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Methoden der Fermentforschung wurden bisher erst in beschrank- 
tern Mal~e ffir die Aufgaben der forensischen Spurenuntersuehung heran- 
gezogen. So benutzte B. s162 den Nachweis der Speiehe]amylase 
zur Erkennung yon Speichelffecken; SCHWARZ** zeigte, da$ durch 
quantitative Bestimmung der Katalase und Peroxydase in geeigneten 
F~llen das Alter yon Blutspuren ermittelt werden kaun. Im  Folgenden 
soll nun tiber Erfahrungen mit der Bestimmung eines weiteren Fer- 
mentes in Spuren beriehtet werden. 

Im Verlaufe yon Untersuchungen fiber das postmortale Verhalten 
der Diaminoxydase (Diaminoxydase--His taminase)  f~nden sich in 
der einschlSgigen Literatur ttinweise, welche die Bestimmung dieses 
Fermentes zur Verfeinerung des Spurennachweises in geeigneten F~llen 
aussiclltsreich erscheinen lieften. Zun~chst ergab sieh die Notwendig- 
keit, durch Vorversuehe die Spezifit~t des Vorkommens sowie die 
Haltbarkeit  und Nachv/eisbarkeit der Diaminoxydase in Spuren zu 
lorfifen und eine geeignete Naehweismethode herauszufinden. Dazu 
qieferte das Sehrifttum bereits z~hlreiche An:~altspunkte. Es erseheint 
daher angebraght , zun~chst in gedr~ngter ]~orm fiber die Ergebnisse 
der bisher{gen Forsehungen zur Kenntnis der Diaminoxydase zu 
beriehten. 

Im Jahre 1929 entdeckte B]~sT 1 im Ansch]ul~ an DALES Untersuchungen 
tiber den I-Iistamingeha]t yon Organen ~ ein Histamin abbauendes Ferment, das 
er Histaminase nannte. 

Die Substratspezi/itiit dieses Enzyms wurde mehrfach nachgepriift; dabei 
stellte ZELL]~R 3 lest, dab aul3er Histamin noch versehiedene andere Diamine, 
wie Putrescin, Cadaverin, Agmatin durch I-Iistamin~,se abgebant werden. Z~LL~I~ 
schlug deshalb fiir dieses Ferment, entspreehend der Monaminoxydase yon 
RICI-IT~lZ, PuG~I und Qt~AlZT~L a, die Bezeichnu~g Diaminoxydase vor. Bei 
spateren Untersuchungen land er jedoch, daft nich~ nur Diamine, sondern auch 

* MUBLLE~, B. : Dtseh. Z. gerichtl. Med. 11, '2 [1 (1928). 
** ScnWARz: D~sch. Z. gerichtl. Med. ~7, 1 (1937). 
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Tri- und Tetraamine, wie Spermidin und Spermin, zu den Substraten der Diamin- 
oxydase geh6ren, welche demnach auch als Polyaminoxydase bezeichnet werden 
kSnnte. 

Bau der Diaminoxydase. Wie viele Fermente  besteht vermutlich auch dic 
Diaminoxydase aus einer prosthetischen Gruppe und einem Tragerprotein, 
welches sieh durch Einwirkung yon Trypsin und Papain zerstSren l ~ t ;  dabei 
verl ier t  das Ferment  seine Aktivit~t .  Nach Untersuehungen yon ZELLER 5, 6, 7 
seheint es sieh bei der Wirkgruppe des Fermentes  um ein Flavin  zu handeln, 
welches an entseheidender Stelle eine Carbonylgruppe, vermutl ich yon Aldehyd- 
natur  enth~lt. 

Der Bealctionsmechanismus der Diamin-Diaminoxydasereaktion ergab sich 
auf Grund der Arbeiten yon BEST 1, 8, l~[CHENRY und GAVIN s sowie ZELLER 3, 5,10. 
Der Abbau der verschiedenen Substrate durch das Ferment  verl~uft unter  
Aufnahme yon Sauerstoff nnd Wasser, Abspaltung yon Ammoniak und Bildnng 
yon Hydroperoxyd.  Die Diamin-Diaminoxydasereaktion stellt also eine oxydative 
Desaminierung dar; die Diaminoxydase ist  wie die Aminos~ureoxydase und die 
Monoaminoxydase den Oxhydrasen zuzuordnen. Durch die Wirkung der Diamin- 
oxydase werden die abgebauten Diamine biologisch inaktiv, es entstehen Amino- 
aldehyde, welche ihrerseits wahrscheinlich durch Xanthinoxydase zu Amino- 
sguren, diese dureh Monaminoxydase wieder zu Aldehyden weiter abgebaut 
werden o. 

Uber  d{e Eigenscha]ten der ])iaminoxydase geben die Arbeiten von BEST 1, s, 
EDLBACttER und ZELLV.~, ZELLE~ 3, ~, 6, so und KI~S~ n Auskunft:  Die optimale 
Reakt ionstemperatur  liegt zwischen 37 und 38 ~ das pH-Optimum zwischen 
7,0 und 8,5. Die versehiedenen Substrate zeigen eine verschieden grebe Affinita~t 
gegeniiber dem Ferment ,  aueh ist  die Desaminierungsgesehwindigkeit bei ver- 
sehiedenen Substraten nieht die gleiehe. Cadaverin wird z. B. sehneller abgebaut 
als Histamin. Desaminierungsgesehwindigkeit und Affinitat gehen aber nicht 
parallel. Ein  Substrat  mi t  grSl3erer Affinitgt vermag ein anderes im Konkurrenz- 
versuch durch v511ige Blockierung des Fermentes  veto Abbau auszuschalten. 
So wirken Spermin und Spermidin gegeniiber den Diaminen als , ,competitive 
inhibitors".  Auf die Diamin-Diaminoxydasereaktion fiben verschiedene KSrper 
in charakteristiseher Weise eine mehr oder'.~wenige.r starke Hemmungswirkung 
aus (so z. B. Kaliumcyanid, Carbonylgruppenreagenzien usw.), welcher Umstand 
bei Fermentbest immungen zur Identifizierung der Diaminoxydase verwendet  
werden kann. Die Diaminoxydase der tierischen Gewebe ist ein verh~ltnis- 
mal]ig unempfindliches Lyo-enzym, das auf versehiedene Weise in haltbare 
Trockenpr~parate fibergeffihrt werden kann. Das Ferment  kann durch Adsorption 
an Fuller- oder Bleieherde gebunden, dann aber nur sehwer wieder eluiert werden 3,v. 
Durch Erwarmen auf 600 oder Einstellen des p g  auf 3,0 wird die Diaminoxydase 
raseh zerst6rt. 

Die Bestimmungsmethoden fiir die Diaminoxydase griinden sich auf den 
Mechanismus der Diamin-Diaminoxydasereaktion bzw. den Naehweis spezifi- 
scher Substratwirksamkeit.  1. Chemische Verfahren : Die bei der Diamin-Diamin- 
oxydasereaktion verbrauchte Sauerstoffmenge, im WA~BURG-Apparat mano- 
metrisch gemessen, bildet ein Mal3 fiir die vorhandene Diaminoxydasemenge 5. 
Desgleiehen kann die t i t r imetrisch oder nach Nel~lerisierung des Destillates 
eolorimetrisch best immte Ammoniakmenge aus der Diamin-Diaminoxydase- 
reaktion zur Best immung der Diaminoxydase benutzt  werden 7. ZELLER 12 gab 
weiterhin eine Diaminoxydasebestimmung mittels Eutfarbung yon Indigodi- 
sulfonat dutch bei der Diamin-Diaminoxydasereaktion intermediar entstehendes 
I tydroperoxyd an. SehlieBlich kann nach Ablauf der Diamin-Diaminoxydase- 
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reaktion die Bestimmung des noch unver~nderten Substratanteiles als MaB ffir 
die in Aktion getretene Fermentmenge dienen. So kann bei Verwendung yon 
Histamin als Substrat dieses durch Bestimmung der NH2-Gruppe der Seiten- 
kette nach VAN SLYK~ ermittelt werden. 2. Biologische Veffahren: Die aus der 
Diamin-Diaminoxydasereaktion restierende ttistamimnenge wird auf Grund der 
pharmakologischen Wirkungen dieses Stoffes am Blutdruck der narkotisierten 
Katze (BEST und Mc t t ~ r  s) oder am isolierten atropinisierten Meerschweinchen- 
dfinndarm (WERL~ und HE~RMAZr 13) gemessen. 

