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Geschlechtsbestimmung aus Blatspuren® **
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Sex Determination in Blood Traces

Summary. The sex determination by means of fluorescence microscopy inlymphocytes and
leucocytes of dry small blood stains from various materials (cloth, glass, metal) is discribed.
Even in 30-days-old samples the sex determination is unequivocal.

Zusammenjfassung. Die fluorescenzmikroskopische Methode einer Geschlechtsdiagnostik an
Lymphocyten und Leukocyten eingetrockneter Blutspuren wird beschrieben. Innerhalb von
30 Tagen nach Entstehen einer Blutspur lat sich mit Sicherheit sagen, ob der Verursacher die-
ser Spur ein Mann oder eine Frau gewesen ist.

Key words: Geschlechtsbestimmung — Geschlechtsdiagnostik — Spurenkunde, Geschlechts-
bestimmung.

Caspersson (1970) hatte mitgeteilt, dafl mit Fluorochromen angefarbte Chromo-
somen spezifische Anfirbemuster zeigen und diese Muster zur Chromosomen-
identifizierung genutzt werden koénnen. Vor allem das Y-Chromosom zeigt im
distalen Drittel seines langen Armes eine sehr starke Anfirbbarkeit.

Abb. 1. Mitose mit stark fluorescierendem Y-Chromosom am unteren Bildrand nach Férbung
mit 0,5%jiger wilriger Losung von Quinacrin-dihydrochlorid (Vergroflerung ca. 3000fach)

* Auszugsweise vorgetragen auf der 50. Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Rechts-
medizin, Kéln, Oktober 1971.
** Mit dankenswerter Unterstiitzung des Landesamtes fiir Forschung des Landes Nord-
rhein-Westfalen.



158 E. Schwinger:

Abb. 2. Haarwurzelzellen links ohne Fluorescenzkorperchen (weiblich), rechts mit randsténdi-
gem Fluorescenzkorperchen (ménnlich). Farbung: 0,5%ige wilrige Losung von Quinacrin-
dihydrochlorid (Vergrofierung ca. 3000fach)

Diese selektive starke Anfarbung des Y-Chremosoms hat zur Folge, dall sich
auch im Interphasekern, vor allem in Zellen mit aufgelockerter Struktur des Zell-
kerns, das Heterochromatin des Y-Chromosoms als fluorescierender, stark leuch-
tender Punkt von ca.2-—5 p Durchmesser deutlich sichtbar gegeniiber dem
autosomalen, auch angefarbten Chromatin abhebt. In Zellen weiblicher Individuen
findet sich kein Fluorescenzkorperchen.

Diese Farbemethode hat sich schnell als Erginzung der Barr-Koérperchen-
Methode in der Geschlechtsdiagnostik durchgesetzt. War mit der Bestimmung des
Barr-Korperchens, dieses entspricht dem Heterochromatin des 2. X-Chromosoms
der Frau, bisher nur die positive Bestimmung des weiblichen Geschlechts méglich,
ist nunmehr durch Feststellung des Fluorescenzkérperchens in Zellen ménnlichey
Individuen auch der positive Nachweis des Y-Chromosoms und damit des ménn-
lichen Geschlchts im Interphasekern moglich. Da vor allem in pyknotischem oder
alterem Zellmaterial durch Chromatinbréckelchen ein Barr-Kérperchen vor-
getduscht werden konnte, diese Fragen sind ausfilhrlich bei Helmer (1970) disku-
tiert, ist die Sicherheit der Geschlechtsbestimmung an Zellmaterial durch gleich-
zeitige Verwendung beider Methoden, der Barr-Korperchen- und der ¥luorescenz-
koérperchen-Bestimmung, wesentlich erhéht worden.

Als Zellmaterial zur Geschlechtsbestimmung beim Lebenden eignen sich vor
allem die Zellen der dufleren Haarwurzelscheide (Engel et al.; Schwinger et al.;
Frangois et al.; Goday et al.), welche leicht zu gewinnen sind, sowie Blutzellen
des peripheren Blutes (Polani et al.; Mende et al.; Conen et al.; Miiller et al.;
Thuline; Lamborot-Manzur et al.) oder Wangenschleimhautabstriche (Pearson
et al.; Majewski et al.). In Haarwurzelzellen ist das Fluorescenzkorperchen be-
sonders gut sichtbar zu machen, da die Zellstruktur dieser Zellen insgesamt
locker ist.

