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A New Criminological Procedure: Investigation 
of L-Cystine-Aminopeptidase Activity for the Detection of Seminal Stains 

Summary. L-Cystine-aminopeptidase (CAP) enzyme cleaves L-cystine-di-~- 
naphthylamide substrate to 13-naphthylamine. The final product of this pro- 
cess is a violet azostain. CAP enzyme determination was developed for 
criminological procedures. CAP shows almost 100 times greater activity in 
human semen than in other body fluids. Samples taken at different time in- 
tervals (1 week, 1-3-6 months, 1 year, and 5-10 years) were investigated; 
they were dried on cloth and filter paper and then stored at room tempera- 
ture for various time periods. The enzyme was also shown to be specific in 
the comparative studies performed with other human secretions (nasal dis- 
charge, saliva, vaginal secretion, feces, urine, breast milk) and fruit juices 
(raspberry, strawberry, apple, pear, plum, tomato, etc.). 

Key words: L-Cystine-aminopeptidase (CAP) activity - Human seminal 
fluids - Seminal stains, detection for criminological purposes 

Zusammenfassung. Das L-Cystin-Aminopeptidase (CAP)-Enzym spaltet 
das L-Cystin-di-I3-naphthylamid-Substrat zu 13-Naphthylamin; als Endpro- 
dukt dieser Diazoreaktion entsteht ein violetter Azofarbstoff. Ftir die krimi- 
nalistische Praxis wurde eine qualitative Methode zur CAP-Enzymbestim- 
mung erarbeitet. Die M6glichkeit hierzu war vor allem dadurch gegeben, 
dab die CAP im Samen eine fast hundertfach gr613ere Aktivit~it zeigt als in 
anderen menschlichen K6rpersekreten. Untersucht wurden auf Textil- und 
Filterpapier eingetrocknete und verschieden lange Zeit bei Raumtempera- 
tur gelagerte Proben unterschiedlichen Alters (1 Woche, 1-3-6 Monate, 1 
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sowie 5-10 Jahre). Das Enzym erwies sich auch im Laufe der mit anderwei- 
tigen humanen K6rpers~iften (Nasensekret, Speichel, Scheidensekret, Stuhl, 
Urin, Muttermilch usw.) und pflanzlichen S~iften (Himbeeren, Erdbeeren, 
)kpfel, Birnen, Pflaumen, Tomaten usw.) angestellten vergleichenden Un- 
tersuchungen als spezifisch. 

Schliisselw6rter: L-Cystin-Aminopeptidase (CAP)-Aktivit~it, in Samenfltis- 
sigkeit und Samenflecken - Samenfltissigkeit (-Flecken), Cystin - Amino- 
peptidase-Aktivit~it 

Einleitung 

Zum Nachweis von Spermaflecken steht in der kriminalistischen Praxis eine 
ganze Reihe yon Methoden im Gebrauch, dennoch kann man nicht behaupten, 
dab eine jede yon ihnen eindeutige Beweise liefert [1, 2]. Die groge Anzahl yon 
Prtifungsm6glichkeiten ist damit zu erkl~iren, dag wir meistens irgendeine spezi- 
fische Komponente der Samenfltissigkeit bestimmen [23, 25, 30, 33, 35]. In der 
einen Gruppe der Beweisproben bestimmen wit die eiweiBartigen Substanzen 
der Spermafltissigkeit, oder deren Bestandteile: Spermin, Cholin, prostataspe- 
zifisches Antigen p. 30 [4, 6, 15, 17, 19, 36]. In letzterer Zeit aber empfehlen die 
Autoren in erster Linie die Bestimmung der Enzyme der Samenfltissigkeit [3, 5, 
10, 14, 18, 20, 22, 28, 29, 31]. Einige der letzteren liefern nicht nur Anhalts- 
punkte ftir die Anwesenheit des Samens, wie z.B. die saure Phosphatase 
(SP), die Laktat-Dehydrogenase-C4 (LH-C4), Leucin-Aminopeptidase (LAP), 
Gamma-Glutamyl-Transpeptidase (GGT), - die mit anderem Namen auch als 
Gamma-Glutamyl-Transferase in der Literatur vorkommt - ,  sondern es gibt 
unter ihnen auch solche, - wie die Phosphoglukomutase (PGM1) - ,  aufgrund 
deter Schlugfolgerungen auch auf die Individualit~it mOglich sind. 

