
 
 

 

Sachbericht zum Verwendungsnachweis - Teil 2 

im RUBIN-Netzwerk SNiPoCC 

 

Zahlungsempfänger:  SERATEC Gesellschat für Biotechnologie mbH 

Förderkennzeichen:  03RU1U091D 

Vorhabenbezeichnung: 

VP1: Steigerung der Sensitivität und Erweiterung des Analytportfolios von POC-

Tests (AnaPOC) 

TP4: Entwicklung eines forensischen Test-Kits (SpeXD) zur Separation und 

Visualisierung von Spermien, zur parallelen Detektion von Proteinmarkern und 

Optimierung der anschließenden DNA-Extraktion 

Laufzeit des Vorhabens:  01.09.2022 – 31.08.2025 

 

1. Einleitung und Zielsetzung des Vorhabens 

Ziel des Teilvorhabens TP4 war die Entwicklung und experimentelle Validierung eines 
neuartigen forensischen Testansatzes zur magnetischen Separation, Visualisierung und 
weiterführenden Analyse von Spermien aus Vaginalabstrichen. Ergänzend sollte eine 
parallele Detektion der seminalen Proteinmarker Prostata-spezifisches Antigen (PSA) und 
Semenogelin (SG) ermöglicht werden. Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Sicherstellung 
der Zugänglichkeit der männlichen DNA für nachgelagerte forensische Analysen. 
Das Teilvorhaben TP4 der SERATEC GmbH hatte innerhalb des Verbundprojekts eine klar 
abgegrenzte Rolle: Im Vordergrund standen die Entwicklung und Erprobung eines robusten 
Probenvorbereitungs- und Anreicherungsworkflows sowie die prototypische Integration in 
ein kitfähiges Gesamtkonzept. Damit sollten wesentliche Voraussetzungen geschaffen 
werden, um sowohl zelluläre Marker (Spermien) als auch proteinbasierte Marker (PSA, 
Semenogelin) aus komplexen forensischen Probenmatrizes parallel bearbeiten zu können. 
Der Fokus lag auf der Demonstration der technischen Machbarkeit und der Identifikation 
von Randbedingungen und Limitationen für eine spätere Validierung und Überführung in 
anwendungsnahe Routinen. 
Der entwickelte Ansatz adressiert bekannte Limitationen etablierter forensischer Workflows, 
insbesondere bei geringen oder degradierten Spermienmengen. Das Vorhaben war 
ausdrücklich als Forschungs- und Entwicklungsprojekt mit Proof-of-Concept-Charakter 
angelegt. 

2. Projektverlauf und Arbeitsplan 

Das Teilvorhaben TP4 wurde im Zeitraum vom 01.09.2022 bis zum 31.08.2025 durchgeführt. 
Der Projektverlauf war durch einen iterativen Entwicklungsansatz geprägt, bei dem 
experimentelle Ergebnisse fortlaufend ausgewertet und in nachfolgende Arbeitsschritte 
integriert wurden. Diese Vorgehensweise war notwendig, um unterschiedliche methodische 
Ansätze vergleichen und optimieren zu können. Die Zielsetzung des Vorhabens blieb über 
die gesamte Projektlaufzeit unverändert. 



 

 

Der Projektverlauf war durch eine iterative Vorgehensweise geprägt, wie sie für Forschungs- 
und Entwicklungsprojekte mit methodischem Schwerpunkt typisch ist. Einzelne 
Arbeitsschritte wurden auf Basis der jeweils gewonnenen experimentellen Ergebnisse 
angepasst und präzisiert. Diese Anpassungen dienten ausschließlich der methodischen 
Optimierung und stellten keine Abweichung von den ursprünglichen Projektzielen dar. 
Insbesondere bei der Entwicklung kombinierter Extraktions- und Nachweisverfahren erwies 
es sich als notwendig, Parameter schrittweise zu evaluieren und aufeinander abzustimmen. 
Die iterative Vorgehensweise war daher eine wesentliche Voraussetzung, um belastbare und 
reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen und den Proof of Concept des Gesamtansatzes zu 
ermöglichen. 



 

 

3. Wissenschaftlich-technische Ergebnisse 

AP 1.4.1 – Vorauswahl geeigneter Antigene und Antikörper und konzeptionelle 

Grundlagen 

Zielsetzung und Einordnung 

Ziel des Arbeitspakets 1.4.1 war die konzeptionelle Vorbereitung des Gesamtvorhabens durch die 

Identifikation geeigneter biologischer Zielstrukturen für einen spezifischen Spermiennachweis. Dieses 

Arbeitspaket bildet die fachliche Grundlage für alle nachfolgenden experimentellen Arbeiten und war 

entscheidend für die Ausrichtung der weiteren Entwicklungsschritte. 

Im Fokus stand die Frage, welche Antigene prinzipiell geeignet sind, um Spermien zuverlässig von 

anderen zellulären oder proteinbasierten Bestandteilen forensischer Proben abzugrenzen. Dabei 

wurde besonderer Wert auf eine möglichst hohe Spezifität gegenüber Spermien sowie auf eine 

potenzielle Eignung für immunologische Nachweisverfahren gelegt. 

