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Die Anwendung der Leucinaminopeptidase-isozyme in der 
Schwangerschaftsdiagnostik aus Blutspuren 
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Application of Leucine Aminopeptidase Isozymes to the Diagnosis of Pregnancy 
from Blood Stains 

Summary. Application of LAP-isozymes to the diagnosis of pregnancy from blood stains 
is described. Electrophoresis shows an LAP-active band  in as-globulin in extracts of blood 
stains of pregnant  women in the lat ter  half of pregnancy, puerperal women and in blood 
stains obtained at  delivery. This method is recommendable for the examinat ion of blood 
stains in medio-legal practice. 

Zusammen]assung. Es wird fiber die Anwendungsm6glichkeit  der :LAP-isozyme in der 
Schwangerschaftsdiagnostik aus Blutspuren beschrieben. Aus den Blutspurenextrakten yon 
Frauen in der letzten H/£1fte der Schwangerschaft und WSchnerinnen sowie Geburtsblut-  
spurenextrakten l~l~t sich in der Elektrophorese eine LAP-aktive Bande im as-Globulin- 
Bereich nachweisen. Diese Methode kann ffir Blutspurenuntersuchungen in der gerichts- 
~rztliehen Praxis empfohlen werden. 

Key-Words: Schwangerschaftsdiagnostik - -  Leucinaminopeptidase-isozym - -  Spuren- 
nntersuehung - -  Blutspuren. 

In der gerichtsmedizinischen Praxis ergibt sich gelegentlich die Notwendigkeit 
unhand einer Blutspur eine Schwungerschaft zu diagnostizieren: Wurde z.B. eine 
schwangere Frau getStet, so grit der Schwangerschuftsnaehweis uus Blutspuren an 
Kleidungsstiicken, Waffen oder anderen Gegenstitnden eines Verditchtigen als ein 
gewichtiger Hinweis auf den Titter. Aul~erdem ist bei KindstStung- oder Ab- 
treibungsfitllen eine Differenzierung zwischen Geburts- und Abortusblutspuren 
erforderlich. 

Zur Zeit werden folgende Methoden zur Bestimmung der Schwangerschaft aus 
Blutspuren angewandt [1]. 

1. Bestimmung der Vermehrung der Diaminoxidaseaktivititt. 
2. Bestimmung der Vermehrung des Kupfergehaltes. 
3. Nachweis yon Chorionzellen oder Fruchtwasserbestandteilen. 
4. Positive biologisehe Schwangerschaftsreuktion. 
5. Positive immunologische Schwangerschaftsreaktion. 

Von diesen werden besonders die Reaktionen naeh Aschheim-Zondek und Fried- 
mann, die in tier Geburtshflfe zur Diagnose der Friihsehwangersehuft benutzt 
werden, seit 1/~ngercr Zeit fiir gerichtsmedizinische Spurenuntersuchungen heran- 
gezogen [2, 3]. Neuerdings hat die Einfiihrung der Methode des immunologischen 
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Chor iongonadot ropinnachweises  auf  der  Grundlage  der  Agg lu t i na t i ons -Hemm-  
r eak t ion  an  B]u t f l eckenmate r ia l  wesent l iche Fo r t s e h r i t t e  e rb rach t  [4, 5]. 

Leuc inaminopep t idase  (LAP) wird hiiufig in  k l in ischen Unte r suehungen  zur  
Organdiagnose  verwendet ,  weil  bei  manchen  K r a n k h e i t e n  ihre A k t i v i t £ t  zu- 
n i m m t  [6], und  weft sie sich in der  E lek t rophorese  in  charak te r i s t i schen  Banden  
au f t r ennen  lii~t, denen die  aus den jewefligen Organen in die  B l u t b a h n  frei- 
gesetz te  L A P  en t sp r i eh t  [7, 8]. Fe rne r  t r i t t  in  den Seren yon  F r a u e n  in der le tz ten  
H~lf te  der  Sehwangerschaf t  L A P  auf, d ie  sich m i t  Hi l fe  der  E lek t rophorese  yon  
der  L A P  in Seren n ieh t  sehwangerer  F r a u e n  un te rsehe iden  l~l~t [8]. I n  dieser  
Arbe i t  wird  fiber die M6gl ichkei t  ber ichte t ,  durch  die Charak te r i s ie rung  der  
I soenzyme der  L A P  in B lu t spu ren  eine Schwangersehaf t  naehzuweisen.  