Geserick et al. [7] empfehlen die Anwendung eines neuen Enzyms, der Di- 
peptidyl-Aminopeptidase IV (DPIV). Morvay et al. [11, 12, 13, 27] haben eine 
Methode zum Nachweise der L-Cystin-Aminopeptidase (Oxytocinase) im Se- 
rum, im Fruchtwasser und im Ejakulat erarbeitet und festgestellt, dag die L- 
Cystin-Aminopeptidase-Aktivit~it im Serum yon der 13. bis zur 40. Schwanger- 
schaftswoche fortlaufend steigt und erst vor Beginn der Geburt nachl~iBt. Im 
Fruchtwasser nimmt die Enzymaktivit~it bis zur 16. Schwangerschaftswoche er- 
heblich zu und ihr Anstieg ist schneller als im Serum. Von der 16. bis zur 
30. Woche l~igt die Enzymaktivit~it jedoch nach und nach dieser Zeit ist die En- 
zymaktivit~it der L-Cystin-Aminopeptidase praktisch gar nicht mehr nachweis- 
bar. In den Mekonium-haltigen Fruchtwasserproben dagegen war die L-Cystin- 
Aminopeptidase-Aktivit~it in sfimtlichen F~illen erh6ht. Ihren Untersuchungen 
nach betr~igt die L-Cystin-Aminopeptidase-Aktivitgt im humanen Ejakulat etwa 
ein Hunderffaches des Serumwertes. 

Nach den Untersuchungen yon Vanha-Perttula [32] kommen im Hodenge- 
webe von Ratten 4 Formen von Aminopeptidasen vor, yon denen die L-Cystin- 
Aminopeptidase (CAP) die bedeutendste ist: ihr pH-Optimum ist 7,8; sie ver- 
ftigt tiber ein breites Substrat-Spektrum, sie ist mit Cystein signifikant aktivier- 
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bar und ihre Wirkung ist mit SH-Reagenzien hemmbar. Das Enzym ist wasser- 
16slich und primfir in den Hodenkanfilchen (Tubuli-seminiferi) lokalisierbar. 

Aufgrund solcher vorl~iufigen Literaturangaben trachteten wir zu klfiren, in 
welcher Weise die CAP in der kriminalistischen Praxis zum Nachweis von Sa- 
menflecken, haupts~ichlich nicht in Form einer quantitativen Bestimmung, son- 
dern als qualitative Reaktion anwendbar ist. 

Untersuchungsmaterial und Methodik 

Zu unseren Untersuchungen wurden im Andrologischen Laboratorium der Universitfits-Frau- 
enklinik zu Szeged Samenflfissigkeit von 30 M~innern sowie aus der Samenblase yon 20 mfinn- 
lichen Leichen des Sektionsmaterials unseres Institutes entnommenes Samensekret verwen- 
det. Verschieden lange Zeit (1 Woche, 1 Monat, 3-6 Monate und 1 Jahr) auf Textilien oder 
Filterpapier eingetrocknete, bei Raumtemperatur gelagerte Proben wurden untersucht. Dar- 
fiber hinaus gelangten auch auf Textilien eingetrocknete Samenflecke zur Untersuchung, die 
mehrere Jahre alt waren. 

Aus den verschieden alten und unter abweichenden Umst~inden eingetrockneten Samen- 
flecken erfolgten je 2 parallele Probenentnahmen und Bestimmungen. 

Unter gleichen Umstfinden wurden ferner gleich behandelte und maximal 6 Monate gela- 
gerte anderweitige K6rperflfissigkeiten (Nasensekret, Urin, Stuhl, Muttermilch usw.) sowie 
auch verschiedene Obst- und Gem%es/ffte (Himbeeren, Erdbeeren, Apfel, Birnen, Pfirsiche, 
Pflaumen, Tomaten, Spinat, Zwiebeln usw.). 

Nachwe&-Prinzip 

Die L-Cystin-Aminopeptidase (CAP) spaltet das S-Benzyl-cistein-di-13-naphthylamid-Substrat 
zu ~-Naphthylamin auf. Diese Verbindung nimmt tell an der Diazoreaktion (Abb. 1-3), deren 
Endprodukt bei Anwesenheit von Samen ein violettfarbener Azofarbstoff ist. 
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3 Ausbi{dung der Diazo-Reaktion 

Abb. 1. Formel des Oxytocin 

Abb. 2. Formel des L-Cystein-di-J3- 
naphthylamid 

Abb. 3. Ausbildung der Diazo-Reaktion 
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Erforderliche LOsungen 

