Zum Beweiswert des Schwangerschaftsnachweises an Blutspuren
mittels fotometrischer Aktivit&dtsbestimmung der hitzestabilen
alkalischen Phosphatase (hAP)

Reliability of the forensic diagnosis of pregnancy
from bloodstains by photometric determination of the heat-
stable alkaline phosphatase activity
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ZUSAMMENFASSUNG: Dex Nachweis von hitzestabiler alkalischer Phosphatase in
einen Blutspur ist §lin das Vorliegen von Schwangerenblfut
und/oden Gebuwrtsblut nicht beweisend. Es Ldsst sich im EinzeLfall nicht aus-
schliessen, dass es sich dabei auch um Menstruationsbfut oder um mit vagina-
Len Ausscheidungen vermengtes Verletzungsblut handefn kann.

SUMMARY: The presence of heat-stable alkaline phosphatase activity in blood

stains cannot be considened to be indicative of venous blood of a
woman in pregnancy and/or of bLood from parturition. 1t cannot be excluded
that such a blood stain could also originate grom menstrual discharge orn grom
blood that became mixed with vaginal secretions.

EINLEITUNG

Auf einem 8ffentlichen Parkplatz eines Schweizer Ferienortes waren eine grosse
Blutlache festgestellt und in der Umgebung ein blutiges Stoffstiick sowie im
Miilleimer einer Toilette ein durchbluteter Damenslip sichergestellt worden.
Wir erhielten die Asservate von der Polizei um abzukliren, ob das Blut even-
tuell von einer Schwangeren bzw. von einer Geburt stammen konnte.

Im Rahmen der Untersuchungen fiihrten wir an den Blutasservaten u.a.
einen fotometrischen Nachweis zur Aktivit&dt von hitzestabiler alka-
lischer Phosphatase durch, hatten doch Qepen und Kéhlen (1977) darauf
hingewiesen, dass dievon {hnen modifiziente Methode von Oya, Asano und Fuwa
(1973) eine sichere Unterscheidung von venbsem Schwangeren- und Nichtschwange-
nenblut enlaube, und dass dies auch fin PRazentabfut gelte.

Zur Kontrolle wurden von uns noch Menstruationsblutspuren zur En-
zymreaktion angesetzt. Da sowohl in den polizeilichen Blutasserva-
ten als auch in den Menstruationsblutspuren eine Enzymaktivitédt
festgestellt werden konnte, flihrten wir zur Ueberpriifung dieses
Befundes nunmehr an zahlreichen eingetrockneten Menstruationsblut-
proben eine fotometrische Bestimmung von durch hitzestabile alka-
lische Phosphatase freigesetztem p-Nitrophenol durch.

Eine im Menstruationsblut im Vergleich zu Blut aus dem Kreislauf erhdhte Enzym-
aktivitdt hatten bereits Smith, Hunter und Spadoni (1970) beschrieben, wobei
allerdings nicht unterschieden wurde zwischen hitzestabiler und -labiler Frak-
tion des Enzyms. Dieselben Autoren wiesen - wie andere auch - ausserdem darauf
hin, dass der Anteil an alkalischer Phosphatase in Geweben/Sekreten des weibli-
chen Genitaltraktes zyklusabhingig sei; sie stellten dariiber hinaus in eigenen
Untersuchungen fest, dass es bei der Behandlung von Patientinnen mit Gonadotro-—
pin zu einer starken ErhShung der Enzymaktivitdt in der Cervixschleimhaut kommt,
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und dass dies auch bei der Verabreichung von Progesteron-haltigen Prdparaten
der Fall sei.

Ohne ndher darauf einzugehen, inwieweit die Untersuchungen von

Smith et al. (1970) im einzelnen von anderen Autoren bestitigt wurden,
erschien es uns angebracht, neben Menstruationsblutproben und Blut-
spuren von Frauen, die geboren hatten, zur Kontrolle auch einige un-
blutige Vaginalabstriche sowie Spermaspuren aus Notzuchtdelikten
mitzufihren.

METHODEN

Material

- 91 Menstruationsblutproben (Tampons, Binden, Wasche) von 28 Frauen

- Auf Baumwollstoff aufgetropftes Blut aus einer Fingerbeere von 23 der 28 Frauen

- 32 mit Blut befleckte Binden von 19 Frauen, die eben erst oder am Tag zuvor ge-
boren hatten

- 8 Vaginalabstriche und 4 (mit Vaginalsekret vermengte) Spermaspuren (aus Not-—
zuchtsachen; Schwangerschaftstest soweit bekannt negativ)

- Auf Baumwollstoff aufgetropftes Kapillarblut von mdnnlichen Probanden (Leerwerte) .

Fotometrischer Aktivitdtsnachweis der hAP

Der Aktivitdtsnachweis erfolgte mittels der von Oepen und Kih€er (1977)
modifizierten Technik nach Oya, Asano und Fuwa (1973):

1. 3x1 cm? (oder weniger) Spuren—-/Kontrollmaterial ausschneiden und zerstlickelt
mit Carbonat-Puffer pH 10.05 nach Delory und King (1945) bedecken.
Puffer: 0.1 M Na2C03 - 0.1 M NaHCO3 - 1:1

2. Eliminieren der hitzelabilen AP; Inkubieren der Ansétze: 40 Min. bei 60°C.
Anmerkung: In der Vorschrift von Oepen und Kbhler (1977) wird den ausge-
schnittenen Probenstiickchen 0,5 ml Puffer zugegeben. Wegen der starken
Saugfihigkeit der Tampons/Binden erhdhten wir die Menge zugegebenen Puffers
in der Weise, dass nach dem Eliminieren der hitzelabilen AP 0,5 ml LGsung
herauspipettiert und in ein neues R8hrchen iibertragen werden konnten.

