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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung des PMI aus strafrechtlicher Sicht

Die Bestimmung bzw. Schitzung des postmortalen Intervalls (im Folgenden mit
,PMI“ abgekiirzt) von Knochenfunden, auch als Liegezeit bezeichnet, stellt seit je-
her eine der grofiten Herausforderungen fiir die forensische Osteologie dar [16, 24, 34].
Definiert ist das PMI als Zeitabstand vom Todeseintritt bis zum Zeitpunkt der Un-
tersuchung [50]. Werden Knochen im Freien aufgefunden, muss zunéchst die Hu-
manspezifitét gesichert sein, bevor weitere forensisch-osteologische Untersuchungen
angestellt werden. Hier steht die Frage im Vordergrund, ob sich die Liegezeit in-
nerhalb des sogenannten forensisch relevanten Zeitraums befindet, fiir den einige
Autoren eine Zeitspanne von 50 Jahren vorgeschlagen haben [8, 9, 50]. Die Defi-
nition des forensisch relevanten Zeitraums hingt von der Art des Delikts und den
entsprechenden Verjahrungsfristen ab, die sich im internationalen Vergleich z.T. er-
heblich unterscheiden. Geht man von Delikten ohne Verjahrungsfrist — z.B. Mord
im deutschen Strafgesetzbuch — aus, ist es dennoch unwahrscheinlich, einen Téter
50 Jahre oder linger nach einem Kapitalverbrechen noch zur Rechenschaft ziehen
zu kénnen [50]. Kénnte man als Untersucher also sicher eine Liegezeit von unter
50 Jahren ausschlieflen, kénnte das laufende Ermittlungsverfahren eingestellt bzw.

wiirde erst gar nicht begonnen werden [48].

1.2 Der Einfluss des Liegemilieus als Problem bei der
Bestimmung des PMI

Die Hauptproblematik bei der Bestimmung des PMI besteht darin, dass eine grofle
Anzahl an komplexen dufleren Einflussfaktoren auf die Dekompositionsvorgéinge des
Knochens einwirken, die selbst bei durchgehender Lagerung im Erdreich kaum zu
kalkulieren sind und sich im Einzelfall auch gegenseitig beeinflussen [18]. Die meisten
dieser Einflussfaktoren lassen sich unter dem Begriff | Liegemilieu“ zusammenfassen,
welches sich hauptsichlich aus der Bodenbeschaffenheit ergibt [24]. Diese Umsténde
fithren insgesamt dazu, dass eine korrekte Einschitzung des PMI oft nur sehr schwer

oder gar nicht moglich ist. Selbst wenn man das Problem darauf beschréankt, zwi-
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schen , historischen“ Knochenfunden und Knochenfunden mit einer ,rezenten® —
das heifit fir die Ermittlungsbehorden noch relevanten — Liegezeit zu unterscheiden,
erweist sich die Differenzierung als schwierig [22, 49, 50].

Man ist in den forensischen Wissenschaften daher schon lange darum bemiiht,
geeignete Untersuchungsmethoden fiir eine zuverldssige Bestimmung des PMI an
Knochenfunden zu entwickeln [50]. Es gibt verschiedene Ansitze und Methoden,
mit deren Hilfe man versucht hat, eine zuverlissige Aussage iiber das PMI tref-
fen zu konnen. Trotz aller methodischen Einschrinkungen steht in der forensisch-
osteologischen Analyse an erster Stelle die makroskopische Untersuchung des Kno-
chens, die in der Regel mit der Beurteilung der frischen S#gefliche und der Priifung
der UV-Fluoreszenz an derselben [49] beginnt. Im niichsten Schritt folgen unter
Umsténden mikroskopische Untersuchungen, die mit verschiedenen Firbungen [7]
sowie rasterelektronenmikroskopisch [4] durchgefiihrt werden kénnen. Weiterhin kén-
nen zusitzlich physikalische, chemische bzw. apparativ aufwendigere Methoden [5]
zum Einsatz kommen, z.B. Ultraschalluntersuchungen [6], Bestimmung des Ami-
nosiurespektrums [3], atomabsorptionsspektrometrische Untersuchung des Gehalts
an anorganischen Substanzen [16], komplexe Bestimmungen von Ionen, Lipiden und
Proteinen [10] oder Untersuchnungen des Stickstoffgehalts [28]. All diese Methoden
erfassen Verdnderungen, die im Laufe der Dekompositionsvorginge der Knochen-
substanz entstehen.

Die sogenannte Luminolmethode wurde bereits 1937 von Specht [45] zur Auffin-
dung von Blutproben beschrieben. Spater wurde der Luminoltest zur Schitzung des
PMI an Knochenproben eingesetzt [26, 39]. Diese Methode ist relativ giinstig und
schnell durchfiithrbar. Hierfiir wird das Knochenmehl verwendet, das beim Anferti-
gen des frischen Sdgeschnitts entsteht. Die Luminolmethode erwies sich in vorange-
gangenen Studien als alleinige Methode zur Schiitzung eines forensisch relevanten
PMI als nur eingeschriankt valide, da unter anderem die Wahrscheinlichkeit fiir ein
falsch-negatives Ergebnis im Kontext forensischer Fragestellungen zu hoch ist. Sie
ist jedoch in der Kombination mit anderen Verfahren sehr wertvoll, da die Intensitat
der Chemilumineszenz einen guten Zusammenhang mit dem PMI zeigt [14, 38, 39)].

Derzeit konnten nur Radionuklidmethoden grundsétzlich den Anspruch erfiillen,
das PMI an Knochenproben unabhingig von dufleren Einfliissen, wie z.B. klimati-
schen Faktoren, zu bestimmen [35, 50]. Bisher bringen sie den Nachteil mit sich,
dass sie teuer und aufwendig und dariiber hinaus nur eingeschrinkt einsetzbar sind
[50]. Die wohl bekannteste und dariiber hinaus bisher etablierteste Messmethode
ist die Radiocarbon(!*C)-Bestimmung [31]. Fiir Knochenfunde mit einem PMI von
bis zu 100 Jahren ist diese Messmethode aber aufgrund der vergleichsweise ho-
hen Halbwertszeit des C von 5730 Jahren zu ungenau [47]. Dennoch legen neuere

Studien, wie z.B. die Bestimmung von Strontium-90 [32], Plutonium [46] und die
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Radionuklidanalyse von ?*Th und ?*®Ra [52], fiir Knochenfunde rezenten Alters ein
moglicherweise hohes forensisches Potenzial nahe.

Weiterhin existiert ein vielversprechender Forschungsansatz, der auf der Bestim-
mung des Citratgehalts in Knochenfunden beruht und sich insbesondere mit Kno-
chenfunden von einer kiirzeren Liegezeit und somit mit der Frage nach der Un-
terscheidung von forensisch-relevant und nicht-relevant beschiiftigt. Dennoch sind
auch hier einige Faktoren vorhanden, die den Einsatz dieser Methode bedeutend
limitieren. So ist die Bestimmung des Citratgehalts beispielsweise lediglich fiir Kno-
chenfunde moglich, die wihrend ihrer Liegezeit nur Temperaturen > 0°C ausgesetzt

waren [42].

1.3 Die Bedeutung humanspezifischer Bluttests fiir
die Forensik

Schnelltests zum Blutnachweis sind in der forensischen Spurenkunde bereits seit
liingerer Zeit etabliert und basieren in viele Fillen auf dem Nachweis von Hiamoglo-
bin (Hb). So wird der Hexagon-OBTI®-Test [23], der urspriinglich fiir die klinische
Medizin zum Nachweis okkulten Blutes im Stuhl im Rahmen der Kolonkarzinom-
Vorsorge entwickelt wurde, seit einigen Jahren auch als humanspezifischer Test zur
Unterscheidung von menschlichem /nicht-menschlichem Blut und somit zur Blutart-
bestimmung herangezogen [20, 29]. Das Prinzip des Hexagon-OBTI®-Tests basiert
auf Antikorpern gegen humanes Hamoglobin. Die Nachweisgrenze beginnt laut Her-
steller bereits bei 0,88 mg Hb/g Stuhl bzw. Testsubstanz [23].

Neben dem Hexagon-OBTI®-Test wurde lange Zeit der sogenannte Sangur®-
Test zum Blutnachweis verwendet [13, 29], der seit einigen Jahren nur noch als
Kombinations-Teststibchen Combur® zusammen mit Eiweifl, Glukose, Nitrit u.a.
angeboten wird. Urspriinglich wurde das Teststdbchen zum Testen von Urin auf
Blut und dessen Bestandteile entwickelt. Die Combur®-Teststibchen enthalten or-
ganisches Wasserstoffperoxid, mit dem vorhandenes Hamoglobin die Indikatoroxida-
tion katalysiert. Die Nachweisgrenze liegt hier sehr viel niedriger als beim Hexagon-
OBTI®-Test (0,03 mg Hb/dl Testsubstanz) [41]. Als weiterer Schnelltest, der zum
Nachweis geringster Spuren menschlichen Blutes entwickelt wurde, stand der RSID®-
Bluttest [25] zur Verfiigung. Sein Testprinzip beruht wie beim Hexagon-OBTI®-Test
auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Der Schnelltest enthélt allerdings keinen
Antikorper gegen Hamoglobin, sondern zwei Antikorper gegen Glykophorin A, ein
spezifisches Membranprotein auf Erythrozyten [2]. Jeder der beiden Antikérper er-
kennt ein Epitop auf dem Glykophorin A-Protein [17]. Hier liegt die Sensitivitét bei

1 pl menschlichen Blutes, die vom Hersteller bewusst so angepasst wurde, dass ein
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positives Testergebnis mit der Wahrscheinlichkeit, ein DNA-STR-Profil zu erhalten,

korrelieren soll [1].




2 Zielsetzung der Arbeit

Bislang existiert in der forensischen Praxis noch keine ausreichend valide Metho-
de, mit der man das postmortale Intervall an Knochenfunden hinreichend prézise
eingrenzen kann — insbesondere im Hinblick auf den Ein- oder Ausschluss eines fo-
rensisch relevanten Zeitraums — und die zudem giinstig, schnell, {iberall verfiighar
und einfach in der Durchfithrung ist, um in einem breiten Spektrum Anwendung fin-
den zu kénnen. Diese Tatsache gab Anlass dazu, herauszufinden, ob Schnelltests, die
eigentlich auf dem Nachweis von Blut bzw. seinen Bestandteilen beruhen, fiir diese
Fragestellung geeignet sind. Die vorliegende Versuchsreihe basiert auf der Annahme,
dass die mit dem PMI zusammenhéngende Chemilumineszenz der Luminolreaktion
auf dem Vorhandensein von verbliebenem Hamin bzw. Hémoglobin in der Kno-
chensubstanz beruht. Gegenstand der Untersuchung waren insgesamt 39 humane
Langknochen mit bekanntem PMI, akquiriert aus den Instituten fiir Rechtsmedizin
Gieen und Frankfurt/Main.

Zu diesem Zweck sollten im ersten Schritt des Experiments 16 humane Langkno-
chen mit zwei zur Einschétzung des PMI etablierten Methoden (UV-Fluoreszenz an
der frischen Ségeflache und Luminol-Test) und zwei erstmals unter dieser Fragestel-
lung eingesetzten Methoden (Hexagon-OBTI®-Test und Combur®-Test) verblindet
untersucht werden [14](1).}

Im zweiten Schritt wurde die Versuchsreihe um 23 humane Langknochenproben
aus dem Institut fiir Rechtsmedizin Frankfurt/Main erweitert und an diesen au-
Berdem ein Inter-Observer-Test vorgenommen. Im Ubrigen erfolgte eine statistische
Aufbereitung der Testergebnisse mittels der Statistik-Software SPSS® Vers. 17.0
und Statistica Vers. 9.0. [38](2).

Zuletzt wurden aus den vorangehenden Versuchsreihen fiinf Langknochen aus ver-
schiedenen Liegezeitperioden ausgewihlt und einerseits erneut mit dem Hexagon-
OBTI®-Test und zusitzlich mit dem RSID®-Bluttest verblindet untersucht. Ins-
gesamt wurden fiinf Versuchsreihen sowohl nach Packungsanleitung als auch unter
Abwandlung der Standardprotokolle der Hersteller durchgefiihrt. Es sollte iiberpriift
werden, ob einerseits mit einer vorangehenden Bearbeitung der Knochenproben mit
5%-iger Ammoniaklosung und andererseits mit einer deutlich lingeren Inkubati-

onszeit (zwei Stunden statt fiinf Minuten) Hidmoglobin bzw. seine Bestandteile aus

1Ziffern in () bezeichnen eigene Publikationen als Bestandteil der vorliegenden Arbeit.
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dem Knochen gelost werden und in Abhéngigkeit des PMI positive Testergebnisse

resultieren kénnen [15](3).




