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Sex De te rmina t ion  in  Biological Stains 

t~orensie Conclusiveness and Scope 

Summary. The presence of the Y chromosome in human interphase nuclei as a fluorescent 
body is demonstrated by using quinacrine dihydroehloride as stain. In 51 fresh (up to 4 weeks 
old) blood stains examined the proportion of cells showing the ¥ body varied between 12.5 and 
500/o. In older blood stains, stored at room temperature, a male index could be observed up to 
28 months of storage time. Sex of skin cells that were scraped off from ten dead bodies was 
identified also. Counting of ¥ bodies of hair root cells of the head and of the pudendum gave 
unequivocal results in 31 individuals tested. The scope in the different forensic fields is dis- 
cussed. It  is concluded that the new method can be used by an experienced investigator as 
a reiiable tool in stain identification eases. 

Zusammen/assung. Die Anwesenheit des ¥-Chromosoms in mensehliehen Interphasekernen 
als fluoreseierendes KSrperchen wird mit dem Farbstoff Quinaerin-Dihydroehlorid naehge- 
wiesen. 51 frisehe Blutspuren - -  Spurenalter bis zu 4 Woehen - -  besagen einen Y-KSrperehen- 
Index zwisehen 12,5 und 50°/o . Bei/~lteren gelagerten Spuren konaten ,,m/~nnliehe" Indices 
noch bis zu 28 Monarch naehgewiesen werden. Aus Zellen yon abgekratzter Leichenhaut war 
die Bestimmung der Gesehleehtszugeh6rigkeit ebenfalls m6glich. Die eindeutigsten Ergebnisse 
wurden dutch Ausz/~hlung der Haarwurzelzellen yon 31 Personen erzielt. Amvendungsbereieh 
und forensischer Beweiswert werden diskutiert. 

Key words: Gesehleehtsbestimmung - -  Spurenkunde, Gesehleehtsbestimmung. 

Durch  Fluorochromierung yon  In te rphasekernen  k o n n t e n  Caspersson et at. 
(1970a) sowie Pearson et al. (1970) nachweisen, dab das (wahrscheinlich genetisch 
inakt ive  u n d  daher  teilweise in  kon t rah ie r tem Zus tand  befindliche) Y-Chromosom 
als hell fluorescierender P u n k t  (Y body) gegenfiber der iibrigen, wesentlich schw/i- 
chef t tuorescierenden Kern -DNS auszumachen  ist. I n  der Folgezeit haben  zahl- 
reiche Untersucher  (Miiller et al., 1971; Schwinger, 1971, 1972; SchwJnger et al., 
1971 ; Francois  et al., 1971 ; R a d a m  u. Strauch, 1971 ; t te rb ich  u. Meinhart ,  1971 ; 
Kovacs  et al., 1972) auf  die verschiedenen MSglichkeiten der forensischen Anwend-  
barkei~ dieses neuen  Verfahrens hingewiesen. Vorliegende Un te r suchungen  wurden 
durchgefiihrt ,  u m  verschiedene Gesichtspunkte  des forensischen Beweiswertes, des 
Anwendungsspek t rums  u n d  der zeitlichen Nachweisgrenzen an  ~lterem Material 
abzuklaren.  

* Herrn Professor Dr. med. Berthold 3/iueller zum 75. Geburtstag. 
** Wir danken Herrn Dr. E. Schwinger, Institut fiir gerichtliche Medizin der Universitat 

Bonn, fiir die freund]ichen Ratschl/~ge und Hinweise hinsichtlich der Methodik. 
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l~Iaterialien und Methoden 

Die Anfertigung der Pri~parate und ihre Auswertung erfolgt in enger Anlehnung an die 
yon Schwinger et al. (1971) und Schwinger (1972) beschriebenea Techniken. Bezfiglich der 
Einzelheiten sei auf diese Arbeiten verwiesen, l~ixierung der Pr~parate erfolgt mit 25°/o Essig- 
s~ure. Fluorochromierung mit Quinacrin-Dihydrochlorid. Bei Blutspuren werden nur Lympho- 
cyten ausgewertet. Der Prozent-Zellindex ergibt sich ~us dem Quotienten Y-KSrperchen-Zel- 
len zur Gesamtzahl. Indices fiber 10°/o werden als ,,m~nnlich" gewertet. 

