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Nachweis und Typenbestimmbarkeit 
der sauren Erythrocytenphosphatase in Blutspuren 

T. NAGATA und  G. DOTZAUER * 

Institut fiir Gerichtliche Medizin der Universit/£t zu K61n 

Eingegangen am 16. Juni 1970 

The Ident i f ica t ion  and  Typing  of S EP  in  Blood Stains 

Summary. The limits of the SEP identification in the blood spots under various circum- 
stances i.e. the dependence on blood quantity, temperature, and carrier have been studied. 
Heidel's statement that she has been able to identify the SEP in 30 days old spots could not 
be confirmed. In our own experiments we have been able to identify the SEP in 32 hours old 
blood stains using 20 mg of dry blood substance. The deep temperature (--40 ° C) gives 
better results and from criminalistics point of view we recommend the preservation of the 
specimens under such conditions. 

Key-Words: Blutspuren - -  Saure Erythrocytenphosphatase in Blur - -  Spuren - -  Spuren- 
untersuchungen, SEP. 

Zusammen/assung. 1. Die Angaben Heidels sind nicht zu best/itigen. 2. Die Typenbe- 
stimmbarkeit der SEP steht in Abh£ngigkeit yon der Troeknungszeit der Blutspuren, der 
Menge des vorzulegenden Untersuchungsmaterials, dem Spurentr/iger. 3. Die Variablen 
wurden dargestellt, die Ergebnisse tabellarisch festgehalten. 4. Wir machten die Erfahrung, 
dab Spuren, die nach Asservierung sofort in die Kiil~etruhe (--40 ° C) gebracht werden, 
1/~ngere Zeit verwertbare Resultate erzielen lassen. Spuren, die bereits den gr6Bten Teil ihrer 
Aktivit~t bei Zimmertemperatur verloren hatten, kSnnen durch die K~lte nieht reaktiviert 
werden. Wenn Blutspuren jedoeh li~ngstens bis 8 Std bei 20--24°C ge%rocknet, sofort 
asserviert und unmittelbar, z.B. am Wochenende, in -- 40 ° C fiberfiihrt werden, diirfte am 
Montag ein Ergebnis noch zu erzielen sein. Radam und Strauch (1966) werden insoweit 
best~tigt, als die Aktivit~tshaltbarkeit des Enzyms in tiefer Temperatur gr6Ber ist. 

It  

Heidel (1968) will es aus 30 Tage a l ten Blu t spuren  gelungen sein, den Phospha- 
tase typ  zu bes t immen.  Smerling t rug 1968 vor, sic h/~tte m6glichst viele Blut-  
sehfippchen in  einem Tropfen aqua  dest. gel6st, fiir 30 rain bei - - 2 5  ° C eingefroren, 
naeh Auf t auen  ver impft  u n d  aus einer 30 Std  a l ten Blu tspur  den S EP - Typ  
identifiziert.  

II.  

Wir  ffihrten l~e ihenuntersuchungen speziell zur Prfifung der Angaben  Heidels 
dureh. 

Frageste l lungen : 
1. Typenbes t immbarke i t  in  AbhKngigkeit  v o n d e r  Menge anget rockneten  

Blutes : 
a) E r m i t t l u n g  der geringsten Blutmenge, 
b) zeitliche IVachweisgrenze bei Vorlage einer ausreiehenden Blutmenge.  

* Fr. Helene 0sze sei ffir die tatkr~ftige Hilfe herzlich gedankt. 
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2. EinfluB der Intervalle zwisehen Alter der Spuren, Zeitpunkt der Asservierung 
und der Untersuehung auf die Befunderhebungen unter Berfieksiehtigung yon 
LiehteinfluI~, in troekener oder feuchter Umgebung. 

IlL Methode und Material 
a) Spurentr~iger. Filterpapierpl~ttchen (Whatman), Durchmesser 0,6 cm beschickt mit 

jeweils konstanter Blutmenge (0,03 ml----9--10 rag), des weiteren mit Mengen, die nach 
Trocknung ca. 1,5; 3; 6; 9 mg Trockenb!ut ergaben. Textilgewebe wie Objekttr~ger ausge- 
waschen bzw. gereinigt, mehrfach gespiilt, getrocknet. 