Auch fiber das Vorlvommen der Diaminoxydase liegen zahlreiche Unter- 
suchungen vor. WE~LE 14 f~nd teilweise betrachtliche Histaminabbauwerte durch 
Diaminoxydase yon Bakterien (so z .B.  Coli, Fluorescenz, Pyoeyaneum und 
Proteus, nieht dagegen Enteritis, Typhus usw.) und Pilzen; auch in Pfianzen 
wurde teilweise Diaminoxydase angetroffen. Von tierischen Geweben ergaben sich 
vor allem ffir Niere (besonders deren Rinde), Darraschleimhaut, l%benniere, 
Pankreas und Placenta hohe Diaminoxydasewerte 6,15,16, iv, ~s. Von den KSrper- 
fliissigkeiten zeigt das Blur einen niedrigen Diaminoxydasespiegel, welcher 
bei verschiedenen Krankheiten (Tuberkulose 19, Vitiligo 2~ allergisehe Erkran- 
kungen13, 21, Diphtherie und Seharlach 1~ erniedrigt, w~hrend der Sehwanger- 
schaft ~, ~8, e4,25, 26 bedeutend erhSht ist. Die letztere Tatsache wurde yon W~RLE 
u n d  EFFKE-~[ANI~ 26 sowie  ZELLER und BIRKttXUSER 25 bei der Ausarbeitung yon 
Methoden zum Sehwangerschaftsnachweis benutzt. Im t tarn ist die Diamin- 
oxydase wahrend der Graviditat nicht vermehrt (WERLE 27). Im Sperma wurde 
yon ZELLER 2s ein Diaminoxydasegehalt gefunden, weleher die Werte des Normal- 
serums um etwa das ]00faehe fibertrifft. 

Ober die Bedeutung der Diaminoxydase und ihres Vorkommens im Zusammen- 
hang mit den vielseitigen patho-physiologischen Wirkungen ihrer Substrate, 
besonders des I-Iistamins, und ihre Anwendung in der Therapie liegt gleiehfalls eine 
Ffille inte~essanter ~it teilungen vor, welche aber in diesem Zusammenhang 
nicht berficksichtigt werden kSnnen. Es sei sehlieBlieh noch ~ngeffihrt, dab 
man mit tIilIe bekannter Diaminoxyd~semengen quantitative Histaminbestim- 
mungen durehffihren kann, wie W. LAv]ss ~s~ mit Hilfe der WA~Bu~-Technik 
nachgewiesen hat. 

Bei  der  Auswah l  eines fiir meine  Zwecke  gee igneten  D i a m i n o x y d a s e -  
nachweisver~ahrens  war  e inmal  zu ber t ieks icht igen,  dab  es mSgl iehs t  
e infach du rch f i i h rba r  sein sollte,  d a m i t  seine A n w e n d u n g  in der  forensi-  
schen P r a x i s  n ich t  yon  vo rnhe re in  i l lusor isch ersehiene.  Andere r se i t s  
so]Ite die Me thod ik  eine aus re ichende  Me2genau igke i t  i nne rha lb  
ger inger  K o n z e n t r a t i o n e n  b ie ten ,  weft bei  der  U n t e r s u e h u n g  yon  
F l e c k e n m ~ t e r i a l  nur  k le inere  W e r t e  erwar, t e t  werdeu  konn ten .  

Info lge  ih re r  Einfachhei~ schien zungehs t  die  ind igomet r i sche  Be- 
s t i m m u n g  der  D i a m i n o x y d a s e  n~ch Z s ~ n ~  ~e bes techend .  In  aus-  
gedehn ten  Vorversuehen  wurde  desha lb  diese Methode  naeh  den er- 
w'~hnten G e s i c h t s p u n k t e n  gepri i f t .  H ie rbe i  konn te  die  Er f~hrung  
Z]~n~E~s, dab  der  l%rbs to f f  u n t e r  den angegebenen  Bed ingungen  be im 
Ab lau f  der  D i a m i n - D i a m i n o x y d a s e r e a k t i o n  in der  Ze i t e inhe i t  zu-  
n e h m e n d  e n t f ~ r b t  wird ,  im wesent l iehen  bes t~ t ig t  werden.  Ans~tze  
yon  1 ccm der  d iu lys ie r t en  SpermalSsung  m i t  0,1 ccm einer  0,1-mol~ren 
Cudaver in lSsung  u n t e r  Zusa tz  yon 0,1 ecru der  Ind igod i su l fona t lSsung  
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(20 mg in 30 ccm Phosphatpuffer  yore p s  7,2) und primgrem Oktyl- 
alkohol, bei 38 ~ nach 15M in. O,2-Durchleitung inkubiert,  zeigten 
innerhalb yon 24 Stunden eine fast vSllige Entfgrbung. Durch Zusatz 
yon Kuliumcyanid bzw. Semicarbazid in 0,00004-molarer LSsung liel~ 
sieh die Entf~rbung verhindern. Vergleiehsansgtze mit Toranti] 
(Bayer) zeigten naeh 12--18 Stunden v5Ilige Entfgrbung. ZELLSR 1~ 12 
erklgrt die Entfgrbung yon Indigodisulfonat dutch die Diamin-Diamin- 
oxydasereaktion derart,  daI~ bei der Reaktlon intermedigr entst~ndenes 
I tydroperoxyd den Farbstoff  sekundgr oxydiere und damit  entf~rbe; 
die Ents tehung yon H20 ~ durch Autooxydat ion eines Dihydroflavins 
wies er dutch Sekund~roxydation yon H~moglobin und Xthylalkohol 
hath,  wobei die ~rbertr~gung des Sauerstoffs auf den zu oxydierenden 
KSrper mit  Hilfe einer peroxydatisch wirksamen Substanz (Katalase) 
gesehehe 29. Die Reaktion spiele sich in einem Potentialbereich yon 
d- 115 his - -  34 Millivolt ab. - -  Diesem Ged~nkeng~ng konnte ieh auf 
Grund meiner Versuche nicht ganz folgen. Indigodisulfonat lgBt sich 
dureh Reduktio n, nieht aber durch Oxydation entfgrben. Im Falle der 
Diamin-Diaminoxydasereaktion kSnnte naeh WSRLE Indigodisulfonat 
dureh Aufnahme des Substratwusserstoffs, der durch die Diaminoxydase 
gelockert wurde, entfgrbt  werden. Entweder tibernimmt das Disu]fonat 
den Wasserstoff direkt, oder - -  an Stelle yon Sauerstoff - -  yore redu- 
zierten Flavin. Dabei entsteht  abet kein Hydroperoxyd.  Ubrigens 
k~nn man Indigodisulfonat aueh dureh Alkalisation entfgrben; dieses 
Moment (l~H~-Bildung) kommt abet unter  den Versuchsbedingungen 
nieht zur Auswirkung, weft d~s Milieu ausreiehend gepuffert ist. Ent-  
fgrbtes Indigodisulfonat ge~vdnnt durch Luftoxydat ion oder Zusatz yon 
Hydroperoxyd seine Farbe znriiek (vgl. Indigo als Kiipenfarbstoff). 
Uber die Beeinflussung yon ~4thylalkohol und tt~moglobin dureh die 
Diamin-Diaminoxydasereaktion fehlen mir eigene Erf~hrungen. Trotz 
der gut reproduzierbaren Beeinflussung des genannten Redoxindicators 
dureh die Diamin-Diaminoxydasereaktion ersehien mir aber die indigo- 
metrische Methode zum l~aehweis kleiner Diaminoxydasemengen.nieht 
besonders gee[gnet. Wie Versuehe mit verschiedenen KSrperfliissigkeiten 
zeiglen~ wnrde Indigodisutfonat auch durch Inkubat ion mit  Sekret- 
ansatzen entf~rbt, welehe Diamino~ydase sieher nicht enthielten (Kon- 
trollen der gleichen Ans~tze mitte]s anderer Yerfahren zeigten keinen Ab- 
bau yon Histamin) ; andererseits gestaltete sich die stufenphotometrische 
Verfolgung der Entf~rbung, wie sie fiir Ans~tze mit geringen ]%rment- 
mengen notwendig ist, einigermal~en problematisch, wenn es sich um 
triibe oder gefgrbte Xxtrakte  handelte (Blutflecken); die yon Z~L~E~ 
fiir solche F~lle angegebene Enteiwei$ung mit Trichloressigsgure naeh 
Absehlul~ der Reaktion erwies sieh als unbrauchbar,  weft dureh die 
t~illung immer ein erheblicher Prozentsatz des Farbstoffes mitgerissen 
~ u r d e  
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Spezifisch fiir das Vorhandensein yon Diaminoxydase ist sicher 
der Nachweis des Abbaues ihrer Substrate. Bei der Wahl zwischen 
den rein chemischen Methoden zur Bestimmung z.B. des Histamin- 
abbaues und einem biologischen Verfahren ist die Erfahrung aussehlag- 
gebend, dab die ersteren sieher gr6Bere ~ehlerquellen bergen, weswegen 
kleinste Differenzen mit ihrer ttilfe sehlechter erfaBbar sind. Nach 
weiteren Versuchen mit der Bestimmung kleinster Histaminmengen 
am isolierten, atropinisierten Meerschweinchendiinndarm, schien mir 
schlieBlieh das yon WERLE und EFlrKE~IAN~I 23, 26 angegebene Ver- 
fahren fiir die Diaminoxydasebestlmmung in Sekret- und Blutfleeken 
am besten geeignet. 

