar, u. U. sehr deutlich, erhéht werden.
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Legende: F- Fingerling; GF- Gesichtsfeld; MW- Mittelwert; Prap- Praparat; Sp- Spermien

Abbildung 14 Vergleichsarm: Arztlich erhobene Abstriche postkoitaler Intervalle 66 +/- 6 Stunden
ohne/mit Seifenzusatz im Auswaschprozess

Ad Abbildung 14: Im Falle der hoherintervalligen Vergleichsfingerlinge lag eine

ohnehin sehr geringe Nachweiszahl vor. Von hier verglichenen sechs Fingerlingen
waren bei vieren keinerlei Spermien nachzuweisen. Bei F3/009 konnte in der
ersten Auswaschung eine geringe Spermienzahl identifiziert werden, bei der
zweiten Auswaschung keine mehr. Es muss angenommen werden, dass die
ohnehin geringe Spermienzahl bereits vollstandig abgewaschen worden war.
Alternativ ist es mdglich, dass noch Spermien auf dem Fingerling befindlich waren,
jedoch eine Art der Aufkonzentration notwendig ist, um sie darstellen zu kdnnen.
Dies wurde auch durchgefuhrt. Schaubild 5 gibt Aufschluss: Bei der zweiten
Auswaschung waren alle Préparate beim Filtrationsprozess mittels der
Vivaclear®-Methode spermienleer, insbesondere das Filterabklatschpraparat blieb
leer.

F3/014 zeigt hier bei der zweiten Auswaschung mit Seife noch vor der
Aufkonzentration deutlich bessere Ergebnisse als nach der ersten Auswaschung.
Die Spur aus F3/014 wurde bei erster Auswaschung durch den
Spritzenvorsatzfilter filtriert. Hier fiel vor der Filtration eine enorme Uberlagerung
durch Vaginalepithelien auf, die die Auswertung ausgepragt erschwerten. Nach
Filtration waren die Préparate deutlich besser beurteilbar (Schaubild 4). Nach
zweiter Auswaschung wurde die Spur aus F3/014 durch die Vivaclear®-Methode
behandelt. Hier fiel vor dem Filtrationsprozess schon eine deutlich reduzierte
Vaginalepitheldichte auf, verglichen mit der in den Praparaten der ersten
Auswaschung: es war also in der ersten Auswaschung zu einem geringen

Spermien- und hohen Vaginalepithelienverlust gekommen.
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3.3 Interpretation der Ergebnisse

Bezugnehmend auf die Fragen aus Kapitel 1.8 sollen die Ergebnisse

zusammengefasst werden.

Wie kann die Mischspur zuverlassig vom Spurentrager abgetrennt werden?

Eine Auftrennung der Fingerlinge in kleinere Untereinheiten und deren Ubertragen
in die weitere Laborverarbeitung kam aufgrund des Konzeptes der flachenhaften
Spurensicherung nicht in Betracht. Es erfolgte daher die Auswaschung der
spurentragenden Fingerlinge  durch Schuttelinkubation mit  isotoner
Natriumchloridiésung im hinreichend grof3en Falcongeféass. Die mikroskopische
Untersuchung der Tropfpraparate konnte regelhaft aufzeigen, dass mindestens
Teile der Spur abgewaschen worden waren, jedoch mit erheblichem Uberhang der
Vaginalepithelfraktion. Spéatere Untersuchungsgdnge mit Abwaschen unter
Verwendung von Detergentien (in diesem Fall praktikabel durch handelstubliche
Seife) zeigten eine verbesserte Ablésbarkeit der Spur vom tragenden Grund und
dariber hinaus im Falle der doppelt ausgewaschenen Fingerlinge auch, dass sich
nach der ersten Auswaschung ohne Seife weiterhin Spermien auf dem Fingerling
befunden hatten, die nun zugénglich wurden. Dies sagt uns, dass nur unter
Natriumchloridverwendung die Ablésung der relevanten Teile der Spur, die
mannliche Fraktion, zumindest nur teilweise erfolgt und mdglicherweise
unzureichend ist. Das Abwaschen der Spur vom Fingerling durch
Schittelinkubation ist moglich und wird durch Zugabe von Detergentien noch
verbessert. Zusatzlich konnte jedoch auch gezeigt werden, dass der Fingerling
wiederholt untersuchbar ist im Gegensatz zum herkdmmlichen Wattetrager, der
durch direktes Einsetzen in die Differentielle Lyse damit verloren ist. Der

Fingerling kann somit auch der Qualitatssicherung dienen.

Wie koénnen die Spermien von den weiblichen Komponen ten separiert
werden?

Evaluiert wurden zunachst mehrere Filtrationstechniken welche allesamt aus
verschiedenen Grinden nicht befriedigend sind.

Mittels der selbstgebauten Filtrationsvorrichtung konnte aus unserer Sicht eine

zufrieden stellende Zellfraktionstrennung erreicht werden, Alltagstauglichkeit

besteht jedoch nicht.
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Der Filtrationsprozess uber die noch provisorische Filtrationsvorrichtung verlief
zunachst einmal erfolgreich. Spermien waren vor und nach Filtration nachweisbar,
jedoch wurde durch das Zurtckhalten der Epithelien auf dem Filter die
Detektierbarkeit der Spermien im Filtrat deutlich verbessert, was eine Zeit- und
daher Kostenersparnis durch die verbesserte Durchmusterbarkeit bedeutet.

Der Effekt wurde insbesondere bei héherintervalligen Proben deutlich, da sich hier
im Ursprungspraparat anteilig an der Epitheliendichte weniger Spermien befinden
und diese daher lichtmikroskopisch schlechter gesichtet werden kénnen. Nicht in
allen, jedoch in der Uberwiegenden Zahl der Falle, war die Auffindbarkeit der
Spermien nach Filtration deutlich verbessert. In allen Fallen wurde die Zahl der
Vaginalepithelien massiv reduziert oder fast vollstandig entfernt, sodass das
Durchmustern erheblich vereinfacht war. Wie spéter ersichtlich wurde, steht dies
iIm Gegensatz zu den Filtratpraparaten bei Verwendung von Spritzenvorsatzfilter
oder Vivaclear®, wo im Filtrat regelhaft nur wenige oder keinerlei Zellen mehr
aufzufinden waren. Das provisorische Filtersystem halt die Epithelien zuverlassig
zurick. Spermien sind durchgangig, nach unserem Dafiirhalten jedoch
hauptsachlich aufgrund der Undichte des Systems, die der Aufbau mit sich
brachte. Wir vermuten den Durchtritt in den Randbereichen der Vorrichtung. Es
wurden Materialien verwendet (Blutserumréhrchen und Multiadapter), die nicht fur
Filtrationszwecke vorgesehen sind, daher entsteht eine eigentlich nicht
erwunschte Durchlassigkeit. Dies zeigte sich auch in der Tatsache, dass das
Niederdricken der Stempel beim Filtrationsvorgang bis zur Neige ohne Anstieg
des Widerstandes mdglich war. Bei Verlegen des Filters durch darauf
zurickgehaltene Zellen, wie in der Versuchsanordnung aufgrund der hohen Zahl
an Vaginalepitelien zu vermuten, sollte man einen Anstieg des Widerstandes
vermuten, der grosseren Druck auf den Stempel notwendig machen wird. Dass an
undichten Stellen eher Spermien als Epithelien hindurchwandern, begrindet sich
in geringerer Grosse und Dichte der Spermien.

Insgesamt ist das provisorische System aufgrund vieler zeitintensiver
Arbeitschritte (Ausschneiden und Einpassen von kleinem Filtermaterial) sowie
grosser Unsauberkeit fur die Laborroutine nicht geeignet. Zusatzlich fuhren

mehrere Behaltniswechsel zu Spurenverlust.
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Unabhéangig von der Verarbeitungsmethode soll ein Nebenbefund nicht unerwahnt
bleiben: Im direkten Vergleich der K- und F-Préparate, die jeweils einer Probandin
zugeordnet werden konnten, stellten wir eine gewisse Vergleichbarkeit der
weiblichen Fraktion fest: unter allen Cytologiepraparaten, die der gleichen
Probandin zuzuordnen war, war die Vaginalepitheldichte im Ursprungspraparat
vergleichbar. Aufgrund der vergleichsweise geringen Anzahl an Praparaten kann
dies jedoch nur als Tendenz und nicht als sichere Reproduzierbarkeit angesehen

werden.

Die Benutzung des Spritzenvorsatzfilters ist durch die aufwandige Reinigung

sowie die manuell durchzufihrende Filtration ebenfalls nicht unkompliziert und die
Ergebnisse waren unzureichend. Ein zuverlassiges Zurickhalten der Epithelien
konnte gezeigt werden (sofern die Praparate suffizient waren), jedoch zeigte sich
auch ein erheblicher Riuckgang der Anzahl der detektierten Spermien. Wir
vermuten analog zu den Vivaclear®-Ergebnissen, dass der Giberwiegende Teil der
Spermien im Filter zuriickgehalten wurde aufgrund Verlegung durch die Uberzahl
an Epithelien.

Ein Verarbeitungsfehler konnte identifiziert werden: Eine Vielzahl an Praparaten
war sowohl vor als auch nach Filtration kaum oder nicht verwertbar, da sie nahezu
zell-leer waren, was insbesondere die HE-Praparate betraf. Es war im Rahmen
des Farbeprozesses mutmalilich zu einem Herabspulen der Zellen gekommen.
Die PAP-Praparate sind aufgrund des aufgetragenen Fixiersprays in deutlich
geringerem Ausmald betroffen. Die spatere Verwendung von Objekttragern mit
Polylysinbeschichtung konnte den Fehler zuverlassig beheben.

Bezuglich der verwertbaren Préparate vor Filtration war die Spermiendichte im
Vergleich zu den zuvor verwendeten Fingerlingen reduziert. Da die
Auswaschmethode identisch war, ist dies nicht ohne weiteres erklarlich, sondern
am ehesten der Tatsache geschuldet, dass biologische Spuren keiner Norm zu
unterwerfen sind.

Der Filtrationsmechanismus Uber den Spritzenvorsatzfilter ist nicht nur
zeitaufwendig, sondern auch mit unsauberem Arbeiten verbunden, was mit der
Routinearbeit in einem Labor nicht zu vereinbaren ist. Der Spritzenvorsatz muss
nach jedem Filtrationsgang sorgféltig gereinigt und getrocknet werden, was Zeit
kostet. Vollstandige Sicherheit, alle Zellen beim Reinigen abgespilt zu haben,
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kann nicht erwartet werden. Daher ist es moglich, dass es beim nachsten Praparat
zur Kontamination kommt. Durch das mehrfache Ubertragen der Spur in
Folgegefasse besteht das Risiko, einen wesentlichen Anteil der Spur zu verlieren.
Wir halten die Filtration Uber den Spritzenvorsatzfilter daher fir einen

ungeeigneten, da nicht praktikablen und nicht funktionierenden Mechanismus.

Die Benutzung des Vivaclear®-Systems stellte sich fur unsere Zwecke als

ebenfalls ineffizient dar. Spermien fanden sich regelhaft jeweils auf dem
einliegenden untersuchten Filter zusammen mit Epithelien, wodurch sie zwar
aufkonzentriert werden konnten, jedoch keine Zellfraktionstrennung gelang.

Insgesamt birgt dies jedoch die Mdglichkeit, bei sehr geringer Zelldichte unter
sauberem Arbeiten eine Aufkonzentration der Zellen zu erreichen. Dies zeigte sich

bspw. anhand des Praparates F3/007.

Zur Evaluation des Vivaclear®-Systems wurden in der Uberwiegenden Zahl der
Falle (15 von insgesamt 16) Fingerlinge verwendet, die bereits ein Mal
ausgewaschen worden waren. Dennoch zeigten 11 der doppelt ausgewaschenen
Fingerlinge noch einen ausreichend guten Spermienfund. Die Ubrigen vier waren
durchgehend hdoherintervallige Praparate mit ca. 66 Stunden, was die
Spermienzahl per se reduziert. Epithelien waren auch hier in hoher Dichte zu
sehen. Dies lasst insgesamt darauf schliessen, dass die Spemiendichte aufgrund
des hoheren zeitlichen Intervalls und nicht aufgrund des bereits vorangegangenen
Auswaschens reduziert war.

Es fallt Praparat F3/014 auf: auch im Ursprungspraparat war hier die
Vaginalepitheldichte nicht stérend hoch, sodass auch dieses neben dem
Abklatschpraparat eine gute Auswertbarkeit mit gutem Spermienfund offenbarte.
Der Grund hierfir mag die durchgefihrte zweimalige Auswaschung sein: Bei der
ersten Auswaschung nur mit Natriumchloridlosung war es vorwiegend zum
Wegwaschen der Epithelzellen gekommen, wahrend die Spermien aufgrund ihrer
Oberflachenstruktur besser am Fingerling anhaften konnten. Im zweiten
Waschvorgang mit Detergens wurden verbessert die Spermien abgeldst, wahrend
die Epitheldichte in der Spur bereits reduziert war.

Insgesamt ist die Handhabung der Filtrationstubes ist einfach und sauber; einzig

das Heraustrennen des Filters ist aufwendig.
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Die zuletzt evaluierte Zentrifugationsmethode wird unsererseits eindeutig

favorisiert: Es sind nur wenige Arbeitsschritte notig, Unsauberkeiten und
Materialverlust kénnen durch die geringe Zahl der Ubertragungen in weitere
Gefasse minimiert werden. Die benétigten Gerate und Materialien sind Teil der
Ublichen Laborausstattung und mussen nicht eigens angeschafft werden. Die
Zellfraktionstrennung gelang sicher und reproduzierbar. Insgesamt lasst sich
durch einen Zentrifugationsschritt bei 1000 U/min das Vaginalepithel gut
abtrennen und ein hinreichend grosser Anteil der Spermien durch eine weitere
Zentrifugation des verbleibenden Uberstandes bei 2000 U/min im Pellet
aufkonzentrieren. Zwei Zentrifugationsschritte sind demnach ausreichend.

