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Geschlechtsbestimmung aus Blutspuren* ** 
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Sex Dete rmina t ion  in Blood Traces 

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

Zusammen/assung. Die fluorescenzmikroskopisehe Methode einer Geschlechtsdiagnostik an 
Lymphoeyten und Leukoeyten eingetroekneter Blutspuren wird besehrieben. Innerhalb yon 
30 Tagen nach Entstehen einer Blutspur 1/iSt sieh mi~ Sicherheit sagen, ob der Verursaeher die- 
ser Spur ein Mann oder eine Frau gewesen ist. 

Key words: Gesehleehtsbestimmung - -  Gesehlechtsdiagnostik - -  Spurenkunde, Gesehlechts- 
bestimmung. 

Caspersson (1970) ha t te  mitgeteil t ,  dal3 mit  F luoroehromen angef/~rbte Chromo- 
somen spezifisehe Anfgrbemuster  zeigen und  diese Muster zur Chromosomen- 
identif izierung genutz t  werden k6nnen.  Vor allem das Y-Chromosom zeigt im 
distalen Dri t te l  seines langen Armes eine sehr starke Anf~rbbarkei t .  

Abb. 1. Mitose mit stark fluoreseierendem Y-Chromosom am unteren Bildrand naeh FErbung 
mit 0,5°/oiger wg/3riger L6sung yon Quinacrin-dihydroehlorid (Vergr6Berung ca. 3090faeh) 

* Auszugsweise vorgetragen auf der 50. Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Rechts- 
medizin, K61n, Oktober 1971. 

** )/J[it dankenswerter Unterstiitzung des Landcsamtes ffir Forschung des Landes Nord- 
rhein-Westfalen. 
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Abb. 2. Haarwurzelzellen links ohne Fluorescenzk6rperchen (weiblich), rechts mit randstgndi- 
gem Fhorescenzk6rperchen (m~rmlich). F~rbung: 0,5°/oige wS~grige L6sung yon Quinacrin- 

dihydrochlorid (VergrSgerung ca. 3000faeh) 

Diese selektive starke Anf/~rbung des Y-Chromosoms hat zur Folge, dag sich 
auch im Interphasekern, vor allem in Zellen mit aufgelockerter Struktur des Zell- 
kerns, das tIeteroehromatin des Y-Chromosoms als fluoreseierender, stark leueh- 
tender Punkt  yon ca. 2--5 ~ Durehmesser deutlieh siehtbar gegcn/iber dem 
autosomalen, aueh angef/~rbten Chromatin abhebt. In Zellen weiblicher Individuen 
findet sieh kein Fluoreseenzk6rperehen. 

Diese F/~rbemethode hat sich schnell als Erg~nzung der Barr-K6rperchen- 
Methode in der Gesehleehtsdiagnostik durchgesetzt. War mit der Bestimmung des 
Barr-K6rperehens, dieses entspricht dem Heteroehromatin des 2. X-Chromosoms 
der Frau, bisher nut  die positive Bestimmung des weiblichen Geschleehts m6glieh, 
ist nunmehr dutch Feststellung des Fluoreseenzk6rperehens in Zellen m/tnnlicher 
Individuen aueh der positive Nachweis des Y-Chromosoms und damit des m~nn- 
lichen Gesehlehts im Interphasekern m6glieh. Da vor allem in pyknotisehem oder 
/~lterem Zellmaterial dutch Chromatinbr6ckelehen ein Barr-K6rperehen vor- 
get/~useht werden konnte, diese Fragen sind ausfiihrlich bei Helmet (1970) disku- 
tiert, ist die Sieherheit der Gesehleehtsbestimmung an Zellmaterial dutch gleieh- 
zeitige Verwendung beider Methoden, der Barr-K6rperehen- und der Fluoreseenz- 
k6rperchen-Bestimmung, wesentlieh erh6ht worden. 

