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Eine verbesserte Methode
zum Nachweis des Y-Chromosoms in Blutspuren
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An Improved Method for the Determination of Y Chromosomes in Blood Stains

Summary: A new filter combination for fluorescence microscopy using SWP 440
interference filter for excitation and GG 455 as the barrier filter is des-—
cribed. In blind trials examining blood smears of 5 male persons and by
examination of 3 weeks old blood stains a better Y chromosome demonstration
has been obtained using this new technique in comparison with the "usual"
filter combination: BG 12-530. In blind trials of up to 6 weeks old blood
stains of one male and one female a reliable sex determination was made
using the new technique.

Zusammenfassung: Eine neue Filterkombination mit Interferenzfilter SWP 440
als Primdrfilter und GG 455 als Sekundirfilter im Fluorescenzmikroskop zum
Nachweis des Y-Chromosoms in Blutspuren wird beschrieben. Im Vergleich mit
der am iblichsten angewandten Filterkombination zu diesem Zweck, BG 12 - 530,
ergibt die neue Filterkombination im Blindversuch mit 5 m#nnlichen Probanden
und bei der Untersuchung von drei Wochen alten Blutspuren signifikant bessere
Resultate. In vorldufig bis zu sechs Wochen alten Blutspuren auf Glas ist im
Blindversuch eine sichere Geschlechtsdiagnostik mit dieser Technik erreicht
worden.

Key words: Geschlechtsbestimmung, Blutspuren - Blutspuren, Geschlechtsbestim—
mung — Y-Chromosomen, Nachweis in Blutspuren

Seit der Mitteilung von ZECH 1969, daf der distale Anteil der langen Arme des
Y-Chromosoms nach Anfirbung mit Quinakrinsenf deutlich fluoresciert, sind
Methoden ausgearbeitet worden, welche die Anfdrbung mit diesem und damit ver-—
wandten Stoffen zum Nachweis der Y-Chromosomen in kernhaltigen Zellen verschie-
dener Art ausnutzen. Die Anfirbung kann Zhnlich wie die 1949 von BARR u. BER-
TRAM beschriebene Untersuchung auf Geschlechtschromatin in weiblichen Zellen
und im Gegensatz zur gewthnlichen zeitraubenden Chromosomenuntersuchungstechnik
mit den Zellen in der Interphase ausgefiihrt werden. Das Y-Chromosom wird sich

dann bei der Untersuchung im Fluorescenzmikroskop in einigen der Zellen als
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ein stark leuchtender Punkt von ca. 0,25 my Durchmesser abheben (PEARSON et al.
1970) .

Die Methode setzte sich bald in der rechtsmedizinischen Praxis zur Geschlechts~
bestimmung eingetrockneter Blutspuren und Haare durch (PHILIPS et al. 1971,
MULLER et al. 1971, SCHWINGER 1972, BRINKMANN et al. 1973).

Innerhalb der Fluorescenztechnik ist der Typ der Primir- und Sekundirfilter
von entscheidender Bedeutung fiir das Ergebnis, und besonders wenn man mit ein-
getrockneten Materialien von variierendem Alter arbeitet, wird eine optimale
Technik bedeutungsvoll sein. Als Erregerfilter (Primirfilter) wurde am hiufig-
sten BG 12 angewandt (SCHWINGER 1972, PEARSON et al. 1970, CONEN et al. 1971),
und zwar im Regelfalle mit Sperrfilter (Sekundirfilter) 530 kombiniert.

In der vorliegenden Arbeit wird beschrieben, wie es sich erwiesen hat, daf
eine gednderte Filterkombination die Geschlechtsbestimmung an Blutspuren auf

Glas verbessert.