Das Ergebnis konnte im Rahmen mehrerer Zentrifugationsreihen unter &hnlichen
Bedingungen erfolgreich reproduziert werden. Es gelang eine zuverlassige
Entfernung der weiblichen Fraktion mit dadurch ausgepragt verbesserter
Auswertbarkeit der Praparate und eine sehr gute Aufkonzentration der im
Gesamtpraparat nun nicht mehr unterreprasentierten Spermienfraktion.

Negative Ausreisser waren Praparate F1/004 und F3/004 und KK 1, was eine
punktuelle Schwéache entweder der Entnahme oder der Auswaschprozedur
vermuten lasst. Vermutete Auffalligkeiten bei der Scheidenflissigkeit z. B. auch im
Sinne eines vaginalen Infektes der Probandin bestanden nicht. Das Sekret war
weder auffallend gering viskés noch in ausgepragt grossen Mengen vorhanden,
sodass ein erhohter Ausspuleffekt aus der Vagina durch das Vaginalsekret keine
Erklarung bietet.

Anders bei Ausreisserpraparat JL 20; hier zeigte sich ebenfalls ein Rickgang der
Spermienzahl durch die Zentrifugationsschritte insbesondere in  der
Gegenuberstellung mit Praparat JL 21, welches von der gleichen Probandin mit
vergleichbarem postkoitalem Intervall stammt. Die im Préaparat JL 20 gesehene
erhohte Granulocytenzahl lasst auf einen vaginalen Infekt und daher raschere
Drainage der Spermatocyten schliessen mit folgender Unterreprasentation

derselben auch bei guter Epithelreduktion.

Alternativ oder zusatzlich zum zweiten Zentrifugationsschritt kann durch Filtration
des zuletzt verbleibenden Uberstandes ebenfalls eine Aufkonzentration der

Spermien auf dem Filter mittels des Vivaclear®-Systems erreicht werden. Das
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verbleibende Filtrat bot in unseren Untersuchungen keine verwertbaren Spuren

mehr. Der Filter muss dann aber etwas aufwandig herausgetrennt werden.

3.4 DNA-Analytik

Es erfolgte wie im Methodenteil beschrieben auch die Sequenzierung mittels PCR

und DNA-Sequenzierung. Wie ersichtlich, geriet die Verfeinerung der Methodik
von Spurenablésung vom Spurentrager und die Abtrennung der méannlichen von
der weiblichen Zellfraktion derart in den Focus unserer Arbeit, dass wir auf die
Dartellung der Sequenzierungsergebnisse verzichten zugunsten der cytologischen
Ergebnisse.
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4. Diskussion

Die Spurensicherung nach angegebenem Sexualdelikt und deren Auswertung
macht sowohl eine grosse gynakologische als auch rechtsmedizinische Expertise
notwendig. Eine Vielzahl von Storfaktoren kann den Nachweis der Spur und die

eindeutige Zuordnung zum Téater deutlich erschweren:

1. Eine erste Schwachstelle kann die gynékologische Spurensicherung an
sich sein, die mdglicherweise aufgrund der Art der Durchflihrung von der zu
Untersuchenden nicht toleriert wird. Daher ist es wichtig, auf eine
Moglichkeit der opferschonenden Spurensicherung zurickgreifen zu
kénnen. Bei groben Abweichungen in Untersuchung und Spurensicherung
kann es zu untersucherbezogenen Fehlern kommen. Ein einfach
handhabbares Procedere minimiert dies.

2. Im Rahmen der labortechnischen Verarbeitungsprozesse kann es zu
deutlichen Schwierigkeiten kommen: ein ausgepragter Uberhang der
weiblichen Zellfraktion als Teil der herkémmlich erhaltlichen Mischspur
kann das Auffinden der maénnlichen Zellen deutlich erschweren bis
unmdglich  machen. In diesem Fall ist die DNA-Typisierung
dementsprechend verkompliziert. Es ist daher unabdingbar, Mechanismen
zu finden, die die mannliche sicher von der weiblichen Zellfraktion trennt.

3. Bei verlangertem zeitlichem Abstand zwischen Spurenlegung und -
sicherung kann die vergleichsweise geringe Menge der herkdmmlich
gesicherten Spur unter Umstanden nicht ausreichend sein, um im
Anschluss den Nachweis von Spermatocyten zu ermoglichen. Ein
grof3flachig die Spur sichernder Trager wird in diesem Fall benétigt. Es ist
zudem von hohem Interesse, wie lang in noch ausreichender Anzahl

Spermien im Spurenmaterial detektierbar sind.

Das Ziel unserer Studie war es, einen alternativen Spurentrédger ausfindig zu
machen, der es mdglich macht, die Spurensicherung nach angegebenem
Sexualdelikt opferschonend und grof3flachig durchzufihren. Beide Kriterien
werden von dem Baumwollfingerling erfillt (s. u. Ad 1). Wir fihrten daher initial

eine Untersuchungsreihe mit dem Ziel des direkten Vergleichs zwischen
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Fingerling- und herkdbmmlicher Spurensicherungsmethode durch. Hierbei stellten
wir jedoch erhebliche Schwierigkeiten hinsichtlich der Verarbeitung der
Fingerlingspuren fest, was eine erneute Experimentalreihe zur Evaluation einer
adaquaten Labormethodik notwendig machte (s. u. Ad 2). Nach deren
Optimierung war es von grossem Interesse, inwiefern der Fingerling auch bei
prolongiertem postkoitalem Intervall noch méannliche Spuren nachzuweisen
vermag . (s. u. Ad 3)

Ad 1.

Die Spurensicherung unter Verwendung der etablierten Spurentrager (langstieliger
Wattetrager) verlauft unter Sicht meist in Steinschnittlage auf einem
gynéakologischen Untersuchungsstuhl. Zeitgleich wird hierbei der koérperliche
Untersuchungsbefund unter rechtsmedizinischen und gyndkologischen Aspekten
erhoben.

H&aufig sind zwei Untersucher vor Ort, insbesondere bei vorhandener Kooperation
zwischen der involvierten gynakologischen Klinik mit einem Institut far
Rechtsmedizin. Die Geschadigte offenbart also in diesem Fall gegenlber
mehreren ihr unbekannten Personen den intimsten Bereich ihres Koérpers; dies
geschieht unter Umstanden nur wenige Stunden nach einem schweren Eingriff in
ihre korperliche Selbstbestimmung. Insgesamt kann somit die Untersuchung und
Spurensicherung, obwohl selbstverstandlich unerlasslich vonnéten, eine
retraumatisierende Qualitdt annehmen. Madglicherweise veranlal3t dies die
Betroffene im Sinne eines angstgepragten Vermeidungsverhaltens, sich der
Spurensicherung erst gar nicht zu stellen. Sollten aus diesem Grunde die zur
strafrechtlichen Verfolgung des Spurenlegers noétigen Spuren nicht erhoben
werden kdnnen, ware dies ein sehr unglicklicher Umstand.

Wie kann die Spurensicherung zuverldssig unter dem Aspekt der
grosstmoglichen Schonung der Geschéadigten durchgeflu hrt werden?

Hier stellt die Spurensicherung mittels des Baumwollfingerlings eine sinnvolle
Alternative dar. Im praktischen Teil der Studie zeigte sich, dass die Anfertigung
der Vaginalabstriche unter Verwendung des Fingerlings rasch und
komplikationslos durchfuhrbar ist; dies betraf sowohl die Eigen- als auch die
Fremduntersuchung. Die Spurensicherung an sich ist fur die zu Untersuchende,
das Fehlen grosserer Verletzungen vorausgesetzt, schmerzfrei und

komfortabel. Die initial von uns angebotene intravaginale Eingabe von Salbe oder
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Gleitmittel nach Abstricherstellung wurde von den Probandinnen in keinem Fall
gewunscht oder als notwendig beschrieben. Sowohl die arztlichen Untersucher als
auch die Probandinnen bestétigten die einfache und praktikable Handhabung,
was nicht nur die Berihrungsangste in Bezug auf die Abstricherhebung, sondern
auch das Auftreten von insuffizienten Abstrichpraparaten minimiert. Die
Abstricherstellung in Eigenregie durch die Probandinnen verlief komplikationslos.
Dies wird zusatzlich durch die hohe Anzahl der als spermientragend ermittelten
Fingerlinge untermauert (75 % bei Fremd-, 100% bei Eigenabstrich; beachte: die
arztlich erhobenen Abstriche waren uUberwiegend durch die anfanglichen
Missstande der Methode nicht ausreichend gut auswertbar). Daher halten wir es
fur moglich, dass im Echtfall eines Sexualdelikts die Spurensicherung alleine
durch die Geschadigte unter Verwendung des Fingerlings opferschonend
durchfuhrbar ist. Die korperliche Untersuchung ersetzt dies nicht! Die
Fingerlingmethode ermoglicht jedoch selbst bei einer Geschadigten, die die
Untersuchung auf dem Untersuchungsstuhl ablehnt, eine Spurensicherung,
sodass eine Zuordnung des vorhandenen Spurenmaterials zu einem Verdéachtigen
maoglich wird und die strafrechtliche Verfolgung des Spurenlegers optimiert werden
kann.

Nach unserem Dafurhalten reduziert die Abstricherstellung mittels Fingerling
aufgrund der sehr einfachen und gut reproduzierbaren Handhabung den

untersucherbezogenen Fehler deutlich.

Ad 2.

Anspruch an den Spurentrager ist eine moglichst einfach handhabbare Einbindung
in den Laboralltag.

Wie kann die vaginal gesicherte Sekretmischspur zuv  erlassig von dem

Spurentrager abgetrennt werden? Wie kann die mannli che Zellfraktion

sicher von der weiblichen abgetrennt werden?

Wissenschaftliche Vorerfahrungen mit einem vergleic hbaren grossflachig

die  Spur sichernden  Spurentrager konnten in  ausfuhr licher
Literaturrecherche nicht gefunden werden.

Simples Ausschneiden von mit der Spur benetzten Stellen des
Baumwollfingerlings und deren direktes Einsetzen in die Differentielle Lyse kamen

nicht in Betracht. Dies héatte das Konzept der grossflachig gesicherten und
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vollstdndig nutzbaren Spur in Frage gestellt. Wir suchten daher nach einer
Methode, die Spur vom Fingerling als Ganzem abzutrennen und entschieden uns
fur ein Auswaschen des Fingerlings in einem Falcongefass adaquaten
Volumens durch Schuttelinkubation.

Die Trennung der Zellfraktionen ist aufgrund des massiven Uberschusses an
weiblichem Vaginalepithel, besonders auf einem so grossflachig sichernden
Spurentrager wie dem Baumwollfingerling, unabdingbar. Die Literatur beschreibt
hierbei in Bezug auf die herkbmmlichen Spurentrdger eine Vielzahl von
Moglichkeiten: Differentielle Lyse [92; 98; 59; 90], FACS [80], Filtrationsverfahren
[10; 26], mikrofluidische Auftrennungsmethoden [37; 38] und die Laser-
mikrodissektion [14; 20; 81]. Mit dem Ziel einer mdglichst einfachen und wenig
kostspieligen Handhabung sowie gute Reproduzierbarkeit entschieden wir uns

initial far eine Auftrennung der Zellfraktionen auf Basis der Filtrationsmethodik

In unserer anfanglich durchgefihrten Vergleichsreihe (Wattestabchen vs.
Vergleichsfingerlinge) war es das Ziel, die Nachweisbarkeit von Spermien und
mannlicher DNA via lichtmikroskopischer Durchmusterung und DNA-Typisierung
gegeniber zu stellen. Die Vergleichsreine konnte aufgrund anfanglicher
methodischer Schwierigkeiten nicht zufriedenstellend abgeschlossen werden. Die
Spurenverarbeitung der Wattetrager erfolgte nach etablierter Methode, die der
Fingerlinge wie beschrieben durch Schittelauswaschung und Filtration der
resultierenden Flissigkeit. Wir stellten bzgl. der Prozessierung der Fingerlinge
erhebliche Schwierigkeiten fest: Die Auswaschung der Fingerlinge in den
Falcongefal3en war einfach handhabbar und gut praktikabel, konnte jedoch spater
noch durch Seifenzugabe verbessert werden. Der initial vielversprechende Ansatz
der Zellfraktionstrennung durch Filtration war letztlich nicht erfolgreich. In einem
vorangestellten Filtrationstestlauf mittels der selbstgebauten Vorrichtung sahen wir
zunachst zufrieden stellende Ergebnisse. Jedoch ist die Methode aus bereits
aufgefuihrten Grinden fur die Laborroutine nicht geeignet. Als weiterfihrenden
Schritt  wandten wir die Filtration (ber auswechselbare Filter im
Spritzenvorsatzfilterhalter und mittels des Vivaclear®-Systems an. Auch diese
Methode war aufwendig und letztlich als Routineprozess aufgrund erheblicher
Unsauberkeit, zeitintensiver Arbeitsschritte und methodischer Insuffizienz wie

weiter oben beschrieben nicht gut geeignet.
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Nicht zuletzt stellte sich auch die Wahl der Objekttrager aufgrund des
Abspulfehlers bei nicht beschichteten Exemplaren als mafgeblicher Storfaktor
heraus, sodass der vorgesehene Vergleich zwischen Fingerling- und
zugeordneten Wattetragerpraparaten oftmals nicht stattfinden konnte. Nach Wabhl
der polylysinbeschichteten Objekttrager waren alle Praparate einwandfrei.