3 Eigene Arbeiten

3.1 Bestimmung des postmortalen Intervalls von
Knochenproben: Ein Vergleich der
Luminolmethode, des Hexagon-OBTI®-Tests und
des Combur®-Tests

Der erste Teil der Versuchsreihe bestand darin, an 16 humanen Langknochen zwei
bisher etablierte Versuchsmethoden zur Einschitzung des PMI (UV-Fluoreszenz an
der frischen Sigefliche und Luminol-Test) sowie zwei erstmals unter dieser Fra-
gestellung eingesetzte Methoden (Hexagon-OBTI®-Test und Combur®-Test) ver-
blindet anzuwenden. Die positive Korrelation zwischen UV-Reflexion und PMI war
hier deutlich erkennbar. Der Luminol-Test verlief bei den jiingeren Knochenproben
(PMI < 20 Jahre) positiv (++) bis stark positiv (+-++). In dem kritischen Zeit-
raum von 50-150 Jahren zeigten nahezu alle Proben eine schwach-positive (+) bis
positive (+4) Reaktion. In dem PMI-Intervall von mehr als 100 — jedoch deutlich
weniger als 1000 — Jahren standen nur drei Proben zur Verfiigung, wobei das ldngste
PMI 200 Jahre betrug. In dieser Gruppe zeigte sich jeweils ein positiver Luminol-
Test. Bei den drei historischen Knochenproben mit einem PMI von zweimal etwa
1000 und einmal ca. 2000 Jahren verlief der Luminol-Test durchgehend negativ.
Der Combur®-Test und der Hexagon-OBTI®-Test verliefen bei allen untersuchten

Knochenproben durchweg negativ.

3.2 Postmortem interval of skeletal remains through
the detection of intraosseal hemin traces. A
comparison of UV-fluorescence, luminol,
Hexagon-OBTI®, and Combur® tests

Im zweiten Teil wurde das Probenkollektiv um 23 Knochenproben aus dem Institut
fiir Rechtsmedizin Frankfurt/Main erweitert und eine Unterteilung der nun insge-

samt 39 Proben in fiinf PMI-Klassen vorgenommen. Fiir die UV-Reflexion ergab
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sich auch hier, dass das Ausmafl der Reflexion einen starken Zusammenhang mit
dem PMI zeigte.

Dariiber hinaus erfolgte eine statistische Auswertung der Ergebnisse mittels der
Statistik-Programme SPSS® Vers. 17.0 und Statistica Vers. 9.0. Der Grad des Zu-
sammenhangs zwischen Intensitét der Lumineszenz der Luminol-Reaktion und der
PMI-Klasse wurde mithilfe des Gamma-Tests bestimmt. Hieraus ergab sich ein Feh-
lerreduktionsma$l von ¢ = 0.68 (p < 0.00), was fiir einen starken Zusammenhang
der beiden Variablen spricht.

Fiir den Inter-Observer-Test, der an den Proben aus dem Institut fiir Rechts-
medizin Frankfurt/Main durchgefiihrt wurde, ergab sich sowohl fiir den Luminol-
Test (Fleiss-kappa; = 0.96) als auch fiir das Ausmafi der UV-Reflexion (Fleiss-
kappas = 0.92) eine hohe Reliabilitit.

Der Hexagon-OBTI®-Test und der Combur®-Test erbrachten fiir die insgesamt

39 Proben ein negatives Ergebnis.

3.3 Die Anwendung des Hexagon-OBTI®-Tests und
des RSID®-Bluttests im Kontext der
Bestimmung des postmortalen Intervalls von
Knochenproben

Im letzten Versuchsteil erfolgte eine Auswahl von fiinf Langknochen anhand unter-
schiedlicher Liegezeitperioden aus den vorangehenden Versuchteilen. Diese wurden
erneut mit dem Hexagon-OBTI®-Test und zusitzlich mit dem RSID®-Bluttest ver-
blindet untersucht. Mit weiteren fiinf Versuchsreihen, in denen die Durchfiithrung so-
wohl nach Standardprotokollen der Hersteller als auch mit Modifikationen derselben
erfolgte, sollte iiberpriift werden, ob Hdmoglobin bzw. seine Bestandteile aus dem
Knochen gelost werden und in Abhéngigkeit des PMI positive Testergebnisse resul-
tieren konnen. Vier der insgesamt fiinf Versuchsreihen erbrachten trotz der Modifika-
tion mit ldngerer Inkubationszeit und Bearbeitung mit 5%-iger Ammoniaklésung fiir
alle Proben ein negatives Ergebnis. Eine Versuchsreihe, in der der RSID®-Bluttest
mit dem Puffersystem des Hexagon-OBTI®-Tests durchgefiihrt wurde, ergab fiir alle

Proben ein gleichméBiges schwach-positives Resultat.
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Die vorliegende Arbeit setzt sich aus drei Abschnitten einer Versuchsreihe zusam-
men: Im ersten Abschnitt des Experiments wurden 16 humane Knochenproben mit
bekannter Liegezeit im Erdlager mit zwei Methoden, die bereits zur Einschitzung
des PMI etabliert sind (UV-Fluoreszenz der frischen Sigefliche und die Luminol-
Methode), und zwei Testverfahren, die unter dieser Fragestellung erstmals eingesetzt
wurden (Hexagon-OBTI®-Test und Combur®-Test), verblindet untersucht. Im zwei-
ten Abschnitt wurden die Ergebnisse dieses Versuchsabschnitts aus dem Institut fiir
Rechtsmedizin Frankfurt/Main in die Auswertung miteinbezogen und eine statis-
tische Analyse derselben vorgenommen. Im dritten und letzten Versuchsabschnitt
wurden aus dem Probenkollektiv des vorherigen Abschnitts fiinf Knochen aus ver-
schiedenen Liegezeitperioden ausgewéhlt, an denen zum einen eine Modifikation des
Hexagon-OBTI®-Tests vorgenommen wurde und zum anderen der RSID®-Bluttest

ebenfalls erstmals unter dieser Fragestellung zum Einsatz kam.

Aus den ersten beiden Versuchsabschnitten geht hervor, dass die UV-Fluoreszenz an
der frischen Ségefliche einen starken Zusammenhang des AusmaBes der Reflexion
mit dem PMI zeigt. Es konnte bestétigt werden, dass diese Methode gut zum Aus-
schluss eines forensisch relevanten PMI von unter 50 Jahren geeignet ist [49]. Diese
Schlussfolgerung ist allerdings nur valide in Féllen mit einer deutlichen Reduktion
der Reflexion, insbesondere, wenn der sogenannte Sandwich-Effekt beobachtet wird,
der eine Zone von abgeschwichter Reflexion zwischen Spongiosa und Compacta so-
wie zwischen Spongiosa und Periost zeigt. Umgekehrt stellt eine komplette Reflexion
immer einen starken Indikator fiir ein forensisch relevantes PMI dar.

Der Luminol-Test zeigte bei nahezu allen (14 von 16) Proben im kritischen Zeit-
raum von 10-100 Jahren eine schwach-positive bis stark-positive Reaktion. Dass
30% der Knochenproben in der Gruppe mit einem PMI >100 Jahren (>1000 Jah-
re eingeschlossen) ein positives Ergebnis beim Luminol-Test lieferten, sollte unter
Beriicksichtigung der geringen Probenanzahl kritisch bewertet werden, steht aber
dennoch nicht im Widerspruch zur Erwartung eines negativen Ergebnisses. Bezieht
man die Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses fiir rezente Knochenfun-
de mit ein, sind die Ergebnisse gut mit zuvor publizierten Studien vereinbar [26, 39)].

Einige der , falsch“-positiven Ergebnisse konnen mit Bestattungsbedingungen er-
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klart werden. Wie bei anderen Autoren bereits erwiahnt, kann aufgrund einer grofien
Vielzahl an Umwelteinfliissen sowie anthropogenen Faktoren und diagenetischen
Prozessen zwischen Knochen und Boden wihrend der Liegezeit im Erdreich eine
Chemilumineszenz resultieren, ohne dass tatsédchlich Himoglobin oder dessen Ab-
bauprodukte vorhanden sind [11, 33, 36].

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass die Aussagekraft eines nega-
tiven Testergebnisses, das ein forensisch nicht-relevantes PMI nahelegt, hoher zu
bewerten ist als die Aussagekraft eines positiven Testergebnisses, das fiir ein foren-
sisch relevantes PMI spricht.

Sowohl der Combur®- als auch der Hexagon-OBTI®-Test wurden zum Nachweis
menschlichen Blutes entwickelt, wobei der Hexagon-OBTI®-Test laut Hersteller hu-
manspezifisch sein soll [23]. Beide Schnelltests lieferten bei allen Proben durchweg
negative Ergebnisse und wurden mithilfe einer Positiv-Kontrolle auf ihre Funkti-
onstiichtigkeit hin tiberpriift. Eine zu geringe Probenmenge als Erkldarung fir die
negativen Ergebnisse konnte nahezu ausgeschlossen werden, indem mit jener Probe,
die beim Luminol-Test die stiarkste Chemilumineszenz gezeigt hatte, der Hexagon-
OBTI®-Test mit der zehnfachen Menge an Knochenmehl wiederholt wurde; mit die-
ser MaBnahme konnte ebenfalls kein positives Ergebnis erzielt werden. Auch die Kno-
chenproben von Schwein und Pferd erbrachten kein positives Testergebnis, was bei
der vom Hersteller deklarierten Humanspezifitit des Hexagon-OBTI®-Tests nicht

iiberraschte.

Zunéchst sollte die Frage diskutiert werden, welcher Bestandteil der Knochensub-
stanz eine Chemilumineszenz bei der Luminol-Reaktion hervorruft. Mit dieser Frage
beschéftigte sich Specht bereits 1937 [45]. Er beschrieb die Himine als Katalysatoren
der Luminol-Reaktion und fand experimentell heraus, dass mit zunehmendem Alter
der Blutspur auch die Intensitéit der Chemilumineszenz zunahm. Specht postulierte,
dass das aus dem Blut im Laufe der Alterung abgespaltene Hématin fiir diesen Um-
stand verantwortlich sei. Weber [51] sah Héminproteine ebenso als Katalysatoren
der Luminol-Reaktion an, u.a. das Methdmoglobin, wobei es fiir die Reaktion selbst
keinen wesentlichen Unterschied mache, ob frisches oder altes Blut getestet werde, da
die alkalische Komponente des Luminolreagens eine rasche Oxidation von Hamoglo-
bin zu Methdmoglobin bewirke. Die Sensitivitidt der Luminol-Reaktion (entspricht
der Grenzkonzentration von Blut) wird von Weber [51] mit 1 : 10.000.000 und
von Introna et al. [26] und Zweidinger et al. [53] in einer Spanne von 1 : 10.000 bis
1:5.000.000 angegeben. Mit dem Luminol-Test allein kann man also nicht ausschlie-
Ben, dass in den Knochen woméglich doch Hamoglobin enthalten ist. Bezieht man

jedoch die durchweg negativen Ergebnisse des Hexagon-OBTI®-Tests mit ein, fiihrt

10
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dies zunédchst zu der Annahme, dass in den Knochen kein Hamoglobin als solches
vorhanden war, da beide Tests spezifisch fiir Himoglobin sind und dieses sogar noch
in sehr geringen Konzentrationen messen. Eine Dysfunktion der Tests konnte durch
die Positiv-Kontrolle mit frischem Blut ausgeschlossen werden. Im Mittelpunkt steht
also die Frage, nach welcher Zeitspanne kein Himoglobin mehr in der Knochensub-
stanz nachweisbar ist. Das wenige Monate alte Exemplar der Versuchsreihe (lfd.
Nr. 9 in [38]) zeigte weder im Combur®-Test noch im Hexagon-OBTI®-Test eine
positive Reaktion fiir Himoglobin.

Unsere Literaturrecherche ergab hierzu, dass Hémoglobin an sich bereits nach
wenigen Tagen in Methdmoglobin umgewandelt werden soll [53]; diese Angabe be-
zog sich aber auf die Altersbestimmung von Blutspuren in lufthaltigem Milieu.
Hochmeister et al. [21] liefern in ihrer 1999 publizierten Validierungsstudie iiber
den Hexagon-OBTI®-Test einen bedeutenden Ansatzpunkt: Bereits 15 Jahre alte
menschliche Blutspuren, die {iber diesen Zeitraum bei Raumtemperatur, auf Stoff
befindlich, gelagert worden waren, reagierten im Hexagon-OBTI®-Test positiv, ob-
wohl das Hémoglobin sich bei fiinf der acht Proben zunéchst nicht in Wasser oder
dem Tris-Puffer, sondern nur mithilfe von 5%-iger Ammoniak-Losung losen lief. Die
Autoren schlussfolgerten hieraus, dass bei dlteren Blutproben Ammoniak moglicher-
weise benétigt werde, um altes Hamoglobin zu l6sen. In der Studie konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass der Hexagon-OBTI®-Test nicht ausschlieBlich auf Blut rea-
giert, sondern auch auf einige andere getestete menschliche Fliissigkeiten wie Spei-
chel, Urin, Stuhl, Vaginalsekret und Sperma. Muskelgewebe reagierte ebenfalls po-
sitiv. Des Weiteren testeten Hochmeister et al. Blutspuren und auch Proben des
Muskelgewebes, die iiber einen Monat unter verschiedensten Bedingungen gelagert
worden waren (u.a. vergraben im Erdboden in 50 cm Tiefe); auf diese reagierte
der Hexagon-OBTI®-Test ebenfalls positiv. Demnach schien ein positives Resultat
im Hexagon-OBTI®-Test fiir die Proben unserer Versuchsreihe (insbesondere die
Proben mit kiirzeren PMI) nicht unwahrscheinlich.