Blutspuren. Zur Abkli~rung der diagnostischen Sicherheit wurden ngch Durchfiihrung eines 
~bungsprogr~mms (Doppelblindversuch), welches zur Einarbeitung und anschliel~enden 
Selbstkontrolle dienen sollte, 51 Spuren (Lagerungszeit bei Raumtempera~ur bis zu 4 Wocheu) 
yon den verschiedensten Tri~gern (Glas, Stoff, Papier, Holz, Erde, Gras, Epidermis) auf Ge- 
schlechtszugehSrigkeit un~ersucht. 10 Spuren waren kiinstlich angelegt, die fibrigen stammten 
aus l~outineuntersuchungen ffir hamburgische Ermittlungsorg~ne. Eine Verifikation der Ge- 
schlechtszugehSrigkeit bei der zweiten Gruppe konnte in einem Tell durch einwandfreie poli- 
zeiliche Ermittlung (z. B. nur m~n~liche Tater), zum anderen durch zus~tzliche serologische 
Untersuchungen (z. ]3. ~bereinstimmung in seltenen M~rkierern) erfolgen. 

Blutspurenalter. 14 Blutspuren m~nnlicher I-Ierkunft - -  die Lagerungszeit betrug minimal 
9 Monate, maximal 3 ~/2 J~hre - -  sowie 5 Blutspuren weiblicher Herkunft - -  zwischen 5 und 
15 Mon~ten gelagert - -  befunden sich (fiberwiegend bei l~aumtemperatur) auf verschiedenen 
Spurentr~gern: Glas, P~pier, Stoff. 

Andere Zellen. Ausgerissene Kopfhaarproben yon 11 mgnnlichen und 10 weiblichen Pro- 
banden, weiterhin Schamhaarproben yon je 5 Individuen beiderlei Geschlechts waren bis zu 
1 Woche alt. - -  Von 10 (his 1 Tag Liegezeit) Leichen beiderlei Geschlechts wurden mittels 
Metallspatel (fingernagelf6rmig) Hautproben abgekratz~ und diese auf dem Objekttri~ger mit 
25°/o Essigs~ture iiberschichte~. Nach 10- bis 20minfitiger Einwirkungsdauer wurde der Brei 
krEftig gequetscht. - -  Entkalkte KnorpelschnittprEpara~e (SchniStdicke his 8 ~z) yon 5 Lei- 
che~ beiderlei Geschlechts wurden ebenfalls untersucht. 

Ergcbnisse 

Blutspuren rn/innlicher t t e r k u n f t  ~viesen eine Gesamtschwankungsbre i t e  des 
Zel l index zwischen 12,5 und  50% auf  (Abb.  1). , ,Weibl iche"  Spuren  wiesen eine 
geringe Schwankung  zwischen 0 und  7 ,9% ~uf (Abb. 1). 

Das  Alter der  B lu t spu ren  zeigte einen unsys t em~t i schea  Einflul] (Abb. 3). 
,,Mi~nnliche" Befunde  waren  noch n~ch 28monat iger  Lagerungsze i t  erhebb~r.  Da-  
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Abb. 1. Fluorescenzindices in 51 BluSspuren, Lagerungsalter bis 4 Wochen, verschiedene 
Spurentr~ger, unterschiedliche Spurer~verursacher 
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Abb. 2a--d. Zellkerne mit und ohne Fluorescenzk6rperchen. a Haarwurzelzelle mit Fluores- 
cenzkSrperchen, b Haarw~rzelzelle mit Doppel-KSrperchen. c Haarwurzelzelle mit Dreifach- 

KSrperchen. d Fluoreseenznegativer Lymphocyt und Granulocyt 

n~ch k~m es zum Absinken der Indices ~uf 0 bzw. ,,pr~ktisch Null". Die £1teren 
Blutspuren weiblicher Herkullft erg~ben regul~re Resultate. 