Mit diesem Verfahren sollte vel~ueht werden, analog zu den unter 
giinstigen physiologischen Verh~]tnissen gewonnenen Befunden Sperma- 
flecken und Blutspuren bestimmter Herkunft dutch Diaminoxydase- 
bestimmungen zu erkennen und yon anderen Spuren zu unterscheiden. 

Nachweis yon Spermaflecken durch Diaminoxydasebestimmung. 
a-~ach ZELLER 28 ist ira menschlichen Sperma eine Diamino xydase- 

aktivit~t nachweisbar, welche diejenige des Blutserums um das etwa 
100fache fibertrifft. In versehiedenen Versuehen mit Frisehsperma 
konnten die Angaben ZV.LLE~s best'htigt werden: 1 ecnl Sperma be- 
wirkte in Ans~tzen mit 200 y Histamin einen durchsehnittlichen Abbau 
yon 120 y. Versuche mit Ejakulaten yon Personen mit Oligo-, Nekro- 
und Azoospermie zeigten, dab die Diaminoxydase in diesen Y~llen 
ebenso vorhanden und aktiv ist wie im Normalsperma. Diese Befunde 
stimmen mit den yon ZELLER mit der manometrischen bzw. indigo- 
metrischen Methode gewonnenen Ergebnissen gut iiberein. Die Dia- 
minoxydaseaktivit~t yon Sperma, welches einige Zeit in vitro aui'- 
bewal~rt wurde, nahm rasch ab. Bei Stehenlassen des Ejakulates 
bei Zimmertemloeratur war naeh 1--3 Tagen Diaminoxydase kaum 
mehr nachweisbar; die Aufbewahrung im Eisschrank verz6gerte die 
Zersthrung des ]%rmentes, verhinderte sie abet nicht. Eine Erk]i~rung 
fiir das Versehwinden der Diaminoxydase beim Stehenlassen yon 
Lhsungen kann deshalb nicht nur in einem langsamen Verbraueh des 
Yermentes dureh Rea.ktion mit seinen n~tiirlichen Substraten (in diesem 
l%ll Spermin, Sperm idin) gefunden werden, sondern ist vielleicht 
auch in einer Zersthrung des Tri~gerproteins durch aueh bei niedrigen 
Temperaturen wirksame Proteinasen zu suchen. 

Weiterhin wurden yon bekannten Spermamengen auf Yiltrier- 
paloier Ylecken hergestellt. Zu verschiedenen Zeiten nach der Ein- 
trocknnng wurden die t~lecken zerschnitten und mit Phosphatpuffer 
yore lO~ 7,2 bzw. mit Tyrodelhsung 1 Stunde extrahiert. Die Extrakte 
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TabeUe 1. 

Art des Materials 

Spermafleek aus / 
1 ecru, 8 Stunden alt 

( 
�9 Azoospermiefleek 1 Tag 

Mt (1 eem) . . . .  
8permafleek aus 

leem, 7Tage . . . 
Spermafleck aus 

ZurExtraktion 
verwendete 

Puffermenge 

2 �9 

2 
2 
2 
2 
2 

Ansatz mit 
ttistamin (~) 

2 
12 
24 
48 

100 
200 

100 

100 

Reakt.ionszeit 

�9 Min. 

120 
120 
120 
120 
120 
120 

120 

120 

Abgebaute 
Histamin- 
menge (r) 
= Di~min- 

oxydasewert 

2 
12 
24 
46 
50 
60 

48 

32 

0,7 ccm, 3 Wochen. 2 20 120 16 

~ a r d e n  mi t  2 - - 2 0 0 ~  His tamin  versetzt ,  die Ans~,tze und ~ n u s -  
kontrollen w~hrend 90--120 Min. unter  02 bei 37,5 o geschiittelt und 
dann die nicht abgebaute  His taminmenge am isolierten atropini- 
sierten Meerschweinchendiinndarm best immt.  Dabei  stellte sich heraus, 
dal~ die Di~minoxydase des Spermas durch den Trocknungsprozel~ 
nicht zerstSrt, sondern im Gegenteil ~ihnlich, wie es bei Acetontrocken- 
p r~pa ra t ende r  ~all  ist, konserviert  wird. Immerh in  ist in den ~lecken- 
extr~kten nurmehr  etw~ die H~lfte des Diaminoxydasewertes aufzu- 
finden, welcher der anMogen Menge frischen Spermas entspiicht,  
zumM wenn es sich um ~ltere ~lecken handelt .  A]s Grund ffir diesen 
~ermentschwund ist  wohl im wesenttichen die Sorption der ver- 
wendeten Unter lage und Verluste bei der Ext rak t ion  anzusehen. 

~Tie aus Tabelle 1 hervorgeht ,  wm~den yon Ext:rakten aus l~]ecken 
yon 1 ccm Sperms steigende Mengen His tamin his zu 24 y vollsti~ndig, 
yon 48 y noch 46 )~ abgebaut ;  der Diaminoxydasewert  eines 8 Stunden 
Mten Fleckens aus 1 ecru Sperma be t rag t  also 46. Bei Verwendung 
des gleichen Materials ~ a rdeh  bei Beschickung der Ansatze mit  100 
bzw. 200 His tamin  wurden 50 bzw. 60 ~ abgeb~ut.  Die abgebaute  
His taminmenge ~ndert  sich, wie W~RLE und EFFKEMA:~N ~ fiir Sehw~n- 
geTenblut zeigten, je nach Dosierung des Hist-~t,mins im Ansatz;  b e i  
Zusatz gr5Berer Histamindosen bau t  die gleiche Fermentmenge mehr 
ab, jedoch nicht den gleichen Prozentsatz  der Gesam*~menge wie bei 
kleinen Dosen (Eigenhemmung). 

Auch in Ejakulatf lecken bei Azoospermie lieB sich Diaminoxydase 
nuchweisml. 

Zusatz yon Cyanid bzw. Semicarbazid, oder Erhitzen der Ex t rak te  
auf 600 bewirkte ein fast  vSlliges Ausbleiben des Histaminabbaus.  

U m  zu untersuchen, ob sich mi t  Hilfe der Diaminoxydasebest im- 
mung in Spermaflecken ein spezifischer Spermanachweis ausarbeiten 
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Art des M~terials 

Tabelle 2. 

Ansatzmenge 
Histamin 

2 
l0 
2 
2 
4 
3 
2 
2 
6 
6 
2 
2 
2 
2 
2 
2 

l0 

[1 Tag alt . . . .  
Vagin~lsekretfieek ~1 Ta~ a alt . . . .  

(postmenstruell . 
Fluor albus . . . . . . . . . . . .  
Trichomonadenfluor . . . . . . . .  
Vagin~lsekret bei Gonokokken . . . 
Bartholinisekret . . . . . . . . . .  
Abscel3eiter . . . . . . . . . . . .  
Cervicalsekret . . . .  " . . . . . . .  
Desgl. bei Endometritis . . . . . . 
Trippereiter c~ . . . . . . . . . .  
Speichel . . . . . . . . . . . . . .  
I-larn . . . . . . . . . . . . . . .  
Nasenschleim . . . . . . . . . . .  ] 
Auswurf . . . . . . . . . . . . .  : 
SchweiB . . . . . . . . . . . . .  
Serum ~ . . . . . . . . . . . . . .  

2 
5 

20 

3 
2 

20 

2 
20 
10 

Schwangerenvaginalsekret . . . .  { 

Muttermilch . . . . . . . . . .  { 

Co]ostrum . . . . . . . . . . .  { 

I Abgebaute Histamin- 
menge in y = Diamin- 
I oxydasewert 

0,0 
0,2 
0,1 
0,0 ' 
0,3 
0,0 
0,1 
0,0 
0,3 
0,1 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,1 
0 , 0  " 
0,5 

0,7 
2,0 

4,0 

2,2 
0,4 
1,0 

1,1 
3,6 
0,5 

liege, m u g t e n  n u n  die verschiedens ten  Flecken organischer H e r k u n f t  
auf etwaigen Dian l inoxydasegeha l t  gepriift  werden.  Dabei  wurden  
die zugesetzten H i s t a m i n m e n g e n  yon vornhere in  wesent l ich kleiner 
gehalten,  da in  den meis ten  ~gllell  ke~ne oder eine n u t  geringe Diamin-  
oxydaseaktivit / i . t  zu erwarten war. Die zur Hers te l lung  der l~lecken 
verwendete ,  im einze]nen n ieh t  genau bes t immbare  Sekretmenge 
(Tupferabstr iehe) lag sch/itzungsweise zwisehen 0 ,3  u n d  2,0ecru.  
Extraktionszei- t :  1 S tunde ;  z u r  E x t r a k t i o n  verwendete  Fliissigkeits- 
menge :  2 - - 4  ccm; Reakt ionsze i t  : 120 Min. D a s  Material  wurde durch-  
weg frisch verarbei te t .  