Ein weiterer Diskussionspunkt kénnte darin bestehen, dass das Knochenmehl wo-
moglich nicht lange genug im Tris-Puffer inkubierte, sodass das Hamoglobin heraus-
gelost werden konnte. Hochmeister et al. 16sten ihre Testsubstanzen zwei Stunden
bei Raumtemperatur auf einem Schiittler und nicht — wie in der Packungsanleitung
fiir Stuhlproben angegeben — nur fiinf Minuten [21].

Was die durchweg negativen Ergebnisse des Combur®-Tests angeht, ist auch hier
sicherlich zu diskutieren, ob es - wie beim Hexagon-OBTI®-Test - daran lag, dass sich
das Hémoglobin nicht im Tris-Puffer 1osen liel. Da die Nachweisgrenze fiir Hiamo-
globin sogar noch sehr viel niedriger liegt (0,03 mg Hb/dl) [41] als beim Hexagon-
OBTI®-Test (0,88 mg Hb/g), erscheint es eher unwahrscheinlich, dass es an einer
zu gering vorhandenen Menge Hamoglobin im Knochen lag.
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4 Diskussion

Es ldsst sich nicht endgiiltig kldren, ob nicht auch Hamoglobin-Abbauprodukte
eine positive Reaktion beim Hexagon-OBTI®-Test hervorrufen kénnen. Rauschke
fand 1951 in seinem Experiment zur Altersbestimmung von Blutspuren [40] heraus,
dass sich in allen untersuchten Blutproben bereits nach 19-24 Stunden ein deutlicher
Methémoglobinnachweis erbringen lie}; lediglich in den Proben, die im Eisschrank
oder in einer verschlossenen Flasche gelagert worden waren, lief} sich mit den dama-
ligen Methoden (einfaches Spektroskop) selbst nach Monaten noch kein Methdmo-
globin nachweisen. Inwiefern sich diese Erkenntnisse auf den Hamoglobinabbau im
Knochen iibertragen lassen, bleibt zu untersuchen. Die uns zugéngliche Literatur

lieferte zu dieser Fragestellung keine Erkenntnisse.

Aufgrund der Studienergebnisse von Hochmeister et al. [21] erschien uns eine ex-
perimentelle Weiterfithrung fiir unsere Fragestellung sinnvoll. Interessant schien der
Aspekt, insbesondere die Knochenproben fiir das Fortsetzungsexperiment auszuwih-
len, die sich hinsichtlich ihres PMI innerhalb des forensisch relevanten Zeitraums
von 50 Jahren befinden. Mit diesen fiinf ausgewahlten Proben, die jeweils eine Lie-
gezeitperiode vertreten, sollte der Hexagon-OBTI®-Test und der Combur®-Test in
Analogie zu Hochmeister et al. [21] wiederholt werden: Einerseits sollten die Proben
deutlich ldnger als in der gegensténdlichen Versuchsreihe im Tris-Puffer inkubie-
ren und andererseits vor Durchfiihrung beider Tests mit 5%-iger Ammoniak-Losung
versetzt werden.

Dariiber hinaus sollte der RSID®-Test als weiterer Schnelltest mit derselben Fra-
gestellung eingesetzt werden, wobei dieser einmal nach Standardprotokoll des Her-
stellers, einmal mit 5%-iger Ammoniak-Losung und einmal mit dem Puffersystem
des Hexagon-OBTI®-Tests durchgefithrt wurde. Geht man davon aus, dass durch
den zusiitzlichen Reaktionsschritt mit der 5%-igen Ammoniak-Lsung bei Hoch-
meister et al. alle dlteren Blutspuren positiv getestet wurden, die mit dem Stan-
dardprotokoll (aber bei verlingerter Inkubationszeit) noch negativ gewesen waren,
wire zumindest bei den jiingeren Knochenproben unserer Versuchsreihe ein positives
Ergebnis zu erwarten gewesen.

Einen weiteren Hinweis auf eine lange Stabilitidt des Hamoglobin-Molekiils kann
man in einer Validierungsstudie zum SERATEC® HemDirect Himoglobintest fin-
den, der wie der Hexagon-OBTI®-Test urspriinglich entwickelt wurde, um okkultes
Blut im Stuhl nachzuweisen, in der Forensik aber auch zur Identifikation mensch-
licher Blutspuren eingesetzt wird. Dieser wurde von Misencik et al. in einer Vali-
dierungsstudie erfolgreich getestet; dort erbrachten 31 Jahre alte Blutspuren nach
24-stiindiger Inkubationszeit im Puffer ein positives Resultat [30].

Dass trotz der Modifikation des Standardprotokolls beim Hexagon-OBTI®-Test
die vorliegenden Experimente negativ ausfielen, erhiirtet den Verdacht, dass Hamo-
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4 Diskussion

globin selbst im Knochen nicht mehr vorhanden war, sondern lediglich seine Abbau-
produkte wie Himine und Hématine [14, 38]. Es muss sicherlich diskutiert werden,
ob Schnelltests, die auf dem Nachweis von Himoglobin basieren, wie der von uns
verwendete Hexagon-OBTI®-Test oder der oben erwithnte SERATEC® HemDirect
Héamoglobintest, wirklich nur spezifisch fiir Himoglobin sind oder auch auf dessen
Abbauprodukte positiv reagieren konnen. Dass Proteine durch vielfiltige Einfliisse
denaturiert werden konnen, liegt angesichts der Dekompositionsvorgéinge nahe. Ab-
gesehen davon ist das Hamoglobinmolekiil wihrend des Abbauprozesses verschie-
densten Oxidationsvorgéngen ausgesetzt, weshalb es fraglich erscheint, ob in 15 [21]
bzw. 31 [30] Jahre alten Blutspuren noch das physiologische Himoglobinmolekiil
vorhanden ist.

Creamer und Buck untersuchten Knochenproben innerhalb einer PMI-Spanne von
0,5 - 375 Jahren mit einem Elektronenspinresonanz-Spektrometer auf ihren Gehalt
an Hamoglobin, wobei die Untersuchung durchgehend positive Ergebnisse erbrachte
[11]. Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass diese Messung lediglich einen qualita-
tiven Aussagewert besitzt und ihre Spezifitdt nicht ndher gekldrt wurde. Weiterhin
untersuchten Creamer et al. [12] in einer fritheren Studie die Moglichkeit, ob dieses
Héamoglobin auch verantwortlich fiir die Lumineszenz bei der Luminol-Reaktion sein
konnte. Hierfiir verglichen sie die emittierte Wellenléinge des Lichts der Luminolre-
aktion mit dem Literaturwert fiir Himoglobin. Das Resultat wurde als Uberein-
stimmung gewertet (gemessener Wert: 435+28 nm, Literaturwert 43842 nm [12]).
Dies konnte dafiir sprechen, dass Hamoglobin im Knochen vorhanden sein muss und
dieses auch die Chemilumineszenz bei der Luminolreaktion auslost. Nach dieser Ver-
suchsreihe bleibt es weiterhin unklar, ob nicht die Abbauprodukte des Hamoglobins
wie Hamine und Hamatine oder das Methdmoglobin die eigentliche Chemilumines-
zenz bei der Luminol-Reaktion bewirken [45] und eine nahezu identische Wellenlénge
generieren.

Einen weiteren Erklirungsansatz fiir die negativen Ergebnisse des Hexagon-OBTI®-
Tests stellt der sogenannte High-Dose-Hook-Effekt dar [21, 44]. Hierunter versteht
man allgemein die falsch-niedrige bzw. falsch-negative Bestimmung von Analyten,
die in sehr hoher Konzentration in Proben vorkommen. Sobald die Konzentrati-
on des Analyten zu hoch ist, konnen alle Antikérper-Bindungsstellen mit Analyt
belegt sein und die zusitzlichen Analyt-Molekiile werden nicht mehr im Rahmen
der Bindungskurve ermittelt. Auf diese Weise kommt es zu falsch-niedrigen bzw.
falsch-negativen Messwerten. Ubertragen auf den Hexagon-OBTI®-Test bedeutet
dies, dass zu viel freies Himoglobin, das nicht an den goldmarkierten Antikorper
gebunden ist, in die Testlinienregion gelangt. Ist die Menge des Hémoglobins sehr
hoch, wird der dort fixierte Antikorper mit freiem Hémoglobin abgeséttigt und ist

nicht mehr in der Lage, den farbigen Komplex aus goldmarkiertem Antikérper und
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Héamoglobin zu binden. In diesem Fall wiirde die Ausbildung der Testergebnislinie
unterdriickt, sodass das Testergebnis trotz des Vorhandenseins von Hémoglobin in
der Probe negativ ausfillt [21, 44]. Bezogen auf unser Experiment sprechen aller-
dings einige Punkte dagegen, dass der High-Dose-Hook-Effekt die Ursache fiir alle
negativen Ergebnisse sein kann: Der Hersteller gibt an, dass dieser beim Hexagon-
OBTI®-Test erst ab einer Himoglobinmenge von 2 pg/pl auftritt; diese Angabe
konnte von Hochmeister et al. in ihrer Validierungsstudie [21] bestiitigt werden.
Sie fithrten weiterhin aus, dass man fiir den Test eine Blutverdiinnung von min-
destens 1:100 zur Vermeidung des High-Dose-Hook-Effekts verwenden sollte. Als
wichtigen optischen Anhaltspunkt fiir eine ausreichende Verdiinnung gaben sie an,
dass Hamoglobin seine sichtbar rote Farbe bei einer Vollblutverdiinnung von 1:1000
verliert. Bei den untersuchten Knochenproben im vorliegenden Experiment war kei-
ne Rotfiarbung des Puffers nach der Inkubation zu beobachten. Dies konnte ebenfalls
gegen die Moglichkeit eines High-Dose-Hook-Effekts sprechen.

Der RSID®-Bluttest hat im Vergleich zum Hexagon-OBTI®-Test bei der vorlie-
genden Fragestellung den Vorteil, dass keine falsch-negativen Ergebnisse aufgrund
dieses High-Dose-Hook-Effekts resultieren konnen. Schweers et al. untersuchten die-
sen Aspekt mit einer aufsteigenden Verdiinnungsreihe in einer Validierungsstudie
[43]. Bei keiner Verdiinnung konnte ein High-Dose-Hook-Effekt beobachtet werden
[43]. Zu beriicksichtigen ist allerdings die eingeschréinkte Vergleichbarkeit mit dem
Hexagon-OBTI®-Test, da der RSID®-Bluttest nicht auf Antikérpern gegen huma-
nes Hamoglobin, sondern gegen Glykophorin A basiert. In der uns zuginglichen
Literatur findet sich keine Angabe dariiber, wie lange Membranproteine von Ery-
throzyten bzw. Proteine allgemein postmortal stabil bleiben; einen Hinweis konnten
jedoch Rachmilewitz et al. mit ihrer Studie iiber die Stabilitit von Oxyhdmoglobin
A, seinen konstituierenden Ketten und ihren Derivaten [37] liefern: Methédmoglo-
bin A — bei 4°C fiir sieben Monate inkubiert — war nur ungefihr zur Hilfte zu
sogenannten ,, Hemichromes“ degradiert worden. Hemichromes sind sogenannte low
spin-Derivate von Methdmoglobin, die bei diskreten reversiblen und irreversiblen
Verénderungen der Proteinkonformation dadurch entstehen, dass sich Atome, die
sich innerhalb der Hamoglobin-Proteinketten befinden, als sechster Ligand an das
Eisen des Héms binden [19, 37]. Vereinfacht kann man sie als Intermediérproduk-
te bei der Oxidation von Hamoglobin bezeichnen. Dies lasst den Schluss zu, dass
Methédmoglobin bzw. seine Proteinketten relativ lange stabil bleiben kénnen, wobei
sich die Frage stellt, inwiefern diese Erkenntnis auf die Stabilitat von Membranpro-
teinen tibertragbar ist. Jarolim et al. [27] konnten experimentell nachweisen, dass
diese Hemichromes einen destabilisierenden Effekt auf das Membranskelett von Ery-
throzyten haben. Hierbei unterscheidet man zwischen reversiblen und irreversiblen

Hemichromes (rHCRs und iHCRs), wobei gezeigt werden konnte, dass bereits die
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rHCRS zur Freisetzung von Hémin fiihrten, was wiederum zur Hamolyse, also zur
Zerstorung der Zellmembran der Erythrozyten fithrte. Methdmoglobin hatte dage-
gen einen stabilisierenden Einfluss auf das Membranskelett der Erythrozyten (Abb.
5in (3)). Die referierten Ergebnisse untermauern die Vermutung, dass das Glykopho-
rin A nicht mehr nachweisbar ist und somit der RSID®-Bluttest negativ ausfallen
musste. Wie lange es insgesamt dauert, bis kein Methdmoglobin mehr vorhanden ist,
bzw. bis alle Proteine oder Proteinketten in Erythrozyten respektive am Hamoglobin
vollstdndig denaturiert sind, bleibt letztlich ungeklart. Dies héngt nicht zuletzt von
den zahlreichen verschiedenen postmortalen Dekompositionsprozessen ab sowie von
der Tatsache, dass der postmortale Haimoglobinabbau nicht mit Versuchsbedingun-
gen vergleichbar ist, wie sie beispielsweise bei Rachmilewitz et al. [37] beschrieben
wurden.

Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass Schweers et al. in ihrer Validierungsstu-
die zum RSID®-Bluttest [43] nicht ausfithren, ob Blutspuren verschiedenen Alters
getestet wurden. Es ist lediglich die Rede von getrockneten menschlichen Blutspu-
ren, was eine Ubertragbarkeit auf Knochenproben nicht zuldsst. Weiterhin kann
ausgeschlossen werden, dass das Ammoniak fiir die negativen Testergebnisse beim
RSID®-Bluttest verantwortlich ist, da Schweers et al. auch diese Moglichkeit in ihrer
Validierungsstudie ausschlieflen konnten, indem sie Blutspuren testeten, die trotz
Behandlung mit ammoniakhaltigem Bodenreiniger ein positives Ergebnis zeigten.
Dariiber hinaus erbrachte die RSID®-Bluttest-Reihe, die ohne Ammoniak durch-
gefithrt wurde, ebenfalls nur negative Ergebnisse. Beriicksichtigt man, dass in der
Validierungsstudie [43] der RSID®-Bluttest fiir Blut von verschiedenen Oberfliichen
und Blut in Kombination mit anderen Korperfliissigkeiten wie Speichel, Sperma
und Urin positiv reagierte, ist keine Storung des Tests durch Knochensubstanzen zu
erwarten.

Ein letzter zu diskutierender Punkt ist, dass der RSID®-Bluttest mit dem Puf-
fer des Hexagon-OBTI®-Tests bei allen Proben schwach positive Ergebnisse zeigte.
Der Hersteller des SERATEC® HemDirect Hémoglobintests gibt in der Produktbe-
schreibung an, dass fiir diesen auch andere Puffer im neutralen pH-Bereich verwen-
det werden konnen, ohne das Testergebnis zu beeinflussen [44]. Der Hersteller des
RSID®-Bluttests macht hierzu zwar keine Angaben, dennoch erschien es uns sinn-
voll, diesen Aspekt ebenfalls zu untersuchen. Da alle Ergebnisse gleichartig schwach
positiv ausfielen, scheint es sich in diesem Zusammenhang um ein unspezifisches
Phiinomen zu handeln. Eine Durchfithrung des RSID®-Bluttests mit dem Puffer

des Hexagon-OBTI®-Tests erscheint demnach nicht sinnvoll.

Insgesamt legen die vorgebrachten Ergebnisse nahe, dass Schnelltests, die auf dem

Nachweis von Blut und dessen Bestandteilen beruhen, zur Eingrenzung des PMI von
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Knochenfunden auch unter Abwandlung der Standardprotokolle nicht geeignet sind.
Zu dem offenbar kritischen Problem des postmortalen Abbaus von Hdmoglobin in

Knochen sind weitere, grundlegende Experimente notwendig.
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5 Zusammenfassung

Mit dem Ziel, neue, praktisch anwendbare Methoden zur Einschitzung des Postmor-
tal-Intervalls (PMI) zu erhalten, wurden im ersten Teil einer Versuchsreihe 39 huma-
ne und fiinf tierische Langknochen mit bekanntem PMI im Erdlager (0,2 bis ca. 2000
Jahre) mit zwei zur Einschétzung des PMI etablierten Methoden (UV-Fluoreszenz
an der frischen Ségefliche und Luminol-Test) und zwei erstmals unter dieser Fra-
gestellung eingesetzten Methoden (Hexagon-OBTI®-Test und Combur®-Test) ver-
blindet untersucht. Die dem Experiment zugrunde liegende Hypothese bestand in
der Annahme, dass die mit dem PMI zusammenhéngende Chemilumineszenz der Lu-
minolreaktion auf dem Vorhandensein von verbliebenem Hamin bzw. Hémoglobin
in der Knochensubstanz beruht.

Die Ergebnisse bestétigten, dass das Fehlen von Chemilumineszenz und eine deut-
liche Reduktion der UV-Fluoreszenz eine stirkere Aussagekraft beziiglich des Aus-
schlusses eines forensisch relevanten PMI besitzen als umgekehrt eine positive Lu-
minolreaktion und eine vollstdndige UV-Fluoreszenz. In beiden Féllen wurden die
Grenzen der Methoden unter dieser Fragestellung deutlich. Insbesondere fiir Pro-
ben mit einer positiven Luminolreaktion kénnte die Anwendung von unbedingten
Methoden zur Schétzung des PMI angezeigt sein. Entgegen unserer Erwartungen
lieferten sowohl der Combur®-Test als auch der Hexagon-OBTI®-Test, die beide
urspriinglich zum Blutnachweis konzipiert wurden, fiir alle Proben ein negatives
Ergebnis.

Daher wurden im zweiten Versuchsteil fiinf der vorher 39 Knochenproben aus fiinf
Liegezeiten im Erdlager (ebenfalls 0,2 bis ca. 2000 Jahre) ausgewihlt und erneut
mit dem Hexagon-OBTI®-Test und zusitzlich mit dem ebenso fiir den Nachweis
von Blutspuren entwickelten RSID®-Bluttest verblindet untersucht. An den Proben
wurden insgesamt fiinf Versuchsreihen nach Packungsanleitung und unter Abwand-
lung der Standardprotokolle der Hersteller durchgefiihrt. Hierbei sollte gepriift wer-
den, ob mit vorgeschalteten Reaktionsschritten bzw. ldngerer Inkubationszeit das
Héamoglobin oder seine Bestandteile aus dem Knochen gelost werden und somit in
Abhéngigkeit des PMI positive Testergebnisse resultieren konnen. Vier Versuchsrei-
hen erbrachten fiir alle Proben ein negatives Ergebnis und eine Versuchsreihe fiir
alle Proben ein gleichermafen schwach-positives Resultat.

Aufgrund der Ergebnisse ldsst sich konstatieren, dass die hier verwendeten Schnell-



5 Zusammenfassung

tests, die auf dem Nachweis von Blut beruhen, zur Eingrenzung des postmortalen
Intervalls von Knochenfunden trotz Abwandlung der Standardprotokolle nicht ge-
eignet sind. Zur Frage des postmortalen Abbaus von Hamoglobin in Knochen sind

weitere, grundlegende Untersuchungen notwendig.
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6 Summary

With the goal of obtaining additional practically applicable methods for estimating
the postmortem interval (PMI) of skeletal remains, 39 samples of human and five
samples of domestic animal long bones with known PMI (PMI=0.2 to approximately
2000 years) were tested with two established methods (UV-fluorescence of a freshly
sawn cross-section and the luminol test) and two screening tests (Hexagon-OBTI®
test and Combur® test) that were being tried out in this context for the first time.
The hypothesis underlying this experiment was the supposition that the PMI-related
chemiluminescence of the luminol reaction for bone is based on the presence of
persisting hemin from hemoglobin molecules in bone.

Our results showed that lack of luminescence and reduced UV-fluorescence were
more meaningful results for estimating PMI and excluding forensic relevance than
a positive luminol reaction or strong UV-fluorescence, as both of the latter findings
revealed the limitations of these methods in this particular context. Particularly for
cases showing a positive luminol reaction, the use of additional absolute dating me-
thods may be indicated. Against our expectations, both the Combur® test strips and
the Hexagon-OBTI® test, which were both devised to demonstrate blood, delivered
negative results for all samples.

Therefore, in a second step of this serial experiment, five out of the 39 bone samples
from five different epochs (also 0.2 to approximately 2000 years) were selected and
tested again in a blind setup with the Hexagon-OBTI® test and additionally with
the RSID® blood test, which was also originally developed for the identification of
human blood. Five test series were conducted applying modified standard protocols
of the manufacturers. The aim was to find out whether hemoglobin or its metabolites
can be dissolved from the bone with prior reaction steps or a prolonged time of
incubation and if positive test results can be achieved dependent on the PMI. Four
test series yielded negative results for all bone samples and one test series gave a
uniformly weak positive result.

It can be stated that rapid tests based on the detection of blood are not suitable
for the determination of the PMI of bone samples despite the modification of the
standard protocols. Further thorough research is required to clarify the postmortem

degradation of hemoglobin in bones.
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1. Einleitung

Die Bestimmung des postmortalen Intervalls (PMI) von Knochen-
proben ist seit jeher eine grofe Herausforderung fiir die forensische
Osteologie. Werden die menschlichen Uberreste im Freien aufgefun-
den, ist es nahezu aussichtslos, eine konkrete Aussage zu treffen. Sogar
bei durchgehender Bodenlagerung existiert eine grofe Zahl an kaum
kalkulierbaren duleren Einfliissen, die auf den Knochen und seine Zer-
setzung einwirken konnen [6, 12].

Dies fiihrt dazu, dass eine korrekte Einschatzung des PMI oft nur
sehr schwer oder gar nicht moglich ist. Selbst wenn man das Problem
auf den Ein- oder Ausschluss des forensisch relevanten PMI von 50 Jah-
ren reduziert, bleibt die Differenzierung schwierig [4, 12]. Liegemilieu-
unabhéngige Bestimmungen bzw. Schitzungen des PMI ermoglichen
bislang nur Radionuklidmethoden. Diese sind jedoch aufwiandig, teuer
und nicht uneingeschrénkt einsetzbar.

In der forensisch-osteologischen Analyse zur Schéitzung des PMI
steht am Anfang die makroskopische Untersuchung, an Langknochen
mit Beurteilung der frischen Sigefldache und der Priifung der UV-Re-
flexion an derselben [12]. Nachfolgen kénnen mikroskopische Untersu-
chungen an Schliff- oder Schnittpraparaten, die jedoch wieder einen
gewissen Zeitaufwand beinhalten. Einen weiteren Ansatz bieten che-
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mische Analysen, wie z. B. die Priifung der Anférbbarkeit mithilfe von
Indophenol und Nilblau [1] sowie die Fluoreszenzeigenschaften des
Knochens [8].

Die sog. Luminolmethode wurde bereits 1937 von Specht [11] zur
Erkennung von Blutspuren beschrieben. Spéater wurde der Luminoltest
zur Schitzung des PMI an Knochenproben eingesetzt [5, 9]. Hierfur
wird Knochenmehl eingesetzt, das beim Anfertigen eines frischen Si-
geschnitts entsteht.

Es stellt sich die Frage, ob weitere Testverfahren, die eigentlich fur
den Nachweis von Blut konzipiert wurden, zur Schétzung des PMI ein-
gesetzt werden konnen. In der forensischen Spurenkunde wurde lange
Zeit der sog. Sangur®-Test verwendet [2, 7], der seit einigen Jahren nur
noch als Kombinations-Teststdbchen Combur® (zur Prifung auf Blut,
Eiweill, Glukose, Nitrit u. a.) angeboten wird. Eigentlich wurde das
Teststabchen fiir die Untersuchung von Urin entwickelt. Ein weiterer,
urspriinglich fir die klinische Medizin (Nachweis von okkultem Blut im
Stuhl) konzipierter, jedoch in der forensischen Spurenkunde zum Blut-
nachweis eingesetzter Schnelltest ist der Hexagon-OBTI®-Test.

Das Prinzip des Hexagon-OBTI®-Tests basiert auf Antikérpern ge-
gen humanes Hdmoglobin. Die Nachweisgrenze beginnt laut Hersteller
bereits bei 0,88 mg Hb/g Stuhl. Die Combur®-Teststabchen enthalten
organisches Wasserstoffperoxid, mit dem vorhandenes Hdmoglobin die
Indikatoroxidation katalysiert. Die Nachweisgrenze liegt hier sehr viel
niedriger als beim Hexagon-OBTI-Test (0,03 mg Hb/dl Testsubstanz).

Im vorgestellten Experiment sollten die UV-Reflexion an der fri-
schen Sageflache sowie der Luminoltest, der Hexagon-OBTI®-Test und
der Combur®-Test an Knochen mit bekanntem PMI nach Bodenlage-
rung eingesetzt und verglichen werden.