Vorgehensweise 

Zur Bearbeitung dieses Arbeitspakets wurde zunächst eine umfassende Literatur- und 

Patentrecherche durchgeführt. Dabei wurden bekannte spermienassoziierte Proteine hinsichtlich 

ihrer Lokalisation, Expressionsstärke und Spezifität bewertet. Zusätzlich wurde geprüft, ob für diese 

Zielstrukturen bereits Antikörper oder Antikörperfragmente verfügbar sind bzw. mit vertretbarem 

Aufwand entwickelt werden könnten. 

Parallel zur theoretischen Analyse wurde ein ELISA-basiertes Testsystem etabliert, um geeignete 

Nachweisformate und Assaybedingungen zu definieren. Dieses diente nicht nur der Bewertung 

potenzieller Zielantigene, sondern auch als Referenzsystem für spätere Vergleichs- und 

Validierungsarbeiten. 

Im Rahmen der Untersuchungen wurden unter anderem die Antigene Zonadhesin und ADGRD2 

betrachtet, da diese in der Literatur als spermienassoziiert beschrieben sind. Die Auswahl dieser 

Kandidaten erfolgte exemplarisch, um unterschiedliche biologische Eigenschaften und 

Nachweisstrategien zu bewerten. 

Ergebnisse 

Die Untersuchungen zeigten, dass die betrachteten Zielantigene grundsätzlich biologisch relevant 

sind, ihre praktische Eignung für einen robusten, immunologischen Spermiennachweis jedoch 

eingeschränkt sein kann. Insbesondere erwiesen sich Verfügbarkeit, Reproduzierbarkeit und 

Integrationsfähigkeit in einen magnetischen Extraktionsworkflow als kritische Faktoren. 

Die im ELISA etablierten Assays lieferten wertvolle Erkenntnisse hinsichtlich Sensitivität und 

Hintergrundsignal und ermöglichten eine realistische Einschätzung der Leistungsfähigkeit 

unterschiedlicher Antigen-Antikörper-Kombinationen. Gleichzeitig wurde deutlich, dass eine rein 

antigenspezifische Strategie allein nicht zwangsläufig zu einem praxistauglichen Gesamtsystem führt. 

 



 

 

Bewertung und Bedeutung für den weiteren Projektverlauf 

Auf Basis der gewonnenen Erkenntnisse wurde entschieden, den Schwerpunkt der weiteren Arbeiten 

nicht auf neu zu entwickelnde hochspezifische Antikörper, sondern auf bereits verfügbare, robuste 

Antikörperfragmente zu legen, die sich zuverlässig in einen magnetischen Extraktionsansatz 

integrieren lassen. 

Diese Entscheidung stellte einen wichtigen strategischen Schritt dar, da sie es ermöglichte, die 

Entwicklungsarbeiten auf die funktionale Umsetzung und Optimierung des Gesamtverfahrens zu 

konzentrieren. Die Ergebnisse aus AP 1.4.1 bildeten damit die konzeptionelle Grundlage für die 

nachfolgenden Arbeitspakete zur Extraktion, Detektion und Validierung 

AP 1.4.2 Etablierung eines Extraktionsverfahrens von mit Seminalflüssigkeit 

präparierten Vaginalabstrichen zur Anreicherung der männlichen Zellen und 

Proteinen, dass weder die Detektion von Proteinen (PSA und SG), noch von 

Spermien beeinträchtigt sowie Screening der gelabelten nativen Spermien 

Antikörper zur Vorauswahl 

 
Zielsetzung und Einordnung 
Ziel dieses Arbeitspakets war die Entwicklung und Etablierung eines geeigneten 
Extraktionsverfahrens für mit Seminalflüssigkeit präparierte Vaginalabstriche, das eine 
gleichzeitige Anreicherung männlicher Zellen (Spermien) sowie seminaler Proteinmarker 
(PSA und Semenogelin) erlaubt. Dabei sollte sichergestellt werden, dass der 
Extraktionsprozess weder die immunologische Detektion der Proteinmarker noch die 
Integrität und Nachweisbarkeit der Spermien beeinträchtigt. 
Darüber hinaus umfasste dieses Arbeitspaket ein Screening gelabelter nativer 
Spermienantikörper, um geeignete Kandidaten für einen möglichen späteren Einsatz in der 
Spermienvisualisierung oder -detektion vorab zu identifizieren. AP 1.4.2 stellt damit einen 
zentralen methodischen Baustein dar, der sowohl die proteinbasierte als auch die zelluläre 
Analytik miteinander verknüpft. 
 