Material und Methoden 
a) Seren 

Seren yon Frauen in jedem Monat der Schwangerschaft, Seren yon W6chnerinnen und 
Seren yon nicht schwangeren Personen. 

b) Blutspuren 
1. Blutspuren yon Frauen in jedem Monat der Schwangerschaft, Blutspuren yon W6chne- 

rinnen und Blutspuren yon nicht schwangeren Personen. 
2. Geburtsblutspuren und Abortusblutspuren (beim Abortus im 2.--5. Monat). 
3. Blutspuren yon Frauen im 6., 8. und 10. Monat der Schwangerschaft, Blutspuren yon 

nicht schwangeren Personen und Geburtsblutspuren, die je 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 30 und 60 Tage 
bei Zimmertemperatur gelagert wurden. 

Diese auf Filterp~pier aufgetragenen 3 ~  cm 2 Blutflecke wurden mit einer Schere fein 
zerschnitten und in einem Reagenzglas mit 0,5 ml dest. Wasser eingeweicht. ])ann wurde das 
Blur durch Verrfihren mit einem Glasstab extrahierL 

c) Elektrophorese und Enzymnachweis 
Die Elektrophorese wurde durchgefiihrt nach der yon Meade und Rosalki angegebenen 

Methode [8], die wir in einigen Details modifizierten: Seren und Blutspurenextrakte (5--10 ~l) 
auf Celluloseacetatmembranen (Oxoid) in 0,06 M Veronalpuffer (pH 8,6) bei konstantem 
Strom yon 0,5 mA/cm ffir 90 rain trennen. Nach Beendigung der Elektrophorese die Oxoid- 
membran auf Filterpapier legen, das mit einem 1: i-Gemisch yon 0,2 M Phosphatpuffer 
(pH 6,8) und L-Lencin-fl-naphthylamid-L6sung (0,8 mg/ml) getr~nkt worden ist und bei 
37°C fiir 60 min inkubiert. Danach die Oxoidmembran in Fast  Garnet G. B. C.-L6sung 
(1 mg/ml) fiir 15 rain inkubieren. 

d) Protein/grbung 
Dasselbe Material wurde ferner auf Oxoidmembranen unter den gleichen Bedingungen 

elektrophoretisch getrennt. Danach wurden die Proteine mit 0,4 % Ponceau 3 R in 3 % Trichlor- 
~cetat fiir 10 sec angef~rbt und mit 5% Essigs~ure iiberschfissiger Farbstoff ausgewaschen. 

Ergebnisse 
L A P - a k t i v e  K o m p o n e n t e n  lassen sich auf  Cel luloseaceta ts t re i fen als rosaro te  

Banden  dars te l len .  Durch  Vergleiche ihrer  Laufs t recken  m i t  denen der  Serum- 
pro te ine  k a m e n  wir  zu folgenden Ergebn i ssen :  I n  Seren yon  Nich tschwangeren  
und  Schwangeren  bis zum 5. Mona t  befand  sich eine schwache L A P - a k t i v e  Bande  
in der  Mitre  zwischen ~l -Globul in  und  g2-Globulin.  I n  Seren yon  Schwangeren 
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Abb. 1. Elektrophoretisch getrennte LAP-isozyme an t~lutspuren verschiedenen Alters 
(1 Proteinf~rbung; 2--5  Enzymfirbung). 1 Serumprotein; 2 3 Tage are Blutspur einer 
Schwangeren im 10. Monat; 3 3 Tage alte Blutspur einer Niehtschwangeren; ~ 14 Tage are 

Geburtsblutspur; 5 l0 Tage alte Abortusblutspur (Blutung beim Abortus im 3. Monat) 