Bei Kernen m£nnlicher Haarwurzelzellen fund sich ein durchschnittlicher index 
yon 60--70%, bei weiblichen unter 5~o. D~s Auffinden yon 10 ,,m/~nnlichen" 
Zellen unter 15 ~usgewerteten wurde daher for ausreiehend befunden; alternativ 
das Auffinden 30 ,,negativer" Kerne ftir die Diagnose ,,weiblich". Fehldi~gnosen 
wurden nicht gestellt. Gelegentlich waren s~agt eines "body" Verdoppelungen oder 
Verdreifachungen mit enger topographischer Beziehung zueinander zu beobachten 
(Abb. 2). 

Die Epidermi~zelIprtiparate waren schwieriger zu beurt, eilen, well eine $~berlage- 
rung mehrerer Ze]lschichten h~tufig die Ausz~hlung erschwer~e. Es wurde daher so 
vorgegangen, dal~ das Vorhandensein von 5 ,,m~nnlichen" Zellen in einem Ver- 
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Abb. 3. Fluorescenzindices bei ~lten Spuren bek~nnten Geschlechts 

band mit der Diagnose ,,mannlich" bewertet wurde. Fehldiagnosen wurden nicht 
beobachtet. 

Die Auswertung der Knorpelzel len blieb ohne Erfolg. Einerseits wirkte sich die 
fluorescierende Grundsubstanz stSrend aus, zum andereli waren in den sicher er- 
kennbaren (angeschnit~enen) Zellkernen ,,bodies" nicht auszumuchen. 

Diskussion 

Blutslguren. Mtiller et al. (1971) fanden bei der Auswertung voli u. a. 20 ,m~nn- 
lichen", angetrockneten Blutspuren (Lagerungszeit bis 32 Tage) Fluorescenz- 
ilidices zwischen 15 lind 60%. Sie werteten Leukocyten aus. Schwinger (1972), der 
die Auswertung nur der Lymphocytenkerne vornimmt, faad bei bis 30 Tage alteli 
Spuren m£nnlicher Herkunft  Fluorescenzindices yon 20--30%, am 31. Tug bei 
einer m~nnlichen Spur (auf Gl~s) keine ,,Y bodies". An 64 T~ge alten Proben ~uf 
Stoff land er bei allen Probeli noch regul~re Befunde. Bei den hier durchgeffihrten 
Uii~ersuchungen - -  Gesamtvarianz bei m~aalichen Spuren 12,5--50% (bei alteli 
Spuren maximal 85%) sowie ,,m~iiilliche" Fluorescenzindices noch nach 28mon~- 
tiger Lagerung - -  wurden trotz ~hnlicher oder gleicher Methodik alidere Resul ta te  
erzie]t. Die hShere Gesamtvarianz mag durch die hShere Probenzahl, voli uliter- 
schiedliche~l Verursachern stammend, auf unterschiedlichelx Tr£gern befilidlieh, 
bedingt sein (Schwinger n --~ 10 Probeli; Mfiller et al. n -~ 20 Probeli). 

D~.e Unterschiede hinsicht]ich der zeitlichen NachweisgreI~Zeli bedtirfen zus~tz- 
licher ~berpriifung. Eine echte Abh~ngigke~t vom Spurerttr~ger war in dei~ vor- 
liegellden Uiitersuchungen nicht II~chweisbar, desgleichen keine kolltinuierliehe, 
zeitabh~ngige Index-Abnahme. Die Beobachtung, dal~ m£nnliche Spuren (uliter- 
schiedlicher I-Ierkunft !) noch IIach 28 Monaten fiuoreseenzpositiv waren, andere 
nach 30 Monaten einde~ltig negativ, l~Itt daran denkel~, d~] bei Untersuchung 
grSl~erer ZahleI~ - -  entsprechend der Beobachtung voli Schwinger ( 1 9 7 2 ) -  sich 
einige m~imliche Spuren finden lassen, welche bereits bei relativ geringem Spuren- 
alter fiuoresceI~znega~iv sind. 