Vorgehensweise 
Zur Bearbeitung dieses Arbeitspakets wurden zunächst Vaginalabstriche mit definierten 
Mengen an Seminalflüssigkeit präpariert, um realitätsnahe Probenbedingungen zu 
simulieren. Diese Proben dienten als Ausgangsmaterial für die Entwicklung und Bewertung 
des Extraktionsverfahrens. 
Untersucht wurden verschiedene Extraktions- und Waschpuffer, deren Zusammensetzung so 
gewählt wurde, dass sowohl lösliche Proteine als auch intakte Zellen effizient aus den 
Abstrichen freigesetzt werden können. Ein besonderer Fokus lag darauf, die Bedingungen so 
mild zu gestalten, dass weder eine Denaturierung der Proteinmarker PSA und Semenogelin 
noch eine Schädigung der Spermien erfolgt. 
Parallel zur Entwicklung des Extraktionsverfahrens wurden native Spermienantikörper, die 
mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert waren, im Rahmen eines Screenings untersucht. 
Ziel dieses Screenings war es, Antikörper zu identifizieren, die unter den gewählten 
Extraktionsbedingungen weiterhin eine ausreichende Bindung an Spermien zeigen und für 
eine spätere Visualisierung oder Detektion grundsätzlich geeignet sind. 



 

 

 
Ergebnisse 
Die durchgeführten Untersuchungen zeigten, dass ein gemeinsames Extraktionsverfahren 
für Spermien und Proteinmarker grundsätzlich realisierbar ist. Die etablierten 
Extraktionsbedingungen ermöglichten eine zuverlässige Freisetzung von PSA und 
Semenogelin aus den präparierten Vaginalabstrichen, ohne die anschließende Detektion der 
Marker mittels immunologischer Verfahren zu beeinträchtigen. 
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die Spermien unter den gewählten Bedingungen 
strukturell erhalten bleiben und weiterhin nachweisbar sind. Weder die Anzahl noch die 
grundsätzliche Morphologie der Spermien wurde durch den Extraktionsprozess in einem 
Maße beeinträchtigt, das eine nachfolgende Analyse verhindert hätte. 
Das Screening der gelabelten nativen Spermienantikörper ergab, dass nicht alle getesteten 
Antikörper unter den Extraktionsbedingungen gleich gut geeignet sind. Einige Antikörper 
zeigten ein erhöhtes Hintergrundsignal oder eine reduzierte Bindung, während andere eine 
klare und spezifische Markierung der Spermien ermöglichten. Diese Ergebnisse lieferten eine 
wichtige Vorauswahl für potenziell geeignete Antikörper und verdeutlichten zugleich die 
Anforderungen an die Kompatibilität von Extraktionspuffer und Antikörperbindung. 
 
Bewertung und Bedeutung für den weiteren Projektverlauf 
AP 1.4.2 zeigte, dass ein kombinierter Extraktionsansatz für zelluläre und proteinbasierte 
Zielstrukturen technisch umsetzbar ist und eine tragfähige Grundlage für die weiteren 
Arbeiten darstellt. Die Erkenntnis, dass PSA, Semenogelin und Spermien parallel aus einer 
Probe gewonnen werden können, ohne sich gegenseitig in der Nachweisbarkeit zu 
beeinträchtigen, ist von zentraler Bedeutung für das Gesamtkonzept des Projekts. 
Darüber hinaus lieferte das Screening der gelabelten nativen Spermienantikörper wichtige 
Hinweise darauf, welche Antikörper sich grundsätzlich für weiterführende Untersuchungen 
eignen und welche Einschränkungen bei der Kombination von Extraktion und 
immunologischer Markierung zu berücksichtigen sind. Die Ergebnisse dieses Arbeitspakets 
bildeten damit die Grundlage für die nachfolgenden Arbeitspakete zur gezielten 
magnetischen Anreicherung und Detektion.  
 

AP 1.4.3 – Kopplung von Magnetpartikeln und Nanogold an PSA- und Semenogelin-
Antikörper 
 
Zielsetzung und Einordnung 
Ziel des Arbeitspakets 1.4.3 war die Entwicklung und Evaluierung eines magnetischen 
Anreicherungsansatzes für die seminalen Proteinmarker Prostata-spezifisches Antigen (PSA) 
und Semenogelin (SG). Aufbauend auf den allgemeinen methodischen Vorarbeiten zur 
magnetischen Separation sollte untersucht werden, inwieweit sich diese etablierten Marker 
mithilfe funktionalisierter Partikel gezielt aus forensisch relevanten Proben anreichern 
lassen. 
Dieses Arbeitspaket ist klar vom späteren Arbeitsschwerpunkt der magnetischen 
Spermienisolierung abzugrenzen und diente primär der Weiterentwicklung und 
Verbesserung bestehender Nachweisstrategien für PSA und SG. 
 



