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The Measurement of Testosterone Content of Blood Stains 
for the Criminalistic Determination of Sex 

Summary. The authors have examined the testosterone content of the blood 
samples from 32 women and 24 men by a radio-immunoassay technique in 
order to prove tihe method to be suitable to determine the sex from blood 
stains in criminalistical investigations or not. 

Based on the analysis of the results the testosterone determination can 
reliably be used tO decide whether the blood stain was of female or male origin 
if the concentration is referred to the protein content. 
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Zusammenfassung. Es wurde der Testosteronegehalt der Blutproben yon 32 
weiblichen und 24 m~tnnlichen Probanden mit der Radio-Immunoassay- 
(RIA)-Methode untersucht, um zu ermitteln, ob das Verfahren zur Ge- 
schlechtsbestimmung bei der kriminalistischen Untersuchung von Blutproben 
geeignet ist. 

Aufgrund der Ergebnisse ist festzustellen, dab die auf Proteineinheiten 
bezogene Testosteronbestimmung mit dem RIA-Verfahren mit Sicherheit zur 
Entscheidung der Frage herangezogen werden kann, ob ein Blutstropfen von 
einer Frau oder einem Mann stammte. 

Sehliisselw6rter: Blutspuren, Geschlechtsbestimmung - Geschlechtsbestim- 
mung, in Blutftecken - Testosteronbestimmung, Blutflecken 

ZU den wichtigsten Fragen der Kriminalistik geh6rt die Feststellung, ob ein Blut- 
fleck von einem Mann oder einer Frau herrtihrt. Ihre Beantwortung stellt auch 
heute ein schweres Problem dar, da die Bestimmung der Y-Chromosomen- 
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f requenz selbst  in den HS.nden des gefibten Untersuchers  eine sehr arbei ts-  
aufwendige Aufgabe  ist [5, 8]. Bei MS_nnern k6nnen  auch falsch negative Ergeb-  
nisse v o r k o m m e n  [4]. Nach Schwinger  und  Tr6ger  (1977), sowie neueren Mit-  
tei lungen yon T h o m s e n  (1978) s ind die individuel len  Unterschiede erheblich;  die 
H~iufigkeit des Y - C h r o m a t i n  lgl3t mit  zunehmender  Lage rungsdaue r  des Blut-  
flecks - -  auch unter  op t ima len  Bedingungen - -  schnell  nach; bei Aufbewahren  in 
v o n d e r  R a u m t e m p e r a t u r  abweichenden  Tempera tu r en  ist die Verminderung  
derar t  beschleunigt ,  dab  das Mate r i a l  schon innerha lb  einer Woche  zur Unter -  

suchung u n b r a u c h b a r  werden kann.  
Dies veranlal3te uns,  nach einer anderen,  die Bean twor tung  der  F rage  er- 

m6gl ichenden  Me thode  zu suchen. 
Die R I A - M e t h o d e  der  Tes tos t e ronbes t immung  erschien von mehreren  Ge-  

s ich tspunkten  ftir unsere Zwecke  geeignet,  da  der  Se rum-Tes tos te rongeha l t  aus- 
gesprochene Geschlechtsunterschiede  aufweist ,  Bei F r a u e n  gibt  es keine zyklische 
Schwankung  [3], bei MS.nnern sind das Serum-Tes tos te ronn iveau  beeinf lussende 
pa thologische  Zustfinde selten, und  die Ver~inderung ist auch dann  nicht  so hohen  
Grades  [7, 9, 12], dab  der  geschlechtl iche Untersch ied  nicht  bewer tba r  w~ire. 

Das  Tes tos te ron  ist - -  wie die Verb indungen  mit  Sterangert~st a l lgemeinhin  - -  
ein sehr stabiles Molekti l ,  es erleidet  auch nach mona te l ange r  Lagerung  keine 
Zersetzung und  ist thermischen wie auch chemischen Einfli issen gegeni iber  wider-  

standsffihig: 
Die R I A - M e t h o d e  ist - -  in Anbe t r ach t  ihres A n t i g e n - A n t i k 6 r p e r - R e a k t i o n -  

Charak te r s  - -  ein augergew6hnl ich  spezifisches Verfahren  und dank  ihrer  iso- 
topischen MelStechnik auch hochgrad ig  empfindl ich.  Ihre 10-12g-Sensibilit~it ist 
bei kr iminal i s t i schen Unte r suchungen  - -  wo dem Untersucher  oft  nur  winzige 
Blutmengen zur Verft igung stehen - -  ein besonders  wichtiger  Ges ich t spunkt .  

Material und Methodik 

Zu den Versuchen fand ein vonder WHO herausgegebenes Testosteron-Antiserum und von den 
Radiochemical Centre Amersham, England in den Handel gebrachtes tritiiertes Testosteron mit 
einer spezifischen Aktivitgt von 93 Ci/nmol Verwendung. 

Die Charakteristika der in Kaninchen gegentiber Testosteron-3-carboxymethyloxim-BSA- 
Antigen produzierten Testosteronantik6rper mit ihrem Titer von 1:210000 sind: 
Spezifitfit: % Kreuzreaktion: 

5 a-Dihydrotestosteron 14 
4-Androstendion 0,8 
Cortisol < 0,001 
5 a-Androstandiol 6 
5 Androstandiol 2,1 

Der Testosterongehalt der Proben wurde nach Aso und Mitarb. (1975) mit der RIA- 
Methode von Brenner nnd Mitarb. (1973) unter der Abwandlung bestimmt, dab wir vonder 
chromatographischen Reinigung der Extrakte Abstand nahmen. Dies war erm6glicht durch die 
gute Spezifitfit der Testosteronantik6rper. Die Trennung des gebundenen und des freien 
Testosteron geschal) mit i% aktiver Tierkohle. 