Flanell mit 0,1 ml Blur getr~nkt; Objekttri~ger desgl. :25- -28  mg Trockenblut. 
Daneben wurde verglichen, welehe ~.~bertragungsverluste beim Vergleich Filterpapier - -  

Glasplatte bestehen (1,5; 3; 6; 9; 15; 20 mg Trockenblutmengen gegeniibergestellt). 
b) Blur wurde unmittelbar nach Entnahme mit geeichter Mikropipette auf Spurentr~ger 

getropft oder mit ACD versetzt, zentrifugiert 2000 U/min -- ,  des Erythroeytenkonzentrat 
verwendet. ACD-Blut wurde zur Herstellung yon Verdiinnungsreihen verwendet (0,005 bis 
0,03 ml). 

e) Weiterbehandlung. Lichtundurchl~ssiger Schrank bzw. Labortisch bei Raumtemperatur 
bzw. feuchter Kammer. Wurde Material eingefroren, dann bei --40 ° C. 

d) Verimpfung in der bekannten Teehnik; Elektrophorese nach Biotest-Methode. 
e) Befunderhebungen stets unter Kontrolle eines nicht fiber die Bedingungen orientierten 

Mitarbeiters. FleekengrSBe, Farbintensit~t und Lokalisation der Typen konnten durch 
Kontrollen mit Frisehbluten standardisiert werden. 

IV. Ergebnisse 
Zu II .  la).  Eine yon Filterpapier aufgesogene und angetrocknete Blutmenge 

ist noeh bis zu 16 Std zu befunden. Mit abnehmender Blutmenge werden die 
Reaktionen schw~cher: der Phiinotyp war bei Vorlagen yon 0,02 ml Blur zweifels- 
frei nut  noeh bis zu 8 Std zu diagnostizieren. Dies grit ffir bei Zimmertemperatur  
gelagerte Spuren. 

Unter  Versuchsbedingungen ist die kleinste Blutmenge zwar zu ermitteln, 
in praxi ist es sehwer, die einem Spurentr~ger anhaftenden Troekenblutmengen 
abzusch&tzen. 

Sehwerd und Spies haben bei Testungen der Eiweil~differenzierung naeh 
Uhlenhuth-Ouehterlony daran erinnert, ,,dal~ die Feststellung der flit eine 
positive Reaktion efforderlichen Mindest/lecIcen gewi~ insofern auf Schwierig- 
keiten stS]t ,  als bekanntlich die Saugfi~higkeit der Gewebe sine wesentliche Rolle 
spielt. So ergaben aus einer Capillare mit  1 m m  ~ Durchmesser abgetropfte Bluts- 
tropfen : 

auf Seide einen Flecken yon 6,5 em ~ 
auf Leinen einen Flecken yon 4,3 cm 2 
auf Hemdenpopeline einen Flecken yon 2,7 cm ~ 
und bei dicken Wollgeweben einen Flecken yon 1,1 em ~ 

Wir ermittelten: 0,2 ml spitzauslaufende Blaubrandpipette (Versueh 1--10) 
bzw. 1,0 ml Pipette (Versueh 11--18). 

Trop/volumina. Senkrecht gehaltene Pipette,  freier Fall. In  der Tabelle 2 
sind Feuchtgewieht, Troekengewieht wie Gewiehtsverlust gegenfibergesteUt. Wenn 
innerhalb yon 16 Std bei Bestimmungen in Zimmertemperatur  zur Troeknung 
gekommener Spuren noch eindeutige Ergebnisse zu erzielen sind, so nieht etwa 
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Tabelle 1. Identi/izierung der SEP-Typen aus au] Filterpapier au/getrop/ten und bei Zimmer- 
temperatur angetroclcneten Blutspuren 

Aufgetropfte Reaktionsstgrke Anzahl der 
Blutmenge (in Klammern: Zahl der Untersuchungen) Versuche 

0 ,03ml=ca .  9mg @ +  (4) @ (4) ± (4) -- (1) 13 
0,02 ml=ca .  6 mg @ (3) ~_ (4) -- (1) 8 
0,01 ml- -ca .  3 mg -- (2) --  (1) 3 

Spurenalter 8 Std 16 Std 24 Std 32 Std 

Anzahl der Versuche (9) (9) (5) (1) 