Aus den genannten Grunden stellten wir den Vergleichsarm zurtick. Insgesamt
war nach den nicht befriedigenden Ergebnissen eine weitere Versuchsreihe mit
dem Ziel der Methodenoptimierung vonnoten. Dies geschah wie in den
vorangehenden Kapiteln beschrieben durch die Experimentalreine mit
Verwendung der durch die Probandinnen in Eigenregie gesicherten
Fingerlingspuren ohne Vergleichspraparate sowie von vier Praparaten der arztlich
gesicherten Spur, zu der wir die vorhandenen Vergleichspréaparate
unbericksichtigt lielRen. Dartberhinaus verwandten wir erneut einen Grossteil der
Vergleichsfingerlinge in zweiter Auswaschung. Hervorzuheben ist hier der
einmalige Vorteil der Wiederverwendbarkeit des Fingerlings, was bei den
Wattetragern nicht moglich ist, da diese durch das direkte Einsetzen in die
Differentielle Lyse damit verloren sind. Der Fingerling hingegen kann nach einer
ersten Untersuchung aufbewahrt und im Bedarfsfall erneut untersucht werden. So
kann falls vonnoten auch ein anderes Labor involviert werden; ebenfalls kann dies
der Qualitatssicherung dienen.

DarUberhinaus sahen wir grosse Vorteile durch Seifenzugabe in der zweiten
Auswaschung (s. bspw. Abbildung 13 / Kap. 3), was sich mit der langen Tradition
der Detergentienzugabe von z.B. SDS deckt (Vgl. Quelle [59; 90]).

Cave: Soll die so abgetrennte Spur spater der DNA-Typisierung zugefuhrt werden,
wird die zugehdrige PCR durch das Detergens deutlich gestort, sodass zunachst
eine Aufreinigung erfolgen muss.

Zusatzlich sahen wir anhand der Ergebnisse auch die Madoglichkeit der
Doppelauswaschung zur Aufkonzentration der Spermien: eine erste Abtrennung
der Vaginalepithelien durch simples Auswaschen durchzufuhren verringert bereits
den Uberhang der Vaginalepithelien, sodass in der zweiten Auswaschung
besonders unter Seifenverwendung ein gunstigeres Verhaltnis von Spermien zu

Epithelien zu erwarten ist.
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Bei fur unsere Zwecke geringer Praktikabilitdt verwarfen wir die Methode der
ausschliesslichen Filtration zur Fraktionstrennung und evaluierten die Trennung
von Epithelien und Spermien durch Zentrifugation . Sie stellte sich als
zuverlassig und gut praktikabel heraus. Durch wenige Arbeitsschritte und
Verzicht auf kostenintensive Gerate ist sie zeitsparend und preisgunstig. Durch
wenige Behéltniswechsel wird der Materialverlust minimiert. Die Spermienfraktion
wird zuverldssig und reproduzierbar von den restlichen Bestandteilen der
Mischspur abgetrennt. Eine Einschrankung besteht jedoch: Sollte es sich bei
gelegten Spur lediglich um mannliche Epithelien handeln, bspw. bei Ausbleiben
der Ejakulation oder Azoospermie wie bei Sexualstraftatern Uberdurchschnittlich
oft vorhanden, ist die Zentrifugationsmethode nicht sinnvoll, da sie die
Zellfraktionen aufgrund ihrer unterschiedlichen Sedimentationseigenschaften

trennt.

Ad 3.

Alle Praparate auch vor Optimierung der Préprozessierung bertcksichtigend,
gelang der lichtmikroskopische Spermiennachweis aus Fingerlingspuren des
Vergleichsarms regelhaft bis zu einem postkoitalen Intervall von 6 6 +/- 6
Stunden  (arztlich erhobene Spur). Bzgl. der eigenstdndig erhobenen
Spurensicherung im Methodenarm war die lichtmikroskopische Durchmusterung
bis mindestens 50 Stunden postkoital  spermienpositiv.

In zwei Fallen (F2/009 und P Ill) wurde bei fehlender Ejakulation kein positiver
Befund in der Spurensicherung erwartet; dennoch wurden im Cytologiepraparat
Spermien gesichtet. Der fur F2/009 in Frage kommende GV mit Ejakulation hatte
nach Angaben der Probandin drei Tage zuvor stattgefunden. Eine
Abstrichentnahme direkt diesem Verkehr zugeordnet wurde nicht durchgefihrt. In
diesem Fall wurde mittels der Fingerlingspurensicherung erneut drei Tage
postkoital Spermien detektiert. Bei P Ill lag das errechnete postkoitale Intervall
ebenfalls bei ca. 62 Stunden. Jedoch war in der Zwischenzeit schon einmal eine
Abstrichentnahme erfolgt, sodass der Fingerling hier noch verwertbare Spuren
nachwies, nachdem bereits einmal eine Spurensicheru ng durchgefihrt
worden war. Uber die Spermiendichte in den direkt dem Verkehr zugeordneten

Praparaten kann keine Aussage getroffen werden, da die Praparate vor Filtration
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nicht vorliegen, die nach Filtration nicht verwertbar sind aufgrund des erwahnten

Abspulfehlers.

Von insgesamt 34 einen GV mit Ejakulation abbildend en Fingerlingen
wurden auf 29 Fingerlingen Spermien lichtmikroskopi sch nachgewiesen.
(Detektionsrate ~85,3%). Regelhaft gelang der Sperm iennachweis im
Rahmen der erfassten Zeitintervalle bis 66 Stunden postkoital. Als weiterer
Einzelfall konnten bei Fehlen vergleichbarer Prapar  ate durch den Fingerling
auch nach bereits erfolgter Spurenentnahme in zweit  er Abstricherstellung
Spermien gesichert werden. Es ist denkbar, dass be i verzdgerter
Abstrichentnahme im Realfall nur aufgrund dieser Ei genschaft des
Fingerlingspurentragers die Strafverfolgung des Spu renlegers moglich ist.
Dem Vergleich mit in der Literatur  aufgefihrten Daten halt der Fingerling in
diesem Sinne stand:

Rupp berichtete 1969 von einer Nachweisdauer von acht Stunden bzgl. motiler, 14

Stunden hinsichtlich_unbeweglicher Spermien [78]. Die Spurensicherung erfolgte

hierbei nicht mittels Wattetragerabstriche, sondern durch Absaugen der
Vaginalflussigkeit unter Verwendung einer sterilen Saugglocke. Es handelte sich
um Echtfélle mit einer Fallzahl n=84; in allen Fallen lag das Zeitintervall zwischen
Spurenlegung und erfolgreicher -sicherung bei maximal 14 Stunden. In weiteren
12 Fallen postkoitaler Intervalle drei bis 34,5 Stunden hingegen schlug bei
positivem SP- der lichtmikroskopische Spermiennachweis fehl, was teilweise
durch Duschbéder oder Menstruationsblutung erklart wurde. [78] Der Fingerling
mit  einer  Nachweisdauer bis 66  Stunden regelhaft ist als
Spurensicherungsmethode sicher Uberlegen. Bzgl. des angeschlossenen
labortechnischen Procederes ist eine Fraktionstrennung bei Rupp nicht
beschrieben; die Verwendung einer unbehandelten Mischspur bringt jedoch
mutmallich eine sehr hohe Dichte an Vaginalepithel hervor und erschwert somit
die Auffindbarkeit der Spermien. Die von uns praktizierte Fraktionstrennung bringt
hier einen deutlichen Vorteil. Dies sollte auch das bei uns sehr abweichende
Maximalnachweisintervall (14 versus 66 Stunden) erklaren. Oberhalb von 14
Stunden sind sehr sicher noch Spermien zu erwarten. Jedoch liegen sie aufgrund
der Drainage in geringerer Anzahl vor und sind schlechter auffindbar. Dies gleicht

die Zentrifugationsmethode zur Abtrennung der die Auswertung erschwerenden
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Epithelien aus. Ein Abgleich mit dem SP-Nachweis ist nicht moéglich, da wir ihn
nicht regelhaft durchgefihrt haben.

Morrison veroffentlichte 1972 weniger unter forensischen als gynékologischen
Gesichtspunkten eine Untersuchungsreihe unter Mitwirkung von 104 Patientinnen
einer britischen Klinik [55]. In insgesamt 178 Fallen wurden u. a. Abstriche aus

Cervix uteri und Vagina erstellt. In 104 (entsprechend 58,4 %) aller Félle wurden

Spermien detektiert; hierbei zum tUberwiegenden Anteil in der Cervix. Als zeitliches

Optimum fir die Nachweisbarkeit von Spermien wurde ein Intervall bis 48

Stunden_angegeben, wobei der intravaginale Spermiennachweis insgesamt bis

neun Tage postkoital gelang (keine Nennung von Fallzahlen), der cervicale bis 12
Tage (Einzelfall). Regelhaft gelang ab einem postkoitalen Intervall von 10 Tagen
kein Spermiennachweis mehr. Die Fingerlingmethode ist hier alle Praparate
berticksichtigend mit einer Detektionsrate von 85,3 % deutlich Uberlegen.
Insgesamt vermégen wir aufgrund der vergleichsweise geringen Probenanzahl pro
Zeitintervall keinen klaren Zeitpunkt als Optimum fir die Spurensicherung zu
benennen. Es wurden in nahezu allen Préparaten auch deutlich langerer
postkoitaler Intervalle (bis 66 Stunden) Spermien detektiert. Man beachte, dass
der Fingerling den Cervicalkanal im Spurensicherungsprozess nicht mit abdeckt.
Nach Angaben von Morrison wurden bei Cervicalabstrich noch bei deutlich
langerem postkoitalem Intervall Spermien nachgewiesen als bei vaginalem
Abstrich, bzgl. dessen die Maximalnachweisdauer bei neun Tagen benannt wurde.
[55] Fingerlinge mit vergleichbarem postkoitalem Intervall wurden nicht regelhaft
angefertigt. Der Nachweis bis mindestens drei Tage war jedoch sicher erbracht,
sodass auch bei deutlich langerer zeitlicher Verzégerung zwischen Koitus und
Spurensicherung spermienpositive Ergebnisse zu erwarten sind.

Besonderes Augenmerk legten die Autoren auf die Korrelation zum
Menstruationszyklus, wobei man zu der Feststellung gelangte, dass ein
prolongiertes Verbleiben von Spermien im weiblichen Genitale durch die erste
Zyklushalfte beglnstigt wird [55]. An spéaterer Stelle des Kapitels sind

probandinnenbezogene Fakten bericksichtigt.

Eungprabanth berichtete 1974 Uber seine Untersuchungsreihe hinsichtlich der

maximalen Nachweisdauer von Spermien. Es wurden sowohl Spuren aus
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Sexualdeliktsfallen als auch Vaginalabstriche von  Regelpatientinnen
berticksichtigt; die Spurensicherung erfolgte im hinteren Scheidengewdlbe. [22]
Das Maximalintervall spermienpositiver Befundung lag bei sieben Tagen.
Insgesamt wies Eungprabanth bei einer Gesamtpraparatzahl von n=55 bei den 40

Spuren mit postkoitalem Intervall von 24 Stunden uberwiegend massenhaft, ab 32

Stunden bis sechs Tagen jeweils nur noch vereinzelt Spermien in den
Lichtmikroskopiepraparaten nach. Ein Préparat aus einer Spur, gesichert 36
Stunden nach Koitus, konnte massenhaft Spermien aufweisen. Die maximale
Nachweisdauer betrug als Einzelfall zehn Tage (eines von drei entsprechend
vorliegenden Préparaten). [22] Wie beschrieben wies der Fingerling gesichert und
in ausreichender Zahl bis drei Tage Spermien auf. Alle Praparate der postkoitalen
Intervalle bis 24 Stunden berticksichtigend (also einschliesslich derer vor
Methodenoptimierung), lagen Spermien tUberwiegend d.h. in der Halfte der Falle
vereinzelt vor; die verbleibende Halfte der Falle zeigt neben wenigen Praparaten,
bei denen der Spermiennachweis misslang, in gleich vielen Fallen mittelgradig
guten bis massenhaften Spermiennachweis. Nach Methodenoptimierung erfolgt
der Spermiennachweis uberwiegend mittelgradig gut. Alle hoéherintervalligen
Praparate vor und nach Methodenoptimierung ab 24 Stunden zeigten
Uberwiegend vereinzelten und in etwas weniger Fallen keinen Spermiennachweis.
Bzgl. der Haufigkeit mittelgradig gut Spermien nachweisender Praparate ergab
sich auch bei ausgereifter Methode keine Anderung. Die Zahl der Praparate
jedoch, die keinerlei Spermiennachweis erbrachten, reduzierte sich jedoch sehr

massiv.

Davies und Wilson [15] beschrieben 1974, bis zu einem postkoitalen Intervall von

30 Stunden keinen, bis 48 Stunden nur wenige negative Befunde erhoben zu

haben (16%). Bei bis 72 Stunden postkoital gesicherten Spuren war die
Ausfallquote  33%. Hier lage eigentlich der Vergleich mit den
Vergleichsfingerlingen Abstrich 3 nahe, jedoch umfassen diese ausschliesslich
das Intervall von rund 66 Stunden, die Proben bei Davies und Wilson schliel3en
jedoch auch die niedrigeren postkoitalen Intervalle ein mit entsprechend héheren
Nachweisquoten. Ein Vergleich kann daher nicht angestrengt werden. Maximale
Nachweisdauer bei Davies und Wilson war 144 Stunden, bzgl. der

Fingerlingmethode liegen hier keine Daten vor, da diese Intervalle nicht mehr
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bertcksichtigt wurden. In allen Proben der héherintervallig gesicherten Spuren (.
e. ab 90 Stunden) waren bei Davies und Wilson die Spermien ausserst schwierig
zu identifizieren. Ab 96 Stunden waren in der Regel 50% der Préaparate negativ zu
befunden. Die Gesamtfallzahl war aus den Angaben nicht ersichtlich. [15] Man
vergleiche erneut mit den durch die Fingerlingabstriche abgedeckten
Maximalintervalle von 66 Stunden und die nach Optimierung der Praprozessierung
erreichte sehr gute Darstellbarkeit der Spermien im Mikroskopiepraparat. Bei
optimierter Methode wurden bis 50 Stunden postkoital keine negativen Befunde
erhoben. Dartiberhinaus erfolgten keine regelhaften Untersuchungen, sodass hier
erneut die Vergleichsmoglichkeit fehlt.