Blutspuren entzogen sich bei Verwendung der Barr-Methode der Geschlechts-
diagnostik, da nur Granulocyten des peripheren Blutes in 1—59%, die sog.
,,drumsticks** als weibliches Merkmal aufweisen (Hienz). Lymphocyten zeigen
kein Barrbody oder ein drumstick. Da Granulocyten in Blutspuren selten sind
und dazu auch hiufig deformiert vorliegen, konnte aus Blutspuren bisher keine
sichere Geschlechtsdiagnose des Verursachers dieser Blutspur erreicht werden.
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Um zu priifen, ob die Methode der Fluorescenzanférbung von Interphasezellen
auch zur Geschlechtsbestimmung an Blutspuren angewendet werden kann, wurden
von uns folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

Material vnd Methode

1. Von 5 méannlichen und 5 weiblichen Probanden wurde Blut auf Objekttriger und Leinen-
stoff aufgetropft. Diese Spurentridger wurden bei Zimmertemperaturen und Lichtexposition ge-
lagert. Im Abstand von 1 Woche wurde jeweils im Blindversuch bei allen 5 ménnlichen und 5
weiblichen Probanden eine Blutspur von Glas und Stoff aufgearbeitet. Es sollte in diesem Teil
des Versuches gepriift werden, wie lange die Geschlechtsdiagnostik an Blutspuren auf diesen
Bluttragern nach Fluorescenzanfiarbung durchgefithrt werden kann.

2. Blut wurde auf verchromtes, lackiertes und blankes Metall, Holz, synthetische und Woll-
stoffe aufgebracht. Nach einer Woche wurde gepriift, ob mit Abkratzen durch ein Skalpell ge-
nilgend Zellmaterial auch von diesen Spurentrigern auf einen Objekttriger gebracht werden
kann, um daran eine sichere Geschlechtsdiagnose durchfithren zu kénnen.

Im Abstand von je 1 Woche wurde im ersten Teil des Versuches die Glas- und Stoffblut-
spur aufgearbeitet. Dazu wurde die Spur auf dem Glasobjekttriger mit 25%iger Essigsiure
iiberschichtet, so daf} sich der Blutrest leicht von seiner Unterlage ablosen lieB. WeiBe Blut-
zellen bleiben dabei auf dem Glas haften. Die Stoffprobe wurde auf einen Objekttriger gelegt
und mit einem feinen Skalpell fest iiber die Blutspur gekratzt, so dafl sich Zellmaterial auf die
Oberfliche des Objekttragers durchdriickte. Dann wurde dieser Objekttriger vorsichtig an-
gehaucht, um spiter storende Stoffreste zu entfernen. Danach ebenfalls Fixation mit 259, iger
Essigsiure. So vorbereitete Objekttriiger wurden in 0,5%jiger willriger Losung von Quinacrin-
Dihydrochlorid (Bezugsnachweis: Dr. Bender & Dr. Hobein AG, Zirich 6; Edward Gurr Ltd.,
London, S.W. 14) fiur ca. 10 min geférbt und anschlielend in stehendem Leitungswasser fiir
ca. 6 min gewissert. Nach dem Eindecken mit Phosphatpuffer pH 7,0 wurden die Priparate
im Fluorescenzmikroskop durchmustert. Wir benutzten ein Zeiss-Universalauflichtfluorescenz.-
mikroskop. Die Verwendung eines Auflichtfluorescenzmikroskops ist wegen des vor allem in
ilterem Spurenmaterial nur sehr schwach fluorescierenden Y-Kérperchens dringend notwen-
dig, ebenso wie das Arbeiten im abgedunkelten Raum. Als Filterkombination findet jeweils ein
Erregerfilter BG 12 (5 mm) und ein Sperrfilter 530 Verwendung. Filmmaterial: Kodac Tri X,
Belichtungszeit: 10 sec.

Zur Geschlechtsdiagnostik aus Zellen des peripheren Blutes eignen sich vor allem Lympho-
cyten, in denen das Fluorescenzkoérperchen relativ gut sichtbar ist. Wir haben bei den Glas-
proben jeweils mindestens 50 und bei den Stoffproben jeweils mindestens 25 Lymphocyten
beurteilt.

Abb. 3. Weille Blutzelle aus 30 Tage alter eingetrockneter Blutspur mit Fluorescenzkdrperchen
(ménnlich). Firbung: 0,5%ige wibrige Losung von Quinacrin-dihydrochlorid (Vergréferung
ca. 3000fach)
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Ergebnisse

Innerhalb des 1. Monats nach Aufbringen der Blutspuren auf Glas und Stoff
wurde in den wochentlichen Untersuchungen keine falsche Geschlechtsdiagnostik
gestellt. Der Prozentsatz der fluorescenzpositiven Zellen war bei den Méinnern in
der Stoff- und Glasprobe zwischen 20 und 309, bei Frauen fluorescenzkérperchen-
dhnliche Gebilde unter 5%,. In den 31 Tage alten Glasspuren und den 34 Tage alten
Stoffproben wurde erstmals im Untersuchungsmaterial eines méannlichen Indi-
viduums kein Fluorescenzkorperchen gefunden, so dafl eine falsche Geschlechts-
diagnose gestellt wurde. Auf den Glasspurentrigern war vom 45. Tag an tiber-
haupt keine Geschlechtsdiagnose mehr durchfihrbar, da die Hiufigkeit des
Fluorescenzkorperchens in Zellen ménnlicher Individuen nur noch 59, betrug
und auBerdem die Erythrocyten mit zunehmendem Alter eine storende griinliche
Fluorescenz aufwiesen, die eine sichere Beurteilung der weiBen Blutzellen er-
schwerte. An den Stoffproben war eine Geschlechtsdiagnostik noch linger mog-
lich. An den 64 Tage alten Stoffproben wurde noch an allen 10 Féllen die richtige
Geschlechtsdiagnose gestellt, die Haufigkeit des Fluorescenzkorperchens bei Zellen
ménnlicher Individuen lag bei 209,. Danach kam es auch hier gehduft zu Fehl-
diagnosen.