Tabelle 2 

Nr. Volumen Gewicht Gewicht Gewicht Gewichts- 
(ml) nach nach nach verlust 

Auftropfung 8 Std 24 Std in 24 Std 
(rag) (mg) (rag) (rag) 

1 0,032 31,6 10,1 10,0 21,6 
2 0,033 33,3 11,1 11,1 22,2 
3 0,032 31,0 9,9 9,8 21,2 
4 0,032 30,9 9,8 9,7 21,2 
5 0,032 31,5 10,7 9,9 21,1 
6 0,030 29,5 8,9 8,9 20,6 
7 0,033 32,9 10,5 10,3 22,6 
8 0,034 34,0 11,6 11,6 22,4 
9 0,032 32,1 10,0 10,0 22,1 

10 0,032 31,2 9,7 9,6 21,6 

11 0,05 49,0 16,7 16,7 32,3 
12 0,05 52,3 18,2 18,2 34,1 
13 0,05 51,3 18,2 17,9 33,4 
14 0,05 47,5 16,8 a 16,0 31,5 
15 0,05 47,0 16,9 a 14,5 32,5 
16 0,05 48,1 17,3 a 16,3 31,8 
17 0,05 49,4 18,5 a 17,4 32,0 
18 0,05 49,0 17,3 a 16,3 32,7 

a Abw/~gung nach 7 Std. 

an einzelnen Blu tspr i tzern ,  sondern  zumindes t  an Mengen, die einem Blu t s t ropfen  
en tspreehen  (s. Tabel le  1 nnd  2). 

Zu I I .  1 b). Ein  T a t o r t  wird  erst  viele S tunden  naeh  dem Gesehehen en tdeekt .  
Sinnvoll  w/~re es n u t  dann,  B lu t spnren  yon Opfern wie eventuel l  auch T/~tern 
einer T y p e n b e s t i m m u n g  zuzuffihren, wenn bei  Vorl iegen ausre iehender  Blut-  
mengen auch die zeit l iehe Naehweisbarke i t sgrenze  be ka nn t  w/~re. 

Wir  m6ehten  letztere,  un te r  n ieh t  ex t remen  gugeren Bedingungen  auf 32 S td  
begrenzen,  sofern mindes tens  20 mg Troekenb lu t  in die Tes tung eingeffihrt  werden 
(Tabelle 3). - -  D a m i t  besehri~nkt sieh der  E insa tz  erheblich.  W i r d  eine Ta t  
abe t  so raseh en tdeekt ,  dab  Spuren  n ieht  n u t  reehtzei t ig  gesiehert ,  sondern in 
e inem L a b o r  sofort,  ohne Verzug, speziellen Unte r suehungen  zugeffihr~ werden 
k6nnen ? 
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Tabelle 3. Bestimmbarkeit der SEP-Typen in au] Glasplatteu bei Zimmertemperatur getrockneten 
Blutspuren 

Angetrocknete Reaktionsst~rke (in Klammern Zahl derUntersuchungen) Anzahl der 
Blutmenge Versuche 

( + 2 ) - -  (1) 19 
20mg + ÷  (4) + ÷  (2) + (4) + (4) ± (4) (:L2) 

15mg ~ - ÷  (2) ~--~ (2) ~- (2) (1)J -- (1) -- (1) 10 

9mg  ÷ +  (9) + (3) (5)J -- (1) -- (1) 22 

6mg ÷ (2) ~: (2) -- (1) --  (1) 6 

3mg + (2) --  (1) -- (1) 1 (1) 5 

Spurenalter 8 Std 16 Std 24 Std 32 Std 40 Std 48 Std 

Anzahl der (19) (10) (16) (9) (6) (2) 
Versuche 

Tabelle 4. Typenbestimmbarkeit von Trockenspuren nachEinlagerung unter einer Temperatur 
von--40°C 

Lagerung bei Reaktionsst~rke (in Klammern: Zahl der Untersuchungen) Anzahl der 
Zimmertemper~tur Versuche 

Alter der 8 Std 
Blutspuren 

vor 16 Std 
Verbringen 

in die 24 Std 
K~lte 

T~ge 

Anzahl der 
Versuche 

+ +  (2) ÷ (3) + (1) 34 
÷ (5) _L (10) + (3) ± (2) ± (4) --  (4) 