Willott und Allard veroffentlichten 1982 eine umfassende Studie unter
Bertcksichtigung einer sehr grossen Anzahl von Sexualdeliktskasuistiken. [95]
Insgesamt wurden 2410 Abstriche untersucht, darunter auch rectal und oral
gesicherte Spuren. Bzgl. der intravaginal erstellten Abstriche betrug das

Maximalintervall flr positiven Spermiennachweis 120 Stunden. [95] Unsere Studie

bietet hier keine Daten fir das genannte Zeitintervall.

Begeisselte Spermien waren bei Willott und Allard auffindbar bis zu 26 Stunden
nach GV. Im Abgleich mit den Fingerlingabstrichen wird nun ein Vorteil deutlich —
hier gelang der Nachweis begeisselter Spermien auf den in Eigenregie erstellten

Abstrichen bis 50 Stunden. Insgesamt wurde die Nachweisrate intakter Spermien

bei 24-stindigem postkoitalem Intervall bei Willott und Allard mit 58% angegeben.
Der Vergleich mit den Vergleichsfingerlingen Abstrich 1 ergibt fiir diesen eine

Nachweisrate von etwas mehr als 90% (10 von 11 spermienpositiv).

Randall beschrieb 1986 eine breit angelegte Untersuchungsreihe mit insgesamt
542 Abstricherhebungen (untersucherabhangig vaginal, endo- oder cervical). [71]
Abgedeckt wurden postkoitale Intervalle bis maximal 5 Tage, wobei bei maximal 5
Tagen in 18% dieser Falle Spermien nachweisbar waren. Die Detektionsrate bei

12 bis 24-stindigem postkoitalem Intervall lag nach Randall bei 25% (vergleiche

die Fingerlinge Abstrich 1 mit 90 % und vier in _Eigenregie erstellte Abstriche

vergleichbaren Intervalls mit 100 %); bei 60 bis 72-stindigem Intervall bei 12%

(vergleiche die Fingerlinge Abstrich 3 mit 66%). Die Fingerlingmethode kann also

als Uberlegen bezeichnet werden.
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1997 berichtete Allard Uber den Aufbau einer Datenbank unter Berlcksichtigung
einer sehr grossen Anzahl von Sexualdeliktsfallen. [1] Neben vaginalen (nicht
cervicalen) wurden auch anale und orale Abstriche in Augenschein genommen.

Die Maximalnachweisdauer von Spermien im vaginalen Abstrich lag bei 168

Stunden, wobei nur noch sehr wenige Spermien detektiert werden konnten (zu

diesem Zeitraum liegen bzgl. der Fingerlingspuren keine Daten vor). Begeisselte

Spermien _konnten bis 120 Stunden postkoital gesichtet werden (bzgl. des

Fingerlings wurden ebenfalls keine Daten in diesem Zeitraum erhoben). Bei zuvor
Uberwiegend hoher Spermatocytenzahl stieg der Anteil der Préaparate mit nur
vereinzelt vorkommenden Spermien ab einem postkoitalen Intervall von 19 bis 24
und dann erneut bei 37 bis 48 Stunden rasant an (29 bzw. 59%) [1]; vergleiche
hierzu Schaubilder 4c und 5 in Kapitel 3. Hier lag der Zeitpunkt der ersten
deutlichen Dezimierung wie zu erwarten in den ersten Stunden (erste Drainage
der initial massiv hohen Spermienzahl) und dann erneut bei einem Zeitintervall
von 25 bis 33 Stunden. Im Vergleich zu Allard liegt hier also eine Vorverlagerung
um 12 bis 13 Stunden vor; ein schlussiger Vergleich ist jedoch aufgrund der
geringen Fingerlingzahl nicht méglich.

2005 erfolgte durch Delfin et al. die Auswertung von 26 Realfallen unter der
Bsonderheit, dass die Betroffenen Kinder waren [17]. Schwerpunkt war die DNA-
Sequenzierung mittels Y-STR, es erfolgte jedoch auch die lichtmikroskopische
Durchmusterung der zugehérigen Ausstriche. Bzgl. 15 untersuchter Praparate,
vaginal oder anal enthommen (nicht weiter spezifiziert) waren 4 spermienpositiv,
davon eines von einem mannlichen Opfer also mutmallich anal entnommen. Dies

enspricht einer Nachweisrate von 26,67%. Das postkoitale Intervall war in jedem

Falle genau angegeben; in den positiven Fallen lag jenes bei min. 21, max. 30
Stunden. Das maximale untersuchte Intervall betrug 51 Stunden. Angaben zur
Frage ob eine Ejakulation stattgefunden hatte, lagen bzgl. jedes Praparates vor
(bzgl. der spermienpositiven Proben war in 3 von 4 Fallen vom Opfer eine
Ejakulation berichtete worden). Abgesehen von einer gunstigeren Nachweisrate ist
in diesem speziellen Fall des kindlichen Missbrauchs auch zu tberlegen, ob die
Spurenentnahme mittels eines Fingerlinges schonender sein kann als die

Verwendung von herkbmmlichen Spurentragern. Alternativ kann zumindest durch
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ein jugendliches Opfer die Spurensicherung damit selbst mit zufreidenstellender
Praparatqualitat erfolgen; bei einem Kind ist dies anzuzweifeln.

Eine sehr &hnlich angelegte Studie wie die letztgenannte dokumentierte 2011

durch Maiquilla et al. eine lichtmikoskopische Spermiennachweisrate von 15 % in

der Untersuchung von Realféllen mit Fallzahl n= 154 [49]. Als maximales
postkoitales Intervall wurden hier 72 Stunden angegeben; die meisten
Probenentnahmen erfolgten jedoch innerhalb von 24 Stunden. Unsicherheitsfaktor
ist hier aber die fehlende dezidierte Angabe bzgl. einer stattgehabten Ejakulation.
Ein Vergleich zu unserer vorgelegten Studie erscheint uns also nicht moéglich.

Auch Hammer et al. veroffentlichten 2006 eine Arbeit zur Nachweisbarkeit
verschiedener Ejakulatbestandteile. [32] Verwendet wurden von Probandinnen
bereitgestellte Spuren (n=20). In der lichtmikroskopischen Durchmusterung konnte

bis maximal, jedoch als Einzelfall, am fiinften Taqg post coitum noch ein Spermium

gesichtet werden. Uberwiegend waren bis zum dritten und vierten Tag, jedoch
jeweils vereinzelt Spermien nachweisbar; massenhafter Nachweis gelang
ausnahmslos am ersten Tag, eine deutliche Dezimierung fand bereits zwischen
erstem und zweitem Tag statt. Wir sehen hier, dass der Fingerling als
spurensicherndes Medium diesen recht aktuellen Untersuchungsergebnissen
problemlos standhalten kann, nachdem in unserer Studie in den Zeitrdumen von
24 bis 50 Stunden nach Methodenoptimierung in jedem Praparat massenhaft und

auch leicht detektierbar Spermien identifiziert wurden.

Culhane et al. bezifferten 2008 die Spermiendetektionsrate bei zweitdgigem

Intervall post coitum mit 15,2% bei Probenzahl n=302. [13] Hierzu lagen uns

sieben Proben mit postkoitalen Intervallen von 45 bis 51 Stunden vor; sechs
davon zeigten Spermien auf, davon drei bei noch nicht optimierter Methode

vereinzelt, drei reichlich. Die Detektionsrate wére hiermit bei insgesamt 85,57 %

deutlich verbessert.

In einer retrospektiven Studie evaluierten Evers et al. 2009 eine grof3e Probenzahl
n=786, entnommen im Rahmen von Realfdllen (n=226); abgestrichene

Lokalisationen waren hier tberwiegend das innere weibliche Genitale, aber auch
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Textilien, aul3eres Genitale sowie anale und orale Cavitat [24]. Angaben zum
postkoitalen Intervall waren nicht zu entnehmen. Der Anteil der eindeutig

spermiennegativen aus 784 untersuchten Ausstrichen war mit 659 aus unserer

Sicht auRergewohnlich hoch; dies entspricht einer Nachweisrate von 15,95% und
ist damit deutlich unter der unseren. Zentrale Idee der Studie war jedoch, die
Korrelation zwischen SP- und lichtmikroskopischem Nachweis von Sperma /

Spermien .

2009 wurde durch Gingras et al eine grosse Zahl von Realféallen (n=1000)
ausgewertet. [28] Die Proben umfassten jedoch auch Anal-, Oral- und
Hautabstriche; die Begutachtung erfolgte nur unter dem Gesichtspunkt der DNA-
Analytik, also Erhalt eines suffizienten Taterprofiles; die vorangehenden
Nachweismethoden wurden nicht gewertet. Ein direkter Vergleich zu unseren
Daten kann, da wir uns auf die Mikroskopie beschréankten, nicht gezogen werden.
Bzgl. der Vaginalabstriche betrug der Anteil der Proben, welche ein qualitativ

gutes DNA-Profil erbrachten, 35% bei eintédgigem, 26% bei zweitdgigem und 23%

bei dreitdgigem postkoitalem Intervall. Bei l&angeren Intervallen verschlechterten

sich die Daten deutlich, es wurde jedoch auch einem Abstrich 100 Stunden

postkoital noch ein hinreichendes Profil erhalten.

Eine retrospektive Studie unter Verwendung von Echtfallen durch Hellerud et al.
2010 konzentrierte sich Uberwiegend auf die Untersuchung der Unterwésche der
geschadigten Frauen, es erfolgte jedoch auch die Spurensicherung im Genitale
identisch zu unserem Wattetragervorgehen [33]. Exakte zeitliche Intervalle wurden
nicht angegeben, das mediane Intervall zwischen Spurenlegung und — sicherung
betrug 12,4 Stunden. In 37% bei Fallzahl n=181 wurden lichtmikroskopisch
Spermien detektiert, zu den Ausstrichen zahlten jedoch auch solche, die aus
Proben aus Unterwasche erstellt wurden. Eine genaue Aufschlisselung ist nicht
berichtet, sodass kein direkter Vergleich erfolgen kann. 69% der
spermienpositiven Proben entstammten Fallen mit weniger als 12-stindigem
postkoitalem Intervall. Erwdhnt ist ein Casus, in dem der mikroskopische

Nachweis in Praparaten (cervicale und vaginale Entnahme) mit 96-stindigem

postkoitalem Intervall gelang. Derlei Intervalle wurden durch uns nicht untersucht.
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Durch Astrup et al. wurden 2012 ebenfalls Daten zur lichtmikroskopischen
Detektierbarkeit von Spermien veroffentlicht [4]. Die Probenentnahme fand
identisch zu den Wattetragerabstrichen unseres Vergleichsarms im &uf3eren
Genitale, dem hinteren Scheidengewdlbe und dem Cervicalkanal mit
herkdbmmlichen Wattetragern statt. Die Studienpopulation umfasste 60 freiwillige
Probandinnen. In 88% der insgesamt 32 Féalle mit angegebener Ejakulation

konnten Spermatocyten gesehen werden (demnach etwas hodher als unsere

Detektionsrate von 85,3%) und auch in 14% der Félle, bei denen bzgl. des

untersuchten GV keine Ejakulation stattgefunden hatte. Ein direkter zeitbezogener

Vergleich dieser mit unserer Studie ist nicht moglich da das postkoitale Intervall
bei Astrup et al. nicht genauer beziffert wurde als ,bis maximal 48 Stunden bis zur
geplanten Untersuchung®. Das mittlere Zeitintervall lag bei 21 Stunden, minimal 1,
maximal 96. Es wurde aber, wie auch bei uns, gesehen, dass die
lichtmikroskopische Nachweisbarkeit von Spermien sinkt mit der zeitlichen Latenz

zwischen Spurenlegung und —sicherung.

In einer weiteren 2014 von Smith et al. vorgelegten Studie Realfélle
berticksichtigend wurden neben genitalen (vaginal, anal) Abstrichen
Mundspulungen und Urinproben bertcksichtigt [87]. Die Fallzahl betrug n= 100.
Vaginale Abstriche wurden von den Labien, tief- und hochintravaginal, cervical
sowie vom Perineum abgenommen und als in einer Gruppe subsummiert.
Unterschieden wurde in eine moglichst zeitnahe frihe Spurensicherung, welche
mittels einer Gaze-Wisch-Probenentnahme durchgefiiht wurde, und eine spétere
ausfuhrliche Spurensicherung bestehend aus den oben genannten Abstrichen.
Postkoitales Intervall bzgl. Ersterem war im Mittel 5,4, bzgl. Letzterem 14,4
Stunden. Einschrankend mul3 gesagt sein, dass in der Uberwiegenden Zahl der
Falle (n=50) nicht klar war ob eine Ejakulation stattgefunden hatte. In 27 Fallen
wurde dies bejaht, in 57 negiert. Zusatzlich war in 5 Fallen sicher ein Kondom
benutzt worden, in 57 nicht, in den verbleibenden Fallen war es unklar. Due
unterschiedlichen Proben wurden nicht in jedem Fall gesichert. Bzgl. der
berichteten vaginal-penilen Penerationen war in 57 Fallen die frihe
Spurensicherung die Vulva betreffend erfolgt mit einer lichtmikroskopischen
Spermiendetektionsrate von 32%, in den frihen Urinproben (n= 63) zu 35 %. Die

Spurensicherung beider Lokalisationen erbrachte eine Detektionsrate von 40%.
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Bei Auswertung der spéateren ausfiuhrlichen Spurensicherung konnte zu 45 %
Spermien aufzeigen. Formal scheinen diese Zahlen den unseren somit
unterlegen, wir kdnnen sie jedoch nicht zum Vergleich heranziehen aufgrund der
oben genannten Einschrankungen (Ejakulation uUberhaupt erfolgt? Kondom
benutzt?). Sehr interessanter Focus der Studie von Smith et al. unter
Realbedingungen war die Evaluation, ob Urinproben herangezogen werden
konnen (was der Fall ist) und die Sinnhaftigkeit der frihen, aber weniger
ausfuhrlichen Spurensicherung, die in abgelegenen landlichen Gebieten ohne
schnelle Verfiigbarkeit einer rechtsmedizinischen oder gynakologischen
Untersuchung stattfinden kann (die Daten wurden in Australien erhoben, wo
aufgrund der geographischen Weitlaufigkeit der unmittelbare Zugang zu einer

professionellen rechtsmedizinischen Untersuchung oftmals erschwert ist).

