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Forensische Molekularbiologie

Forensische RNA-Analyse -
Moglichkeiten und Perspektiven

CORNELIUS COURTS
INSTITUT FUR RECHTSMEDIZIN DER UNIKLINIK KOLN

RNA analysis is used to contextualize biological traces in forensic
investigations by assigning biological trace material and components
of mixed stains containing different body fluids to particular tissues.
While RNA based forensic body fluid and organ tissue identification is
already a mature and robust method that is routinely used in forensic
casework, there is still active ongoing research exploring the potential

of forensic RNA analysis to investigate even more contextual aspects

of forensic relevance.
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B Die forensische Molekularbiologie ist
eine angewandte forensische Wissenschaft
und forensisch-molekularbiologische Unter-
suchungen gehoren heute zu den wichtigs-
ten und besonders objektiven Werkzeugen
in vielen strafrechtlichen Ermittlungen. Im
universitdren Bereich ist die forensische
Molekularbiologie haufig an Instituten fiir
Rechtsmedizin neben Abteilungen fiir Mor-

phologie und forensische Toxikologie repra-
sentiert. Ihre Routinetatigkeiten umfassen
typischerweise die Identifikation unbekann-
ter Verstorbener, die genetische Begutach-
tung von Abstammungs- und Verwandt-
schaftsverhéltnissen und die molekularbio-
logische Untersuchung und biostatistische
Bewertung von biologischen Spuren und
Spurenbildern im Zuge kriminalistischer
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A Abb. 1: Forensische DNA- und RNA-Analyse im Vergleich.
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Ermittlungen zu verschiedensten Straftaten;
bei letzterem ist die eindeutige Zuordnung
der Spuren, z. B. Blutflecken, sekretverdach-
tige Anhaftungen, Haare oder Hautepithel-
zellen, zu einem bestimmten Individuum
(,Individualisierung®) eine der wichtigsten
Aufgaben. Fiir all diese Tatigkeiten ist die
forensische DNA-Analyse die zentrale Unter-
suchungsform.

Perspektivwechsel zum Kontext einer
Spur
In den letzten Jahren vollzieht sich jedoch ein
Perspektivwechsel in der forensischen Mole-
kularbiologie und der Interpretation ihrer
Befunde bei Gericht mit einer merklichen
Verschiebung des Fokus‘ des Interesses von
der Individualisierung zur ,Kontextualisie-
rung“ von Spuren und Spurenbildern.
Unter Kontextualisierung versteht man
die Einordnung von Spuren in ihren Entste-
hungskontext; dies ermoglicht Riickschliisse
nur aus dem reinen Spurenmaterial auf
bestimmte und ganz verschiedene Aspekte
eines Tatgeschehens, das zur Deponierung
der Spur(en) bzw. zur Entstehung (eines
Teils) des Spurenbilds gefiihrt hat. Die
moderne forensische Molekularbiologie
wendet hierzu inzwischen mehrere verschie-
dene kontextualisierende Untersuchungs-
formen an, darunter auch die forensische
RNA-Analyse.

Ribonukleinsduren (RNA) und ihre
Aufgaben in der Zelle

RNA-Molekiile fungieren als zelluldre Infor-
mations- aber auch Funktionstrager von zen-
traler Bedeutung. Drei besonders wichtige
Erscheinungsformen pro- und eukaryoti-
scher RNA sind messenger-RNA (mRNA),
ribosomale RNA (rRNA) und transfer-RNA
(tRNA). Dariiber hinaus sind inzwischen
mannigfache Varianten vergleichsweise
kurzer RNAs, sogenannte ,small RNAs“, mit
verschiedenen Funktionen bekannt [1].

Die mRNA ist von besonderer Bedeutung,
denn sie bildet eine dynamische Zwischen-
stufe der Genexpression und in Eukaryoten
ermoglicht sie als tempordrer Trager den
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Ubergang der in der im Zellkern stationdren
DNA codierten Information fiir die Herstel-
lung von Genprodukten ins Zytoplasma zu
den Ribosomen, den Organellen der Protein-
biosynthese.