2. Material und Methoden

Zur Verfiigung standen humane Langknochen von 16 Individuen, die nach der Beiset-
zung das vollsténdige PMI bis zum Auffinden im Erdlager verbracht hatten (Tab. 1). Die
Feststellung des PMI war mithilfe der Ermittlungen und ggf. durch Identifizierung des In-
dividuums erfolgt. In anderen Fillen — bei allen historischen Knochen — war die Absiche-
rung bzw. Bestimmung des PMI durch eine Radiocarbondatierung erfolgt. Somit mussten
in Tab. 1 fiir das PMI auch Zeitspannen bzw. ungefihre Zeiten eingetragen werden. Zum
Vergleich wurden zwei nicht-menschliche Saugetierknochen mit untersucht.

Die tiberpriiften Knochen waren nach ihrem Auffinden bis zur Untersuchung fiir das
gegenstéindliche Experiment im GieBener Institut fiir Rechtsmedizin 1 bis 9 Jahre gelagert.
Diese Latenzzeit (Tab. 1) wurde nicht zum PMI addiert. Die Lagerung war in einem spezi-
ellen Trockenraum bei 16-18 °C erfolgt. Nur in einem Fall (1fd. Nr. 2) war der Knochen
30 Jahre lang im Asservatenraum einer Behorde gelagert worden, bevor er an das Institut
fiir Rechtsmedizin iiberstellt wurde.

Die zu untersuchenden Knochen wurden lediglich mit einer randomisiert vergebenen,
laufenden Nummer bezeichnet und waren somit fiir die Untersucher verblindet. An allen
Knochen wurde fiir die Untersuchung ein frischer Sageschnitt mit einer medizinischen
Knochensége gesetzt. Das dabei entstandene Sigemehl wurde fiir den Luminol-, den He-
xagon-OBTI®- und den Combur®-Test eingesetzt.
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Tab. 1: Ergebnisse der Luminolreaktion und des UV-Reflexions-Tests fiir alle un-
tersuchten Individuen (1fd. Nr.). ,,Latenz“ bezeichnet die Zeit zwischen dem Auffin-
den und der aktuellen Untersuchung. Diese Zeit ist im PMI nicht mit berticksichtigt.
PMI meint in diesem Zusammenhang den Zeitraum vom Todeseintritt bis zum Auf-
finden. ,,(R)“ hinter dem PMI-Wert steht fiir eine durchgefiihrte Radiocarbondatie-
rung. T1 stammt von einem Schwein und T2 von einem Pferd.

L4 probe LT;“;" ‘ PMI[J] |Luminol UV-Reflexion
1 Tibia 1 | ca. 200 (R) + Sandwicheffekt
2 Tibia 30 | caso |+ Sandwicheffekt
3 Tibia 2 | ca. 1000 (R) - Sandwicheffekt
4 |volist. Skelett] 3 | 4 o vollstindig
5 Tibia 4 | ca, 2000 (R) - noch minimale Reste
6 Femur 4 | ca 150 . Sandwicheffekt
7 Femur 6 [ 5064 | ++ fleckige Reste
8 Femur s | s0-70 [ e fast vollstindig
9 Humerus 5 | 0,2 ++ vollstindig
10 ‘ versch. 7 ’ 40 + ‘ fleckige Reduktionen
11 [ Femur 3 | 520 | o+ | vollstindig
12 | Humerws | 5 | 3 | + vollstindig
13 H Femur 3 [ 145-160 | ++ ] nur noch geringe Reste
14 || Ula A | vollstindig
15 || Humerus 2 Jca1000@®)| - | nurnoch geringe Reste
6 | mmens | o | s | e | retien smscioucr
Tl ]I Humerus 2 ’ 2-5 | et || vollstindig
T2 | Femur =TT vollstindig

Vor dem Setzen des Sdgeschnitts wurde die Knochenoberfléche in der Schaftmitte je-
weils mit frischem Schmirgelpapier gereinigt. Das Sagemehl wurde vollstdndig mit einem
jeweils unbenutzten weilen DIN-A4-Papier aufgefangen und in ein Probenrshrchen gege-
ben. Die Beurteilung der UV-Reflexion erfolgte in einer Dunkelkammer mit einer UV-
Lampe bei Wellenlangen von 254 nm und 366 nm.

Der Luminol-Test fand ebenfalls in der Dunkelkammer statt. In 19 Reagenzglésern wa-
ren jeweils 10 ml einer frisch nach Weber [13] hergestellten Luminol-Losung vorgelegt.
Die Positivkontrolle erfolgte mit einem Tropfen Blut, der mit 2 Tropfen Wasserstoffperoxid
eine maximale Fluoreszenz zeigte. Von jeder Knochenmehlprobe waren zuvor 50 mg abge-
wogen worden. Diese wurden nacheinander in die Luminollésung gegeben, mit 2 Tropfen
Wasserstoffperoxid versetzt, mit einem Schraubdeckel verschlossen und geschiittelt. Die
Intensitdt der Chemilumineszenz wurde zur besseren Abgrenzung in negativ (-), schwach
positiv (+), positiv (++) und stark positiv (+++) eingeteilt. UV-Reflexion und Luminol-Test
wurden von 2 Untersuchern (SCE und MAV) unabhéngig voneinander beurteilt.

Fir den Versuchsteil des Hexagon-OBTI®-Tests (Human Gesellschaft fiir Biochemica
und Diagnostica mbH, Wiesbaden) wurden die Beh&ltnisse mit dem Tris-Puffer (pH = 7,5)
aus dem Testkit mit 50 mg aus der jeweiligen Knochenpulverprobe befiillt. Nach einer In-
kubationszeit von 5 Minuten wurde der Test weiter nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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Das genaue Prinzip des Hexagon-OBTI®-Tests wurde von Hochmeister et al. [3] be-
schrieben. Die Positivkontrolle erfolgte mit einem Tropfen Blut.

Im Anschluss an den Hexagon-OBTI®-Test wurde in die tibrig gebliebene Tris-Puffer-
Losung jeweils ein Combur®-Teststdbchen (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) fir 3 Se-
kunden getaucht und die Farbung des unteren, auf Blut reagierenden Feldes mit der auf der
Verpackung des Tests aufgedruckten Tafel verglichen.

3. Ergebnisse

Die Resultate des UV-Fluoreszenz- und des Luminol-Tests sind in
Tab. 1 aufgefiihrt. Sowohl der Hexagon-OBTI®-Test als auch der Com-
bur®Test verliefen mit allen untersuchten Knochenproben negativ
(Abb. 1 und 2). Die Positiv-Kontrollen erbrachten mit dem Luminol-,
dem Hexagon-OBTI®- und dem Combur®-Test positive Ergebnisse.

Abb. 1: Hexagon-OBTI®-Test, links mit der Positivkontrolle und daneben zwei ne-
gative Ergebnisse aus der Versuchsreihe. Die Bande ,,C*“ zeigt an, dass ausreichend
Substrat aufgebracht und der Test nicht iiberlagert wurde. Zum Nachweis von hu-
manem Blut muss sich eine Bande neben ,, T* darstellen.

4. Diskussion

In der vorgestellten Versuchsreihe wurden 16 humane Knochenpro-
ben mit bekannter Liegezeit im Erdlager mit zwei zur Einschitzung des
PMI etablierten Methoden (UV-Fluoreszenz an der frischen Sageflache
und Luminol-Test) und zwei erstmals unter dieser Fragestellung einge-
setzten Testverfahren (Hexagon-OBTI®-Test und Combur®-Test) ver-
blindet untersucht.

Die UV-Fluoreszenz an der frischen Sigefliche zeigte einen guten
Zusammenhang des Ausmafles der Reflexion mit dem PMI. Es be-
statigte sich, dass diese Methode gut zum Ausschluss eines forensisch
relevanten PMI von unter 50 Jahren geeignet ist [12]. Fiir diese Aussage
ist jedoch eine deutliche Reduktion der Fluoreszenz zu fordern. Wie der
Fall mit 1fd. Nr. 10 (Tab. 1) belegt, kann eine geringgradige Reduktion
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Abb. 2: Auswahl von Teststreifen des Combur®-Tests. Das unterste Feld zeigt Blut
an. Rechts ist die Positivkontrolle platziert.

bereits nach 40 Jahren beobachtet werden. Umgekehrt wird man eine
vollstandige UV-Fluoreszenz als deutlichen Hinweis auf ein forensisch
relevantes PMI ansehen miissen.

Der Luminol-Test verlief bei den jingeren Knochenproben (PMI < 20
Jahre) positiv (++) bis stark positiv (+++). Im kritischen Zeitraum von
50-150 Jahren zeigten nahezu alle Proben eine schwach-positive (+) bis
positive (++) Reaktion. Im PMI-Intervall von mehr als 100, jedoch deut-
lich weniger als 1000 Jahren standen nur 3 Proben zur Verfiigung (1fd.
Nr. 1, 6 und 13), wobei das langste PMI 200 Jahre betrug. Dass sich in
dieser Gruppe jeweils ein positiver Luminol-Test zeigte, ist aufgrund
der ungentigenden Probenzahl sehr kritisch zu bewerten. Unter dem-
selben Aspekt sind die 3 historischen Knochenproben mit einem PMI
von zweimal etwa 1000 und einmal ca. 2000 Jahren zu betrachten, bei
denen der Luminol-Test durchgehend negativ verlief. Diese Ergebnisse
konnen jedoch als Hinweis darauf gewertet werden, dass ein positiver
Luminol-Test eine kurze Liegezeit nicht beweist, ein negativer jedoch
eine hohere Aussagekraft beziiglich des Ausschlusses eines forensisch
relevanten PMI besitzt.

Der Combur®- und der Hexagon-OBTI®-Test sind eigentlich fiir den
Nachweis von Blut entwickelt worden, wobei der Hexagon-OBTI®-Test
humanspezifisch sein soll. Beide Tests verliefen fiir alle untersuchten
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Proben von Knochenmehl negativ. Dass die Tests funktionstiichtig wa-
ren, konnte anhand der Positivkontrollen belegt werden. Um auszu-
schlieBen, dass die gew#hlte Menge an Knochenpulver zu gering war,
wurde mit jener Probe, die bei der Luminol-Testreihe die starkste Lu-
mineszenz gezeigt hatte (1fd. Nr. 8), der Hexagon-OBTI®-Test mit der
zehnfachen Menge an Knochenpulver, also 500 mg, wiederholt. Auch
dieser Ansatz verlief negativ. Ebenso war der Test an Knochenproben
von Schwein und Pferd negativ, was bei der deklarierten Humanspezi-
fitat des Hexagon-OBTI®-Test nicht verwunderte.

Die im Anschluss durchgefiihrte Testreihe mit den Combur®-Test-
stabchen erbrachte ebenfalls bei keiner der verwendeten Knochenpro-
ben ein positives Ergebnis fiir Himoglobin.

Es stellt sich zunéchst die Frage, welcher Bestandteil der Knochen
die Chemilumineszenz bei der Luminol-Reaktion hervorruft. Bereits
1937 beschrieb Specht die Hamine als die entscheidenden Katalysa-
toren der Luminolreaktion [11]. Experimentell fand er heraus, dass die
Chemilumineszenz umso intensiver ausfiel, je dlter die Blutspur war. Es
wirke das aus dem Blut im Laufe der Alterung abgespaltene Hamatin.
Auch Weber [13] sah Haminproteine, z.B. Methamoglobin, als Kataly-
satoren der Luminolreaktion an, obgleich es fiir die Reaktion selbst zu-
nachst gleichgiiltig ist, ob frisches oder altes Blut vorhanden ist, da
durch die alkalische Komponente des Luminolreagens das vorhandene
Héamoglobin rasch in Methédmoglobin umgewandelt wird.

Die Empfindlichkeit der Luminol-Reaktion (entspricht der Grenz-
konzentration von Blut) wird von Weber [13] mit 1:10,000.000, von In-
trona et al. [5] und Zweidinger et al. [14] in einer Spanne von
1:10.000 bis 1:5,000.000 angegeben. Mit dem Luminol-Test allein 1asst
sich also nicht ausschlieBen, dass in den Knochen woméglich doch Ha-
moglobin enthalten ist. Beriicksichtigt man jedoch die durchweg nega-
tiven Ergebnisse des Hexagon-OBTI®-Tests und des Combur®-Tests,
spricht dies zunéchst fiir die Annahme, dass in den Knochen kein Ha-
moglobin als solches enthalten gewesen sein kann, da beide Tests aus-
schliefflich Himoglobin messen und dies sogar noch in sehr geringen
Konzentrationen. Eine ,,Fehlfunktion“ der Tests wurde durch die Posi-
tiv-Kontrolle mit frischem Blut ausgeschlossen. Es stellt sich also die
Frage, ab welchem Zeitpunkt kein Hémoglobin im Knochen mehr
nachweisbar ist. Das wenige Monate alte Asservat aus unserer Ver-
suchsreihe (1fd. Nr. 9) zeigte keinerlei Reaktion mehr auf Hamoglobin,
weder im Combur®-Test noch im Hexagon-OBTI®-Test.