Sehr aktuelle Daten liegen nun durch Casey et al. mit einer Veroffentlichung 2016
vor [9]. Es wurde eine Vielzahl von Proben per lichtmikroskopischer
Durchmusterung ausgewertet zur Fragestellung einer wahrscheinlichen
Nachweisbarkeit von Spermien innerhalb welcher postkoitaler Intervalle. Ein
weiterer Inhalt war der Ejakulatnachweis mittels der Sauren Phosphatase.
Insgesamt war die Probenzahl mit N= 5581 sehr hoch, hiervon waren 3508
vaginale Ausstriche unterschiedlicher Lokalisation (endocervical, hoch-, mittel-,
tief-vaginal, externes Genitale. Dariiberhinaus wurden orale, anale Proben

evaluiert. Alle genitalen Abstriche betrachtet, waren in einem postkoitalen Intervall

bis 24 Stunden 34% spermienpositiv, im Intervall 24-48 Stunden 28%, im Intervall

48-72 Stunden 6%. Insgesamt wurden auf all diesen Proben bis 72 Stunden

postkoital Spermien nachgewiesen in 31% der Féalle. Noch differenzierter

untergliedert bedeutet dies: spermienpositiv.waren 39% der Proben im
postkoitalen Intervall bis 6 Stunden, 36% bei 6-12 Stunden, 35 % bei 12-18
Stunden, 26 % bei 18-24 Stunden, 28% bei 24-48 Stunden, 6% bei 48-72

Stunden, 6 % bei 72-96 Stunden. Die Fallzahlen pro postkoitalem Intervall waren

durchweg hoch abgesehen von den Uber 96-stindigen Intervallen. Hier waren

jedoch noch 2% der Praparate spermienpositiv. Das Auffinden von Spermien in

Proben mit postkoitalen Intervallen langer als 72 Stunden wurde

zusammenfassend als sehr unwahrscheinlich betitelt.
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Wir weisen zunachst drauf hin, dass in unserer Studie sehr viel kleinere Fallzahlen
pro Zeitintervall vorliegen, sodass ein valider Vergleich nicht erfolgen kann.
Orientierend lasst sich aber festhalten: Zum Intervall bis 6 Stunden postkoital liegt
uns lediglich ein Fingerling vor (2 Stunden postkoital), der reichlich Spermien
aufwies. Das Intervall 6-12 Stunden bildet bei uns ebenfalls nur ein Praparat (9
Stunden postkoital) ab mit sehr gutem Speriennachweis; dies trifft auch auf das
Intervall 12-18 Stunden zu (ein Fingerling 18 Stunden postkoital). Bzgl. des
Intervalls 18-24 Stunden liegen uns die arztlich gesicherten Fingerlinge vor (alle
24 +/- 4 Stunden), die zu 90 % spermienpositiv waren sowie 3 eigenstandig
gesicherte mit 100 % Spermiennachweis. Die arztlich gesicherten Praparate nicht
weiter bertcksichtigend, da zum 24 Stunden-Intervall gehdrend, existieren zum
Intervall 24-48 Stunden 6 Fingerlinge, durch die Probandinnen selbst erstellt, mit
durchgehend lichtmikroskopischem Spermatocytennachweis. Zum postkoitalen
Intervall 48 — 72 Stunden liegen uns vor: 5 Fingerlingproben die durch die
Probandinnen selbst erstellt wurden mit einer Spermiennachweisrate von 80% (1
aus 5 negativ) sowie die arztlich gesicherten Fingerlunge der Abstrich 3 /xxx in
einer Anzahl von insgesamt 8. 6 hiervon wurden der noch unausgereiften
Zellfraktionstrennung mittels Spritzenvorsatzfolger unterzogen; 50 % der
Fingerlinge zeigten Spermien. Von zweien die mittels der Zentrifugation der
Zellfraktionstrennung zugefuhrt wurden, waren ebenfalls 50 % spermienpositiv.
Wenn auch bedingt durchmischbar aufgrund der unterschiedlichen Prozessierung,
war die Spermiennachweisquote im genannten Zeitintervall bei insgesamt 13
Fingerlingen 61,54 %, was die Daten erhoben durch Casey et al. doch sehr
deutlich Ubersteigt, zumal sich unsere zum Vergleich herangezogenen Fingerlinge
doch Uberwiegend am oberen Ende des genannten Zeitintervalles bewegen. Zum
Zeitintervall 72-96 Stunden liegen uns ein durch eine Probandin gesicherte
Fingerling zum postkoitalen Zeitpunkt 96 Stunden vor, auf dem keine Spermien
gesichert werden konnten.

Bei wie schon vorgebracht sehr begrenzter Vergleichbarkeit aufgrund der sehr
unterschiedlichen Probenanzahl kann anhand der vorlegten Zahlen aus unserer
Studie zumindest vermutet werden, dass die Fingerlingmethode dazu geeignet ist,
Spermien mit héherer Wahrscheinlichkeit zu sichern als mit herkdmmlichen

punktuellen Abstrichmethoden.
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Die Spermiendetektionsrate in einem postkoitalen Gesamtintervall bis 24 Stunden
lag in unserer Studie bei 90% im Falle der arztlich gesicherten
Vergleichspraparate, bei 100% im Falle der eigensténdig getatigten Abstriche bei

jedoch geringer Probenzahl von 4.

Es wurde ferner eine differenzierte Untergliederung die intravaginalen Areale
betreffend aufgestellt, die fir den Vergleich mit dem Fingerling aufgrund seines

flachenhaften Spurensicherungskonzeptes nicht herangezogen werden kann.

In allen Fallen muss hier bertcksichtigt werden: Das individuelle Verhalten nach
der Spurenlegung differiert stark. Abhangig vom Ausmal3 der korperlichen Aktivitat
wird der Drainageeffekt geringer oder starker ausgepréagt sein. Somit entsteht
sowohl in wissenschaftlichen Studien als auch in der realen Fallkasuitik ein nicht
korrigierbarer Fehler. Vergleiche jedoch bspw. mit der 2001 veréffentlichten
Untersuchung von Collins und Bennett, die sich mit der Spermiennachweisdauer
in Leichen befasst. [12] 199 Falle von Leichenfunden wurden herangezogen, von
denen 107 vaginal, rectal oder oral Spermien aufwiesen. Bis maximal 120
Stunden post mortem wurden intravaginal intakte Spermien, bis maximal 168
Stunden post mortem intakte Spermien und Spermienkopfe gefunden.
Spermienkopfe konnten in einem Einzelfall noch Gber zwei Monate post mortem in
einer begrabenen Frau nachgewiesen werden. Durchschnittlich lagen die
entsprechenden postmortalen Intervalle bei intravaginaler Spurensicherung bei 23
Stunden, was im Vergleich zu den o.g. Veroffentlichungen keine wesentliche
Verlangerung der Nachweiszeiten darstellt. Der Zeitpunkt der Spurenlegung war
jedoch jeweils unbekannt und muss nicht mit dem Todeszeitpunkt
Ubereinstimmen. Eine weitere Erklarung fir die als lAnger angenommenen

Nachweisintervalle wéren auch postmortale Verwesungsprozesse.

Ein Vergleich der o.g. Studien zeigt auch, dass im Verlauf der Jahrzehnte trotz
grosser Fortschritte in der Forschung keine deutliche Ausweitung der maximalen
Nachweisdauer stattfand.

Aktuellere Literatur als die aufgefiihrte liegt unseres Wissens derzeit nicht vor.
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Korrelation zu probandinnenbezogenen Fakten
Im Vergleichsarm lagen uns Angaben zum Zyklus der Studienteilnehmerinnen und
zur Verhitungsmethode vor; ausserdem wurden durch die arztlichen Mitarbeiter
Beschaffenheit des Vaginalsekrets und anatomische Besonderheiten festgestellt

und dokumentiert.

In der Literatur wird angegeben, dass Verkehr und Spurensicherung in der ersten
Zyklushalfte eine erhéhte Spermienausbeute erbringen kénnen (Morrison; 81). Im
Vergleichsarm wurden sieben Fingerlingspuren in der ersten Zyklushélfte
gesichert. (F3/003, F3/006, F1/011, F1/013, F3/014, F1/015, F1/018); im
Methodenarm wurde der Menstruationszyklus nicht dokumentiert.

Ein Vergleich all dieser Spuren mit den restlichen fallt sehr schwer aufgrund
verschiedener Verarbeitungsmethoden. Eine Probenzahl von n=7 ist nicht
reprasentativ, sodass wir hier nur einen groben Vergleich anstellten. Insgesamt fiel
nicht auf, dass diese Fingerlinge eine deutlich verbesserte Spermienausbeute

erbrachten.

Vier Frauen verhuteten kontinuierlich mit der Pille, eine weitere setzte im
Studienverlauf die Pille ab und wurde schwanger (F3/010). Der hier erhaltene
Fingerling erbrachte sowohl in der ersten als auch in der zweiten Auswaschung
(mit Seifenzugabe) keinerlei Spermiennachweis. Ob die Nachweisbarkeit von
Spermien in Zusammenhang mit einer bereits bestehenden Schwangerschaft
steht, ist unklar. Das Ergebnis der Spurensicherung ware jedoch andererseits
ohne Weiteres durch das postkoitale Intervall von rund 66 Stunden erklarlich.

Eine Studienteilnehmerin  war Spiralentragerin  (Hormonspirale). Die ihr
zugeordneten Fingerlinge waren F1/007 und F3/007. Die Spirale hemmt die
Spermienmotilitat und erschwert durch eine Zunahme der Sekretviskdsitat im
Gebarmutterhals das Vorankommen der Spermien. Bei zdherem Sekret sollte man
ein geringeres Ausspllen der Spermien annehmen; auch blockiert der verdickte
Schleim den Spermien den Zugang zur Gebarmutter. Die Vermutung, dass daher
mehr Spermien auffindbar sein sollten, wurde durch die zwei Praparate nicht
bestétigt. F1/007 zeigte ausreichend Spermien, jedoch nicht deutlich ausgepréagter

als andere Praparate. F3/007 war spermienfrei.
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Eine Probandin verhitete mit einem Vaginalverhitungsring (F3/003, F1/004,
F3/004). Auf hormoneller Ebene basiert er auf dem Prinzip der Pille.
Dementsprechend erwarteten wir hier keine Besonderheiten. Jedoch fallt auf, dass
alle Fingerlinge spermienfrei waren.

Eine Studienteilnehmerin verhitete nicht. (F1/009, F3/009). F1/009 zeigte eine
sehr gute Spermienzahl, F3/009 konnte kaum Spermien nachweisen. Dies kann
leicht durch das Spurensicherungsintervall von rund 24 bzw. 66 Stunden erklart

werden.

Die Beschaffenheit des Vaginalsekrets wurde nicht durchgehend dokumentiert.
Von den vorliegenden Stellungnahmen der Untersucher hierzu wurde das
Vaginalsekret in neun Féllen als wenig viskés, in zwei Féllen als mittelgradig
viskds und in vier Fallen als z&h oder eher zah bezeichnet (F 3/006, F1/010,
F3/010, F3/014). F3/006 und F3/014 zeigten eine hohe Spermienzahl, F1/010
ebenfalls eine gute Spermienausbeute. F3/010 hingegen war in unseren
Untersuchungen durchgehend spermienfrei. Es zeigt sich als eine erwartete
Tendenz, dass bei zdhem Scheidensekret durch geringeren Drainageeffekt mehr
Spermien in der Vagina verbleiben. Bei der Spurensicherung F3/009 wurde das
Scheidensekret als &usserst zah angegeben. Hier jedoch war die

Spermienausbeute allenfalls gering.

Bei einer Studienteilnehmerin wurde eine Rectozele festgestellt (F 1/009, F3/009)
bei einer weiteren eine Portioektopie (F1/018, F3/018).

Ausblick

Bezuglich der Anwendung und Handhabung des Baumwollfingerlings als
Instrument der intravaginalen Spurensicherung besteht noch weiterer
Forschungsbedarf:

Nachdem der Baumwollfingerling in gut ausreichender Anzahl von Testpraparaten
Spermien bis 66 Stunden postkoital nachweisen konnte, ware die
Maximalnachweisdauer von Interesse: Bis zu welchem maximalen postkoitalen
Intervall vermag der Fingerling Spermien aus der Va  ginalkavitat zu sichern?

Aufgrund des grossflachigen Abstrichverhaltens liegt die Vermutung nahe, dass
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durch diese Methode Spermien weit l&anger als bisher nachweisbar sind, was
durch eine entsprechende Versuchsreihe mit Fingerlingabstrichen noch langerer
postkoitaler Intervalle beleuchtet werden kénnte.