 

 

Vorgehensweise 
Zur Bearbeitung dieses Arbeitspakets wurden Antikörper gegen PSA und Semenogelin an 
unterschiedliche Partikelsysteme gekoppelt. Dabei kamen sowohl magnetische Partikel als 
auch Nanogold-Partikel zum Einsatz, um verschiedene Anreicherungs- und 
Nachweiskonzepte zu evaluieren. 
Die Kopplung der Antikörper erfolgte unter standardisierten Bedingungen, wobei auf eine 
möglichst stabile Bindung und den Erhalt der Antigen-Antikörper-Interaktion geachtet 
wurde. Die so funktionalisierten Partikel wurden anschließend in Extraktionsversuchen mit 
präparierten Proben eingesetzt, die definierte Mengen an PSA bzw. Semenogelin enthielten. 
Parallel dazu wurde untersucht, inwieweit die partikelbasierte Anreicherung mit 
bestehenden Lateral-Flow-Immunoassays (LFI) kompatibel ist. Ziel war es, eine 
Voranreicherung der Proteinmarker zu ermöglichen, ohne die anschließende 
immunologische Detektion zu beeinträchtigen. 
 
Ergebnisse 
Die durchgeführten Versuche zeigten, dass sowohl PSA als auch Semenogelin grundsätzlich 
erfolgreich an funktionalisierte magnetische Partikel und Nanogold-Partikel gebunden und 
aus Proben angereichert werden können. Die Anreicherung führte zu einer Verbesserung 
der Nachweisbarkeit, insbesondere bei geringen Proteinmengen. 
Es zeigte sich, dass magnetische Partikel insbesondere für die Probenvorbereitung und 
Anreicherung geeignet sind, während Nanogold-Partikel eine gute Kompatibilität mit 
etablierten LFI-Formaten aufweisen. Unterschiede in der Effizienz und Handhabung der 
beiden Partikelsysteme wurden identifiziert und für die weitere Entwicklung berücksichtigt. 
 
Bewertung und Bedeutung für den weiteren Projektverlauf 
AP 1.4.3 bestätigte, dass eine partikelbasierte Anreicherung von PSA und Semenogelin 
technisch gut realisierbar ist und einen sinnvollen Mehrwert gegenüber einer direkten 
Detektion ohne Voranreicherung darstellen kann. Die gewonnenen Erkenntnisse bildeten die 
Grundlage für die spätere Integration der PSA- und SG-Anreicherung in ein prototypisches 
Gesamtsystem. 
Darüber hinaus zeigte dieses Arbeitspaket, dass magnetische Anreicherungsverfahren nicht 
nur für zelluläre Zielstrukturen, sondern auch für proteinbasierte Marker erfolgreich 
eingesetzt werden können. Diese Erkenntnis floss direkt in das Proof-of-Concept des 
kombinierten Kits in AP 1.4.6 ein. 
 

AP 1.4.4 – Einsatz der IBA-Antikörper CD9 und CD81 

Zielsetzung und Einordnung 
Ziel des Arbeitspakets 1.4.4 war die Untersuchung, ob sich rekombinante 
Antikörperfragmente für die gezielte magnetische Isolation von Spermien aus forensisch 
relevanten Proben eignen. Aufbauend auf den methodischen Grundlagen der magnetischen 
Separation (AP 1.4.2) und den Erkenntnissen zur partikelbasierten Anreicherung von 
Proteinmarkern (AP 1.4.3) sollte erstmals ein spezifischer Ansatz für den zellulären Nachweis 
von Spermien realisiert werden. 



 

 

Dieses Arbeitspaket stellt einen zentralen Entwicklungsschritt innerhalb des 
Gesamtvorhabens dar, da der direkte Nachweis und die Isolierung von Spermien eine 
entscheidende Rolle in der forensischen Spurenanalytik spielen, insbesondere in Fällen mit 
geringen oder degradierten Spuren. 
 
Vorgehensweise 
Für die Bearbeitung dieses Arbeitspakets wurden die von der IBA Lifesciences GmbH 
bereitgestellten rekombinanten Antikörperfragmente CD9 und CD81 eingesetzt. Diese 
Antikörperfragmente sind gegen Oberflächenstrukturen gerichtet, die auf Spermien 
exprimiert werden, und eignen sich daher grundsätzlich für einen immunologischen 
Bindungsansatz. 
Die Antikörperfragmente wurden unter standardisierten Bedingungen in den zuvor 
etablierten magnetischen Extraktionsworkflow integriert. Hierbei kamen funktionalisierte 
Magnetpartikel zum Einsatz, an die die Antikörperfragmente gekoppelt wurden. Die so 
präparierten Partikel wurden anschließend auf präparierte sowie realitätsnahe Proben 
angewendet, insbesondere auf Vaginalabstriche, die definierte Mengen an 
Seminalflüssigkeit enthielten. 
Die Versuche wurden unter kontrollierten Bedingungen durchgeführt und mehrfach 
wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu überprüfen. Parallel erfolgte eine 
Validierung der Extraktionsergebnisse durch mikroskopische Analysen sowie durch ELISA-
basierte Nachweisverfahren. 
 
Ergebnisse 
Die durchgeführten Experimente zeigten, dass sowohl CD9 als auch CD81 erfolgreich zur 
magnetischen Anreicherung von Spermien eingesetzt werden können. In den Versuchen 
wurden reproduzierbare Extraktionsergebnisse erzielt, wobei die Extraktionseffizienz bei 
etwa 35 % lag. Diese Effizienz konnte in wiederholten Versuchsansätzen bestätigt werden. 
Die Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen der mikroskopischen Auswertung und der 
ELISA-Analytik bestätigte die Zuverlässigkeit des Ansatzes. Die Antikörperfragmente zeigten 
dabei eine stabile Performance unter identischen Versuchsbedingungen, was ihre Eignung 
für einen standardisierten Workflow unterstreicht. 
 