Die Messung der Isotopen-Aktivitfit geschah mittels Liquidszintillations-Spektrometer 
Type ISOCAP-300. 
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Empfindlichkeit de~c Methode: 5-10pg (90% B/B0). 
Die yon den Modellversuchen benutzten Blutproben stammten von 32 unausgewShlten 

Frauen und 24 unausgewfihlten Mfinnern. Die einzelnen Proben wurden in zwei Teile geteilt: 
aus dem einen wurde der Testosterongehalt des Serums bestimmt und yon dem anderen 2 × 20 gl 
auf gewaschene Leinwand getr~iufelt und eingetrocknet. 

Das Trocknen erfolgte bei Raumtemperatur; die aus ein- und derselben Probe stammenden 
Flecke wurden nach 48h bzw. nach 6 Wochen untersucht wie folgt: 

Der gesamte Fleck wurde ausgeschnitten, mit der Schere zerkleinert, dann in 2ml physio- 
logischer Kochsalzl6sung 30 rain bei 60°C unter Scht~tteln eluiert und anschlieBend mit 10 ml 
Athzer extrahiert. 

Die Extrakte wurden trockengedampft, nach Zugabe von 0,3 ml RIA-Puffer (0,1M Na2HPO4, 
NaH2PO4, 0,9% NaC1, 0,1% Gelatine und 0,1% Na-Azid) 0,1 ml davon in RIA-Bindung ge- 
bracht und aus 0,1 ml --  bei Anwendung von tritiiertem Testosteron als innerem Standard - -  
Zurfickgewinnungsversuche unternommen. 

Ergebnisse und Besprechung 

Der Testosterongehalt der getesteten Sera entsprach den normalen klinischen 
Werten mit ausgesprochenem Geschlechtsunterschied: der Testosterongehalt im 
Blut der Mfinner betrug ca. das Ft~nffache yon dem der Frauen (Abb. 1). 

In den von den Frauen entnommenen Blutproben - -  auf Leinwand getrfiufelt - -  
bewegte sich der Testosteronwert nach 48stfindiger Inkubation zwischen 9,6 und 
34,2 pg; Mittelwerte: 22,76 + 8,7 pg/20 gl. 

Die von den Miinnern stammenden Flecken enthielten durchschnittlich 93,5 + 
24,7 pg Testosteron. Der niedrigste gefundene Wert betrug 68,4 und der h6chste 
129,5 pg. 

Die sechsw6chige Lagerung bewirkte keinerlei Anderung im Testosteronge- 
halt; es resultierten praktisch mit den nach 48 h erhaltenen tibereinstimmende 
Werte (Abb. 2). 

Bei Anwendung eines inneren Standards war ein Rfickgewinn von 95 + 3,6% 
zu verzeichnen, d.h. die angewandte Eluierung war yon hohem Wirkungsgrad 
und Irrtumsm6glichkeiten infolge eventuell unvollkommener Elution waren be- 
friedigenderweise auszuschliegen. 

Da die mit der automatischen Pipette aufgenommenen 20 gl Blut auf der Lein- 
wand Flecke von 0,5-1cm 2 Gr6ge ergaben, schien es wahrscheinlich, dab im 
Falle der Untersuchung eines unbekannten Blutfleckes die identische - -  z.B. 
1 cm 2 - -  Gr6ge der Flecken keine adfiquate Vergleichsbasis bietet. Zwecks Stan- 
dardisierung haben wir dann nach der Methode von Lowry (1953) auch den Ei- 
weiBgehalt der Blutflecken von sechs Mfinnern und ftinf Frauen bestimmt. Der auf 
10mg Protein bezogene Testosterongehalt betrug bei Frauen 12,1-33,4pg; bei 
Mfinnern hingegen 80,1-220pg, was eine gute M6glichkeit zur Ermittlung der 
Geschlechter bedeutet. 

Aufgrund der Ergebnisse halten wir bei der Untersuchung unbekannter Blut- 
flecke unbedingt die Bestimmung des EiweiBgehaltes ftir erforderlich, da der auf 
Protein-Einheit bezogene Testosterongehalt zur Differenzierung der Geschlechter 
eine sicherere Grundlage bietet als die Untersuchung pro Einheit Fleckgr6Be 
(Abb. 3). 
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Abb. 1. Testosterongehalt weiblicher und mgnnlicher Sera. Mittel_+ SD; n = Zahl der Ffille 

Abb. 2. Testosterongehalt der aus gewaschener Leinwand eluierten weiblichen und mgnnlichen 
Blutflecke nach 48stiindiger und sechsw6chiger Lagerung bei Raumtemperatttr. Mittel_+ SD; 
n = Zahl der F~Ule 
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Abb. 3. Testosterongehalt weiblicher und m/innlicher Blutproben 
auf 10 mg Eiweil3 bezogen 

Die Ergebnisse der Modellversuche lassen feststellen, dab die mit der RIA- 
Methode erfolgende Bestimmung des auf Proteineinheiten bezogenen Testoste- 
rongehaltes mit grol~er Sicherheit zur Entscheidung der Frage herangezogen 
werden kann, ob ein Blutfleck von einem Mann oder von einer Frau hergerOhrt 
hat. 

Die Ausdehnung der RIA-Methode in weiteren Kreisen dfirfte auch ihre 
routinem~f~ige kriminalistische Anwendung m6glich machen. 
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