Wir stellten fest, dass bei zweimaligem Auswaschen auch beim zweiten Mal
Spermien gesichert werden konnten, teilweise lag hier ein deutlich gunstigeres
Verhdltnis von Vaginalepithelien zu Spermien vor. Dies ware dadurch erklarlich,
dass beim ersten seifenfreien Auswaschgang die Epithelien grosstenteils
abgewaschen werden, sodass beim zweiten Auswaschen die verbleibenden
Spermien in der Auswaschlésung befindlich sind. Kann ein System zweier

Auswaschungen die Spermienausbeute unter deutlicher Reduktion der
Vaginalepithelien reproduzierbar verbessern?

Fur unsere Zwecke war die Verwendung der aus dem Zentrifugationsprozess
entstehenden Pellets zweckmassig. Wir stellten jedoch auch fest, dass im
Rahmen der Filtrationsmethodik Spermien gesichert werden konnen. Dies
geschah jedoch nicht wie urspriinglich angenommen durch Passage der Spermien
Uber die Filterporen in das Filtrat, sondern durch ein Auffangen auf demselben.
Bei einem geringen Anteil der weiblichen Fraktion ware eine Verwendung des
Filters mit dem nun darauf konzentrierten Anteil an Spermien denkbar. Ist der
Filter mit den darauf befindlichen Spermien in die differentielle Lyse

einsetzbar und somit &hnlich wie die etablieten Wa ttetupfer in die

Laborroutine integrierbar? Wie kann hier u. U. im V  orfeld der Anteil der

weiblichen Zellfraktion reduziert werden? Denkbar ware hier z. B. eine
Doppelfiltration  unter  Berlcksichtigung der  GroReneigenschaften  der
verschiedenen Zellen — zunachst die Filtration tGber einen grof3porigen Filter zum
Separieren der weiblichen Fraktion, dann Uber einen Kkleinporigen, um die
Spermien auf kleinem Raum zu sammeln. (Vgl. [10; 26]) Auch eine weitere
Evaluation der unter Kap. 3.2.7 beschriebenen Kombinationsmethodik, die

Zentrifugation und Filtration beinhaltet, ist sinnvoll.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie ist es, einen alternativen Spurentrager fir die
Spurensicherung im weiblichen Genitale nach angegebenem Sexualdelikt
hinsichtlich seiner Funktionalitat zu evaluieren. Wir entschieden uns unter dem
Aspekt der grosstmdglichen Opferschonung fir den Baumwollfingerling, der
einfach anwendbar ist und somit ggf. auch die Spurensicherung durch das Opfer
selbst moglich macht. Hierdurch kann eine Spurensicherung zur weiteren
Strafverfolgung des Spurenlegers auch dann gelingen, wenn die Geschadigte eine
korperliche Untersuchung ablehnt. Die Handhabung fir Untersucher und
Geschadigte ist einfach umsetzbar und bietet daher wenig Raum fir
untersucherbedingte Fehler. Die Vaginalantragung wird nicht wie mit der
herkdbmmlichen Methode punktuell, sondern flachenhaft gesichert und bietet daher
insbesondere bei  verlangertem postkoitalem Intervall eine  gute
Spermienausbeute. Durch die faltbare stabile Kartonbox kann er ohne erhthtes
Risiko von bakteriellem oder fungalem Wachstum sicher transportiert und falls
vonnoten langere Zeit gelagert werden.

Eine Herausforderung war die Integration des Fingerlings in den Laboralltag, da
sowohl das Ablosen der Spur vom Spurentrager als auch die weitere Bearbeitung
der Spur nach herkdmmlicher Methodik nicht méglich ist.

Durch Schittelinkubation der Fingerlingspur mit Natriumchlorid unter Seifenzusatz
kann die Spur hervorragend abgeldst werden. Dennoch verbleibt aufgrund der
Grosse des Spurentragers auf diesem noch gentugend Material fir weitere
Untersuchungen zu einem spateren Zeitpunkt. Es deutete sich an, dass eine
Doppelinkubation zunachst ohne, beim zweiten mal mit Detergentienzusatz dazu
geeignet ist, bereits grob die mannliche von der weiblichen Zellfraktion zu trennen,
da die Spermien starker am Spurentrager zu haften scheinen.

Die initial angewandte Trennung der Zellfraktionen durch Filtration scheiterte
durch fehlende Praktikabilitit der Methode sowie fehlende Trennung, da die
Spermien trotz adaquater Porengrosse des Filters an diesem haften blieben,
nachdem der Filter durch die wesentlich groésseren Epithelzellen verlegt wurden.
Sedimentationsversuche mit simplem Stehenlassen des Inkubationsansatzes
zeigten bereits eine gute Trennung der Fraktionen aufgrund deren

unterschiedlicher Sedimentationseigenschaften mit Absiedelung der Epithelien auf

94



dem Gefassboden und Verbleiben der Spermien im Uberstand. Darauf basierend
evaluierten wir die Abtrennung der Spermien von der Epithelzellfraktion durch
Zentrifugation, was sich als reproduzierbar erfolgreich herausstellte. Die
Verarbeitungsmethodik ist verlasslich kontaminationsfrei in den Laboralltag zu
integrieren. Hier sticht eine deutliche Kostenersparnis im Vergleich zu anderen
Methoden ins Auge, da nicht nur das Spurensicherungsmaterial kostengunstig ist,
sondern auch kein spezielles Instrumentarium wie bspw. bei der
Lasermikrodissektion vorgehalten werden muss. Die Abtrennung der Spermien
vom Spurentrager und das Separieren der Spermienfraktion von den weiteren
Bestandteilen der gesicherten Mischspur gelingen durch den
Zentrifugationsprozess sicher und wiederholbar. Somit sind die Spermien, falls
vorhanden, auf dem Mikroskopiepraparat deutlich einfacher und dadurch mit
erheblicher Zeitersparnis detektierbar.

Der Baumwollfingerling ist ein geeignetes Instrument zur Spurensicherung nach
angegebenem Sexualdelikt. Seine Anwendung kann unter dem Gesichtspunkt der
grosstmaoglichen Schonung der Geschadigten stattfinden. Der Baumwollfingerling
ist in der Lage, in hohem Malie Spermien aus der Vaginalkavitat sichern; diese
werden durch unsere Untersuchungen bis zu einem Intervall von 66 Stunden
zwischen Spurenlegung und -sicherung nachgewiesen. Bei derartigen
Zeitintervallen kann unter Umstanden nur aufgrund der Nutzung des Fingerlings
mit seinen langen Nachweiszeiten die Strafverfolgung madglich sein oder
Uberhaupt nachgewiesen werden, dass ein Sexualkontakt stattgefunden hat.
Darlberhinaus zeigt diese Studie, dass unter Verwendung des Fingerlings nach
erstmaliger Verarbeitung auch eine Zweitextraktion maglich ist. Auch eine zweite
Auswaschung erbringt noch Préaparate mit Spermiennachweis. Im Gegensatz zum
herkdbmmlichen Spurentrdger, der nach Verarbeitung unwiederbringlich verloren
ist, stellt dies einen enormen Vorteil dar. Der Fingerling kann aufbewahrt und im
Falle zu einem spateren Zeitpunkt aufkommender Fragen erneut untersucht
werden.

Cave: Die umfassend flachenhafte Spurensicherung und dadurch die Mdglichkeit,
auch bei langem postkoitalem Intervall noch Spermien nachzuweisen, kann dazu
fuhren, dass auch Spuren nachgewiesen werden, die noch vor dem Zeitpunkt des

angegebenen Sexualdelikts verursacht wurden. Dadurch kénnten im Weiteren
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Desoxyribonucleinsdure - Profile unterschiedlicher Spurenleger zur Darstellung

kommen.
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Fotografische Abbildungen
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Abb. 15: Herkdmmlicher Spurentrager in Faltschachtel

Abb. 16: Fingerling, steril verpackt mit Faltschachtel

105



Abb. 17: Fingerling in Faltschachtel

Abb. 18: Verpacken des Fingerlings
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Abb. 19: Vorbereitung des Auswaschens

Abb. 20: Auswaschprozess, beachte die Schimmelantragungen!
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Abb. 21: Selbstgebaute Filtrationsvorrichtung

Abb. 22: Antragungen nach Filtrationsvorgang
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Abb. 23: F1/006 (24 h postkoital) 1. Pellet nach Zentrifugation mit 500 U. Hohe
Dichte von sowohl Vaginalepithelien als auch Spermien.
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Abb. 24: F1/006 (24 h postkoital) 2. Pellet nach Zentrifugation mit 1000 U. Bereits
gut detektierbare Spermien bei reduzierter Vaginalepitheliendichte.
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Abb. 25: F1/006 (24 h postkoital), 3.Pellet nach Zentrifugation mit 6000 U.
Vaginalepithel deutlich rarefiziert, gut detektierbare Spermien.
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Abb. 26: F3/006 (67 h postkoital) 1.Pellet nach 1. Zentrifugation mit 500 U. Hohe
Vaginalepitheldichte
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Abb. 27: F3/006 (67 h postkoital) 2.Pellet nach Zentrifugation mit 1000 U. Bereits
reduzierte Vaginalepitheldichte
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Abb. 28: F3/006 (67 h postkoital), 3.Pellet nach Zentrifugation mit 6000 U.
Vaginalepithel deutlich rarefiziert, gut detektierbare Spermien.
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Anhang

Anlage 1 / Probandeninformation

Probandeninformation

Liebe Probanden,
wir planen eine Studie zur Verbesserung der Spurensicherung nach angegebenem Sexualdelikt.

Bei angegebenen Sexualdelikten ist es von groRer Bedeutung, DNA - haltiges Material der beschuldigten
Person am Opfer nachzuweisen. DNA kann sowohl im Ejakulat als auch in Form von abgeriebenen
Hautschippchen am Opfer nachweisbar sein. Der Nachweis dieser Spuren ist von erheblicher Bedeutung, da
ein Tater unter Umsténden nur durch diese tberfiihrt werden kann. Um die Spurensicherung zu optimieren,
wollen wir im Rahmen der Studie herkdmmliche Wattetragerabstriche mit dem neu entwickelten Baumwoll-
Fingerling-Abstrich vergleichen.

Konkret sieht das fir Sie folgendermaf3en aus:

Wenn Sie an der Studie an der Studie teilnehmen wollen, sollten Sie bereit sein, sich nach ungeschitztem
Geschlechtsverkehr in der Universitéats-Frauenklinik zur Spurensicherung vorzustellen. Sie brauchen keinen
Geschlechtsverkehr wegen der Studie haben.

In der Klinik werden aus dem Bereich des hinteren Scheidengewdélbes, des Gebarmuttermundes und des
Gebarmutterhalses sowie dem Scheidenvorhof Abstriche angefertigt. Dabei wird der herkémmliche Q-tip-
ahnliche Wattetrager verwendet. Im Anschluss wird mit der neu entwickelten Methode mit dem
Baumwollfingerling die gesamte Scheide ausgewischt.

Der Termin der Abstrichnahme wird von Ihnen selbst nach stattgehabtem Geschlechtsverkehr (GV) mit der
zusténdigen Arztin der Frauenklinik abgestimmit.

Zwischen den gemeldeten Sexualkontakten und der Spurensicherung dirfen Sie keinen weiteren Intimkontakt
haben. Auch sollten Sie weder baden noch Scheidenspilungen durchfiihren oder in der Zwischenzeit
Tampons benutzt haben. Auch durch eine zwischenzeitlich einsetzende Menstruation erlibrigt sich die
Abstrichnahme.

Zur Prufung der Empfindlichkeit der Methode insbesondere auch auf Hautabriebzellen (Epithelzellen) vom
mannlichen Glied ist es wichtig, einmal Geschlechtsverkehr ohne Ejakulation in die Scheide zu praktizieren. In
diesem Fall sollten Sie vor dem betreffenden Verkehr mindestens 4 Tage keinen ungeschuitzten Intimkontakt
(d.h. ohne Kondom) gehabt haben.

Der Studienablauf sieht wie folgt aus:

O Abstriche am ersten Tag nach GV mit Samenerguss des Partners, seitdem normale Kdrperpflege
O Abstriche am ersten Tag nach GV ohne Samenerguss des Partners, seitdem normale Kérperpflege
O Abstriche am dritten Tag nach GV mit Samenerguss des Partners, seitdem normale Kérperpflege

Die Spurensicherung ist mit einer normalen gynékologischen Untersuchung zu vergleichen und wird ungeféhr
5 Minuten dauern. Da sich in seltenen Fallen nach dem Auswischen mit dem Fingerling die Scheide trocken
anfiihlen kann, wird auf Wunsch nach dem Fingerling-Abstrich ein Gleitmittel in die Scheide appliziert. Bei der
Untersuchung soll auch ein Fragebogen ausgefllt werden.

Das gewonnene Material (Mischspur aus Schleim und Hautzellen der Frau sowie Ejakulat und Hautzellen des
Geschlechtspartners) wird ausschliesslich darauf geprift, ob nicht-codierende Bereiche des Erbguts des
Mannes nachweisbar sind. Somit werden nur solche Merkmale untersucht, die KEINEN Ruckschluss auf
Personlichkeitsmerkmale, Krankheiten oder &hnliches zulassen.

Das Abstrichmaterial wird bereits in der Frauenklinik anonymisiert und mit einer Nummer versehen (codiert).
Eine Zuordnung zur Probandin ist nur durch die Studienleitung mdéglich. Nach Abschluss der letzten
Untersuchung werden die Daten komplett anonymisiert, sodass auch die Studienleitung eine Zuordnung zur
Probandin nicht mehr durchfihren kann.