Diese Versuehsreihe (Tabelle 2) zeigte, dab  die Ansg.tze mi t  F leeken 
voj1 verschiedenen Sekreten Diaminoxydasewer te  yon  0,0 bis h6ehstens  
0,5 ergaben.  Die un te r sueh ten  Sekrete schwangerer  F r a u e n  dagegen 
liel~en gegeniiber der Norm deut l ieh erh6hte Wer te  e rkennen .  Im  
Sehwangerenharn  ist  naeh  WERLE2~ eine D i a m i n o x y d a s e v e r m e h r u n g  
n ich t  anzutreffen,  well da.s :Nierenfilter ffir das F e r m e n t  n ieh t  durch-  
1/~ssig ist. Man kann  also sagen, dag der Diaminoxydasegeha l t  aller 
u l l te rsuchten  Sekrete des menschl iehen KSrpers  mi t  Ausnahme  yon  
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Schwangerenvaginalsekret, Colostrum und Muttermilch, .verglichen mit  
den Spermawerten praktisch gleich Null ist. Die Differenz gegeniiber 
den fiir Spermaflecken gefundenen Diaminoxydasewerten war so 
gro$, dal~ eine Abgrenzung ohne Schwierigkeiten mSglieh erschien. 
Es war jedoch zu beriicksichtigen, dab in der Praxis nicht immer so 
ausgiebige ~lecken vorliegen, wie sie dutch 1 eem Sperma zustande 
kommen; deshalb war zu untersuchen, yon weleher GrSl3enordnung 
an sich Spermaflecken durch Bestimmung der Diaminoxydase nach- 
weisen lassen. Es wurden deshalb steigende Mengen Sperma yon 
1 Tropfen -~ 0,05 ccm an zu Flecken verarbei tet ;  die Untersuchung 
der Flecken erfolgte nach 1 Tag wie oben beschrieben. Da noch eine 

etwaige Beeinflussung des 

S p e r m a f l e c k  
a l l s  (~cm 
E j a k u l a t ~  

Tabelle 3. 

A n s a t z  m i t  
t t i s t a m i n  

i n  y 

0,05 
0,1 
0,2 
0,3 
0,4 
0,5 
1,0 

l0 
10 
l0 
20 
20 
20 
50- 

I A b g e b a u t e  
H i s t a T r d n m e n g e  
i n  ~, = D i a m i n -  

o x y d a s e w e r t  

1,5 
4,0 
7,2 

12 
15 
19 
36 

Ansatzes dutch die verwen- 
deten Unterlagen auszu- 
sch]ieSen war, wurden 
Leerproben mit  Ext rakteu  
aus Seide, Kunstfaserge- 
weben, Baumwolle und 
Wolle durehgefiihrt ; es 
land kein t t is taminabbau 
start.  

Aus Tabe]le 3 ist er- 
siehtlich, dab der Ex t rak t  

eines l~leckens aus 0,2 ccm Ej~kulat  7,2 y Histamin abbaute. Der fiir 
Schwangerensekrete ermittelte HSchstwert  liegt bei 4,0; d~bei hundelte 
es sich um sehr reichliches M~terial aus Colostrum und Vagin~lsekret. 
Der Grenzwert, d . h .  der kleinste Di~minoxyd~sewert, we]cher zum 
Sperm~nachweis gefordert werden mug, l~ige n~ch dem Ergebnis dieses 
Versuches also mindestens bei 5,0. D~ der Wert  yon Spermaflecken 
aus 0,2--0,3 ccm Ejakulat  bei 7,2 bzw. 12 liegt, wi~re die geringste 
als l~leck auf diese Weise nachweisbare Spermamenge mit 0,2---0,3 ccm 
anzunehmen. Dabei ist noch zu beriicksiehtigen, dag dieser Rechnung 
der hSchstmSgliche Grenzwert zugrunde gelegt wurde ; es w ~ e  denkbar, 
dab man in der Praxis, z .B .  bei der Untersuchung yon l~lecken in 
der Unterw~sche eines miSbrauchten Kindes, eine Schwangerschaft 
sicher ausschliel3en kSnnte. In diesem Fall h~tte man mit einem 
Grenzwert zu reehnen, der sieher unter  1 liegt, und kSnnte demnach 
bereits einen Diaminoxydasewert  yon 1,5 als fiir Sperma beweisend 
erachten; dies entspr~che einer Spermamenge yon 0 ,1--0 ,05ccm 
(-~ 1--2 Tropfen Ejakulat) .  Tabelle 4 zeigt einig e Beispiele, in denen 
die Materialmenge unbekannt  war; in der letzten Spalte zum ~ergleich 
der mikroskopische Befund. 

Die Extrakt ion des Fleekenm~terials wurde in dieser l~eihe auf 
4 Stunden ausgedehnt. Man sieht, da$ die Spermafleckenextrakte 
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Tabelie 4. 

A r t  des Mate r i a l s  

Spermafleck 4 Tage . . . 
Vaginalsekret 2 Tage . . 

Spermafleck 1 Woche . . 
Fluor 4 Tage . . . . . .  
Azoospermie 5 T a g e . . .  
Vaginalsekret Go. 5 Tage 

Spermafleck ? . . . . .  
Cervicalabstrich " . . . . 

A n s a t z  m i t  
t t i s t a m i n  

i n y  

4 
4 

20 
20 
5 
5 

]0 
10 

A b g e b a u t e  
H i s t a m i n -  

mengo  in  y 

4 
0 

15 
0,4 
5 
0 
4,8 
0,1 

Mikroskop i sche r  
B e f u n 4  

Sperm. q- 
Glyk. Epith. 

Sperm. (-~) 
Epith. Leuko. 

Leuko., Go., Ep. 

Sperm. (,-) 

meist die ]eweils angebotene Histaminmenge vollkommen abgebaut 
haben, wahrend yon den zum Vergleich angesetzten Flecken weib- 
licher Genitalsel~'ete Histamin gar nicht oder nut minimal angegriffen 
wurde. 

Diaminoxydasebestimmung in Blutflecken. 
Nachdem MA~cov  ~5 beobachtet hatte, dab das Blut yon Gebi~ren- 

den eiue erhShte Histamininaktivierungsf~higkeit besitzt, zeigten 
W~RL~ und E F F K ~ A ~  ~3, dab dieser Histaminabbau auf einer Ver- 
mehrung der Diaminoxydasc im Blur ~on Schwangeren beruht, welcher 
schon im 2. Schwangersehaftsmonat nachweisbar ist. Die yon diescn 
Autoren hierauf begrfindete Methode zum Schwangerschaftsnachweis 
wurde yon Z ~ L ~  und BII~K~X~s]~ ~s und L A B H A R D T  31 naehgeprfift. 
Der Diaminoxydasespiegel im Schwangerenblut steigt bis zum 7. M0nat 
an und bleibt dann etwa auf gleicher H6he bis zur Geburt. Nach der Ge- 
burr fallen die Diaminoxydasewerte innerhalb yon 8 Tagen zur Norm ab ; 
das gleiche ist dcr Fall bei gestSrter oder unterbrochener Schwanger- 
schaft 2a. Bei Extrauteringravidit '~t ist der Diaminoxydaseblutspiegel 
nicht erhSht. Die Diaminoxydase ist nur im mfitterlichen Kreislauf 
vermehrt~4; im Fetalblut ist der Histamingehalt etwa 3mal so hoch 
als der des miitterlichen Blutes, der Diaminoxydasegehalt jedoeh 
nicht erhSht (Undurchl~ssigkeit des Plaeentarfilters ffir das Ferment). 
Die Placenta wurde yon DANFORTH 17, Z E L L E R  7 u n d  W E R L E  18 a l s  

besonders diaminoxydasereieh betroffen, so dab in ihr die Bildungs- 
statte ffir den DiaminoxydasefibcrschuB wi~hrend der Graviditat zu 
vermuten war. Naeh AusstoBung der Placenta tr i t t  die Diaminoxydase 
rasch in das umgebende Placentarblut fiber. Im Uterus selbst fanden 
sich sehr niedrige Diaminoxydasewerte neben einem auBcrordentlieh 
hohen Histamingehalt is. Die Bedeutung der erhShten Diaminoxydase- 
aktivitat  wahrenct dcr Graviditat liegt vermutlich darin, dab der 
Uterus, tier besonders am Ende der Schwangerschaft gegenfibcr 

Zeitschr. f. gerichtL ~r Bd. 39. 7 
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Histamin sehr empfindlieh ist, vor dessen wehenerregender Wirkung 
geschiitzt werden soll; andererseits k6nnte das mit  Beginn der Wehen 
frei werdende t t is tamin in der Blutbahn durch die Diaminoxydase 
abgefangen und dadurch eine sehgdliche Kreislaufwirkung vermieden 
werden 19, so 

Nach diesen Angaben und den ffir Spermaflecken gefundenen 
Ergebnissen lag es nahe, den Naehweis yon Geburts- und Abortus- 
blutfleeken durch Bestimmung der Diaminoxydase zu versuchen. 

a) Unterscheidung von mi~tterlichem und kindlichem Blut. 