In jeder Zelle werden standig zahlreiche
Genorte gleichzeitig transkribiert, um die
Genprodukte vorhalten zu kénnen, die fiir
die ihrer Differenzierung entsprechende
Funktionalitdt sowie zur Aufrechterhaltung
von Stoffwechsel und Homdostase notwendig
sind. Auf die Regulation der Transkription
wirken zahlreiche intrinsische und extrinsi-
sche Faktoren ein. Dadurch besteht zu jedem
Zeitpunkt eine Population von Tausenden
mRNAs in jeder Zelle, das sogenannte Tran-
skriptom, das ihr ,Genexpressionsmilieu”
und damit ihren aktuellen Bedarf an Genpro-
dukten, der durch Typus und (ggf. patholo-
gisch verdnderten) Zustand der Zelle konsti-
tuiert wird, recht prazise abbildet.

Forensische RNA-Analyse

Im Transkriptom ist auf diese Weise also
sehr vielschichtige komplexe Information
enthalten und die forensische RNA-Analyse
zielt darauf ab, forensisch relevante Teile
dieser Information zu erschlieBen und im
Rahmen der Kontextualisierung von Spuren
zu interpretieren [2]. Hierdurch erganzt sie
ideal die DNA-Analyse, da die DNA zwar indi-
vidualspezifisch, aber auch in allen Geweben
und Korperfliissigkeiten identisch ist und
sich ihre Menge, Zustand und Zusammenset-
zung weder durch innere oder duBere Ein-
fliisse noch in anderen forensisch relevanten
Kontexten verdndern und sie diese mithin
nicht abbildet (Abb. 1).

RNA hat sich im Ubrigen in Studien von
postmortalen Geweben aber auch in teils
sehr alten biologischen Spuren als deutlich
haltbarer und weniger degradationsempfind-
lich erwiesen als zuvor gemeinhin angenom-
men [3, 4]. Dennoch ist RNA im Allgemeinen
weniger stabil und haltbar als DNA und
relativ anféllig fiir den Abbau durch tiberall
in der Umwelt vorkommende Enzyme, die
RNAsen [5], weshalb Degradation nach wie
vor eine grundsatzliche Einschrankung der
forensischen RNA-Analyse darstellt.

RNA-basierte Spurenartidentifikation

Die meisten biologischen Spuren in der
forensischen Fallarbeit bestehen bzw. stam-
men aus menschlichen Korperfliissigkeiten.
Die am héufigsten als Spuren auftretenden
und damit forensisch relevantesten Korper-
flissigkeiten sind Speichel, Blut, Sperma,
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A Abb. 2: Zukiinftige Einsatzmdglichkeiten der forensischen RNA-Analyse.

Vaginalsekret und Menstruationsblut. Die
ersten Ergebnisse von Versuchen zur Identi-
fikation von Korperfliissigkeiten mittels
RNA-Expression wurden bereits 2003 vorge-
legt [6]. Seitdem wurde die mRNA-basierte
Detektion und Identifikation von einer oder
mehrerer dieser fiinf oder anderer biologi-
scher Spurenarten, z. B. Haut oder verschie-
dener Organgewebe, intensiv erforscht [7]
und in einigen Landern, darunter auch
Deutschland, wird die RNA-basierte Spuren-
artidentifikation schon regelmaBig in der
forensisch-molekularbiologischen Fallarbeit
eingesetzt.

Das Prinzip der Methode besteht darin, in
biologischem Spurenmaterial spurenartspe-
zifische, d. h. moglichst ausschlieBlich in den
Zellen einer bestimmten Spurenart transkri-
bierte, mMRNAs nachzuweisen und somit das
Vorhandensein dieser Spurenart festzustel-
len (Abb. 1).

Vorteile dieses Verfahrens gegeniiber ver-
alteten, meist (immun-)chemischen Stan-
dardtests zur Identifikation bestimmter Spu-
renarten ist die deutlich hohere Spezifitat
und die Moglichkeit, auch komplexe
Mischungen von Spurenarten erfolgreich zu
untersuchen. Fir andere Spurenarten, z. B.
Vaginalsekret oder Organgewebe, gibt es
zudem keine Standardtests. Durch Verwen-
dung eines kombinierten Extraktionsverfah-
rens kann iiberdies neben der mRNA parallel
auch die DNA extrahiert werden. Damit eroff-
net sich die Moglichkeit, ohne zuséatzlichen
Probenverbrauch auch bei kleinsten Tatort-

spuren nicht nur die Spurenart zu bestim-
men, sondern auch das DNA-Profil des Spu-
renlegers zu erstellen. Neben der Identifika-
tion von Korperfliissigkeiten und anderen
biologischen Spurenarten eignet sich die
mRNA-Analyse im Prinzip fiir Detektion und
Unterscheidung aller aufgrund ihrer Tran-
skriptomzusammensetzung verschiedenen
Gewebe.