Um die Lagerungsbestandigkeit der Sekretspuren auf dem Fingerling zu testen, sollen die Proben innerhalb
von 2 Jahren erneut untersucht werden. Danach sind die Proben in der Regel aufgebraucht. Eventuell
vorhandene Reste werden vernichtet.

Die erhobenen und personenbezogenen Daten unterliegen dem Datenschutz.

Fir die Empfangnisverhitung ist durch die Probandin selbst zu sorgen. Kosten hierfiir oder fiir im Rahmen der
Studie eingetretene Schwangerschaften werden nicht erstattet. Ebenso wird keine Verantwortung fir eine
mdgliche Ansteckung mit einer sexuell Ubertragbaren Krankheit lbernommen.
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Anlage 2 / Einverstandniserkldarung

Einverstéandniserklarung der Probanden

Einverstandnis der Probanden:

Herr/Frau Dr. hat heute mit uns ein Aufklarungsgesprach gefiihrt.

0]

Ich/Wir wurde/n dariiber informiert, dass die Teilnahme an der Studie freiwillig ist und dass ich/wir
jeder Zeit, auch ohne Angaben von Griinden sowie ohne Nachteile fiir mich/uns von der Studie
zurilicktreten kann/kénnen.

Fur die Empfangnisverhitung ist durch mich/uns selbst zu sorgen; fur eventuelle im Rahmen der
Studie entstehende Schwangerschaften steht mir/uns keine Unterstiitzung zu.

Fir eine mogliche Ansteckung mit einer sexuell ibertragbaren Krankheit (wie z.B. Syphilis,
Gonorrhoe, HIV) Gbernimmt die Studienleitung keine Verantwortung.

Die Arztliche Schweigepflicht und der Datenschutz bleiben gewahrt. Es werden lediglich
anonymisierte Spurentrager zur DNA-Untersuchung weitergeleitet. Dritten wird kein Einblick in die
Originalunterlagen gestattet, es sein denn, ich/wir erklare/n mich/uns schriftlich damit einverstanden.

Ich/Wir habe/n noch folgende Fragen:

Ich/Wir willige/n hiermit in die oben beschriebenen Untersuchungen ein.

Ort und Datum, Unterschrift der Probandin

Ort und Datum, Unterschrift des Probanden

Sollte der mannliche Partner zur Wahrung der Anonymitét nicht bereit sein, seine Unterschrift auf dem
Einverstéandnisbogen zu leisten, ist die nachfolgend aufgefiihrte Erklarung der Frau zwingend.

o

Ich erklare hiermit an Eides Statt, dass mein Partner von mir Giber den Inhalt der Studie und lber die Teilnahme

daran in Kenntnis gesetzt wurde.

Ort und Datum; Unterschrift der Probandin

Ort und Datum; Unterschrift des Arztes/ der Arztin
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Anlage 3 / Fragebogen zur Untersuchung

Codenummer:

Datum:
Liebe Probandin,
zusatzlich zur Spurensicherung mdchten wir Sie noch bitten, einige Fragen zu beantworten:
« Datum und Uhrzeit des letzten Geschlechtsverkehrs:
« Mit oder ohne Ejakulation?
« Wenn ohne Ejakulation: Dauer des Geschlechtsverkehrs?
e Ist der Partner beschnitten?
e Datum und Uhrzeit des vorletzten Geschlechtsverkehrs:
« Haben Sie seitdem gebadet oder eine Scheidenspiilung vorgenommen?
¢ Welche Methode der Verhitung haben Sie verwendet?
* Wann war lhre letzte Menstruation? Wie regelmaRig ist Ihr Zyklus?

e Sind Sie im Moment schwanger; wenn ja, in welcher Woche?

Vielen Dank fir lhre Mitarbeit!
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Anlage 4 / Untersucherprotokoll

Datum:

Gynékologisches Protokoll

Untersuchender Arzt:

Zeitpunkt des letzten Geschlechtsverkehrs:

Mit oder ohne Ejakulation?

Wenn ohne Ejakulation: Dauer des Geschlechtsverkehrs?

Zeitpunkt des vorletzten Geschlechtsverkehrs:

Beschaffenheit des Vaginalsekrets
*  Viskositét:
¢ Menge:

Anatomische Besonderheiten:

Hinweis auf Infekte:

VerschlisselungsNr:
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Tabellen

Zu3.2.3

Tabelle 2 Methodenarm: Orientierende Filtration. Eigenstandige Spurensicherung mit postkoitalen
Intervallen bis 21 Stunden Zu Abbildung 1

Probe GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | MW Min/ Anmer-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max kung

Jun Ol vorFil | 7 17 |5 14 |7 12 |5 4 4 8 7,7 4/14

Jun 01 nach | m m m m m m m m m m ne m Keinerlei

Fil Epithel

JunO2vorFil |39 |41 |32 |21 |28 |22 |15 |16 |11 |6 23,1 6/39

Jun 02 nach | m 24 |10 |14 |5 27 |30 |7 25 | 32 ne 7/m Keinerlei

Fil Epithel

Jun 03 vor Fil | 4 8 5 5 4 5 8 2 8 5 54 2/8

Jun 03 nach |12 | m 4 2 4 2 5 3 5 3 ne 2/m Keinerlei

Fil Epithel

PVlinachFil |15 |0 0 0 0 5 0 0 1 0 2,1 0/15 |1 be-
geisselt;
wenig
Epithel

Test7vorFil |35 |25 |12 |14 |26 |20 |7 9 17 | 17 16,4 7135 | Massiv
Uberlagert

Test 7 nach |19 |30 |40 |40 |40 |O 0 0 0 0 16,9 0/40 | Wenige

Fil GF's

Jun 04 vor Fil | O 0 1 2 2 0 0 2 2 2 1,1 0/2

Jun 04 nach | 7 8 4 4 1 1 4 m 2 5 ne 1/m Wenige

Fil GF’s, kein
Epithel

Jun 05 vor Fil | 9 6 22 |24 |12 |17 |9 13 |6 5 12,3 5/24

Jun 05 nach | 5 7 3 2 2 7 3 2 3 6 4,0 0/7 Wenige

Fil GF’s, kein
Epithel

Jun 06 vor Fil | 4 2 2 1 1 4 2 2 2 1 2,1 1/4

Jun 06 nach | 4 1 2 3 3 1 1 0 0 0 15 0/4 Wenige

Fil GF’s, kein
Epithel

Test 13 vor | O 0 2 0 0 1 0 1 0 1 0,5 0/2 Massiv

Fil Uberlagert

Test 13 nach | 11 |1 3 2 1 1 0 0 0 0 1,9 0/11 | 2 begeis-

Fil selt,
wenige
GF’s, kein
Epithel

P I vor Fil 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0,3 0/3 Massiv
Uberlagert

P I nach Fil Leer

Legende: Fil: Filtration; GF: Gesichtsfeld; Jun: probenspezifsche Betitelung; m: massenhaft; MW:
Mittelwert; n: nicht erhebbar; P: probenspezifische Betitelung
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Tabelle 3 Methodenarm: Orientierende Filtration. Eigenstandige Spurensicherung mit postkoitalen

Intervallen 24 bis 96 Stunden Zu Abbildung 2

Probe GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | GF | MW Min / Anmer-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max kung

K3 vor Fil 1 6 3 3 4 6 22 |1 3 13 6,2 1/22 Massiv
Uberlagert

K3 nach Fil 4 5 2 1 1 1 1 3 5 0 2,3 0/5 Wenig
GF's

JL24vorFil |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Unzureich
ende An-
fertigung

F3 vor Fil 7 8 4 7 11 |6 9 9 4 6 7,1 4/11

K5 vor Fil 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0,1 0/1 Massiv
Uberlagert

K5 nach Fil Leer

F5 vor Fil 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0,2 0/2

PV vor Fil 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Massiv
Uberlagert

PV nach Fil leer

K1 vor Fil 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0,1 0/1 Uberla-
gert;Kaum
auswert-
bar

K1 nach Fil 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Wenig
sicht-
bares
Material

K2 vor Fil 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Massiv
Uberlagert

K2 nach Fil 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Wenig
sicht-
bares
Material

Legende: Fil: Filtration; GF: Gesichtsfeld; K: probenspezifische Betitelung; MW: Mittelwert; P:

probenspezifische Betitelung

Zu3.2.4

Tabelle 4 Vergleichsarm: Arztlich gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall 24 +/-4 Stunden bzw.

24 Stunden bei eigenstandiger Spurensicherung durch Probandin (KK1/Methodenarm)
Zu Abbildung 3

Probe GF GF |GF |GF |GF |GF |GF | GF | GF | GF | MW Min /| Anmerkung
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max
F1/007 HE1 | 2 1 3 3 4 6 11 |3 3 9 4,5 1/11 12 begeisselt
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F1/007 1 3 1 1 3 1 3 1 1 1 1,6 1/3 5 begeisselt

PAP1

F1/007 HE2 | O 0 11 |1 0 0 2 0 1 0 15 0/11 1 begeissel;
keine
Epithelien

F1/007 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0,2 0/2 1 begeisselt;

PAP2 keine
Epithelien

F1/009 HE1 | 24 46 | 6 13 |17 |5 15 |16 |22 |31 19,5 5/46 5 begeisselt;
viele Zelllagen

F1/009 26 8 11 (44 |64 |37 |45 |17 |9 15 | 27,6 8/64 1 begeisselt;

PAP1 viele Zelllagen

F1/009 HE2 Leer

F1/009 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PAP2

F1/010 HE1 | 9 4 1 4 1 2 1 1 1 1 2,5 1/9

F1/010 0 1 1 2 0 1 0 1 2 1 0,7 0/2

PAP1

F1/010 HE2 | O 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0,2 0/2 Kein Epithel

F1/010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PAP2

F1/011 HE1 | O 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,1 0/1

F1/011 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0,2 0/1 1 begeisselt

PAP1

F1/011 HE2 | 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0,3 0/1

F1/011 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0,2 0/1

PAP2

F1/012 HE1 | O 3 1 1 0 1 0 1 0 1 0,8 0/3

F1/012 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0,3 0/1

PAP1

F1/012 HE2 Leer

F1/012 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0,2 0/1

PAP 2

F1/013 HE1 | 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,2 0/1

F1/013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PAP1

F1/013 HE2 Leer

F1/013 Leer

PAP2

F1/014 HE1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0in>30GF's

F1/014 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0in>30GF's

PAP1

F1/015 HE1 | O 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,1 0/1 Zellkonglo-
merate

F1/015 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PAP1
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F1/016 HE1 | 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,2 0/1

F1/016 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PAP1

F1/016 HE2 | O 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,1 0/1 Spermium
Iytisch

F1/018 HE1 | 2 6 2 3 1 1 3 2 1 0 2,1 0/6 4 begeisselt

F1/018 1 1 0 1 1 1 0 2 0 0 0,7 0/2

PAP1

F1/018 HE2 | O 0 3 0 0 1 0 0 0 0 0,4 0/3

F1/018 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0,5 0/1 1 begeisselt
PAP2

KK1 HE1 3 1 1 1 1 2 2 1 1 2 15 0/3 4 begeisselt

KK1 PAP1 2 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1,3 1/2 1 begeissel;
1 isolierte
Geissel

KK1 HE2 2 2 1 2 0 6 0 0 0 0 1,3 0/2

KK1 PAP2 2 3 0 2 0 2 0 0 3 3 15 0/3 1 begeisselt

Legende: F: Fingerling; GF: Gesichtsfeld; HE: Hamatoxylin-Eosin-Farbung; KK: probenspezifische
Betitelung; MW: Mittelwert; PAP: Papanicolaou-Farbung

Tabelle 5 Vergleichsarm: Arztlich gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall 66 +/-6 Stunden bzw.
48 Stunden bei eigenstandiger Spurensicherung durch Probandin (KK2 Methodenarm)

Zu Abbildung 4

Probe GF GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | GF | GF MW Min/ | Anmer-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max | kung

F3/003HE1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F3/003 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PAP1

F3/003 HE2 | 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Epithelfrag-
mente

F3/003 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Vereinzelt

PAP2 Epithelien

F3/007 HE1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F3/007 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PAP1

F3/007 HE2 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Keine
Epithelien

F3/007 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0,1 0/1 | Keine

PAP2 Epithelien

F3/009 HE1 | O 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0,2 0/2

F3/009 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PAP1

F3/009 HE2 Leer

F3/009 Leer
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PAP2

F3/010HE1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F3/010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PAP1

F3/010 HE2 Leer

F3/010 0 Leer

PAP2

F3/014 HE1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Massive
Konglo-
merate

F3/014 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,1 0/1 | Beginnend

PAP1 Iytisch

F3/014 HE2 Leer

F3/014 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0,2 0/1

PAP2

F3/018 HE1 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0in>30
GF's

F3/018 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0in>30

PAP1 GF's

F3/018 HE2 0 Leer

F3/018 0 Leer

PAP2

KK2 HE1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0/1

KK2 PAP1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Legende: F: Fingerling; GF: Gesichtsfeld; HE: Hamatoxylin-Eosin-Farbung; KK:
Betitelung; MW: Mittelwert; PAP: Papanicolaou-Farbung

Tabelle 6 Vorangehende Laufe mittels Vivaclear® Zu Abbildung 5

Zu3.2.5

probenspezifische

Probe GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | GF MW | Min/ | Anmer-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max kung

Purl HE 1 1 2 0 0 0 2 3 3 0 1,2 0/3 4
begeisselt

Purl PAP 0 0 0 1 17 |0 0 0 1 1 2,0 0/17 |1
begeisselt

Mix1 HE1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0,4 0/1 1
begeisselt

Mix1 PAP1 | O 1 0 0 0 0 1 2 1 3 0,8 0/3 1
begeisselt

Mix1 HE2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mix1PAP2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Testl HE1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0,4 0/1