Die yon Wv, RLE und EFFKEMA~ 2S ftir frisches" Schwangeren- 
blut gefundenen Histaminabbauwerte bewegen sich in der GrSl~en- 
oldnuDg zwischen 1 und 30y ;  bei der Entbindung lag der Diamin- 
oxydasewert etwa bei 20, am 1. Wochenbettstag noch bel 19. Vom 
2.--S. Wochenbettstag fielen die Werte yon 14 fiber 9, 7, 4, 3 und 2,5 
zur Norm ab. Im Blut  yon Niehtschwangeren und Tieren finden 
sich Werte (fiir 3 ccm) yon 0,1 bis hSchstens 2,0 2S, 2,1, 25 Es wurde 
nachgewiesen, dab eine ErhShung des Diaminoxydasespiegels bei den 
verschiedensten Krankhei ten nicht auftr i t t  ~5, 26. Bei Tieren ist w~ihrend 
der Gravidit~t der Diaminoxydasegehalt  der Organe, nieht abet der 
des Blutes erhSht ~a 

Um die Verhiiltnisse bei Spuren ~on Geburtsblutungen im Ver- 
g]eich zu Blutfleeken aus Verletzungen yon nichtschwa.ngeren ]Prauen 
bzw. M~nnern, insbesondere yon Neugeborenen kennenzulernen, wurde 
eine Reihe yon ]~lecken verschiedener Herkunf t  unter den genannten 
Gesichtspunkten untersueht.  Das unter  der Geburt und naeh Aus- 
stoftung der Placenta aus  dem miitterliehen Genitale austretende 
Blut wurde zur Herstellung yon Flecken verschiedener GrSl~e auf 
Filtrierpapier gebr~eht; dabei kamen Mengen yon 1--5 ecru zur Ver- . 
wendung. Zur Gewinnung kindlichen Blutes wurde nach Unter- 
bindung der Nubelschnur der nabelseitige Stumpf punktier t  und aus 
analogen Blutmengen unter  gleichen Bedingungen F]eeken bergestellt. 
Die Normalblutproben wurden bei Blutentnahmen zur Blutgruppen- 
bestimmung yon den versehiedensten Personen entnoinmen. Zu ver- 
schiedenen Zeiten nach der Eintroeknung wurden die ~lecken zer- 
schnitten und mit TyrodelSsung durch 20 Min. bis zu 4 Stunde~ 
extrahiert .  Die Ext rakte  wurden, wie bei der Verarbeitung yon Sperma- 
fleeken beschrieben, mit  Histamin angesetzt und die inaktivierte 
Histaminmenge pharmakologiseh bestimmt. 

Der ermittelte Histaminabbau ist in der letzten Spalte prozentual 
ausgedriiekt. Die Errechnung des Prozentwertes ist abet nicht zur 
Beurteihmg der Diaminoxydaseaktiviti~t eines Extr~ktes verwertbar, 
sondern soll nur zur Veransehaulichung dienen,  um den Einflul~ der 
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Tabelle 5. 

Abgebaute 
Ansatz mit Histaminmenge Abbau in % Art des ~Iaterials IIistamin in y in y ~Diamin- 

oxydasewert 

] Tag . . . .  
Tag 

/ 

Geburtsblutfleck ~ 1 Mortar . . 
| 11/2 Monat 
~2 Monate 

fl . . . .  

Tag . . . . .  
Kindliehes Blug ~1 Woehe 

' i ~  Woche 
Monat 

[1 Tag . . 
J1 Monat . 

Norma]blut~ . . |1  Woche 
t12 Tage . . 

20 
30 
20 
10 
20 

2 
20 
4 
2 
2 

2 
20 
10 
4 

20 
22 
16 
10 
18 

0,8 
4 
1,0 
0,1 
0 

0 
1,2 
1,0 
0,7 

100 
73 
80 

100 
90 

40 
20 
25 

5 
0 

0 
6 

10 
17,5 

Hi s t amindos ie rung  bei der Hers te l lung  der AnsStze da rzu tun .  Der 
H i s t a m i n a b b a u  steigt  mi t  s teigender H i s t a m i n m e n g e  an,  jedoch ver- 
l auf t  die A b b a u k u r v e  keineswegs parallel  zur Dosierungskurve  (Eigen- 
hemmung) .  Bei der Beur te i lung  der Proben  h~l t  m a n  sich am besten,  
,vie W]~RL]~ u n d  EFFKEMANN 26 dies flit ihre Schwangerschaf ts reakt ion  
angaben ,  an  die absolute  
a b g e b a u t e H i s t a m i n m e n g e ,  
welche dem Diaminoxy-  
dasewert  des Ansatzes  ent -  
spricht .  

])er durchschnit t l ich:  ffir 
die u n t e r s u c h t e n  Geburts-~ 
bluff lecken gefundene Dia- 
minoxydasewer t  l iegt bei  
15- -20  y, ffir kindl iches u n d  
N o r m a l b l u t  bei 0 - - 4  Y. 

Tabelle 6. 

Art des Materials 

Mfitterliches Blur. 
Kindliches Blur. . 

Miitterlicbes Blur. 
Kindliches B l u r . .  

Mfitterliches Blur. 
Kindliches B l u r . .  

Ansatz mit 
IIistamin 

in y 

4 
4 

4 
4 

4 
4 

t Abgebaute 
Histamin - 

menge in y 
] 

4 
0 

4 
0,9 

4 
0,1 

Diese Differenz ge~liigt ohne weiteres zur Unte r sche idung  yon  mti t ter-  
l ichem u n d  kindl ichem Blu t ;  in Tabelle 6 hierftir einige Beispiele. 
Prakt i scb  k o m m t  die Di•erenz am deut l ichs ten  heraus,  wenn m a n  die 
Ans~tze mi t  k le ineren u n d  vergleichbaren H i s t a m i n m e n g e n  beschiekt ;  
mfit terl iches Blur  wird d a n n  einen vollsti~ndigen A b b a u  zeigen, wghrend  
kindl iehes Blur  gar ke inen  oder n u t  geringen A b b a u  verursacht .  

b) Unter~cheidung v~ Abortus- und Menstrualblut .  

~ a c h  den Ergebnissen  yon  W]~tCLE und  EFFKE~ANN 23 is t  bei der 
U n t e r b r e c h u n g  der Grav id i t~ t  ein alsbaldiger AbfaI1 der Diamin-  
oxydaseak t iv i t~ t  im Blur  zu erwarten.  En tsprechende  Versuche soll ten 

7* 
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Art des Materials 

I V . . . .  

III . . . 

I I  . . . .  
Abort, us IV . . . .  
Mens. IV . . . .  

/ m  �9 . 

~V . . . .  

Menstrualblut . . . { 

Tabelle 7. 

Ansatz mit 
ttistamin in y 

20 
10 
4 
4 
4 

10 
20 

4 
2 

l0 

Abgebaute 
Histamin- 
me nge in y 

20 
4 
0,9 
0,3 
4 
5 

16 

0,1 
0 
0,7 

Bemerkungen 

1. Tag / 
. Tag  :Tag Tag n~ch Beginn 

Tag ] d e r  Blutung 

�9 Tag 

2. Tag } 
Tag der . Regel 

�9 Tag 

zeigen, ob u n d  inwiewei t  d ie  D i a m i n o x y d a s e b e s t i m m u n g  in F lecken  
yon  A b o r t u s b l u t  e rhShte  W e r t e  e rg ib t .  W e i t e r h i n  war  zu pr i i fen,  
ob v ie l ]e icht  auch  in  Mens t rua lb ]u t f l ecken  eine E r h S h u n g  der  Di~min-  
oxydaseak t iv i t i~ t  zu l i n d e n  ist ,  oder  ob auf  G r u n d  der  D i a m i n o x y d a s e -  
b e s t i m m u n g  eine U n t e r s c h e i d u n g  yon  A b o r t u s -  u n d  lV[enstrualblut  
m(iglich is t .  Die u n t e r s u c h t e n  F l ecken  waren  me i s t  aus  e twas  grbBeren 
Mengen gewonnen  ( 3 - - 6  ccm);  Versuchsbed ingungen  wie oben.  