Als Zellmaterial zur Gesehleehtsbestimmung beim Lebenden eignen sieh vor 
allem die Zellen der ~ugeren tIaarwurzelscheide (Engel et al. ; Sehwinger 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 Wangensehleimhautabstriehe (Pearson 
et M. ; Majewski et M.). In ttaarwurzelzellen ist das Fluoreseenzk6rperehen be- 
sonders gut siehtbar zu maehen, da die Zellstruktur dieser Zellen insgesamt 
locker ist. 

Blutspuren entzogen sieh bei Verwendung der Barr-Methode der Gesehlechts- 
diagnostik, da nut  Granulocyten des peripheren Blutes in 1--5~o die sog. 
,,drumsticks" als weibliehes Merkmal aufweisen (tIienz). Lymphoeyten zeigen 
kein Barrbody oder ein drumstick. Da Granuloeyten in Blutspuren selten sind 
und dazu auch hgufig deformiert vorliegen, konnte arts Blutspuren bisher keine 
siehere Gesehlechtsdiagnose des Verursaehers dieser Blutspur erreicht werden. 
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U m  zu priifen, ob die Methode der F luoreseenzanfgrbung yon  Interphasezel len  

auch zur Geschlechtsbest immung an  Blu t spuren  angewendet  werden kann ,  wurden 
yon uns  folgende Un~ersuehungen durchgefiihr~: 

Material und Methode 

1. Von 5 mgnnliehen und 5 weiblichen Probanden wurde Blur ~uf 0bjekttr~iger und Leinen- 
stoff aufgetropft. Diese Spurentdtger wurden bei Zimmertemperaturen und Lichtexposition ge- 
lagert. Im Abstand yon 1 Woehe wurde jeweils im Blindversuch bei allen 5 mgnnlichen und 5 
weiblichen Probanden eine Blutspur yon Glas und Stoff aufgearbeitet. Es sollte in diesem Teil 
des Versuehes geprfift werden, wie lange die Geschleehtsdiagnostik an Blutspuren auf diesen 
Bluttr~gern nach Fluorescenzanfiirbung durchgefiihrt werden kann. 

2. Blur wurde ~uf verchromtes, laekiertes and blankes Metall, Holz, synthetische und Woll- 
stoffe aufgebracht. Naeh einer Woehe wnrde gepriift, ob mit Abkr~tzen dureh ein Skalpell ge- 
nfigend Zellmaterial aueh yon diesen Spurentrggern auf einen Ob]ekttrSger gebraeht werden 
kann, um daran eine sichere Geschleehtsdiagnose durehffihren zu k6nnen. 

Im Abstand yon je 1 Woche wurde im ersten Teil des Versuches die Glas- und Stoffblut- 
spur aufgearbeitet. Dazu wurde die Spur auf dem Glasobjekttr~ger mit 25°/oiger Essigsgure 
fibersehichtet, so dal~ sich der Blutrest leicht yon seiner Unterlage ablSsen ]ief3. WeifJe Blut- 
zellen bleiben dabei ~uf dem Glas haften. Die Stoffprobe wurde auf einen Objekttr~ger gelegt 
und mit einem feinen Skalpell lest fiber die Blutspur gekratzt, so dal~ sich Zellmaterial auf die 
0berfl~ehe des Objekttrggers dnrchdrfickte. Dann wurde dieser Objektgr~ger vorsichtig an- 
gehaueht, um sparer stSrende Stoffreste zu entfernen. Danach ebenfalls Fixation mit 25% iger 
Essigsgure. So vorbereitete Objekttr~ger wurden in 0,5°/oiger w~riger LSsung yon Quinacrin- 
Dihydroeh]orid (Bezugsnachweis: Dr. Bender & Dr. I-Iobein AG, Zfirich 6; Edward Gurr Ltd., 
London, S.W. 14) £fir ca. 10 rain gefi~rbt und ansehlieBend in stehendem Leitungswasser ffir 
ca. 6 min gew~ssert. Nach dem Eindecken mit Phosph~tpuffer pi t  7,0 wurden dis Pr~parate 
im Fluorescenzmikroskop durehmustert. Wir benutzten ein Zeiss-Universalauflishtfluoreseenz- 
mikroskop. Die Verwendung sines Auflichtfluorescenzmikroskops ist wegen des vor allem in 
glterem Spurenmaterisl nur sehr schwach fluorescierenden ¥-KSrperchens dringend notwen- 
dig, ebenso wie das Arbeiten ira abgedunkelten Raum. Als Filterkombination findet jeweils ein 
Erregerfilter BG 12 (5 ram) und ein Sperrfilter 530 Verwendung. Filmmateriah Kodae Tri X, 
Belichtungszeit: 10 see. 