Unsere Literaturrecherche ergab hierzu, dass Hdmoglobin bereits
nach wenigen Tagen in Methédmoglobin umgewandelt werden soll [14];
diese Angabe bezieht sich aber auf die Altersbestimmung von Blutspu-
ren in lufthaltigem Milieu. Einen weiteren Ansatzpunkt liefern
Hochmeister et al. [3] in ihrer Validierungsstudie tiber den Hexagon-
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OBTI®-Test von 1999. Sie fanden heraus, dass selbst 15 Jahre alte
menschliche Blutspuren, die tiber diesen Zeitraum bei Raumtempera-
tur, auf Stoff befindlich, gelagert worden waren, mit dem Hexagon-
OBTI®-Test positiv reagierten, obgleich das Hamoglobin sich bei 5 der
8 Proben zunichst nicht in Wasser oder Tris-Puffer 16sen lie3, sondern
nur mithilfe von 5 %-iger Ammoniak-L6sung. Die Autoren folgerten,
dass bei alten Blutproben das Ammoniak moglicherweise benétigt
wird, um altes Himoglobin zu losen.

Weiterhin ergab diese Studie, dass der Hexagon-OBTI®-Test nicht ausschlieBlich auf
Blut reagiert, sondern auch auf einige andere getestete menschliche Proben wie Speichel,
Urin, Stuhl, Vaginalsekret und Sperma. Auch Muskelgewebe reagierte positiv. Des Weite-
ren testeten sie Blutspuren und Muskelproben, die tiber einen Monat unter verschiedensten
Bedingungen gelagert waren (u.a. vergraben im Erdboden in 50 cm Tiefe); auf diese rea-
gierte der Hexagon-OBTI®-Test ebenfalls positiv. Demnach erscheint es nicht abwegig,
dass Knochen aus unserer Versuchsreihe (zumindest die mit kiirzerem PMI) positiv im He-
xagon-OBTI®-Test hatten reagieren konnen.

Ein weiterer Diskussionspunkt kénnte darin bestehen, dass das Knochenmehl womog-
lich nicht lange genug im Tris-Puffer inkubiert war, so dass das Himoglobin herausgelost
werden konnte, denn Hochmeister et al. lésten ihre Testsubstanzen 2 Stunden bei Raum-
temperatur auf einem Schiittler und nicht — wie in der Herstelleranleitung fiir Stuhlproben
angegeben — nur 5 Minuten.

Was die durchweg negativen Ergebnisse des Combur®-Tests angeht,
ist auBerdem zu diskutieren, ob es — wie beim Hexagon-OBTI®-Test —
daran lag, dass sich das Hamoglobin nicht im Tris-Puffer 16sen lie3. Da
die Nachweisgrenze fiir Himoglobin noch sehr viel niedriger ist (0,03
mg Hb/dl) als beim Hexagon-OBTI®-Test (0,88 mg Hb/g), halten wir es
fiir unwahrscheinlich, dass es an einer zu geringen Hamoglobin-Menge
im Knochen lag. Insofern wire eine experimentelle Weiterfithrung fiir
unsere Fragestellung von Nutzen. So wire es interessant, den Hexagon-
OBTI®-Test und den Combur®-Test noch einmal mit Knochenasserva-
ten durchzufiihren, die sich hinsichtlich ihres PMI innerhalb des foren-
sisch relevanten Zeitraums von 50 Jahren befinden, sowie deren Kno-
chenmehl mit Ammoniaklésung zu versetzen (in Analogie zu Hoch-
meister et al. [3]), und zwar mit einer viel ldngeren Inkubationszeit als
in der gegensténdlichen Versuchsreihe. Offen ist, ob nicht auch Hamo-
globin-Abbauprodukte eine positive Reaktion beim Hexagon-OBTI®-
Test hervorrufen kénnen.

Rauschke fand 1951 in seinem Experiment zur Altersbestimmung von Blutspuren [10]
heraus, dass sich in allen untersuchten Blutproben bereits nach 19-24 Stunden ein deutli-
cher Methdmoglobinnachweis erbringen lie3; lediglich in den Proben, die im Kiihlschrank
oder in einer verschlossenen Flasche gelagert worden waren, lief} sich mit den damaligen
Methoden (einfaches Spektroskop) selbst nach Monaten noch kein Methdmoglobin nach-
weisen. Inwiefern sich diese Erkenntnisse auf den Hidmoglobinabbau im Knochen tibertra-
gen lassen, bleibt zu untersuchen. Die uns zugéngliche Literatur lieferte zu dieser Fra-
gestellung keine Erkenntnisse.

Die Probe mit der starksten Reaktion im Luminol-Test war das Fe-
mur mit der 1fd. Nr. 8. Hier fiel auf, dass die Markhohle vollstandig mit
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Abb. 3: Frische Ségefliache des Femurs (1fd. Nr. 8). Der Markraum ist nahezu voll-
standig von Fettwachs ausgefiillt.

Fettwachs ausgefiillt war (Abb. 3). Ein moglicher, noch zu priifender
Erklarungsansatz wire, dass die Himine bzw. Haminproteide so gut im
Fettwachs eingeschlossen sind, dass diese noch nach einer Liegezeit von
Jahrzehnten eine sehr ausgepriagte Reaktion auf Luminol zeigen.

5. Fazit fiir die Praxis

Die UV-Fluoreszenz an der frischen Ségeflache und der Luminol-
Test haben nach wie vor eine groB3e Bedeutung fiir die Schatzung des
PMI, insbesondere hinsichtlich des Vorliegens eines forensisch relevan-
ten PMI. Der Combur®-Test und der Hexagon-OBTI®-Test sind mit
Standardprotokollen nicht zur Eingrenzung bzw. Einschétzung des
PMI geeignet. Es sollte kiinftig untersucht werden, ob mit vorgeschal-
teten Praparations- bzw. Reaktionsschritten Himoglobin oder dessen
Abbauprodukte aus dem Knochenmehl herausgeltst und danach posi-
tive Ergebnisse in den beiden Tests erreicht werden kénnen.
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Zusammenfassung

In einer Versuchsreihe wurden 16 humane Knochen mit bekanntem Postmortal-Inter-
vall (PMI) im Erdlager (0,2 bis ca. 2000 Jahre) mit zwei zur Einschatzung des PMI etablier-
ten Methoden (UV-Fluoreszenz an der frischen Ségeflache und Luminol-Test) und mit zwei
erstmals fir diese Fragestellung eingesetzten Methoden (Hexagon-OBTI®-Test und Com-
bur®-Test) verblindet untersucht.

Die Ergebnisse bestatigten die grof3e Bedeutung der UV-Fluoreszenz und des Luminol-
Tests bei der Schétzung des PMI und insbesondere bei der Frage nach dem Vorliegen eines
forensisch relevanten PMI. Die eigentlich fiir den Nachweis von Blut konzipierten Com-
bur®-Teststreifen und der Hexagon-OBTI®-Test lieferten bei allen Proben ein negatives Er-
gebnis. Ob dies darauf zurtickzufiihren ist, dass sich méglicherweise noch vorhandenes Hé-
moglobin bzw. seine Abbauprodukte im verwendeten Tris-Puffer nicht 16sen lieBen, bleibt
weiter zu untersuchen.

Schliisselworter: Forensische Osteologie — Postmortales Intertvall — Luminol-Test

Determining the postmortem interval of bone samples: a comparison of
luminol chemiluminescence, Hexagon OBTI® test, and Combur® test

Summary

In the experiment, 16 human bones with known postmortem interval (PMI) that had
been buried in soil (0.2 to about 2000 years) were tested in a blind setup with two estab-
lished methods for determining the PMI (UV fluorescence of the surface of a fresh cut and
the luminol chemiluminescence) and with two methods applied for this purpose for the first
time (Hexagon OBTI® test and Combur® test).

The results underline the importance of the UV fluorescence and luminol tests in de-
termining the PMI, especially with regard to the question whether the PMI is forensically
relevant or not. The results for both new methods, the Combur® test strips and the Hexagon
OBTI® test, which were originally developed for the detection of hemoglobin, were negative
for all samples. It remains to be seen if the negative results for these two methods may be
due to an inability of hemoglobin or its metabolites to dissolve in the Tris buffer solution
used in the experiment.

Keywords: Forensic anthropology — Postmortem interval - Luminol chemiluminescence
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1. Einleitung

Die Bestimmung des postmortalen Intervalls (PMI) an menschlichen
Knochenfunden ist ein wesentlicher Bestandteil in der forensisch-os-
teologischen Begutachtung [24] und nach wie vor eine groB3e Heraus-
forderung. Die duBeren Einfliisse, die auf den Knochen und seine Zer-
setzung einwirken konnen, sind selbst bei durchgehender Bodenlage-
rung kaum kalkulierbar [15, 25]. Auch wenn man die Schitzung ledig-
lich auf den moglichen Ausschluss eines forensisch relevanten post-
mortalen Intervalls (PMI) von 50 Jahren beschriankt, gibt es dennoch
kaum eine Moglichkeit, das PMI mit den bisher zur Verfiigung stehen-
den Methoden [5, 19] exakt zu bestimmen, wenngleich neuere Radionu-
klidmethoden wie z. B. die Radionuklidanalyse von **Th und **Ra mog-
licherweise ein hohes forensisches Potenzial besitzen [26]. Weiterhin
besteht die M6glichkeit, vorhandene postmortale Verletzungen zur Lie-
gezeiteingrenzung heranzuziehen [23]. Die Luminol-Methode erwies
sich in vorangegangenen Studien [13, 18] als alleinige Methode zur
Schéatzung eines forensisch relevanten PMI als nur eingeschréankt va-
lide, da u. a. die Wahrscheinlichkeit fiir ein falsch-negatives Ergebnis
im Kontext forensischer Fragestellungen zu hoch ist. Sie ist jedoch in
der Kombination mit anderen Verfahren sehr wertvoll, da die Intensi-
tat der Chemilumineszenz einen guten Zusammenhang mit dem PMI
zeigt [5, 18, 19].
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In der forensischen Spurenkunde sind Schnelltests etabliert, mit de-
nen man geringste Mengen menschlichen Blutes feststellen kann und
die in vielen Fallen auf dem Nachweis von Himoglobin basieren [1, 9,
21]. Es stellt sich die Frage, ob diese Testverfahren fiir die Bestimmung
des PMI von Knochenproben geeignet sein kénnten. Die Entwicklung
eines glinstigen, einfachen und schnellen Tests, der sicher zwischen fo-
rensisch relevanten und nicht-relevanten Knochenfunden unterschei-
den kann, wére von gro3er Bedeutung.

Bei der vorliegenden Versuchsreihe handelt es sich um ein Fortset-
zungsexperiment. In den ersten beiden Teilen der Versuchsreihe [5, 19]
wurden an insgesamt 39 humanen Langknochen mit bekanntem PMI
nach Bodenlagerung die Luminol-Methode, die UV-Fluoreszenz der
Sageflache, der Combur®-Test und der Hexagon-OBTI®*-Test ange-
wandt und auf ihre Aussagekraft fir die Abschiatzung des PMI tiber-
pruft.

Die Fortsetzung des Experiments sollte die Ursache der durchge-
hend negativen Ergebnisse des Hexagon-OBTI®-Tests aufklaren helfen.
Der Hexagon-OBTI®-Test ist eigentlich fiir den Nachweis okkulten Blu-
tesin der Kolon-Karzinom-Vorsorge entwickelt worden, wird in der fo-
rensischen Spurenkunde aber auch als Schnelltest zum Blutnachweis
eingesetzt [8]. Sein Testprinzip basiert auf spezifischen Antikérpern
gegen humanes Hamoglobin und die Nachweisgrenze beginnt laut Her-
steller bereits bei 0,88 mg Hb/g Stuhl bzw. Testsubstanz.

Im vorliegenden Experiment sollte der Hexagon-OBTI®-Test nicht
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt werden, sondern in
denselben Varianten wie von Hochmeister et al. in ihrer Validie-
rungsstudie beschrieben [10].

Als weiterer Schnelltest, der zum Nachweis geringster Spuren
menschlichen Blutes entwickelt wurde, stand der RSID®-Bluttest [12]
zur Verfligung. Sein Testprinzip beruht wie beim Hexagon-OBTI®-Test
auf einer Antigen-Antikoérper-Reaktion. Der RSID®-Schnelltest ent-
halt allerdings keinen Antikérper gegen Hamoglobin, sondern zwei An-
tikorper gegen Glykophorin A, ein spezifisches Membranprotein auf
Erythrozyten [2]. Jeder der beiden Antikoérper erkennt ein Epitop auf
dem Glykophorin A-Protein [6]. Hier liegt die Sensitivitat bei 1 pl
menschlichen Blutes. Nach der Intention des Herstellers soll ein positi-
ves Testergebnis mit der Wahrscheinlichkeit, ein DNA-STR-Profil zu
erhalten, korrelieren [1, 9, 21].