W i e  a us Tabe l l e  7 e rs ich t l ich ,  s te l l t e  s ich heraus ,  d a b  in  Men- 
s t r u a l b l u t f l e c k e n  e ine  E r h S h u n g  der  D ] a m i n o x y d a s e a k t i v i t ~ t  n i c h t  
nachwe i sba r  ist .  A b o r t u s b l u t f l e c k e n  s ind  du rch  v e r m e h r t e n  D ia min -  
o x y d a s e g e h a l t  ausgeze ichnet ,  wenn  die  U n t e r b r e c h u n g  n i ch t  zu l ange  
zur i i ck l i eg t  u n d  wenn  d e r  A b o r t  j ense i t s  des 2. Mona t s  erfolgte .  Die  
ge fundenen  Diaminoxydase 'wer t e  l iegen n iedr iger  als d ie  fiir Gebur t s -  
b lu t f l ecken  e rmi t t e l t en ,  j edoch  deu t l i ch  hSher  ~ls die yon  k i n d l i c h e m  
u n d  N o r m u l b l u t .  

Bevor  ich zu e iner  Besp rechung  der  Versuchsergebnisse  i ibcrgehe,  
soll  noch  die Versuchsmethodik in ve r sch iedenen  E inze lhe i t en  n~her  
beschr i eben  werden .  

1. Die Extraktion der tflecken wird mit der physiologischen Kochsalzl6sung, 
Phosphapuffer vom PK 7,2 oder (am besten) mit Tyrodel6sung vorgenommen. 
Die zur Extraktion des Fleckenmaterials verwendete Menge richter sich nach 
der Gr6Be der Flecken; sie ist auf jeden Fall  so zu wahlen, dab sie ausreicht, 
um neben dem Ansatz noch einen Leerversuch mitlaufen zu lassen. Die Ex- 
traktionszeit darf nicht zu kurz und nicht zu ]ang gehalten werden: Bei zu kurzer 
Extr~ktion wird das Ferment nur zu Bruchteilen in LSsung gehen, bei zu langer 
Extraktion kSnnte es zerstSrt werden. Bei frischen Flecken geniigt eine Stunde, 
bei alteren ist eine langere Extraktion unter 6fterem Umriihren, yon etwa 4 Stun- 
den vorzuziehen. 

2. Eine Dialyze der Extral~te grundsatzlich durchzuffihren, ist nicht not- 
wendig. In  manehen Fallen (s. unten) empfiehlt es sich jedoch, der weiteren 
Verarbeitung eine kurzdauernde (4--6 Stunden) I)ialyse tier Extrakte gegen 
Puffer oder Tyrode voranzuschieken. 
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3. Zur  Herstellung der Ansiitze werden die E x t r a k t e  in  die Reakt ions t r6ge  
des Glasarmes nach KREBS im Wasserbad  yon 0 ~ e inpipet t ier t ,  und  zwar yon 
jedem E x t r a k t  gleiche Teile in  2 Gef~13e. Zuvor  ha t  man  sich aus , , Imido"-  
Ampullen,  welche 1000 y His t amin  in 1 ccm entha l ten ,  Verdfinnungen mi t  100, 
10 und  1 ? in  1 ccm hergestell t .  Die Krebsgef~Be sind mi t  Fe t t s t i f t  beschrif tet ,  
etwa so, dab die GefiiBe ffir den Haup tve r sueh  neben  der  Versuchsnummer  
mi t  b, die Minuskontrol len mi t  a bezeichnet  sind. Nun  wird den b-GefiiBen die 
gewiinschte Menge His t amin  zugeffigt und  bis zur  vollen Kubikzent imeterzahl  
mi t  TyrodelSsung aufgefiillt;  die 
a-Gef/~Be werden nu r  mi t  Tyrode- 
16sung auf das Volumen der b-Ge- 
f~Be gebracht .  

4. Zur Reaktion werden die 
GefaBe an  die gefe t te ten  Sehliffe 
des Glasarmes angeschlossen und  
mi t  Gummir ingen  gesichert.  Das 
aus einer Vorratsflasche mi t  Sauer- F 
stoff durehs t r6mte  System wird 
im WARBU~Gsehen Schii t tel ther-  
mos t a t enbe i37 - -38~  dureh2 Stun- 
den geschiit telt .  Die Reakt ions-  
zeit  kann  auch kfirzer (1,5 Stun- 
den) oder l~nger (3- -4  Stunden) 
gew~hlt werden, muB aber  bei  
verschiedenen Versuehen gleich- 
bleiben, wenn m an  vergleichbare 
Wer te  e rha l ten  will. Naeh Ab- 
schluB der  Reakt ion  werden die 
Gef~Be wieder in ein Wasserbad 
yon 0 ~ verbracht .  

5. Die Auswertung der Ansiitze 
erfolgt dergestalt ,daB die noch vor- 
handene  t I i s t aminmenge  am fiber- 
lebenden,  a t ropinis ier ten Meer- 
schweinchendi inndarm naeh MAG- 
EUS biologisch bes t immt  wird. 
E in  kleineres Tier (das Geschlecht 
spiel t  keine  Rolle) wird du tch  
Naekenschlag be t~ubt  und  ent-  
blutet .  Man 16st das un te re  Ende  

o 

~/////2 

W 

! 

b 
o 

Abb. 1. Apparatur zur Auswertung des ttista- 
rains am iiberlebenden, atropinisierten Meer- 
schweinchendfinndarm nach )/[AGNUS (ange- 
geben yon  WERLE). 1 Thermostat; 2 Bad mit 
Tyrodel6sung; 3 Sauerstoffzufuhr ; 4 ZufluB ffir 

Tyrodel6sung; 5 L~ber]auf; 6 Schreibhebel 
(schematiseh); 7 Kymographion. 

des Dt inndarmes  und  das le tz te  Dickdarmstf ick vom Mesenteriu~m; die' le tz ten  
20 em des am Bl inddarm endigenden Diinndarms erwiesen sich den Vorunter-  
suchern  als am geeignets ten;  ich zog in vielen Fal len  ein Dickdarmstfick, welches 
kr/iftiger is t  und  l~nger i iberlebt,  vor. Der  Darm wird mi t  einer Spritze un te r  
za r tem Druck ausgespiilt  und  sofort in  TyrodeI6sung gelegt; im Eisschrank 
ble ib t  er e twa 24 S tunden  verwendungsf/thig. Zur  ]VIessung schneider man  
ein  etwa 1 cm langes Darmst t ick heraus und  kniipft  es zwischen 2 Seidenf~den, 
yon denen e iner  an  e inem Glasgalgen, der  andere  an  dem Ende  des Schreib- 
hebels befest igt  wird. Der  Galgen mi t samt  dem Darm tauch t  in  ein sauer- 
s toffdurchperl tes Tyrodebad mi t  ZufluBansatz und  Uberlauf,  welches aus einer  
Vorratstyrodeflasche gespfilt werden kann  und  sich seinerseits in einem Wasser- 
bad  yon 37--380 befindet.  Die Spfilflfissigkeit muB vorgew~rmt sein;  es werden 
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ihr 0,5 ccm einer 0,1%igen AtropinlSsung pro 1 zugesetzt. Die ~bel~ragung 
der Darmkontraktionen erfolgt fiber einen leicht beweglichen Schreibhebel 
im Verh~ltnis 1 :7  auf ein Kymographion. Nach Einspannung des Darmes 
verstreicht meist einige Zeit, bis der Darm sich akklimatisiert hat (etwa 15 Min.) ; 
die dann folgende Zeit mehr oder weniger lebhaf~er Eigenkontraktionen mu~ 
noch abgewartet werden, bevor man mit der Messung beginnen kann. Nun werden 
mit einer 0,5- oder 1-ccm-Injektionsspritze (Taberkulinspritze) mi~ langer Kaniile 
der Badflfissigkeit entsprechende Mengen der Reaktionsl5sungen zugesetzt und die 
erfolgten Ausschl~ge mit den Ausschlagen einer in gleicher Weise zugesetzten 
ttistamin-Standardl5sung am Kymographion vergleichend registriert und aus- 
gewertet. Zuerst ist immer die KontrollSsung aus dem a-GefaB zu spritzen; dann 
spfilt man und wartet die Entspannung des Darmes ab, um nun eine gleiche 
Menge der ReaktionslSsung aus dem b-Gef~I~ auf den Darm wirken zu lassen; 
schliel~lich wird zum Vergleich eine bekannte Menge der Standardl5sung nach- 
gespritzt. Das Vorschalten der (histaminfreien) XontrollSsung ist wichtig, 
weil manche Extrakte yon sich aus eine darmkontrahierende Wirkung besitzen; 
diese Eigenkontraktion ist bei der Auswertung yon dem Histaminausschlag 
abzuziehen. 