MATERIAL UND METHODE

Einige Blutflecke von einer mi#nnlichen und einer weiblichen Versuchsperson
wurden auf Objekttrdger aufgetropft. Die Flecke wurden in einem geschlossenen
Raum bei Zimmertemperatur gelagert. Dem Untersucher wurden im Abstand von einer
Woche 8 — 10 Flecke ausgeliefert, die im Blindversuch untersucht wurden, in~
dem weder das Geschlecht der einzelnen Spur noch die Zahl der minnlichen bzw.
weiblichen Spuren dem Untersucher bekannt waren. Ferner wurden acht frische
Blutausstriche von Venenblut blind untersucht.

Bei der Untersuchung der einzelnen Spur wurde folgendes Verfahren benutzt:
Auf die Spur wurde wie von PHILIPS et al. 1972 beschrieben ein Tropfen
2mM MgCL, aufgetropft. Mit einem stumpfen Glasinstrument wurde die Spur darauf
zerrieben und mit einer Pipette auf einen Objekttriger gebracht, wo sie aus-—
gestrichen und luftgetrocknet wurde. Das hierdurch erreichte Priparat wurde
fiir wenigstens 30 Minuten in [007-igem Methanol fixiert und luftgetrocknet.
Es wurde fiir 5 Minuten in 17-igem Mepakrinchlorid gef#rbt, fiir 3 1/2 Minuten
in flieRendem Wasser gespiilt und schlieBlich in Phosphatpuffer pH 5,5 ge~
taucht, worauf ein Deckglas darauf gelegt wurde.

Angewandt wurden ein Reichert Immunopan Auflichtfluorescenzmikroskop und
eine HBO 50 Quecksilberlampe. Die Filterkombination wird unten unter Resul-
taten beschrieben.

In den Pridparaten wurden je wenigstens 50 Zellen ausgezdhlt. In Uberein-
stimmung mit SCHWINGER 1972 erwiesen sich die mononukledren Zellen am ge-
eignetsten zum Nachweils des Y~Chromosoms und nur solche wurden ausgezidhlt.

RESULTATE

Abb. 1 zeigt das Absorptionsspektrum fiir in Phosphatpuffer, pH 5,5, geldstes
Mepakrinchlorid. Man sieht ein Absorptionsmaximum bei ca. 415-450 nm, weshalb
es richtig sein wird, in diesem Intervall zu erregen. Das meist benutzte

Primirfilter, BG 12, wird bei ca. 400 nm mit Maximum erregen (OLSEN u. RYGAARD
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Abb. 1. Absorptionsspektrum fiir Mepakrinchlorid in Phosphatpuffer pH 5,5 1 mg/
100 ml

1970). Es transmittiert jedoch Licht mit einer Wellenldnge bis zu 525 nm, wes-—
halb es notwendig ist, das Sperrfilter 530 anzuwenden, das jedoch nicht nur
das Erregerlicht ausschlieBt, sondern auch einen Teil des Fluorescenzlichtes
behindern wird. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Primirfilter mit Trans-
missionsmaximum bei 440 nm (SWP 440) benutzt. Es ist dies ein Interferenzfil-
ter (OLSEN u. RYGAARD 1970) mit einem Transmissionsbereich, der bei ca. 450 mm
jdh abgeschnitten wird, weshalb man ein Sperrfilter benutzen kann, daB die
Passage des Lichtes {iber diese Wellenldnge gestattet, und man wird somit so-—
zusagen all das ausgesandte Fluorescenzlicht verwerten kdnnen. In dieser
Arbeit wurde Sperrfilter GG 455 angewandt.

Abb. 2. zeigt die ermittelten Resultate. Es ist aus der Abbildung ersicht~
lich, daB eine sichere Geschlechtsbestimmung mit diesen 2 Personen nach 6
Wochen noch immer m8glich war, da sich weder falsch positive noch negative
Werte fanden. Nach 6 Wochen fand sich eine Spur minnlicher Herkunft mit nur
77 positiven Zellen, aber dies war doch hher als der hdchste Befund fiir Spu-
ren weiblicher Herkunfrt.