Fallbeispiele

Um die Einsatzmdoglichkeiten der forensi-
schen RNA-Analyse bei strafrechtlichen
Ermittlungen zu verdeutlichen, werden im
folgenden Anwendungsszenarien aus echten
Féallen beschrieben:

1. Fall: Sexuelle Misshandlung: Ein weib-
liches Opfer gibt an, dass ein Tatverdachti-
ger sie gegen ihren Willen mit dem Finger
vaginal penetriert habe. Das Opfer hatte
unmittelbar nach der Tat Hilfe gerufen, der
Tatverddchtige wurde festgehalten und
von der hinzugerufenen Polizei befragt. Bei
dieser Gelegenheit wurden auch Abriebpro-
ben seiner Finger gesichert. Die molekular-
biologische Analyse der Proben ergab eine
Mischung von DNA des Tatverdachtigen
und des Opfers (Individualisierung). Der
Tatverdachtige gibt an, dass er mit dem
Opfer getanzt und es dabei auch intensiv
beriihrt und am Kopf gekrault habe (dafiir
gibt es auch Zeugen); so erkldre sich die
DNA des Opfers auf seinen Fingern. Die
parallel durchgefiihrte RNA-Analyse jedoch
weist eindeutig Spuren von Vaginalsekret
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an den Fingern des Tatverdachtigen nach.
Diese Spuren werden durch das vom Tatver-
dachtigen beschriebene Szenario nicht
erklart.

2. Fall: Totungsdelikt: Ein méannliches
Opfer wurde durch einen Stich mit einer Waf-
fe in die Lunge getdtet, dabei hatte es stark
geblutet; in der Nahe des Tatorts werden spa-
ter zwei Stichwaffen sichergestellt, beide
befleckt mit Blut. Die DNA-Analyse zeigt, da3
das Blut vom Opfer stammt. Spéater werden
zwei Tatverdachtige A und B festgenommen,
deren DNA zur DNA auf dem Griff jeweils
einer der Waffen passt (Individualisierung).
Beide behaupten, es sei bei einem Raubiiber-
fall mit gezogenen Waffen zu einem Gerangel
mit dem Opfer gekommen, dass aber der
jeweils andere Tatverdachtige den todlichen
Stich gefiihrt habe und das spritzende Blut
des Opfers dabei nur passiv auf die eigene
Waffe gelangt sei. Die parallel durchgefiihrte
RNA-Analyse weist jedoch an der Klinge mit
der DNA von Tatverdachtigem B neben Blut

eindeutig Anhaftungen von Lungengewebe
nach, an der anderen Klinge wird nur Blut
nachgewiesen. Die Lungenverletzung des
Opfers stammt also hochstwahrscheinlich
von der Klinge des Tatverdachtigen B.

Aus diesen Beispielen wird ersichtlich,
dass sich diese und dhnlich gelagerte Fall-
konstellationen durch Ergebnisse der DNA-
Analyse allein nicht aufkldaren lassen und
nur eine parallel durchgefiihrte RNA-Analyse
die entscheidenden Hinweise liefern kann,
um das Spurenbild zu interpretieren und den
Tathergang zu rekonstruieren.