Bewertung und Bedeutung für den weiteren Projektverlauf 
Die Ergebnisse aus AP 1.4.4 belegen erstmals im Projekt die grundsätzliche Machbarkeit 
einer magnetischen, antikörperbasierten Spermienisolierung aus forensischen Proben. Auch 
wenn die erzielten Extraktionseffizienzen noch nicht das angestrebte Endniveau erreichten, 
konnte ein funktionaler und reproduzierbarer Ansatz etabliert werden. 
Aufgrund der positiven Ergebnisse wurde entschieden, CD9 und CD81 als 
Referenzantikörperfragmente für alle weiteren Arbeiten zu verwenden und auf eine 
parallele Entwicklung eigener Antikörper zunächst zu verzichten. Die Erkenntnisse aus 
diesem Arbeitspaket bildeten die Grundlage für die weiterführenden Untersuchungen zur 
mikroskopischen Visualisierung, DNA-Analyse sowie zur Integration der Spermienisolierung 
in ein prototypisches Gesamtsystem. 
 



 

 

AP 1.4.5 – Mikroskopie, DNA-Extraktion und Einflussfaktoren 

 
Zielsetzung und Einordnung 
Ziel des Arbeitspakets 1.4.5 war es, die im Projekt entwickelten Verfahren unter praxisnahen 
und realistischen Bedingungen zu untersuchen und ihre Eignung für den forensischen Einsatz 
weiter zu bewerten. Aufbauend auf den Ergebnissen der vorangegangenen Arbeitspakete 
sollte geprüft werden, inwieweit die Extraktion, der Nachweis und die Visualisierung von 
Spermien sowie die Detektion der Proteinmarker PSA und Semenogelin auch unter 
variierenden Probenbedingungen zuverlässig möglich sind. 
Ein weiterer Schwerpunkt dieses Arbeitspakets lag auf der Frage, ob die aus den Proben 
gewonnenen Fraktionen für nachfolgende DNA-Analysen geeignet sind. AP 1.4.5 stellt damit 
einen wichtigen Schritt dar, um die methodische Brücke zwischen der Probenvorbereitung 
und der klassischen forensischen DNA-Analytik zu schlagen. 
 
Vorgehensweise 
Zur Bearbeitung dieses Arbeitspakets wurden gespendete Vaginalabstriche verwendet, bei 
denen die Spenderinnen angaben, in den Tagen vor der Probenentnahme keinen sexuellen 
Kontakt gehabt zu haben. Die Abstriche wurden anschließend unter kontrollierten 
Bedingungen mit definierten Mengen an Seminalflüssigkeit präpariert, um realitätsnahe, 
aber reproduzierbare Ausgangsproben zu erhalten. 
Die präparierten Proben wurden mit dem im Projekt etablierten Extraktionsverfahren 
verarbeitet. Dabei kamen die zuvor identifizierten Antikörperfragmente sowie die 
optimierten Extraktions- und Waschbedingungen zum Einsatz. Die extrahierten Spermien 
wurden zunächst lichtmikroskopisch beurteilt und anschließend mittels 
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierfür wurden verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe 
getestet, wobei die Untersuchungen auf die bereits im Projekt als geeignet identifizierten 
Marker fokussiert wurden. 
Parallel dazu wurde die DNA-Extraktion aus den gewonnenen Proben durchgeführt. Hierzu 
wurde ein kommerziell verfügbares, in der forensischen Routine etabliertes DNA-
Extraktionskit verwendet. Ergänzend wurden Versuche durchgeführt, bei denen einzelne 
Pufferkomponenten variiert wurden, um mögliche Verbesserungen der DNA-Ausbeute zu 
evaluieren. 
Darüber hinaus wurden im Rahmen dieses Arbeitspakets mehrere Einflussfaktoren 
untersucht, die in realen forensischen Szenarien relevant sind. Hierzu zählten unter anderem 
unterschiedliche postkoitale Zeiträume, degradierte Spermien sowie der Einfluss externer 
Substanzen wie Seife, Duschgel und salzhaltige Lösungen. 
 