Fir die insgesamt funf Versuchsreihen wurden in Anbetracht der
bislang durchweg negativen Resultate mit dem Hexagon-OBTI®-Test
aus den uns zur Verfiigung stehenden 39 Langknochen nur einzelne
ausgewdhlt, die jeweils einen bestimmten Liegezeitraum vertreten. Die
Fragestellung war, ob der Hexagon-OBTI®-Test mit abgewandelten
Test-Protokollen oder der RSID®-Bluttest geeignet sind, bei bodenge-
lagerten Knochenproben ein forensisch relevantes PMI anzuzeigen.
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2. Material und Methoden

Untersucht wurden jeweils 50 mg Knochenmehl von humanen Langknochen von 5 In-
dividuen, die wihrend des gesamten PMI bis zur Auffindung im Erdlager verblieben wa-
ren. Mit dem Hexagon-OBTI®-Test wurde eine zuséitzliche Probe untersucht (Tab. 1). Die
Feststellung des PMI war aufgrund der Ermittlungen und ggf. der Identifizierung des In-
dividuums erfolgt. Im Falle eines historischen Knochens war die Eingrenzung des PMI
durch eine Radiocarbondatierung vorgenommen worden [5, 19]. Somit mussten fir das
reale PMI immer wieder Zeitspannen bzw. ungeféhre Zeiten eingetragen werden. Die un-
tersuchten Knochen waren nach ihrem Auffinden bis zur Untersuchung fiir das vorliegende
Experiment im GieBener Institut fiir Rechtsmedizin 1 bis 8 Jahre gelagert. Diese Latenz-
zeit (Tab. 1) wurde nicht zum PMI addiert. Die Lagerung erfolgte in einem speziellen Tro-
ckenraum bei 16-18 °C. Vor dem Setzen des Siageschnitts wurde die Knochenoberfliche in
der Schaftmitte jeweils mit frischem Schmirgelpapier gereinigt. Beim Setzen des Sage-
schnitts wurde das dabei entstehende Knochenmehl mit einem sauberen, unbenutzten
DIN-A4-Papier aufgefangen und in Probenrshrchen gefiillt.

Tab. 1: Ergebnisse des Hexagon-OBTI®-Tests und des RSID®-Bluttests fiir alle un-
tersuchten Individuen (Ifd. Nr.). Die Latenz meint die Zeit zwischen dem Auffinden
und der aktuellen Untersuchung. Diese Zeit ist im angegebenen PMI nicht bertick-
sichtigt. PMI bedeutet in diesem Fall den Zeitraum vom Todeseintritt bis zum Auf-
finden. (R) hinter dem PMI-Wert steht fiir eine durchgefiihrte Radiocarbondatie-
rung. Fiir den RSID®-Bluttest erfolgte eine neue Nummerierung.

* nicht untersucht

Probe Reales PMI | Latenzzeit | Hexagon-OBTI®-Test | RSID®-Bluttest | RSID®-Bluttest
[J.] [J.] a)+b) c) d) +e)
Femur 50-70 6 #1 - * *
Femur 50-64 7 #2 - schwach + #1 -
Tibia Ca. 200 2 #3 - schwach + #2 -
Humerus 0,2 6 #4 - schwach + #3 -
Tibia Ca. 2000 (R) 5 #5 - schwach + #4 -
versch. 40 8 #6 - schwach + #5 -

Der erste Teil des Experiments bestand in der Wiederholung des Hexagon-OBTI®-Tests
nach Hochmeister et al. [10], die in ihrer Validierungsstudie des Hexagon-OBTI®-Tests
diesen nicht nach Packungsanleitung des Herstellers, sondern a) mit langerer Inkubations-
zeit (2 Stunden statt 5 Minuten) und b) zusétzlich mit 5%iger Ammoniak-Losung durch-
fuhrten. Die zu untersuchenden Knochenproben wurden mit einer laufenden Nummer ver-
sehen und waren fiir die Untersucher verblindet.

a) Hierzu wurden jeweils 50 mg des Knochenmehls abgewogen und in 2 ml-Eppendorf-
GefaBe gefiillt. AnschlieBend wurden 0,5 ml des Tris-Puffers aus dem Testkit dazu-
gegeben und das Ganze bei Raumtemperatur 2 Stunden auf einem Schiittler inku-
biert. Nach dreiminiitiger Zentrifugation bei 13.000 rpm wurden 100 ul des Uber-
standes auf das Testfeld des Hexagon-OBTI®-Tests gegeben. Das Ergebnis wurde
nach 10 Minuten abgelesen.

b) 50 mg des Knochenmehls wurden auf ein Uhrglas gegeben, mit 0,5 ml 5%iger Am-
moniak-Losung vermischt und 30 Minuten inkubiert. Anschliefend wurde der Ver-
dunstungsprozess mit einem handelsiiblichen Féhn beschleunigt und das getrock-
nete Knochenmehl mit 100 pl Tris-Puffer versetzt. Im letzten Schritt wurden diese
100 pl mit moglichst wenig Knochenmehl mit einer Pipette aufgenommen und auf
das Testfeld gegeben. Nach 10 Minuten wurde das Ergebnis abgelesen.

Der RSID®-Bluttest wurde mit 50 mg des Knochenmehls durchgefiihrt, das c¢) nach
Standardprotokoll des Herstellers, jedoch mit dem Puffer des Hexagon-OBTI®-Tests, d) mit
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Abb. 1: Hexagon-OBTI®-Test mit negativem Ergebnis bei allen 6 untersuchten Kno-
chenproben. Die Bande ,,C“ ist der Kontrollstreifen, der anzeigt, dass ausreichend
Substrat aufgebracht wurde. Im Falle des Vorliegens von menschlichem Hémoglo-
bin wire eine Bande neben ,,T“ zu sehen gewesen.

Abb. 2: RSID®-Bluttest, durchgefiihrt mit dem Puffer des Hexagon-OBTI®-Tests.
Hier zeigt sich bei allen Proben ein schwach positives Ergebnis. Analog zum Hexa-
gon-OBTI®-Test sind hier der Kontrollstreifen (,,C*) und der Teststreifen (,,T“) zu er-
kennen, wobei sich ,, T* deutlich schwicher zeigt als ,,C*.
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Abb. 3 und 4: RSID®-Bluttest nach Standardprotokoll (Abb. 3) und mit 5%iger Am-
moniaklosung (Abb. 4). Hier blieb in beiden Varianten ein positives Ergebnis aus, zu
erkennen am fehlenden Teststreifen ,, T*.

dem dazugehorigen Puffersystem und e) wie beim Hexagon-OBTI®-Test vorher in 0,5 ml
5%iger Ammoniak-Losung inkubiert wurde. Die Positiv-Kontrolle erfolgte nach Pa-
ckungsanleitung mit frischem Blut.

¢) 100 ul des Uberstands aus a) wurden auf das Testfeld des RSID®-Bluttests gegeben;,
das Ergebnis wurde nach 10 Minuten abgelesen.

d) 50 mg des Knochenmehls wurden mit 200 pl des Extraktionspuffers in 2-ml-Eppen-
dorfgefédBen eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert, bei
13.000 rpm 3 Minuten zentrifugiert und 20 ul des Uberstands in ein neues Eppen-
dorfgefaB gefiillt. AnschlieBend wurden 80 pl des Laufpuffers zu den 20 pl des Uber-
stands gegeben, gemischt und diese 100 pl auf dem Testfeld aufgebracht. Nach 10
Minuten wurde das Ergebnis abgelesen.
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e) 50 mg des Knochenmehls wurden — wie beim Hexagon-OBTI®-Test oben beschrie-
ben - auf einem Uhrglas mit 0,5 ml 5%iger Ammoniak-Loésung 30 Minuten inkubiert.
Nach Verdunstung der Fliissigkeit (mit Hilfe eines Fohns) wurden 200 pl des Ex-
traktionspuffers hinzugegeben. Zuletzt wurden auch hier 20 pl des Uberstands mit
80 pl Laufpuffer in einem separaten Eppendorfgefdl gemischt und anschlieBend auf
das Testfeld verbracht. Nach 10 Minuten wurde das Ergebnis abgelesen.

3. Ergebnisse

Nur in der Testphase (c) (Beschreibung siehe oben), bei der der Puffer des Hexagon-
OBTI®-Tests fiir den RSID®-Bluttest verwendet wurde, zeigten alle untersuchten Proben ein
schwach positives Ergebnis. Die tibrigen vier Testvarianten lieferten jeweils negative Er-
gebnisse fiir alle Proben, sowohl beide Varianten des Hexagon-OBTI®-Tests als auch die
beiden des RSID®-Bluttests (Tab. 1). Die Positiv-Kontrolle erbrachte fiir den RSID®-Blut-
test ein positives Ergebnis. Im Falle des Hexagon-OBTI®-Tests wurde auf Postitiv-Kon-
trollen verzichtet, da diese bereits in den ersten Versuchsreihen positiv verlaufen waren
[5,19].

4. Diskussion

In den vorgestellten Experimenten wurden Knochenproben aus 5
verschiedenen Liegezeitperioden (Tab. 1) mit dem Hexagon-OBTI®-
Test und dem RSID®-Bluttest auf das Vorliegen von Hamoglobin bzw.
Glykophorin A untersucht. Ziel der Untersuchung war, die Frage zu be-
antworten, ob Aussagen tiber das PMI bzw. das Vorliegen eines foren-
sisch relevanten PMI von 50 Jahren moglich sind.

In den vorangegangenen Experimenten [5, 19] war der Hexagon-
OBTI®-Test nach Standardprotokoll des Herstellers an 39 Knochenpro-
ben durchgefiihrt worden und hatte fiir alle Knochenproben ein nega-
tives Ergebnis erbracht. In der Validierungsstudie des Hexagon-OBTI*-
Tests von Hochmeister et al. konnte — allerdings fiir Blutspuren —
nachgewiesen werden, dass noch an 15 Jahre alten Blutspuren ein po-
sitives Testergebnis erzielt werden kann [10]. Voraussetzungen waren
eine Verlangerung der vom Hersteller angegebenen Inkubationszeit (5
Minuten) auf 2 Stunden oder die vorherige Losung der Blutspur in
5%iger Ammoniak-Losung. Bei Hochmeister et al. konnten alle dlte-
ren Blutspuren mit dem zusatzlichen Schritt der Ammoniak-Losung
positiv getestet werden, die mit dem Standardprotokoll (aber bei ver-
langerter Inkubationszeit) noch negativ gewesen waren [10]. Geht man
davon aus, dass zumindest die jlingeren der von uns getesteten Kno-
chenproben noch Bestandteile von Hamoglobin enthalten haben miiss-
ten, wire hier wenigstens bei Versuchsreihe (b) ein positives Ergebnis
zu erwarten gewesen.

Ein weiterer Schnelltest, der sog. SERATEC® HemDirect Hamoglo-
bintest [21], der wie der Hexagon-OBTI®-Test urspriinglich entwickelt
wurde, um okkultes Blut im Stuhl nachzuweisen, aber in der Forensik
auch zur Identifikation menschlicher Blutspuren eingesetzt wird,
wurde von Misencik et al. in einer Validierungsstudie [16] erfolgreich
getestet. Sogar 31 Jahre alte Blutspuren waren nach 24-stiindiger In-
kubationszeit im Puffer positiv, was als weiterer Hinweis auf die lange
Stabilitdat des Himoglobins gewertet werden kann [16].
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Dass trotz der Abwandlung des Standardprotokolls beim Hexagon-
OBTI®-Test die vorliegenden Experimente negativ ausfielen, erhértet
den Verdacht, dass nicht mehr Hamoglobin selbst im Knochen vorhan-
den war, sondern seine Abbauprodukte wie Hamine und Hamatine [5,
19]. Es bleibt sicherlich zu diskutieren, ob Schnelltests, die auf dem
Nachweis von Hamoglobin basieren, wie der von uns verwendete He-
xagon-OBTI®-Test oder der oben erwahnte SERATEC® HemDirect H&-
moglobintest, wirklich spezifisch fiir Himoglobin sind oder auch des-
sen Abbauprodukte erfassen. Proteine konnen durch vielfiltige Ein-
flisse denaturiert werden, eine Erklarung, die angesichts der Dekom-
positionsvorgénge nahe liegt. Aulerdem ist das Hamoglobinmolekiil
verschiedenen Oxidationsvorgingen ausgesetzt. Deshalb ist es fraglich,
obin 15 [10] bzw. 31 [16] Jahre alten Blutspuren noch das unverénderte
Héamoglobinmolekiil vorhanden ist.

Creamer u. Buck [4] untersuchten Knochenproben mit einer PMI-Spanne von
0,5-375 Jahren mit einem Elektronenspinresonanz-Spektrometer auf ihren Gehalt an Ha-
moglobin. Das Ergebnis verlief durchgehend positiv. Allerdings ist zu berticksichtigen,
dass diese Messung lediglich einen qualitativen Aussagewert besitzt und die Spezifitit
nicht naher geprift wurde. In einer fritheren Studie untersuchten Creamer u. Buck [3],
ob Hamoglobin auch die Lumineszenz bei der Luminol-Reaktion auslost. Hierfiir mafen sie
die Wellenlénge des Lichts, das bei der Luminolreaktion emittiert wurde, und verglichen
diesen Wert mit dem Literaturwert fiir Himoglobin. Das Resultat wurde als Ubereinstim-
mung gewertet (gemessener Wert: 435+8 nm, Literaturwert 438+2 nm [3]). Dies konnte den
Schluss nahe legen, dass Himoglobin im Knochen vorhanden sein muss und die Chemilu-
mineszenz bei der Luminol-Reaktion hervorruft. Offen bleibt, ob nicht Abbauprodukte des
Hamoglobins wie Hamine und Hamatine oder das Methédmoglobin die Chemilumineszenz
bei der Luminol-Reaktion bewirken [22] und eine nahezu identische Wellenldange generie-
ren.