1. (0.1M, 7,9pH-Tris-Puffer) 6,05 g Tris werden in 500ml Wasser gel6st und der pH-Wert 
mit 0,1n NaOH eingestellt 

2. (Substrat-L6sung) 135,0mg S-Benzyl-cistein-di-fl-naphthylamid werden in 50ml Methyl- 
cellosolv (Methylglykol) gel6st, l ml 1 M Salzs~iure zugesetzt und mit dest. Wasser auf 
100 ml erg~inzt 

3. 0,1%ige w~isserige Natrium-nitrit-L6sung 
4. 0,1%ige wasserige N-(1-Naphthyl)-ethylen-diamin-Dihydrochlorid-LSsung 
5. absoluter Alkohol 
6. Konzentrierte Salzs~iure 
7. 0,5% ige wtisserige Ammonium-sulfamat-L6sung 

Gang des Verfahrens 

Von der auf Filterpapier oder Textilgewebe aufgetragenen 0,1ml eingetrockneten Samen- 
probe wurden mit 3 ml physiolog. Kochsalzl6sung eine Einweichl6sung bereitet und davon 
0,1 ml in ein 5 ml fassendes Zentrifugierr6hrchen pipettiert, dann 0,2 ml Substrat und 1 ml Puf- 
ferl6sung zugesetzt und 30Min in Thermostaten bei 37°C inkubiert. Dann wurden 0,2ml 
konz. Salzs~iure, 0,5ml Natrium-nitrit-16sung, 0,5ml Ammoniumsulfat, 0,5ml N-(1-Naph- 
thyl)-aethylen-diaminl6sung und lml abs. Alkohol hinzugefiigt. 

Auf die gleiche Weise werden auch die ,,Blind-Untersuchungen" durchgefiihrt. 
Im Falle des von Oudheusden (1971) empfohlenen L-Cystin-bis-p-nitroanilid-Substrates 

haben wir die folgenden LOsungen und Verfahren benutzt. 

Erforderliche LOsungen 

1. 0,1M Tris-Puffer, pH 7,5 
2. Substrat-L6sung: 48 mg L-Cystin-bis-p-nitroanilid werden in 15-ml 2-Methoxy-Aethanol 

gel6st und mit 10ml dest. Wasser versetzt (in einer dunklen Flasche auf Eis l~ingere Zeit 
haltbar!). 
W~ihrend des Veffahrens werden zu 2 ml Puffer in einem 5 ml-Zentrifugierr6hrchen 0,2 ml 

der Einweichl6sung des zu prtifenden Materials gemessen und das ROhrchen for 30 Minim 
Thermostaten bei 37°C gehalten, dann folgt die Auswertung. 

Tabelle 1. Untersuchung des L-Cystin-Aminopeptidase- 
Aktivit~it mit humanen K6rpersekreten 

Humanes Anzahl Positiv Negativ 
K6rpersekret der Unter- (n) (n) 

suchun- 
gen (n) 

Muttermilch 3 0 3 
Blut 5 0 5 
Nasensekret 5 0 5 
Samen 50 50 0 
Serum 5 0 5 
Speichel 5 0 5 
Schweig 2 0 2 
Tranen 5 0 5 
Scheidensekret 5 0 5 
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Tabelle 2. Untersuchung des L-Cystin-Aminopeptidase- 
Aktivit~it mit pflanzlichen Sfiften 

Pflanzliche- Anzahl Positiv Negativ 
und Obsts~ifte der Unter- (n) (n) 

suchun- 
gen (n) 

Tomaten 3 0 3 
Kohl 3 0 3 
Mohrrtiben 3 0 3 
Blumenkohl 3 0 3 
Apfel 3 0 3 
Birnen 3 0 3 
Pfirsiche 3 0 3 
Zuckermelonen 3 0 3 
Wassermelonen 3 0 3 
Pflaumen 3 0 3 
Orangen 3 0 3 
Johannisbeeren 3 0 3 
Himbeeren 3 0 3 
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Ergebnisse 

In unseren Untersuchungen haben wir die auf die Anwesenheit  des Enzyms 
hindeutende Farbreaktion einzig im Falle der Samenproben beobachtet.  

S~imtliche Einweichmuster - selbst auch die aus vor mehreren Jahren auf 
Filterpapier eingetrockneten Samenproben hergestellten und bei Raumtempe- 
ratur aufbewahrten - lieferten eine gute bewertbare Farbreaktion. 