+ ( 0 )  . (2) ÷ (2) + (0) - (1) - (1) 22 

i (4) - -  (1) --  (1) 6 

1 2 3 4 7 14 

(16) (16) (9) (10) (6) (5) 

Tabelle 5. Typenbestimmbarkeit der Feucht- sowie Trockenspuren bei Zimmertemperatur 

Reaktionsst~rke (in Klammern Zahl der Untersuchungen) Anzahl der 
Versuche 

Trockenspuren 

Feuchtspuren 

+ - -  (12) ÷ (3) ÷ (4) ~- (4) 47 
÷ (5) ± (12) - -  (7) 

÷ ~ -  (4) + ÷  (2) _L~_ (3) ÷ (2) + (1) 16 
± (1) ± (3) 

Spurenalter 8 Std 16 Std 24 Std 32 Std 40 Std 

Anz~hl der (21) (5) (20) (13) (4) 
Versuche 
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Unter anderen Problemstellungen bearbeiteten Dotzauer und Jaroseh T6tungs- 
delikte und stellten lest, dal3 sie sich vorwiegend an Woehenenden ereignen. 
Naeh Entdeckung der Tat mfil~te ein Saehverstgndiger sofort, im ersten Angriff, 
zur Spurensicherung zugezogen werden. Das Spektrum zu testender Blutgruppen- 
systeme h~ngt davon ab, ob Material in ausreiehender Menge, sauber, mit ent- 
spreehenden Kontrollen, asserviert wird. --- Gezielt wurde das lange Woehenende 
zur Diskussion gestellt: Als Folge der Arbeitszeitverkfirzung, ohne Einsatz 
erfahrener Kr~fte, ist das technische Personal unserer Institute w/ihrend des 
Wochenendes und an Feiertagen iiberhaupt nicht oder nur begrenzt fiir hoeh- 
qualifizierte Untersuchungen einsatzf/~hig. 

~Tir versuchten abzukl~ren, ob es unter diesen Kautelen nicht zweekdienlieh 
ware, gesiehertes SpurenmateriM bis zur Untersuehung in einer Tiefkfihltruhe 
( -- 40 ° C) zu verwahren. - -  Durch Vorversuche batten wir gekl~rt, dab bei Zimmer- 
temperatur oder im Kiihlschrank ( 4- 4 o C) aufbewahrtes Troekenblut nach 2 Tagen 
keine sieheren Befundungen mehr zulgl~t (Tabelle 2). Auf der Ordinate sind Trock- 
nungszeiten vor Asservierung eingetragen, auf der Abzisse Aufenthaltsdauer der 
Trockenspur bei 40 ° C. Nach Entnahme der Proben ans der Tiefkiihltruhe wurde 
sofort untersueht. Wird Blut, das 8 Std bei Zimmertemperatur hat trocknen 
kSnnen, in die Tiefkiihltruhe verbraeht, ist eine zweifelsfreie Bewertung noch 
his zu 3 Tagen m6glieh. 

War die Spur bereits bis zu 16 Std Mr, so sind sichere Befunde stets nach einer 
Kiihlzeit his zu 24 Std, gelegentlieh bis zu 48 Std, zu erheben. 

Es waren jeweils etwa 10 mg Trockenblut getestet; anfgetropft auf Filter- 
papier, Glas, abet aueh Flanell. - -  Filterpapier und Glas sind idealere Spuren- 
tr/iger als saugf/ihiges Flanell. Zur Ermittlung yon Naehweisgrenzen wurde 
8 Std auf Flanell bei Raumtemperatur angetroeknetes Blur in die K/ilte (--40 ° C) 
gegeben. Naeh liingstens 4 Tagen waren alle Versuehe ergebnislos, bei Glas und 
Filterpapier aber 1/~ngstens nach 7 Tagen. - -  Der Liehteinflug w/~hrend der 
Antrocknungszeit ist bedeutungslos. 

Typenbestimmungen sind in einer bei Zimmertemperatur in/euehter Kammer 
asservierten Probe besser, d.h. l~nger durchfiihrbar, wobei es sieh lohnt, Feueht- 
proben nach Asservierung in die Tiefkfihltruhe einzugeben, sofern nieht sofort 
untersucht wird. 
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