Besonders  bei Fr i schsperma,  aber  auch  bei  F.xtrakten aus Sperma-  
flecken f inder  m a n  eine s tarke au toch thone  D a r mw i r kung  der. Minus-  
kon t ro l l en ;  der Da rm e n t s p a n n t  nach  der Spfilung auch nur  langsam.  
Merkwfirdigerweise war diese Er sche inung  bei Azoospermie s tgrker  
anzut re f fen  als bei  INormalgperma. Nach  W]~RLv,32 ist  diese darm-  
kon t r ah i e r ende  W i r k u n g  der Subs tanz  ,,P" (v. EUL]~ u n d  GADDV~ ss) 
zuzuscldreiben, welche im Sperma in  Verb indung  mi t  der b lu td ruck -  
s enkenden  Subs tanz  Vesig landin  Iv. EuL]s~ s4) reichlich vo r ha nde n  
ist:  Die n iedermolekulare  Subs tanz  , ,P"  pass ier t  Ce l lophanmembranen  
u n d  k a n n  deshalb durch  Dialyse aus den E x t r a k t e n  en t f e rn t  werden.  

Da die Wirkung des Faktors ,,P" auf den Darm ausgesprochen stSrend ist, 
empfiehlt es sich, Spermafleckenextrakte vor der weiteren Verarbeitung kurz 
zu dialysieren. 

Bei der Auswertung ist zu beaehten, daI~ nur die H~lfte der extrahierten 
Fermentmenge zur Wirkung kam, weil die andere I-I~]fte zur Kontrolle ohne 
ttistamin angeses wurde. 

Als StandardlSsung ist die gleiche L5sung zu verwenden, welche zur Be- 
sehickung der Ans~tze gedient hat. Ist in einem Ansatz eine hohe Histamin- 
menge zu erwarten, so muI3 die Reaktionsfliissigkeit vor der Auswertung ent- 
sprechend verdfinnt werden; zu groBe Histamindosen bringen den Darm zum 
Absterben. 

VersuchsbeispieI. Ein (Abortus-)Blutfleck,wird zerschnitten, in 4 ccm Tyrode- 
15sung eingeweicht und unter wiederholtem Umriihren 4 Stunden stehen gelassen. 
Dann wird die Fltissigkeit abgegossen und das Material ausgeprel~t. Von dieser 
Extraktflfissigkeit werden je 1,5 ccm in Krebsgefg~e a und b einpipettiert. Dem 
Gefa~ b werden 0,2 ccm einer ttistaminlSsung, welche 100 ? Histamin in 1 ccm 
enthglt, zugeffig~ (~  20 ~) und der Ansatz mit 0,3 ccm TyrodelSsung zu einem 
Gesamtvolumen yon 2 ccm erg~nzt. Dem GefK$ a wird dementsprechend 1 ccm 
TyrodelSsung zugefiigt. Nach Ablauf der Reaktion werden die LSsungen 10fach 
verdtinnt (Tyrode]Ssung zu einem Gesamtvolumen yon 20 ccm), so da$ 1 ccm 
der ReaktionslSsung nunmehr 1 y Histamin enthal~en mfif~te. Von der LSsung a 
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werden 0,5 ccm gespritzt; das Kymographion registrier~ keincn Ausschlag (I). 
Die Injektion yon 0,5 ccm der LSsung b ergibt einen Ausschlag yon 16 mm 
H5he (II). Die Vergleichsinjektion yon 0,5 ccm (= 0,5 ~) der Standardhistamin- 
15sung, welche 1 y in 1 ccm enthiilt, ergibt einen Ausschlag yon 20 mm H5he (III). 
Die Injektion yon 0,4 y Histamin ergibt einen Ausschlag yon 16 mm HShe (IV). 

Auswertung. 0,5 y ]=Iistamin bewirken einen Ausschlag yon 20 mm HShe (III). 
In der gespritzten ReaktionslSsung (0,5 ccm) h~tten im Falle, daI~ kein Histamin 
abgebaut worden w~re, ebenfalls 0,5y ttistamin enthMten sein miissen; der 
Ausschl~g hatte also ebenfalls eine tt5he yon 20 mm erreichen mfissen. Der 
Ausschl~g II  ist aber nur 16 mm hoch, was einer Histaminmenge yon 0,4 y (VI) 
entspricht. Es sind also 80% der angebotenen Histaminmenge fibriggeblieben; 
fiir den Gesamtansatz berechnet, ergibt sich somit ein Abbau yon 4 y (~ 20 % 
yon 20 y). Der Diaminoxydasewert des halben Extraktes ist also fiir einen 
Ansatz mit 20 y ttistamin ~ 4. 

Diskussion der Versuchsergebnisse. 

Der Nachweis yon Samenspuren spielt bei der Aufkl~rung yon 
SexuMdelikten eine ausschlaggebende Rolle. Zur Methodik des 
Sperm~nachweises in Flecken ist in einer Vielzahl yon Arbeiten Stellung 
genommen worden. Als beweisend ffir c~s Vorhandensein yon Sperma 
wurde bis in die neueste Zeit nur der morphologische I~achweis des 
vollst~ndigen Spermatozoons ~ngesehen. Von allen Untersuchern 
wurde auf die Sehwierigkeiten hingewiesen, die bei dem Aufsuchen 
der Samenf~den in Maceraten und Geweben ira ungefii.rbten und 
gef~rbten Pr~parat auftreten kSnnen. Die Schwierigkeit des Sperm~- 
nachweises wird in Fi~l]en yon Azoospermie zur UnmSglichkeit. Aus 
diesen Griinden war man seit jeher bemfiht, sich mit Hilfe chemischer 
Methoden yore morphologisehen Nachweis der Spermatozooen frei- 
zumachen; die verschiedenen mikrochemischen Spermareaktionen 
(FLORENCE, BARB]~I~IO, NIEDERLAND USW.) blieben aber trotz mannig- 
fucher Modifikationen nur Vorproben. In  neuerer Zeit wurde yon 
PUl~A~EN 35 ein mikroehemiseher Spermanachweis mittels Naphthol-  
gelb S angegeben, welcher spezifiseh ffir Sperma und auch bei Azoosper- 
mie positiv sein soll. AuBer einer Mitteilung yon BELONOSCHKIN 36 
fehlen bisher Erfahrungen mit dieser Methode *. 

Die vors tehend mitgeteilten Versuche fiber Di~minoxydasebestim- 
mungen in Spermaflecken zeigen vielleieht einen neuen Weg fiir den 
Spermunachweis in l~llen, in denen der morphologische Nachweis 
nicht gelingt. Die Methode hat  zur Voraussetzung, dal~ d~s vorliegende 
MateriM einigerma~en reiehlieh ist; bei sehr kleinen Flecken gelang~ 
man kaum zu sicheren Resultaten. Es bleibt festzuhMten, dal~ Diamin- 
oxydasewerte fiber 5,0 in Flecken, die nicht Blutflecken sind, nut 
durch Sperma zustande kamen. Ein Fleck yon 0,2 cem Sperm~ zeigte 

* Versuche zur Nachpriifung der PVRA~ENschen Methode werden zur Zeit 
durchgefiihrt; ihre Mitteilung erfolgt spiiter. 
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bereits einen Abbauwert yon 7~2, Flecken yon 1,0 ccm zeigten Diamin- 
oxydasewerte zwischen 30 und 60. Diese Werte ~mrden aueh yon 
~lecken aus Schwangerenvaginalsekret, Colostrum oder Muttermilch 
(hSchster Diaminoxydasewert 4,0) nie erreieht. In der Praxis kann 
auch das Ergebnis k]einerer Diaminoxydasewerte Beweiswert ge~4nnen, 
wenn eine Schwangerschaft bei der Tri~gerin des zu untersuehenden 
Beweisstiickes ausgeschlossen werden kann. Diese MSglichkeit diirfte, 
zumal bei l~i~llen yon Mil~brauch Minderji~hriger und widerna.ttir. 
licher Unzueht, nicht gar zu selten gegeben sein. Da Erfahrungen 
dariiber, ob die Diaminoxydase der Spermaflecken bei l~ngerem 
Altern der Flecken, eventuell unter besonderen Bedingungen (Erhitzen, 
Waschen, Sonnenbestrahlung) zerstSrt wird, noeh fehlen*, ist zun~chst 
nut der positive Ausfall der Probe verwertbar. Die Bedeutung der 
Ergebnisse ffir den forensischen Spermanachweis, vorziiglich in Fiillen 
yon Azoospermie, liegt auf der Hand. 