Andere RNA-Spezies

Die bereits erwdahnte Empfindlichkeit von
mRNA gegen Degradation kann bei umwelt-
ausgesetzten, stark gealterten oder unsach-
gemiB gelagerten Proben aus forensischen
Szenarien ein erhebliches Problem darstel-
len. Aus diesem Grund wird seit Langerem
auch der Einsatz anderer, kiirzerer und
damit stabilerer, weil weniger degradations-
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anfilliger und daher potenziell besser geeig-
neter, RNA-Spezies fiir forensische Zwecke
erforscht [8]. Die meisten Ergebnisse liegen
hier fiir mikro-RNA (miRNA) vor, eine kurze,
nur ca. 22 Nukleotide lange, regulatorische
RNA-Art, die in allen Tieren und Pflanzen
vorkommt, wie mRNA ebenfalls eine fiir Kor-
perfliissigkeiten und Organgewebe spezifi-
sche Verteilung aufweist und sogar in einer
Studie noch in tiber 35 Jahre alten Blutspu-
ren nachweisbar war [9]. Aber auch fiir das
forensische Potenzial der piwi-interacting
RNA (piRNA), einer anderen, sehr kurzen
small-RNA-Art sowie der zirkuldren RNA
(circRNA), die durch alternatives Spleien
von mRNA entsteht und stabile kreisférmige
Molekiile ohne offene Enden bildet, gibt es
inzwischen vielversprechende Ergebnisse
[10, 11].

Zukiinftige Einsatzmoglichkeiten

Wihrend die RNA-basierte forensische Iden-
tifikation von Korperfliissigkeiten und

Hier steht

eine Anzeige.

@ Springer
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A Abb. 3: Auswahl von Kandidatenmarkern fiir die Tageszeitvorhersage. A, Das Venn-Diagramm zeigt die Anzahl von Markern, die von zwei unter-
schiedlichen Algorithmen (Deseq2 und ImpulseDE?2) als differenziell exprimiert ausgewahlt wurden einschl. der Filterkriterien. B, Die Heatmap zeigt die
rlog-transformierte Genexpression pro Probe im Vergleich zur gemittelten Gesamtexpression liber alle Proben fiir die 81 differenziell exprimierten Kan-

didatenmarker. Padj: adjusted p-values; log2FC: log fold change; FPKM: Fragments per kilobase million.

Organgeweben bereits sehr ausgereift und
zuverldssig in der Fallarbeitsroutine einsetz-
bar sind, wird an anderen Einsatz- und
Erkenntnismoglichkeiten der forensischen
RNA-Analyse noch aktiv geforscht (Abb. 2).

Zahlreiche Studien belegen inzwischen
das tliberaus vielseitige Potenzial von Tran-
skriptom- und Genexpressionsanalysen bei
der Bearbeitung sehr verschiedener forensi-
scher Fragestellungen.

Zu nennen waren hier neben spurenkund-
lichen Analysen (s. u.) vor allem Zustands-
und Zeitbestimmungen, etwa die Abschat-
zung des Post-mortem-Intervalls (PMI) [12],
die zeitliche Eingrenzung von Wundalter und
Heilungsprozessen [13], die Schiatzung des
Alters forensischen Spurenmaterials [14]
und des Puppenstadiums leichenbesiedeln-
der Insekten sowie des biologischen Alters
einer Person. In einer eigenen aktuellen
Arbeit wurden kiirzlich mRNA-Kandidaten
zur Bestimmung des Depositionszeitpunkts
(Tageszeit) von Blutspuren identifiziert

(Abb. 3). Aber auch molekulare Todesursa-
chenermittlungen, z. B. zur Abgrenzung zwi-
schen Suizid, Homizid und Unfalltod, und
toxikogenetische Untersuchungen konnen
durch forensische RNA-Analyse informiert
werden. In vielen dieser Bereiche sind jedoch
noch umfangreiche Validierungsarbeiten
erforderlich, um die besten RNA-Marker zu
identifizieren, aus den beobachteten Zusam-
menhdngen mathematische Modelle zu ent-
wickeln oder um die Robustheit bereits
etablierter Modelle unter verschiedenen
forensisch relevanten Bedingungen zu unter-
suchen.

Dennoch besteht Anlass zur Zuversicht,
dass fortgesetzte Forschungsanstrengungen
bei Einbeziehung der sich stetig weiterentwi-
ckelnden technischen Moglichkeiten, wie
etwa der massiv-parallelen Sequenzierung,
es in der Zukunft ermdglichen werden, die
forensische RNA-Analyse zur Beantwortung
weiterer forensischer Fragestellungen in der
Fallarbeit einzusetzen.
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