Albumin 

51 
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Abb. 2 A--C. Schematische Darstellung der LAP-isozyme. A Serumprotein. B Blutspuren 
der Nichtschwangeren, Blutspuren der Schwangeren bis zum 5. Monut und Abortusblutspuren. 
C Blutspuren der Schw~ngeren vom 6. Monat ab, Blutspuren der WSchnerinnen und Geburts- 

blutspuren 

vom 6. Monat  ab und  von W6chner innen  zeigte sich daneben  zus/itzlich noch eine 
langsamer wandernde Bande,  die in ihrer Laufgesehwindigkeit  dem ~2-Globulin 
entsprach.  Je mehr die Schwangerschaft  fortschrit t ,  um so st/~rker fiirbte sich diese 
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dem :¢2- Globulin entsprechende Bande. Vergleiche mit den Scrumkontrollcn er- 
gaben, dab die korrespondierenden Blutspurenextrakte gleiche Wanderungs- 
gesehwindigkeiten besaBen. Die dem ~-Globulin entspreehende Bande wurde 
auch in Geburtsblutspuren nachgewiesen, aber in Abortusb]utspuren nieht 
(Abb. 1 und 2). 

Wir untersuchten Seren und Blutspuren yon 41 Personen, 7 Geburtsblut- 
spuren und 6Abortusblutspuren. ~ber  die durchgeffihrten Untersuchungs- 
ergebnisse gibt nachfolgende Tabelle Auskunft. In gcalterten Blutspuren yon 
Schwangeren im 6. Monat war diese Bande noeh 5 Tage, im 8. Monat l0 Tage, 
im 10. Monat 14 Tage und in Geburtsblutspuren 30 Tage lang naehweisbar. 

Tabelle 

Art der Blutspuren Anzahl 
der 
F~lle 

Anzahl 
der 
Nachweise 

Nichtschwangeren 7 0 

Schwangeren im 
1. Monat 0 0 
2. Monat 1 0 
3. Monat 3 0 
4. ~onat 3 0 
5. Monat 2 0 
6. Monat 5 3 
7. Monat 3 2 
8. Monat 5 5 
9. Monat 2 2 

10. Monat 6 6 

WSchnerinnen 4 4 

Geburtsblutspuren 7 7 

Abortusblutspuren 6 0 

Diskussion 

Meade und Rosalki [8] beobachteten in den normalen Niehtsehwangeren- 
seren eine LAP-aktive Bande im ~l-Globulin und in den Seren yon Sehwangeren 
am Ende der Sehwangersehaft eine Bande im ~2-Gl°bulin. Dagegen haben wir in 
jenen eine Bande zwisehen ~z-Globulin und ~2-Globulin gefunden. Die beiden 
wurden in der Elektrophorese auf Celluloseacetatmembranen nur unvollst~ndig 
voneinander getrennt. 

Da die Bande im ~2-Globulin nur in Schwangerenseren sowie in Placenta- 
extrakten, nicht in Extrakten anderer Organe naehgewiescn werden konnte [8], 
scheint sie das plaeenta-spezifische LAP-isozym zu sein, welches aus der wachsen- 
den Placenta ins Mutterblut fibergeht. Das unter der Geburt und nach Aus- 
stoBung der Placenta aus dem mfitterliehen Genitale austretende Blut s tammt 
yon der A. uterina, es ist deshalb verstiindlich, dab auch in Geburtsblutspuren 
die LAP-aktive Bande im ~-Globulin nachweisbar ist. Bei Abortusblutspuren 
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ist der Naehweis n ieh t  m6glieh, da im Anfang der Schwangerschaft  die P lacenta  
noeh n icht  hinreiehend entwickelt  ist, u m  die nStige Menge LAP zu produzieren. 

Diese Methode ist besonders ffir die Durehfi ihrung forensiseher Blutspuren-  
un te r suehungen  geeignet, weft sic methodisch einfaeh ist und  an veral te ten 
Blu tspuren  auch noeh naeh 5 - -30  Tagen den Sehwangersehaftsnaehweis erlaubt.  
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