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

Abb. 3. Weii~e Blutzelle aus 30 Tage alter eingetrockneter Blutspur mit Fluorescenzk6rperchen 
(m~nnlich). F~rbung: 0,5°/oige wgl~rige LSsung yon Quinacrin-dihydrochlorid (VergrSi~erung 

ca. 3000fach) 
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Ergcbnisse 

Innerhalb des 1. Monats naeh Aufbringen der Blutspuren auf Glas und Stoff 
wurde in den w6ehentliehen Untersuchungen keine falsehe Gesehleehtsdiagnostik 
gestellt. Der Prozentsatz der fluoreseenzpositiven Zellen war bei dan M~nnern in 
der Stoff- und Glasprobe zwischen 20 und 30%, bei Frauen fluoreseenzkSrperehen- 
£hnliehe Gebilde unter 50/o . In den 31 Tage alten Glasspuren und den 34 Tage alten 
Stoffproben wurde erstmals im Untersuelmngsmaterial eines m~nnlichen Indi- 
viduums kein Fluoreseenzk6rperehen gefunden, so dag eine falsehe Geschlechts- 
diagnose gestellt wurde. Auf den Glasspurentrggern war vom 45. Tag an fiber- 
haupt keine Gesehleehtsdiagnose mehr durehfiihrbar, da die H£ufigkeit des 
Fluoreseenzk6rperchens in Zellen m~nnlieher Individuen nut  noeh 5% betrug 
und augerdem die Erythroeyten mit zunehmendem Alter eine stSrende grfinliche 
Fluoreseenz aufwiesen, die eine sichere Beurteilung der weigen Blutzellen er- 
sehwerte. An den Stoffproben war eine Gesehlechtsdiagnostik noeh l£nger m6g- 
lieh. An den 64 Tage alten Stoffproben wurde noeh an allen 10 F~llen die riehtige 
Geschleehtsdiagnose gestellt, die tt~ufigkeit des Fluoreseenzk6rperehens bei Zellen 
m~tnnlieher Individuen lag bei 20%. Danaeh kam es auch bier geh/tuft zu Fehl- 
diagnosen. 

Das im zweiten Tell des Versuehes getestete l'~berbringen yon Spurenmaterial 
yon den obenerw~hnten anderen Spurentr/~gern braehte in allen Fallen aus- 
reichende Mengen an Zellmaterial, um eine siehere Gesehleehtsdiagnose durch- 
ffihren zu kSnnen. Dabei wurden jeweils mit einem feinen Sk~lpell Blutreste yon 
den Spurentr£gern abgekratzt und auf einen 0bjekttr/~ger gebraeht, der dana in 
der obenbesehriebenen Weise weiterbehandelt wurde. 

Diskussion 

Eine Aussage fiber das Gesehleeht des Verursaehers einer eingetroekneten 
Blutspur ist an weigen Blutzellen fiir den gefibten Beobaehter innerhalb yon 
30 Tagen mit der obengesehilderten Methode mit groger Sieherheit m6glieh. Die 
Untersuehung geht sehnell und ist billig. Voraussetzung fiir solche Untersuehungen 
ist die Verwendung eines Aufliehtfluoreseenzmikroskops und das Arbeiten im 
abgedunkelten gaum.  Am besten eignen sieh ffir eine Gesehleehtsdiagnose 
Lymphoeyten.  