Testl PAP1 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Testl HE2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Rar
Epithelien

Testl PAP2 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Nahezu
zellfrei

Legende: GF: Gesichtsfeld; HE: Hamatoxylin-Eosin-Farbung; MW: Mittelwert; PAP: Papanicolaou-

Farbung

Tabelle 7 Vergleichsarm: Arztlich gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall 24+/-4 bzw. 20
Stunden bei eigenstandiger Spurensicherung durch Probandin (JL20/Methodenarm) Zu

Abbildung 6
Probe GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | MW Min / | Anmerkung
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max

JL20 vor Fil 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0,4 0/1 | Granulocy-
ten, sehr
dicht

JL20 nach Fil Zelllos

JL20 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0,5 0/1 | Granulo-

Abklatsch cyten

F1/007 vor | 2 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0,8 0/2 | 2 begeisselt

Fil

F1/007 nach Zelllos

Fil

F1/007 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0,4 0/1 | Zellarm

Abklatsch

F1/009 wvor | 9 3 3 3 0 1 0 1 3 1 2,3 0/9

Fil

F1/009 nach Zelllos

Fil

F1/009 3 0 0 1 0 0 3 1 1 0 0,9 0/3 | Geringe

Abklatsch Zelldichte

F1/010 wvor | 2 0 5 3 2 0 4 2 2 5 2,5 0/5

Fil

F1/010 nach Ausserst

Fil zellarm

F1/010 4 1 2 7 3 13 3 5 2 1 4.1 1/13

Abklatsch

F1/011 wvor | 1 0 1 0 0 3 0 1 0 1 0,7 0/3

Fil

F1/011 nach Zelllos

Fil

F1/011 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0,3 0/3 | Zellarm

Abklatsch

F1/012 wvor | 8 2 3 4 1 2 1 3 2 2 2,8 0/8

Fil

F1/012 nach Zelllos

Fil

F1/012 5 3 3 3 0 1 0 1 3 1 2,0 0/5

Abklatsch

F1/013 wvor | 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0,3 0/1 | Hohe

Fil Zelldichte,
Uberlagert

F1/013 nach Zelllos
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Fil

F1/013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Abklatsch
F1/014 wvor | O 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0,1 0/1 |zT.
Fil Uberlagert
F1/014 nach Leer
Fil
F1/014 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Ausserst
Abklatsch zellarm
F1/016 wvor | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Hohe Zell-
Fil dichte, Uber-
lagert
F1/016 nach Zelllos
Fil
F1/016 1 0 1 0 0 0 1 0 0 2 0,5 0/1 | Zellreich
Abklatsch
F1/018 wvor | 0 0 3 0 0 2 0 2 3 1 11 0/3
Fil
F1/018 nach Ausserst
Fil zellarm
F1/018 1 0 2 2 2 0 0 1 3 1 1.2 0/3
Abklatsch
Legende: F: Fingerling; Fil: Filtration; GF: Gesichtsfeld; HE: Hamatoxylin-Eosin-Farbung; JL:
probenspezifische Betitelung; MW: Mittelwert; PAP: Papanicolaou-Farbung
Tabelle 8 Vergleichsarm: Arztlich gesicherte Spur mit postkoitalem Intervall 66 +/- 6 Stunden
Zu Abbildung 7
Probe GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | MW Min/ | Anmer-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max kung
F3/003 vor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fil
F3/003 nach Zelllos
Fil
F3/003 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Zellarm
Abklatsch
F3/007 vor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fil
F3/007 nach Zelllos
Fil
F3/007 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0,3 0/3
Abklatsch
F3/009 vor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Zellreich,
Fil teils
Uberlagert
F3/009 nach Zelllos
Fil
F3/009 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Geringe
Abklatsch Zelldichte
F3/010 vor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Hohe Zell-
Fil dichte,
teils
Uberlagert
F3/010 nach Zelllos
Fil
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F3/010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Abklatsch

F3/014 vor 0 0 2 0 1 0 1 0 1 1 0,6 0/2

Fil

F3/014 nach Kein Epi-

Fil thel, 2
Zellfragm
ente

F3/014 1 0 0 0 2 1 0 0 0 1 0,5 0/2 Epithel-

Abklatsch fragmente

F3/018 vor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fil

F3/018 nach Zelllos

Fil

F3/018 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Ausserst

Abklatsch zellarm

Legende: F: Fingerling; Fil: Filtration; GF: Gesichtsfeld; MW: Mittelwert

Zu 3.2.6
Tabelle 9 Methodenarm - Zentrifugationsreine Probe AS1 Zu Abbildung 8
Pellet nach GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | MW Min / | Anmerkung
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max

300U 15 |8 13 |7 10 |10 |13 |5 9 7 9,7 5/15 | Gut
auswertbar

500 U 15 |14 |13 |13 |10 |18 |11 |5 7 12 11,8 5/18 | Gut
auswertbar

800 U 8 18 |13 | m 20 |19 |27 |6 3 19 ne 3/m Deutlicher
Epithelien-
riickgang

1300 U 7 11 |11 |3 9 7 8 6 6 5 7,3 5/11 | Dtl. Rickgang
von Spermien
und Epithel

2000 U 24 (12 |15 |14 |17 |17 |9 6 8 11 13,3 6/24 | Kaum  noch
Epithel

3000 U 1 1 0 0 0 0 2 0 0 2 0,6 0/2 Kein Epithel,
Spermienverlu
st

4000 U 7 0 3 0 0 3 0 1 0 2 1,6 0/7 Kein Epithel,
Spermien-
verlust

5000 U 5 1 2 0 3 3 0 0 3 3 2,0 0/5 Teils Epithel-
fragmente

6000 U 1 0 0 1 0 0 0 7 0 1 1,0 0/7 Kein Epithel

Legende: AS: probenspezifische Betitelung; GF:Gesichtsfeld; m: massenhaft; MW: Mittelwert; n:

nicht erhebbar; U: Umdrehungen pro Minute
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Tabelle 10 Methodenarm - Zentrifugationsreihe Probe AS 2 Zu Abbildung 8

Pellet nach GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | MW Min / | Anmerkung
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max
300 9 10 |2 3 7 10 |5 3 6 3 5,8 2/10 | Gut
U auswertbar
500 15 |14 |13 |13 |10 |18 |11 |5 7 12 11,8 5/18 | Gut
U auswertbar
800 13 |20 |13 |26 |8 30 |12 |13 |9 13 14,7 9/30 | Deutlicher
U Epithelien-
riickgang
1300 22 |21 |26 |15 |32 |20 |20 |27 |18 |25 22,6 15 /| Epithelien-
U 32 riickgang
2000 U 14 |11 |14 |17 |17 |17 |16 |10 |9 12 13,7 9/17 | Kaum  noch
Epithel
3000 U 1 0 0 0 3 0 0 1 0 1 0,6 0/3 Kein Epithel,
Spermien-
verlust
4000 U 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0,3 0/1 Kein Epithel,
vereinzelt
Spermien
5000 U 1 0 2 0 1 4 0 1 0 2 11 0/4 Kein Epithel
6000 U 1 0 3 0 0 1 0 1 0 2 0,8 0/3 Kein Epithel
Legende: AS: probenspezifische Betitelung; GF:Gesichtsfeld; MW: Mittelwert; U: Umdrehungen pro
Minute
Tabelle 11 Methodenarm - Zentrifugationsreihe Probe UHU 2 Zu Abbildung 8
Pellet GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | MW Min / | Anmerkung
Nach 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max
300 m m m m m m m m m m ne m Sehr  hohe
U Epithelien-
dichte
500 22 |3 |30 |30 |25 [30 |m 11 |18 |12 ne 11 /| Dtl.
U m Epithelien-
rickgang
800 m m m m 32 |m 40 |'m m m ne 32 /| Epitheliendi
U m chte
unveréndert
1300 m m m m m m 28 | m m m ne 28 /| Ditl.
U m Epithelien-
rickgang
2000 U m m m m m m m m m m ne m Geringe
Epithelien-
reduktion
3000 U 4 8 9 11 |12 |11 |10 |12 |5 7 8,9 4 /12 | Epithelfrag-
mente,
Spermienre
duktion
4000 U 0 2 0 3 0 7 4 1 0 2 1,9 0/7 | Kein Epithel
5000 U 4 6 3 4 6 3 6 3 7 4 4,6 3/7 | Kein Epithel
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6000 U

0

0

1

1

0

1

1

2

0

3

0,9

0/1

Kein Epithel

Legende: GF:Gesichtsfeld; m: massenhaft; MW: Mittelwert; ne: nicht erhebbar; U: Umdrehungen
pro Minute; UHU: probenspezifische Betitelung

Zu3.2.7

Tabelle 12 Methodenarm: Kombinierte Methodik (zwei Zentrifugationen plus Abschlussfiltration)

Zu Abbildung 9

Probe GFl |GF GF |[GF |GF |GF |GF |GF |GF | GF | MW Min / | Anmerkung
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max

JL34 71 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0,2 0/1 | Massiv
Uberlagert

JL34 22 1 0 0 1 0 0 0 1 0 2 0,5 0/2

JL34 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0,3 0/1

Abklatsch

JL34 Filtrat Leer

JL37 71 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0,4 0/1 | Massiv
Uberlagert

JL37 22 2 0 3 1 1 3 2 2 0 1 15 0/3 |1 begeisselt!
Uberlagert

JL37 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0,2 0/1

Abklatsch

JL37 Filtrat Leer

JL50 71 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0,3 0/1 | Zellarm

JL50 Z2 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0,3 0/1

JL50 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0,4 0/1 | 1begeisselt!

Abklatsch

JL50 Filtrat Leer

Legende: GF:Gesichtsfeld; JL: probenspezifische Betitelung; MW: Mittelwert; Z: Zentrifugations-

schritt

Tabelle 13 Vergleichsarm: Arztlich erhobene Abstriche der postkoitalen Intervalle 24 +/-4 bzw. 66
+/6 Stunden (Zentrifugationsreihe) Zu Abbildung 10

Probe GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF |GF | MW Min / | Anmerkung
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Max
F1/004 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Ausserst
zellarm
F1/004 72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Ausserst
zellarm
F1/004 723 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Ausserst
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zellarm

F3/004 Z1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F3/004 z2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F3/004 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

F1/006 Z1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Massiv
Uberlagert

F1/006 Z2 0 0 0 1 2 0 0 1 0 1 0,5 0/2

F1/006 Z3 1 3 0 1 3 0 1 4 3 2 18 0/4

F3/006 Z1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Massiv
Uberlagert

F3/006 z2 0 2 3 1 2 4 1 2 0 1 1.6 0/4

F3/006 zZ3 4 3 2 2 1 4 1 2 5 4 2,8 0/4

Legende: F: Fingerling; GF:Gesichtsfeld; MW: Mittelwert; Z: Zentrifugationsschritt

Tabelle 14 Eigenstandig entnommene Fingerlingspuren unterschiedlicher postkoitaler Intervalle
(KK1 entspricht 24 Stunden) (Zentrifugationsreine) Zu Abbildung 11

Probe GF |GF |GF |GF |GF |GF |[GF |GF |GF |GF | M Min / | Anmerkung
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 W | Max

JL9 71 1 1 1 1 2 3 2 2 2 3 18 |1/3

JL9 z22 0 1 3 2 7 4 4 1 2 5 29 |0/7

JL9 z3 1 3 2 2 3 1 1 5 3 6 27 |11/6

JL18 71 1 3 3 2 3 2 23 |7 5 3 52 |1/23

JL18 z2 5 3 1 4 4 2 3 8 3 5 38 |1/8

JL18 Z3 4 7 2 4 4 5 2 9 4 3 44 | 2/9

JL20 z1 4 2 0 1 1 1 1 1 0 1 1,2 | 0/12 | Stark Uber-lagert,
viele
Granulocyten

JL20 z2 1 1 0 1 1 1 0 2 0 1 08 |0/2 | Viele
Granulocyten

JL20 Z3 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 06 |0/1 | Viele
Granulocyten

JL21 71 5 2 3 2 1 1 1 2 4 9 30 |0/9 | Sehr gut
auswertbar

JL21 72 4 3 1 3 3 1 5 2 2 1 25 |1/5

JL21 73 5 7 4 1 1 2 2 2 2 3 29 | 1/7 | Kaum Epithel

KK12z1 28 |33 |m 25 |44 |14 |8 8 49 | 28 ne [ 1/m
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KK1 72 15 17 13 | 26 25 9 13 19 24 1,7 | 9/26 | Wenig Epithel

KK1 73 3 5 9 3 4 6 6 7 4 52 | 3/7 Kein Epithel

JL2571 0 2 2 0 0 2 1 1 3 1,2 {0/3

JL25 72 2 1 1 3 3 3 2 2 3 22 |1/3

JL25 73 2 0 2 1 3 2 3 3 2 2,1 | 0/3 | Kaum Epithel

JL33z1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 02 |0/1

JL33 272 1 0 0 1 0 0 1 0 1 04 |0/1

JL33Z3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0,1 | 0/1 | Kaum Epithel

JL45 71 0 1 0 0 0 1 2 0 3 0,7 10/3

JL45 72 3 2 0 0 1 1 0 2 1 1 0/3

JL 45 Z3 4 2 2 1 0 1 1 1 1 13 (0/4

JL47 71 0 0 0 1 0 0 1 0 3 05 (0/1

JL47 72 0 0 1 1 0 2 0 0 0 05 (0/2 1 begeisselt,
noch zellreich

JL47 Z3 1 0 0 1 0 0 1 0 1 04 |0/1 Kaum Epithel

Legende: GF:Gesichtsfeld; JL sowie KK: probenspezifische Betitelung; m: massenhaft; MW: Mittel-

wert; ne: nicht erhebbar; Z: Zentrifugationsschritt
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