Eine weitere Erklérung dafiir, dass die Ergebnisse des Hexagon-
OBTI®-Tests negativ ausfielen, konnte der sogenannte High-Dose-
Hook-Effekt sein, der allgemein die falsch-niedrige bzw. falsch-nega-
tive Bestimmung von Analyten bezeichnet, die in sehr hoher Konzen-
tration in Proben vorkommen. Sobald die Konzentration des Analyten
zu hoch ist, konnen alle Antikorper-Bindungsstellen belegt sein und zu-
satzliche Analyt-Molekiille werden nicht mehr im Rahmen der Bin-
dungskurve ermittelt. So kommt es zu falsch-niedrigen bzw. falsch-ne-
gativen Messwerten.

In Bezug auf den Hexagon-OBTI®-Test konnte der High-Dose-
Hook-Effekt entstehen, wenn zu viel freies Himoglobin, das nicht an
den goldmarkierten Antikorper gebunden ist, in die Testlinienregion
gelangt. Ist die Menge des Hamoglobins sehr hoch, wird der dort fixierte
Antikorper mit freiem Hamoglobin abgeséttigt und ist nicht mehr in
der Lage, den farbigen Komplex aus goldmarkiertem Antikorper und
Hamoglobin zu binden. In diesem Fall wiirde die Ausbildung der Test-
ergebnislinie unterdriickt, so dass das Testergebnis negativ erscheint,
obwohl Hamoglobin in der Probe vorhanden ist [10, 21].

Dennoch erscheint es eher unwahrscheinlich, dass in unserem Experiment der High-

Dose-Hook-Effekt fiir alle negativen Ergebnisse verantwortlich ist: Der Hersteller gibt an,
dass dieser beim Hexagon-OBTI®-Test erst ab einer Himoglobinmenge von 2 pg/pl auftritt;
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Hochmeister et al. konnten in ihrer Validierungsstudie [10] diese Angabe bestéatigen und
fithrten weiterhin aus, dass man fiir den Test eine Blutverdiinnung von mindestens 1:100
verwenden sollte, um den High-Dose-Hook-Effekt zu vermeiden. Als wichtigen optischen
Anhaltspunkt fiir eine ausreichende Verdiinnung gaben sie an, dass Hamoglobin seine er-
kennbar rote Farbe bei einer Vollblutverdiinnung von 1:1000 verliert. Bei den untersuch-
ten Knochenproben im vorliegenden Experiment war keine Rotfarbung des Puffers nach
der Inkubation zu beobachten. Dies wiirde ebenfalls gegen einen High-Dose-Hook-Effekt
sprechen.

Der RSID®-Bluttest hat im Vergleich zum Hexagon-OBTI®-Test bei
der vorliegenden Fragestellung den Vorteil, dass er keine falsch-nega-
tiven Ergebnisse aufgrund des High-Dose-Hook-Effekts liefern kann,
was Schweers et al. mit einer aufsteigenden Verdiinnungsreihe in ih-
rer Validierungsstudie untersuchten. Bei keiner Verdiinnung wurde ein
High-Dose-Hook-Effekt beobachtet [20]. Der Nachteil ist allerdings
die eingeschrankte Vergleichbarkeit mit dem Hexagon-OBTI®-Test, da
der RSID®-Bluttest nicht auf Antikérpern gegen humanes Hamoglobin,
sondern gegen Glykophorin A basiert. In der uns zuginglichen Litera-
tur findet sich keine Angabe dartiber, wie lange Membranproteine von
Erythrozyten bzw. Proteine allgemein postmortal stabil bleiben.

Einen Hinweis konnten jedoch Rachmilewitz et al. mit ihrer Studie tiber die Stabi-
litat von Oxyhamoglobin A, seinen konstituierenden Ketten und ihren Derivaten [17] lie-
fern: Methdmoglobin A war 7 Monate lang bei 4 °C inkubiert und wurde nur ungefiahr zur
Halfte zu sog. ,,Hemichromes“ degradiert. ,Hemichromes* sind so genannte low spin-De-
rivate von Methdmoglobin, die bei diskreten reversiblen und irreversiblen Verdnderungen
der Proteinkonformation dadurch entstehen, dass Atome, die sich innerhalb der Hamoglo-
bin-Proteinketten befinden, als sechster Ligand an das Eisen des Hams binden [7, 17]. Ver-
einfacht kann man sie als Intermediidrprodukte bei der Oxidation von Hamoglobin be-
zeichnen. Das legt nahe, dass Methdmoglobin bzw. seine Proteinketten relativ lange stabil
bleiben kénnen, wobei sich die Frage stellt, inwieweit man diese Erkenntnis auf die Stabi-
litat von Membranproteinen tibertragen kann.

Jarolim et al. [14] konnten experimentell nachweisen, dass die ,,Hemichromes* einen
destabilisierenden Effekt auf das Membranskelett von Erythrozyten haben. Man unter-
scheidet zwischen reversiblen und irreversiblen ,Hemichromes“ (rHCRs und iHCRs). Es
wurde gezeigt, dass bereits die rHCRs zur Freisetzung von Hamin fithren, was wiederum
eine Hamolyse, also eine Zerstorung der Zellmembran der Erythrozyten zur Folge hat.
Methamoglobin hat dagegen einen stabilisierenden Einfluss auf das Membranskelett der
Erythrozyten (Abb. 5).

Die referierten Ergebnisse untermauern die Vermutung, dass Gly-
kophorin A nicht mehr nachweisbar ist und somit der RSID®-Bluttest
negativ ausfallen musste. Wie lange es insgesamt dauert, bis kein
Methamoglobin mehr vorhanden ist bzw. bis alle Proteine oder Pro-
teinketten in Erythrozyten bzw. am H&moglobin vollstdndig denatu-
riert sind, bleibt letztlich ungeklért. Dies hangt nicht zuletzt von den
verschiedenen postmortalen Dekompositionsprozessen ab und von der
Tatsache, dass der postmortale Haimoglobinabbau nicht mit Versuchs-
bedingungen, wie sie beispielsweise bei Rachmilewitz et al. [17] be-
schrieben sind, vergleichbar ist.

Zubedenken ist, dass Schweers et al. in ihrer Validierungsstudie zum RSID®-Bluttest

[20] nicht austithren, ob Blutspuren verschiedenen Alters getestet wurden. Es ist lediglich
die Rede von getrockneten menschlichen Blutspuren, was eine Ubertragbarkeit auf Kno-
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oxyhemoglobin
Abb. 5 (aus [14]): Schemati-
sche Zusammenfassung des
Effekts der Hamoglobin-
Oxidationsprodukte auf die
Stabilitat des Membranske-
letts von Erythrozyten und
reversible deren Lyse. Himoglobin und
hemichromes — —T — — Methamoglobin stabilisieren
das Membranskelett, wohin-
0, gegen iHCRs dessen Destabi-
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chenproben nicht zulasst. Man kann weiterhin ausschliefen, dass Ammoniak fiir die nega-
tiven Testergebnisse beim RSID®-Bluttest verantwortlich ist. Auch Schweers et al. [20]
schlossen diese Moglichkeit in ihrer Validierungsstudie aus, indem sie Blutspuren testeten,
die trotz Behandlung mit ammoniakhaltigem Bodenreiniger ein positives Ergebnis zeigten.
Zum anderen erbrachte die RSID®-Bluttest-Reihe (d), die ohne Ammoniak durchgefiihrt
wurde, ebenfalls nur negative Ergebnisse.

Berticksichtigt man, dass in der Validierungsstudie [20] der RSID®-
Bluttest mit Blut von verschiedenen Oberflachen und Blut in Kombi-
nation mit anderen Korperflissigkeiten wie Speichel, Sperma und Urin
positiv reagierte, ist keine Storung des Tests durch Knochensubstanzen
zu erwarten.

Ein letzter zu diskutierender Punkt ist, dass der RSID®-Bluttest mit
dem Puffer des Hexagon-OBTI®-Tests bei allen Proben schwach posi-
tive Ergebnisse zeigte. Der Hersteller des SERATEC® HemDirect Ha-
moglobintests gibt in der Produktbeschreibung an, dass man auch an-
dere Puffer im neutralen pH-Bereich verwenden kann, ohne das Test-
ergebnis zu beeinflussen [21]. Der Hersteller des RSID®-Bluttests macht
hierzu keine Angaben. Dennoch erschien es uns sinnvoll, diesen Aspekt
zu untersuchen. Da alle Ergebnisse gleichmiaBig schwach positiv aus-
fielen, dirfte es sich um ein unspezifisches Phdnomen handeln. Eine
Durchfithrung des RSID®-Bluttests mit dem Puffer des Hexagon-
OBTI*-Tests erscheint demnach nicht sinnvoll.

5. Fazit fiir die Praxis

Anders als der Luminol-Test scheinen kommerzielle Testkits auf
Blut nicht zur Eingrenzung des postmortalen Intervalls an Knochen-
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funden geeignet zu sein. Sowohl nach Packungsanleitung der Herstel-
ler als auch nach Abwandlung der Standardprotokolle mit langerer In-
kubationszeit oder vorheriger Inkubation des Knochenmehls mit Am-
moniak bzw. Austausch der Pufferlésung konnten mit den untersuch-
ten Schnelltests ,,Hexagon-OBTI®-Test“ und ,,RSID®-Bluttest® keine
verwertbaren Ergebnisse erzielt werden.

Zusammenfassung

In Fortsetzung eines fritheren Experiments wurden fiinf humane Knochen mit bekann-
tem Postmortal-Intervall (PMI) aus fiinf Liegezeitperioden im Erdlager (0,2 bis ca. 2000
Jahre) mit zwei etablierten Schnelltests zum Nachweis von Blutspuren (Hexagon-OBTI®-
Test und RSID®-Bluttest) untersucht. Vor dem Hintergrund der Studienergebnisse tiber die
Verwendbarkeit des Luminoltests fiir eine erste Einschiatzung der postmortalen Liegezeit
knécherner Uberreste stellte sich die Frage einer Anwendbarkeit dieser sehr sensiblen
Testverfahren fiir die Eingrenzung des PMI. An den verblindeten Proben wurden insgesamt
5 Versuchsreihen nach Packungsanleitung und unter Abwandlung der Standardprotokolle
der Hersteller durchgefiihrt. Es sollte gepriift werden, ob mit vorgeschalteten Reaktions-
schritten bzw. langerer Inkubationszeit das Hamoglobin bzw. seine Bestandteile aus dem
Knochen gelost werden und ob in Abhéngigkeit vom PMI positive Testergebnisse resultie-
ren konnen.

Vier Versuchsreihen erbrachten fiir alle Proben ein negatives Ergebnis und eine Ver-
suchsreihe fiir alle Proben ein gleichermafBien schwach positives Resultat. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass diese Schnelltests, die auf dem Nachweis von Blut beruhen, zur Ein-
grenzung des postmortalen Intervalls von Knochenfunden trotz Abwandlung der Stan-
dardprotokolle nicht geeignet sind. Zur Frage des postmortalen Abbaus von Hadmoglobin
in Knochen sind weitere, grundlegende Untersuchungen notwendig.

Schliisselworter: Forensische Osteologie - Postmortales Intervall - Hexagon-OBTI-
Test® - RSID®-Bluttest

Application of the Hexagon-OBTI® test and the RSID® blood test for the determination
of the post-mortem interval of bone samples

Summary

In this serial experiment, five human bones with known post-mortem intervals (PMI)
in a soil environment from five different epochs (0.2 to approximately 2000 years) were
tested in a blind setup with two established rapid tests for the identification of human blood
traces (Hexagon-OBTI® test and RSID® blood test). Based on previous study results concern-
ing the usability of the Luminol test for the first assessment of the PMI of osseous remains,
the question arising was whether those test procedures, which are highly sensitive for the
detection of human blood components, could also be used to narrow down the post-mortem
interval. Five test series were conducted applying modified standard protocols of the man-
ufactures. The aim was to find out whether with prior reaction steps or a prolonged time of
incubation hemoglobin or its metabolites can be dissolved from the bone and positive test
results can be achieved dependent on the PMI.

Four test series yielded negative results for all bone samples and one test series a uni-
formly weak positive result. The results indicate that rapid tests based on the detection of
blood are not suitable for the determination of the PMI of bone samples despite the modi-
fication of the standard protocols. Further thorough research is required to clarify the post-
mortem degradation of hemoglobin in bones.

Keywords: Forensic osteology — Post-mortem interval — Hexagon-OBTI® test — RSID®
blood test
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