Die Methode einer Gesehleehtsdiagnostik an Blutspuren ist neu und erscheint 
ffir die forensisehe Medizin und Spurenkunde wiehtig. Mit der bisher angewandten 
Barr-K6rperehen-Bestimmung konnte in Spuren yon Epi the t ,  nieht aber yon 
Blutzellen eine Gesehleehtsdiagnostik durehgeffihrt werden, da in Blutzellen nur 
in 1- -5% ,,Barr-K6rperehen" (sog. drumsticks) in Granuloeyten als weibliehe 
Merkmale naehweisbar sind (Tolksdorf; ttienz). In anderen Blutzellen finden sieh 
keine Barr-K6rperehen. Granuloeyten sind abet in Blutspuren selten und werden 
dutch notwendige lorgparatorisehe Sehritte leieht so deformiert, dab eine Be- 
urteilung der drumsticks unm6glieh ist. 

Die Darstellung des Y-Fluoreseenzk6rperehens in weigen Blutzellen ist wegen 
der guten Italtbarkeit  und der I-I~tufigkeit dieser Zellen in Blutspuren relativ ein- 
faeh. Aueh ist die Differenz zwisehen den Itgufigkeiten fluoreseenzk6rperehen- 
positiver Zellen bei Frauen mit maximal 5% und M~nnern mit fiber 20% grog 
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genug, um auch bei dem Vorhandensein von Artefakten eine siehere Unterseheidung 
treffen zu k6nnen. Das typisehe Fluoreseenzk6rperchen ist in L y m p h o e y t e n  meist 
randsti~ndig lokalisiert und von siehelf6rmiger Gestalt. 

Bei den in weibliehen Zellen sehr selten auf t re tenden fluoreseierenden Y-K6r-  
perehen-~hnliehen St rukturen  handel t  es sieh vorwiegend um stark fluoreseieren- 
des autosomales Heteroehromat in  oder um Artefi~kte wie Fet t r6pfehen sowie Glas- 
verunreinigungen der Objekttrgger.  

Mit zunehmendem Alter der Blutspuren n immt  die H~ufigkeit, des Fluoreseenz- 
k6rperehens in Zellen mannlieher Indiv iduen ab. I n  frisehen Blutausstr iehen yon 
M~nnern sind 5 0 - - 7 0 %  der L y m p h o e y t e n  und Granuloeyten fluoreseenk6rper- 
ehenposit iv (Polani et al. ; Mende et al. ; Cohen et al. ; Mfiller et al. ; Thuline;  
Lamorot -Manzur  et al.), wghrend bei unseren Untersuehungen in 30 Tage alten 
Blutspuren nur  noeh 2 0 - - 3 0 %  L y m p h o e y t e n  m/~nnlieher Individuen fluoreseenz- 
posit iv waren und dieser Prozentsatz  mit  zunehmendem Alter der Blutspur  welter 
absank. F/Jr diese Abnahme  gibt es zwei m6gliehe Erkl~rungen. Entweder  15sen 
sieh mit  zunehmendem Alter der Zellen post  mor tem Chromat ins t rukturen  auf, 
oder die spezifische Anf~rbung des Y-Chromosoms geht  bei erhaltenem Itetero-  
ehromatin verloren. 

N/iller untersuehte bis zu 36 Tage alte Blutspuren yon 20 mi~nnliehen und 
11 weibliehen Individuen,  ebenfalls ohne eine falsehe Gesehleehtsdiagnose zu 
stellen. 

Innerhalb  1 Monats, einem f/Jr polizeiliehe Ermi t t lungen  reeht langen Zeitraum, 
sind die obenerw/~hnten Zellvergnderungen noeh so gering, dag die Sieherheit der 
Gesehleehtsbest immung nieht eingesehrgnkt ist. Dennoeh sollte beaehtet  werden, 
dal3 eine Gesehleehtsdiagnose an Blutzellen so sehnell als m6glieh durehgeftihrt  
werden sollte. 

Frgulein F. yon Wartenberg danke ieh sehr herzlich fiir die wertvolle teehnische Mithilfe. 
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