Aus der Abb. 1 ergibt sicl~ weiterhiI~ in einigeli F~ller~ eine rel~tiv st~rke ~q£he 
zwischeli m~Liinlicheli Musterll mit gerLagert Indices und weiblicheli Musterll nlit 
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hohen Prozentzahlen. Obwohl eine l~berlappung fehlt, erscheint es ra tsam - -  je 
nach Ergebnis des eigenen Laborscreenings - - ,  eine Indifferenzzone zu legen; im 
hiesigen Fall fiir Werte zwischen 5 nnd 10 ~o- Die Vermutung yon S ch winger (1971), 
dab ein zus/~tzlicher body anch dutch ein stark flnorescierendes Autosom (in 14% 
der positiven Zellen dort) hervorgerufen werden kann, r/~t auch auf der weiblichen 
Seite zur Vorsicht. 

Aus den oben aufgezeigten Grfindel~ ergibt sich bereits die Notwendigkeit der 
l~bung des Untersuchers. HJnzukommend sei auf die interindividuellen Differen- 
zen hinsichtlich Leuchtintensitgt,  Kontrakt ionszustand und Gr6Be der Y-Chro- 
mosomen hingewiesen (z. B. Caspersson et al., 1970b), welche wahrscheinlich auch 
Ursache der unterschiedlichen Indices und K6rperchengr6Ben sind. 

Zur Frage des Beweiswertes der Methode zur Beurteilung yon Blutspuren er- 
gibt sich, dab - -  Erfahrung vorausgesetzt - -  bei eindeutig positiven Befunden die 
Diagnose ,,m/~nnlich" durchaus sicher gestellt werden kann. Die Diagnose ,,weib- 
lich" sollte u. E. erst nach Auswertung einer relativ grogen Zellzahl, bei bekann- 
tern, geringem Spurenalter und nach Ausschlug anderer St6rfaktoren mit  aus- 
reichender Sicherheit gestellt werden. 

Haarwurzelzellen. Die Untersuchungen yon Kaarwurzelzellen fiihrte bei allen 
Untersuchern zu eindeutigen Ergebnissen (Engel et al., 1971; Schwinger et al., 
1971 ; Francois et al., 1971 ; Goday et al., 1971). Bei Vorhandensein von Zellen der 
Wurzelscheide (nut ausgerissene Haare!) ist daher die Auswertung einfach; das 
gleiche gilt fiir Schamhaare. Systematische Untersuchungen zur Abh/tngigkeit 
vom Spurenalter stehen noch aus. 

Eine Bewertung auch fluorescenznegativer Befunde bei wenige Tage alten Spu- 
ren sollte daher bei Vorliegen yon ausreichenden Zellzahlen sicher mSglich sein. 

Zellen anderer Herkun/t wurden yon mehreren Autoren untersucht (Radam u. 
Strauch, 1971 ; t terbich u. Meinhart, 1971 ; Kovacs et al., 1972; Cramer u. Hansen, 
1972). Einigkeit besteht darin, dab isolierte Zellen (bzw. Verb/tnde) besser zu be- 
urteilen sind. Bei forensisch wichtigen Geweben - -  z. B. Hau t  und Knorpel  - -  ist 
die Isolierung einzelner Zellen im praktischen Fall schwierig. Bei Hautfetzen ge- 
lingt die Diagnose auch ~us dem Verband, w~hrend zur Beurteiluag yon Knorpel- 
zellen wohl erst die Grundsubstanz verflfissigt werden mfiftte. 

Der gesamte Anwendungsbereich der neuen M[ethode in der forensischen Medi- 
zin ist noch nicht abzusehen. Aus der hiesigen Routine seien nur einige Punkte  er- 
w/~hnt : Frauenmord - -  gezielte Suche nach m~nnlichem Blur am Tatort ,  gezielte 
Suche nach m/~nnlichen Epidermiszellen unter den Fingern~tgeln des Opfers etc. - -  
Schutzbehauptung, das Blur an der Kleidung des T/~ters s tamme yon dem (m~nn- 
lichen) grol~enUnbekannten ; es handelte sich aber um weibliches Blur. Geschlechts- 
best immung yon Rauchern (Kippen), yon Erpressern (Briefkuverts) usw. 
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