Die Unterscheidung von miitterlichem und kindlichem Blut spielt 
gegebenenfal]s in Kindsmordf~llen eine Rolle, wenn z. B. bei Kindes- 
tStung durch scharfe Gewalt die Beschuldigte ihr vorgehaltene Blut- 
spuren durch die Geburtsblutung zu erkl~ren sucht. Zur Kl~rung 
derartiger F~lle' wurde y o n  ~OLLKARDT 37 der Nachweis der Vermehrung 
des Fett- und Lipoidgehaltes im Schwangerenblu~ herangezogen; dem 
Ausfall der Probe kann Beweiskraft kaum beigemessen werden. Die 
ABDERHALDENsche Schwangerschaftsreaktion hatte nach Untersuchun. 
gen yon NIPpy. und VOLLHA~DT 39 keine eindeutigen Ergebnisse. 

Die Bestimmung des Diaminoxydasewertes in derartigen )'lecken 
zeigte, dab die Abbauwerte fiir miitterliehes Blut bei 15--20 7, fiir 
kindliehes Blut bei 0--4 7 liegen. Findet sich bei Ans-~tzen mit kleineren 
Histaminmengen ein vollsti~ndiger Abbau, so liegt miitterliches Blur 
v or. Die Unterseheidung miitterliehen :und kindliehen Blutes bzw. 
die Erkennung yon Geburtsblut ist demnaeh mit Sicherheit mSglich, 
wenn das Ergebnis positiv ist. Dem negativen Ausfall der Probe 
Beweiskraft zuzubilligen, erscheint auch bier noch zu gewagt. 

Die Unterscheidung yon Abortus- und Menstrualblut ist in Ab- 
treibungsf~llen yon Bedeutung, wenn die Besehuldigte ihr vorgehaltene, 
yon dem Abortus herriihrende Blutspuren als yon der Periode stammend 
zu erkl~ren sueht. In der Praxis konnte bisher der Nachweis fetalen 
Materials, also yon Chorionzotten und Fruchtwasserbestandteilen, in 
der Spur als sicheres Unterseheidungsmerkmal des Abortusblutes 
gegentiber Menstrualblut gewertet werden; der 57acbweis dieser Be- 
standteile dtirfte aber vielfach nicht gelingen. 

Nach den vorstehenden Untersuehungsergebnissen erscheint eine 
Unterscheidung derartiger Spuren dureh Bestimmung des Diamin- 

* Entsprechende Versuche sind begonnen und werden spKter mitgeteilt. 
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oxydasewertes grunds/~tzlich nur im positiven Sinne mSglich. Wenn 
ein erh6hter Diaminoxydasegehalt des Materials gefundeu wird, handelt 
es sieh um Abortusblut; ein Fehlen der Diaminoxydas~ lgBt einen 
RfiekschluB auf die Herkunft des Fleekens nieht zu, wail Abortus- 
blutfleeken nur dann durch vermehrten Diaminoxydasegehalt aus- 
gezeiehnet sind, wenn die Blutung der Anfangszeit der Eiabl6sung 
entstammt, und wenn der Abortus jenseits des 2. Monats effolgte. 
In Menstrualblut war eine ErhShung der Diaminoxydaseaktivit~.t 
nieht naehweisbar. 

Die Bedeutung des Naebweises erhShter Diaminoxydasewerte in 
Blntspuren kSnnte sehlieBlieh noah in anderer Hinsicht Bedeutung 
gewinnen. Wenn es z. B. die Aufgabe des Untersuehers w/ire, festzu- 
stellen, ob eine Blutspur yon Verletzungen einer (schwangeren) Frau 
oder einer anderen (niehtsehwangeren) Person herriihrt, und die Blur- 
gruppenbestimmung nicht zum Ziel ffihrt, so bSte die Diaminoxydase- 
bestimmung eine weitere MSgliehkeit, um zu einem Ergebnis zu 
gelangen. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dab die durehgeffihrten 
Diaminoxydasebestimmungen in versehiedenem Spurenmaterial vet- 
wertbare Ergebnisse gezeitigt haben, welehe die Mitteilung wohl reeht- 
fertigen. Da einerseits reichlichere Materialmengen als im allgemeineu 
fiblieh verarbeitet werclen mfissen, und andererseits die Methodik nieh~ 
einfach ist und ihre Beherrsebung einige ~-bung voraussetzt, dfirfte 
das Verfahren den t~/~llen vorbehalten bleiben, in denen einfaehere, 
insbesondere morphologisehe Nachweismethoden versagen. Die Aus- 
wertung der Ergebnisse bedarf gleichfalls einer gewissen Kritik, weil 
as sieh urn eine biologisehe ~Iethode handelt, welche die Angabe 
absoluter Zahlen nieht gestattet. So mfissen einerseits die gefundenen 
Abbauwerte mit den angebot, enen Histaminmengen in Beziehung ge- 
setzt werden, um ein zutreffendes Bild der  Diaminoxydaseak~ivit/it 
des betreffenden Extraktes zu erhalten; andererseits mug die zur 
Extraktion gew/thlte Materialmenge beriieksiehtigt werden. Kleinste 
Spuren sind fiir die Methode nicht zug~tnglieh; zu gro[~e Substanz- 
mengen wiederum k6nnten zu Fehlbeurteilungen Veranlassung geben, 
weil sieh die geringe physiologisctle Diaminoxydaseaktivit/~t bei Ver- 
wendung grSl~erer Quantit~ten fiber den Grenzwert steigert. Am 
besten bereehnet man aus der seh~tzungsweise vorliegenden oder 
ann~hernd gemessenen (W'~gung der Un~erlage v o r u n d  naeh der 
Extraktion) Troekensubstanz die ergossene Flfissigkeitsmenge fiber- 
sehlagsweise und geht fiber grerte yon 5 ecru nicht hinaus. 

Im fibrigen konnte aber gezeigt werden, dab die Diaminoxydase- 
bestimmung vielleieht imstande ist, in bestimmten ~itllen Lfieken 
anszuffillen, welche die zur Zeit gefibte Spurenexpertise noah aufweist ; 
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die Methode wird deshalb zur Nachpriifung in praktischen F/~llen 
empfohlen. 

Zusammen]assung. 
Zur Bes t immung des I) iaminoxydasewertes  bei Spurenunter-  

suehungen wurde die Inakt iv ierung yon His tamin durch Diaminoxydase 
benutzt ;  die Auswertung der Ans~tze effolgte nach dem Vorgang 
W]~RLEs am isolierten, atropinisierten Meerschweinchendarm. Die 
Methode wurde in ihrer Anwendung~ flit den vor]iegenden Zweck 
ausfiihr]ieh dargestellt  und besprochen. Die experimentellen Unter-  
suehungen an Spurenmateria] verschiedener t I e rkunf t  ha t ten  folgende 
Ergebnisse: 

1. Es wurde gezeigt, daI~ Diaminoxyd~se grunds~tzlich auch in 
angetrocknetem Materiul nachgewiesen werden kann.  

2. ErhShte Diaminoxydasewerte  fandea sieh in Fleeken yon Sperma 
(aueh bei Azoospermie), Geburts- und Abortushlut .  Die Diamin- 
oxydaseakt ivi t~t  in l~lee~en yon Schwangerenvaginalsekret,  Colostrum 
und .Frauenmilch blieb hinter derjenigen der erstgenannten Substanzen 
welt zuriick. In  Menstrualblut  und allen iibrigen untersuchten Sekre- 
ten wurde eine Vermehrung der Diaminoxydaseakt ivi t~t  nicht an- 
getroffen. 

3. I)er  Nachweis yon Spermaflecken dutch Best immung des Di- 
aminoxydasewertes  ist mSglieh, wenn das vorliegende Material einiger- 
maBen reichlich ist. Die ~ e t hode  ha t  in Fallen yon Azoospermie 
erhShte Bedeutung.  

4. Es wurde gezeigt, dal~ die Unterscheidung yon miit terl iehem 
und kindlichem Blut  ebenfalls durch Best immung des Diaminoxydase-  
wertes mSglich ist. 

5. Unter  bes t immten Vor~ussetzungen ist aueh die Unterscheidung 
yon Abortus-  und Menstrualblut  mi t  der angegebenea Methode mSglich. 

6. Der Ausfall der Reakt ion ist  jeweils nur im posit iven Sinne 
verwertbar .  

Die Untersuchungen werden, besonders hinsichtlich des Verhaltens 
des Fermentes  beim Altern der Spuren, fortgesetzt.  

Her rn  Dozent DDr. E. WERL]~, Mfinchen, danke ich fiir die liebens- 
wiirdige praktisehe und theoretische Unterst i i tzung bei der Dureh- 
fiihrung der Versuehe. 
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