Um die Bedeutung der Filtertechnik fiir das Ergebnis zu beleuchten, wurden
10 mdnnliche, 3 Wochen alte Blutspuren vom gleichen Probanden wie oben unter-
sucht. Prédparate von diesen 10 Spuren wurden wie oben beschrieben angefertigt.
5 wurden mit der "gewdhnlichen" Filterkombination: BG 12 -~ 530 und 5 mit der
Kombination SWP 440 - 455 ausgezdhlt. Diese Untersuchung kann nicht blind aus=-
gefithrt werden, da die Filterkombination unmittelbar aus der Farbe des Pri-
parats hervorgeht; es fand sich aber eine markant grdssere Anzahl Y-chromosom-—
positiver Zellen mit der neuen Filterkombination (Tabelle 1). Der gesamte
Unterschied fand sich bei einem y? Test signifikant, p < 0,01.

Es wurden ferner frische Blutausstriche von 5 minnlichen Versuchspersonen

untersucht. Von den Personen wurden je 2 Ausstriche untersucht, und zwar so,
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Abb. 2. Die prozentuale Anzahl Y~fluorescenzpositiver Zellen als Funktion des
Alters von Blutspuren auf Glas. Der Durchschnitt, der gr&8te und der kleinste
Wert sind eingezeichnet. x—~--x: Spuren minnlicher Herkunft. o---—-o Spuren
weiblicher Herkunft

Tabelle 1.

Anzahl Y-pos.
Zellen von 5x50
mit SWP440 — GG455 13 +10+ 11 + 16 + 13 63

Anzahl Y-pos.
Zellen von 5x50
mit BG12 - 530 9+ 9+ 8+ 4+ 6 36

Gegeniiberstellung der zwei Filterkombinationen zur Unter=-
suchung der Y-Chromosomfluorescenz in 3 Wochen alten Blut-—
spuren auf Glas

da die Zahl der Y-chromosompositiven Zellen mit beiden Filtertechniken unter-
sucht wurden. Die Identitidt der einzelnen Pridparate war dem Untersucher nicht
bekannt und er wuBte also nicht, welche zusammengehdrten. In jedem Priparat
wurden 50 Zellen ausgezidhlt. Tabelle 2 zeigt die erzielten Resultate. Der
Unterschied ist bei einem t~Test signifikant befunden, t = 5,4, p < 0,0l. Es

gab eine deutliche Variation der ausgezdhlten Zellen von Person zu Person und
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Tabelle 2.

Person Nr. 1 2 3 4 5 Insgesamt

Anzahl Y-pos.
Zellen von 50
mit SWP440 — GG455 39 37 19 34 42 171

Anzahl Y-pos.
Zellen von 50
mit BG12 - 530 36 35 13 29 36 149

Blindversuch mit 5 minnlichen Probanden. Die Blutausstriche von
Venenblut wurden fiir jede Person mit den beiden beschriebenen
Filterkombinationen untersucht

es sei noch bemerkt, daR die midnnliche Versuchsperson aus der Abb. 2 die Per-

son mit der niedrigsten Zahl ist.

DISKUSSION

Die in der Abb. 2 gezeichnete Kurve zeigt ein geringeres Absinken als in frijhe-
ren Arbeiten beschrieben. SCHWINGER 1972 fand schon nach 34 Tagen die erste
mdnnliche Spur, in welcher kein Y-Chromosom nachgewiesen werden konnte. Diese
Arbeit 148t sich jedoch nicht direkt mit der vorliegenden vergleichen, da die
Blutspuren auf dem Objekttriger ausgestrichen sind, auf dem sie aufgetropft
sind, widhrend sie in der vorliegenden Arbeit auf einen anderen Objekttriger
gebracht und ausgestrichen wurden, wodurch die Zahl der Y-chromosompositiven
Zellen (nach PHILLIPS e# al. 1971) abnimmt. In der Forensischen Praxis wird

es vermutlich nur ausnahmesweise vorkommen, da8 Blutspuren im Mikroskop be-
handelt und untersucht werden k&nnen, ohne auf einen Objekttridger gebracht

zu werden.
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