Ergebnisse 
Die Untersuchungen zeigten, dass die im Projekt entwickelten Verfahren grundsätzlich 
geeignet sind, Spermien aus präparierten Vaginalabstrichen zuverlässig nachzuweisen. In 
allen getesteten Proben konnten Spermien identifiziert werden, auch bei geringeren 
eingesetzten Mengen an Seminalflüssigkeit. 
Die fluoreszenzmikroskopische Visualisierung erwies sich als gut geeignet, um zuvor 
extrahierte Spermien darzustellen. Die getesteten Farbstoffe zeigten unterschiedliche 



 

 

Signalqualitäten, wobei sich ein Farbstoff als besonders vorteilhaft erwies und für die 
weiteren Untersuchungen bevorzugt eingesetzt wurde. 
Die DNA-Extraktion aus den extrahierten Proben verlief zuverlässig. Es konnten sowohl 
richtig positive als auch richtig negative Ergebnisse erzielt werden. Eine Modifikation der im 
DNA-Extraktionskit enthaltenen Puffer führte nicht zu einer signifikanten Steigerung der 
DNA-Ausbeute, sodass die Standardbedingungen als ausreichend bewertet wurden. 
Die Untersuchungen zu postkoitalen Zeiträumen zeigten eine deutliche interindividuelle 
Variabilität der Nachweisbarkeit von Spermien. Während bei einigen Spenderinnen ein 
Nachweis bis 24 Stunden möglich war, konnte in einzelnen Fällen auch nach längeren 
Zeiträumen noch ein positives Ergebnis erzielt werden. Der Nachweis der Proteinmarker PSA 
und Semenogelin zeigte hingegen ein homogeneres, jedoch zeitlich begrenzteres Muster. 
Der Einfluss externer Substanzen machte deutlich, dass insbesondere Seife und Duschgel die 
Nachweisbarkeit von Spermien sowie PSA und Semenogelin beeinträchtigen können. 
Abhängig von der eingesetzten Konzentration war ein erheblicher Teil der Probe nicht mehr 
nachweisbar. Salzhaltige Lösungen zeigten im Vergleich dazu einen deutlich geringeren 
negativen Effekt. 
 
Bewertung und Bedeutung für den weiteren Projektverlauf 
AP 1.4.5 bestätigte, dass die entwickelten Verfahren auch unter realitätsnahen Bedingungen 
grundsätzlich einsetzbar sind. Gleichzeitig wurde deutlich, dass externe Einflüsse und 
individuelle Unterschiede einen erheblichen Einfluss auf die Nachweisbarkeit haben können. 
Diese Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit eines robusten, kombinierten 
Nachweisansatzes, der sowohl zelluläre als auch proteinbasierte Marker berücksichtigt. 
Die gewonnenen Erkenntnisse flossen direkt in die Bewertung des Gesamtansatzes ein und 
bildeten eine wesentliche Grundlage für das abschließende Proof-of-Concept des 
prototypischen Kits. 
 
 

AP 1.4.6 – Proof of Concept des Prototyp-Kits 
 
Zielsetzung und Einordnung 
 
Ziel des Arbeitspakets 1.4.6 war der abschließende Nachweis der technischen Machbarkeit 
(Proof of Concept) eines integrierten Ansatzes zur parallelen Anreicherung und Detektion 
von Spermien sowie der seminalen Proteinmarker Prostata-spezifisches Antigen (PSA) und 
Semenogelin (SG) aus Vaginalabstrichen. Aufbauend auf den Ergebnissen aller 
vorangegangenen Arbeitspakete sollten die entwickelten Einzelkomponenten in einem 
prototypischen Gesamtsystem zusammengeführt und gemeinsam evaluiert werden. 
Dieses Arbeitspaket stellt den Abschluss der experimentellen Arbeiten innerhalb des 
Teilvorhabens dar. Ziel war ausdrücklich nicht die Entwicklung eines marktreifen Produkts, 
sondern der Nachweis, dass die im Projekt erarbeiteten Methoden und Komponenten in 
einem gemeinsamen Workflow funktionsfähig sind und sich gegenseitig nicht 
beeinträchtigen. 
 
 



 

 

Vorgehensweise 
 
Im Rahmen dieses Arbeitspakets wurde ein Prototyp-Kit entwickelt, das aus mehreren 
funktionalen Komponenten besteht. Zentrale Bestandteile waren die rekombinanten 
Antikörperfragmente CD9 und CD81 zur magnetischen Isolation von Spermien, 
funktionalisierte magnetische Microbeads sowie Antikörper gegen PSA und Semenogelin, die 
in Kombination mit bestehenden Lateral-Flow-Immunoassays (LFI) eingesetzt wurden. 
Die einzelnen Komponenten des Prototyp-Kits wurden gemäß den zuvor etablierten 
Protokollen hergestellt und qualitätskontrolliert. Die Probenvorbereitung erfolgte in einem 
Extraktionsröhrchen, in dem die magnetisch markierten Antikörper bereits vorgelegt waren. 
Anschließend wurde ein kombinierter Workflow durchgeführt, der die parallele 
Verarbeitung von Vaginalabstrichen zur Anreicherung sowohl zellulärer als auch 
proteinbasierter Zielstrukturen erlaubte. 
Die Versuche wurden mit präparierten Vaginalabstrichen durchgeführt, die definierte 
Mengen an Seminalflüssigkeit enthielten. Die Ergebnisse wurden mithilfe mikroskopischer 
Analysen, immunologischer Nachweisverfahren sowie durch die Bewertung der 
Weiterverwendbarkeit der Proben für DNA-Analysen überprüft. 
 