Das im zweiten Teil des Versuches getestete Uberbringen von Spurenmaterial
von den obenerwihnten anderen Spurentrigern brachte in allen Fallen aus-
reichende Mengen an Zellmaterial, um eine sichere Geschlechtsdiagnose durch-
fithren zu kénnen. Dabei wurden jeweils mit einem feinen Skalpell Blutreste von
den Spurentrégern abgekratzt und auf einen Objekttriger gebracht, der dann in
der obenbeschriebenen Weise weiterbehandelt wurde.

Diskussion

Eine Aussage tber das Geschlecht des Verursachers einer eingetrockneten
Blutspur ist an weilen Blutzellen fiir den geiibten Beobachter innerhalb von
30 Tagen mit der obengeschilderten Methode mit grofler Sicherheit méglich. Die
Untersuchung geht schnell und ist billig. Voraussetzung fiir solche Untersuchungen
ist die Verwendung eines Auflichtfluorescenzmikroskops und das Arbeiten im
abgedunkelten Raum. Am besten eignen sich fir eine Geschlechtsdiagnose
Lymphocyten.

Die Methode einer Geschlechtsdiagnostik an Blutspuren ist neu und erscheint
fur die forensische Medizin und Spurenkunde wichtig. Mit der bisher angewandten
Barr-Koérperchen-Bestimmung konnte in Spuren von Epithel-, nicht aber von
Blutzellen eine Geschlechtsdiagnostik durchgefithrt werden, da in Blutzellen nur
in 1—5Y%, ,,Barr-Kdrperchen (sog. drumsticks) in Granulocyten als weibliche
Merkmale nachweisbar sind (Tolksdorf; Hienz). In anderen Blutzellen finden sgich
keine Barr-Korperchen. Granulocyten sind aber in Blutspuren selten und werden
durch notwendige priparatorische Schritte leicht so deformiert, daB eine Be-
urteilung der drumsticks unmoglich ist.

Die Darstellung des Y-Fluorescenzkérperchens in weillen Blutzellen ist wegen
der guten Haltbarkeit und der Haufigkeit dieser Zellen in Blutspuren relativ ein-
fach. Auch ist die Differenz zwischen den Héaufigkeiten fluorescenzkdérperchen-
positiver Zellen bei Frauen mit maximal 59, und Mannern mit iber 209, groB
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genug, um auch bei dem Vorhandensein von Artefakten eine sichere Unterscheidung
treffen zu konnen. Das typische Fluorescenzkorperchen ist in Lymphocyten meist
randstindig lokalisiert und von sichelférmiger Gestalt.

Bei den in weiblichen Zellen sehr selten auftretenden fluorescierenden Y-Kor-
perchen-ahnlichen Strukturen handelt es sich vorwiegend um stark fluorescieren-
des autosomales Heterochromatin oder um Artefakte wie Fettrépfchen sowie Glas-
verunreinigungen der Objekttriger.

Mit zunehmendem Alter der Blutspuren nimmt die Héaufigkeit des Fluorescenz-
korperchens in Zellen ménnlicher Individuen ab. In frischen Blutausstrichen von
Ménnern sind 50—709, der Lymphocyten und Granulocyten fluorescenkérper-
chenpositiv (Polani et al.; Mende et al.; Conen et al.; Miller et al.; Thuline;
Lamorot-Manzur et al.), wihrend bei unseren Untersuchungen in 30 Tage alten
Bluatspuren nur noch 20—309%, Lymphocyten méannlicher Individuen fluorescenz-
positiv waren und dieser Prozentsatz mit zunehmendem Alter der Blutspur weiter
absank. Fir diese Abnahme gibt es zwei mégliche Erklirungen. Entweder 16sen
sich mit zunehmendem Alter der Zellen post mortem Chromatinstrukturen auf,
oder die spezifische Anfirbung des Y-Chromosoms geht bei erhaltenem Hetero-
chromatin verloren.

Miller untersuchte bis zu 36 Tage alte Blutspuren von 20 ménnlichen und
11 weiblichen Individuen, ebenfalls ohne eine falsche Geschlechtsdiagnose zu
stellen.

Innerhalb 1 Monats, einem fiir polizeiliche Ermittlungen recht langen Zeitraum,
sind die obenerwihnten Zellverinderungen noch so gering, daf3 die Sicherheit der
Geschlechtsbestimmung nicht eingeschranks ist. Dennoch sollte beachtet werden,
dafB eine Geschlechtsdiagnose an Blutzellen so schnell als moglich durchgefiihrs
werden sollte.

Friulein F. von Wartenberg danke ich sehr herzlich fiur die wertvolle technische Mithilfe.
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