3. 0,5 ml Substratldsung zugeben und die Ansdtze wéhrend 24 Std. bei 370C zur
Enzymreaktion inkubieren. SubstratlSsung: 0,443 g 4-Nitrophenylphosphat Di-
natriumsalz - MERCK Nr. 6850) in 100 ml 0.001 N HCl.

4. Unterbrechen der Enzymreaktion mit 1 ml 10%-iger Trichloressigsdure.

5. Ans#tze durch Faltenfilter (S&S 595 1/2) filtrieren.

6 0,5 ml Filtrat (klar, farblos) mit 2 ml 0.2 N NaOH alkalisieren [Gelbfir-

bung bei positiver Enzymreaktion (Substratspaltprodukt: p-Nitrophenol].

7. Absorptionsmessung gegen Leerwert (Absorptionsmaximum fiir p-Nitrophenol:
395-405 nm)

Ieerwertansitze (Reihenfolge des Vorgehens): 1./2./4./0,5 ml Substratl&sung/
5./6./7. Leerwertersatz: midnnliches Probandenblut (Ansatz wie Spuren, 1.-7.)

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Ergebnisse sind in Abb. 1 und Abb. 2 dargestellt.

Wesentlicher Befund unserer Untersuchungen ist, dass selbst ein ho-
hes Absorptionsmaximum beim fotometrischen Aktivit&dtsnachweis von
hAP im Einzelfall das Vorliegen von Blut einer Schwangeren oder von
Blut, das die Geburtswege passiert hat, nicht beweist, sondern allen-
falls als Hinweis hierfiir interpretiert werden darf. Auch Menstrua-
Xlonsblute kdnnen einen sehr hohen Gehalt an aktivem Enzym aufweisen,
und dies kann durchaus auch fiir blutige Vaginalabstriche einer Frau zu-
treffen, die z.B. bei einem Geschlechtsverkehr verfetzt wurde. Um-
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gekehrt kann es vorkommen, dass Blutflecken von einer Geburt rela-
tiv wenig absorbieren; bei Beriicksichtigung, dass Blute von Schwan-
geren eine rund 3-5 mal geringere Enzymaktivitdt aufweisen als Ge-
burtsblutspuren (Oya et al.1973, Oya 1985}, fallen diese in einen Absorp-
tionsbereich, in welchem immer mit dem Vorliegen von Menstruations-
blut gerechnet werden muss, und in welchem auch Mischspuren aus Va-
ginal (-Sperma) sekret und Blut absorbieren. Der Aktivititsnachweis von
hitzestabiler alkalischer Phosphatase in Blutspuren Lisst somit verschiedene In-
tenpretationsmiglichkeiten zu. Aus einem positiven Aktivit&dtsnachweis
darf jedenfalls nicht (wie bei Oya et al.1973, Oya 1985, Oepen und Kihler
1977) vorbehaltlos (Ausnahme Regan-Enzym) auf Schwangeren-/Geburts-
blut geschlossen werden. Welche der oben angefiihrten Interpreta-
tionsmbglichkeiten im Einzelfall die richtige ist, kann nur iliber
weiterfiihrende Untersuchungen zu kl&ren versucht werden.

So haben wir zur Beurteilung des Absorptionsergebnisses des eingangs beschriebe-
nen Falles sowie an Spurstichproben von Menstruationsbluten von 23 Frauen einen
Schwangerschaftstest durchgefiihrt (ORTHO BETA-20 EIA MONOKLONAL). In keinem An-
satz liess sich beta—HCG (Human Chorionic Gonadotropin) nachweisen; im Gegensatz
dazu war in allen Stichproben der Geburtsblute beta-HCG Schwangerschafts—indizie-
rend vorhanden. Fiir spite Schwangerschaftsstadien diirfte sich auch der Nachweis
von HPL (Human Placental Lactogen) eignen.

Da keine der untersuchten Blutspuren aus der Fingerbeere der Frauen, von wel-
chen wir Menstruationsblut erhalten hatten, sich durch eine relevant stirkere
Absorption vom m#nnlichen Probandenblut unterschied, kann eine fotometrische
Bestimmung der hAP im Venenblut als weiteres Kriterium herangezogen werden, ob
eine Blutspur nun tatsdchlich von einer menstruierenden Frau verursacht worden
sein kann bzw. allenfalls von einer Frau stammen kdnnte, die beim Geschlechts-
verkehr verletzt wurde; basierend auf den Befunden von Oya sowie Kdhler miiss—

te n#mlich Blut von Schwangeren im Gegensatz dazu eine Enzymreaktion aufwei-
sen.

Im eingangs geschilderten Fall bestdtigten unsere Befunde (hAP, Schwangerschafts-—
test sowie weitere Untersuchungen) die Aussage der ermittelten Spurenverursache-—
rin: {iberraschend starkes Einsetzen der Menstruation nach einem Geschlechtsver-
kehr.
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