Ergebnisse 

Die durchgeführten Versuche zeigten, dass das entwickelte Prototyp-Kit grundsätzlich 
geeignet ist, Spermien sowie PSA und Semenogelin parallel aus einer Probe zu isolieren und 
nachzuweisen. Die magnetische Isolation der Spermien mithilfe der Antikörperfragmente 
CD9 und CD81 funktionierte zuverlässig und reproduzierbar. Durch den Einsatz von 
Microbeads konnte die Extraktionseffizienz im Vergleich zu vorherigen Ansätzen gesteigert 
werden und lag im Bereich von etwa 50–60 %. Die Anreicherung und Detektion der 
Proteinmarker PSA und Semenogelin erwies sich als robust und wettbewerbsfähig 
gegenüber etablierten Verfahren. Auch bei geringeren Probenmengen konnten positive 
Nachweise erzielt werden. Die parallele Durchführung der proteinbasierten und zellulären 
Analytik führte nicht zu einer gegenseitigen Beeinträchtigung der Nachweisverfahren. 
Ergänzend wurde im Rahmen des Proof of Concept die mikroskopische Visualisierung der 
magnetisch isolierten Spermien durchgeführt. Die extrahierten Spermien wurden zunächst 
lichtmikroskopisch beurteilt und anschließend fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei 
kamen die im Projekt etablierten Antikörperfragmente sowie der als geeignet identifizierte 
Fluoreszenzfarbstoff zum Einsatz. Die klar erkennbaren, spezifisch markierten Spermien 
bestätigten die erfolgreiche Bindung der Antikörperfragmente und die Funktionsfähigkeit 
des magnetischen Extraktionsverfahrens. Die mikroskopischen Ergebnisse korrelierten gut 
mit den Ergebnissen der immunologischen Nachweise und stellen damit einen unabhängigen 
funktionalen Nachweis des entwickelten Gesamtverfahrens dar. Darüber hinaus waren die 
aus dem Prototyp-Workflow gewonnenen Proben für nachfolgende DNA-Analysen geeignet 
und lieferten verwertbare Ergebnisse. 
 
Bewertung und Bedeutung für das Gesamtvorhaben 
 

AP 1.4.6 bestätigte erfolgreich die grundsätzliche technische Machbarkeit des im Projekt 
entwickelten kombinierten Ansatzes. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass eine 
parallele Anreicherung von Spermien sowie PSA und Semenogelin in einem integrierten 



 

 

Workflow möglich ist. Gleichzeitig wurde deutlich, dass die magnetische Spermienisolierung 
weiterhin Optimierungspotenzial aufweist, insbesondere im Hinblick auf die 
Extraktionseffizienz. Während die Ergebnisse für PSA und Semenogelin bereits ein 
wettbewerbsfähiges Niveau erreichen, sind für die zelluläre Anreicherung weitere 
Entwicklungsarbeiten erforderlich, bevor eine mögliche Überführung in einen Routineeinsatz 
in forensischen Laboren in Betracht gezogen werden kann. 
Insgesamt stellt das im Rahmen dieses Arbeitspakets entwickelte Prototyp-Kit einen 

erfolgreichen Proof of Concept dar und bildet eine solide Grundlage für weiterführende 

Entwicklungs- und Validierungsarbeiten über den Projektzeitraum hinaus. 

 

4. Einsatz der Fördermittel und zahlenmäßiger Nachweis (inhaltlich) 

Die im Rahmen des Vorhabens eingesetzten Fördermittel wurden überwiegend für 

Personalkosten verwendet. Diese umfassten insbesondere die Planung, Durchführung und 

Auswertung der experimentellen Arbeiten sowie die methodische Weiterentwicklung der 

Extraktions-, Nachweis- und Visualisierungsverfahren. Die Abrechnung der Personalkosten 

erfolgte gemäß den geltenden Vorgaben in pauschalisierter Form. 

Ergänzend fielen in begrenztem Umfang Sachkosten an, insbesondere für spezielle 

Materialien, die nicht über die pauschalisierten Personalkosten abgedeckt waren, sowie für 

Reisekosten, die im Zusammenhang mit fachlichem Austausch sowie Maßnahmen zur 

Marktanalyse standen.  

Die Verwendung der Fördermittel war für die Durchführung der geplanten Forschungs- und 

Entwicklungsarbeiten notwendig und angemessen. Die erzielten Ergebnisse beruhen 

maßgeblich auf dem personellen Entwicklungs- und Versuchsaufwand; eine Umsetzung der 

Projektziele wäre ohne diesen experimentellen Aufwand nicht möglich gewesen. 

5. Notwendigkeit und Angemessenheit der Projektarbeiten 

Die durchgeführten Arbeiten waren erforderlich, um die technische Machbarkeit des 
entwickelten Ansatzes systematisch zu evaluieren. Die iterative Vorgehensweise ist für ein 
Proof-of-Concept-Projekt sachlich geboten und angemessen. 
 