Im Falle der Blindproben und der im Laufe der Modellversuche geprtiften 
anderweitigen K6rperfl~issigkeiten und pflanzlichen Flecken war die Reaktion 
jedesmal negativ (Tabelle I und 2). 

Diskussion 

Die Beweiskraft der kriminalistischen Samenuntersuchungen ist - wie auch aus 
den Literaturangaben hervorgeht - ziemlich unterschiedlich, weil sie sich in 
der Praxis nicht alle bew~ihren und nicht das bieten, was wir von ihnen erwar- 
ten. Die Laboratorien haben gew6hnlich ffir ihren eigenen Gebrauch Beweissy- 
sterne ausgearbeitet, bei denen - die angewandten Methoden aufeinander auf- 
gebaut, unter Berticksichtigung auch der Menge und anderweitiger Eigenschaf- 
ten des Testmaterials - ,  in der Rangordnung ihres Beweiswertes nacheinander 
anwendbar sind. 

In unserem eigenen Labor  wenden wir neben der orientierenden S~iure-Pho- 
sphatase-Probe ein auf dem Nachweis von vier Komponenten  des Samens 
(Spermin, Cholin, Zn und c-Cystin-Aminopeptidase-Probe) beruhendes Ver- 
fahren an welches unseren bisherigen Untersuchungen nach, bei gemeinsamer 
Bewertung der Ergebnisse, fiber eine fast gleiche Beweiskraft verfiigt, wie sie 
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die morphologische Bestirnmung der Samenffiden bietet (Rengei et al. 1972, 
1985). 

Stubbings und Newall [26] halten den Nachweis der Eiweigkomponente 
p. 30 ffir spezifisch und brauchbar, und zwar auch in Azoospermie-FNlen. Die 
Untersuchung der GGT-Enzymaktivit~it beurteilen sie hingegen als ft~r die me- 
dizinische Expertenpraxis als unbrauchbar, weil sie in korrekten Vergleichsun- 
tersuchungen fanden, dab die Aktivitgt keine wesentlichen Unterschied zeigte, 
ob nun aus Samenflecken - oder aus Muttermilchfiecken stammende Proben 
untersucht wurden, so dab aufgrund der GGT-Enzymuntersuchungen die bei- 
den nicht einwandfrei unterschieden werden konnten. In einigen F~illen zeigte 
auch die GGT-Aktivit~it des Scheidensekrets sehr hohe Absorptionswerte, die 
fallweise die oft sehr niedrigen Absorptionswerte des Samens erreichten. Aus 
dem Grunde empfehlen sie dieses Enzym wegen seiner Aspezifitgt ft~r krimina- 
listische Zwecke nicht. 

Die zitierten Autoren [26], aber auch andere [4] betrachten als zuverl~issig- 
stes Verfahren die Bestimmung mit dem prostataspezifischen Antigen p. 30, mit 
der ELISA-Methode. 

Geserick et al. [7] halten im Sinne ihrer vorl~iufigen Untersuchungen den 
Nachweis der Dipeptidyl-Aminopeptidase IV. vorerst ebenfalls nicht ffir hinrei- 
chend spezifisch und zuverl~issig, obwohl sie das Enzym unter kriminalistischen 
Bedingungen als ,,lagerungs-stabil" befunden haben. Das sie aber bei der 
photometrischen Messung der Enzymaktivitgt diese fallweise auch bei der Pr~- 
lung yon Scheidensekret etwas erh6ht fanden, mahnen sie zur Vorsicht bei der 
Bewertung der Ergebnisse und m6chten deshalb ihre bisherigen Untersuchun- 
gen durch Priifung einer gr6f3eren Anzahl lebender Personen entnommen und 
yon Leichen stammenden Scheidensekreten erg~inzen und die Ursache ffir die 
beobachteten spezifischen Erscheinungen aufdecken. 

Bei unseren daneben in vieler Richtung ausgedehnten und unter ausgewfihl- 
ten Bedingungen modellartig durchgeft~hrten Untersuchungen haben wir nut in 
jenen Fgllen eine positive Reaktion erhalten, wo das Testmaterial in der Tat 
Samen war. Die untersuchten fibrigen K6rpersekrete und pfianzlichen S~ifte lie- 
ferten keine aspezifische Reaktion. Aufgrund all dieser Ausffihrungen halten 
wir die nach der yon uns empfohlenen Methode durchgefiihrte Prtifung der L- 
Cystin-Aminopeptidase (CAP)-Aktivit~it zur Bestimmung yon Samenflecken 
geeignet. 
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