6. Nutzen, Verwertbarkeit und fortgeschriebener Verwertungsplan 
Die im Rahmen des Vorhabens erzielten Ergebnisse zeigen ein hohes Potenzial für die 
Weiterentwicklung forensischer Nachweis- und Probenvorbereitungsverfahren, 
insbesondere im Kontext der Spurenanalytik bei Sexualdelikten. Durch die Kombination aus 
magnetischer Anreicherung zellulärer Zielstrukturen mit anschließender Visualisierung und 
der parallelen Detektion proteinbasierter Marker konnte ein neuartiger, integrierter Ansatz 
demonstriert werden. 
Eine unmittelbare wirtschaftliche Verwertung der Ergebnisse war nicht Ziel des Vorhabens. 
Vielmehr dienten die Arbeiten der methodischen Grundlagenentwicklung und der 
Demonstration der technischen Machbarkeit. Aufbauend auf den erzielten Ergebnissen sind 
weitere Entwicklungs- und Optimierungsschritte erforderlich, insbesondere im Hinblick auf 



 

 

die Extraktionseffizienz der magnetischen Spermienisolierung sowie die Validierung unter 
erweiterten praxisnahen Bedingungen. 
In einem nächsten Schritt ist vorgesehen, die im Projekt entwickelten Verfahren intern 
weiterzuentwickeln und zu stabilisieren. Perspektivisch ist eine Integration einzelner 
Komponenten oder des Gesamtansatzes in bestehende oder neue Produktlinien der 
SERATEC GmbH denkbar. Eine weitergehende Verwertung, einschließlich einer möglichen 
Markteinführung, ist erst nach Abschluss zusätzlicher Entwicklungs- und 
Validierungsarbeiten vorgesehen. 

7. Stand der Technik und Entwicklungen bei Dritten 

Während der Durchführung des Vorhabens wurden kontinuierlich öffentlich zugängliche 
Informationen zum Stand der Technik sowie zu vergleichbaren Entwicklungen bei anderen 
Stellen verfolgt. Dem Zuwendungsempfänger sind keine öffentlich bekannten Forschungs- 
oder Entwicklungsarbeiten bekannt geworden, die einen unmittelbar vergleichbaren Ansatz 
zur parallelen magnetischen Anreicherung von Spermien und der Detektion seminaler 
Proteinmarker in einem integrierten Workflow verfolgen. 
Einzelne Komponenten des im Projekt entwickelten Ansatzes, wie die immunologische 
Detektion von PSA oder Semenogelin mittels Lateral-Flow-Tests, sind aus dem Stand der 
Technik bekannt. Die im Rahmen dieses Vorhabens realisierte Kombination dieser 
etablierten Nachweisverfahren mit einer vorgelagerten magnetischen Anreicherung sowie 
deren Integration in ein prototypisches Gesamtsystem stellt jedoch nach Kenntnis des 
Zuwendungsempfängers eine eigenständige Weiterentwicklung dar. 

8. Veröffentlichungen gemäß Nr. 5 NKBF/NABF 

Im Rahmen des Vorhabens wurden bislang keine wissenschaftlichen Veröffentlichungen 

vorgenommen. Die im Projekt erzielten Ergebnisse befinden sich noch in einem 

Entwicklungsstadium, das eine Veröffentlichung zum jetzigen Zeitpunkt nicht sinnvoll 

erscheinen lässt. 

Eine Veröffentlichung der Ergebnisse ist erst nach Abschluss weiterer Entwicklungs- und 

Validierungsarbeiten vorgesehen, insbesondere im Hinblick auf eine mögliche spätere 

Überführung der entwickelten Verfahren in ein anwendungsreifes Produkt. 

 

9. Zusammenfassung und Ausblick 

m Rahmen des Teilvorhabens TP4 der SERATEC GmbH konnte die technische Machbarkeit 
eines neuartigen Ansatzes zur parallelen Anreicherung und Detektion von Spermien sowie 
der seminalen Proteinmarker PSA und Semenogelin erfolgreich demonstriert werden. Die 
entwickelten Verfahren ermöglichen eine kombinierte Probenvorbereitung und Analytik aus 
Vaginalabstrichen und adressieren damit zentrale Herausforderungen der forensischen 
Spurenanalytik. 
Die Arbeiten zeigten, dass sowohl die proteinbasierten Nachweisverfahren als auch die 
magnetische Spermienisolierung grundsätzlich zuverlässig funktionieren und in einem 
integrierten Workflow miteinander kombiniert werden können. Gleichzeitig wurden 
bestehende Limitationen, insbesondere im Hinblick auf die Extraktionseffizienz der 
zellulären Anreicherung, klar identifiziert. 



 

 

Aufbauend auf den erzielten Ergebnissen ist vorgesehen, die entwickelten Methoden weiter 
zu optimieren und unter erweiterten praxisnahen Bedingungen zu validieren. Der im Projekt 
erbrachte Proof of Concept stellt hierfür eine belastbare Grundlage dar und ermöglicht eine 
realistische Einschätzung des weiteren Entwicklungsbedarfs sowie des Potenzials für eine 
spätere anwendungsorientierte Nutzung. 


