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Fiir eine spezifische Bestimmung der Samenflissigkeit in der prak-
tischen Gerichtsmedizin ist es am vorteilhaftesten, die Samenzellen zu
ermitteln. Bei Azoo- und Oligospermie aber, oder beim Fehlen der
Samenzellen fiberhaupt, muB die Samenfliissigkeit auf chemischem
Wege festgestellt werden. Von den verschiedenen Bestimmungsmetho-
den der Samenflissigkeit in der gerichtlichen Medizin eignet sich die
Prifung des Materials auf saure Prostata-Phosphatase am besten. Doch
von WEYRIcH (1956), Havck und Lerraorr (1959) wurde festgestellt,
daB die Ermittlung der sauren Phosphatase fiir den Nachweis der Samen-
fliissigkeit nicht spezifisch ist, da ein dhnliches Ferment, das nahezu die
gleiche Farbreaktion wie saure Prostata-Phosphatase ergibt, in betracht-
lichen Mengen in vielen Pflanzen vorkommt.

Fiir eine serologische Bestimmung der Samenfliissigkeit verwendeten
Farxum (1901) und HEkTORN (1922) u.a. Antiserum von Kaninchen, die
sie mit menschlicher Samenfliissigkeit immunisiert hatten. GraDWOHL
(1954) berichtete von einer Bestimmung der menschlichen Samenfliissig-
keit in der Gerichtsmedizin mittels einer Pracipitin-Reaktion durch
Antihuman-Samen-Serum, fiigte jedoch hinzu, daf die Gegenwart von
anderen Korperflissigkeiten, die neben dem Samen im Untersuchungs-
material vorhanden sind, Nebenreaktionen hervorrufen. Menschliche
Samenfliissigkeit, als Antigen zur Herstellung des Antiserums verwendet,
enthielt bei all diesen Untersuchungen in hohen Konzentrationen Pro-
teine und andere chemische Bestandteile (MANN 1954). Solange das er-
wihnte Antiserum bei der serologischen Bestimmung der Samenfliissig-
keit angewandt wird, sind Nebenreaktionen nicht zu vermeiden.

Was die immunologischen Untersuchungen anbelangt, so priiften
wir in einer Antigen-Antikérper-Reaktion die Antigenwirkung von der
durch Séulenchromatographie fraktionierten sauren Prostata-Phos-
phatase, die aus menschlichem Prostatagewebe isoliert wurde.
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Material und Methoden

1. Als Ausgangsmaterial diente menschliches Prostatagewebe, das
von Leichen entfernt und bei etwa —15° C gelagert wurde.

2. Der Proteingehalt wurde mit einem Hitachi-Spektrophotometer
bei 280 my bestimmt (Boman 1955).

3. Die saure Phosphatase-Aktivitit wurde nach der Methode von
Kina und ArmsTrRONG (1934) gemessen. _

4. Die Chromatographie wurde nach dem Verfahren von LoNDoN u. a.
mit Amberlite XE-69 ausgefiihrt (Loxpox u. Mitarb. 1953). Zur Elution
dient 0,2 m Acetatpuffer, pg 5,85.

5. Das gereinigte Enzym wurde in physiologischer Salzlésung auf-
gelost und Kaninchen fir ihre Immunisierung injiziert. Fiir jedes Tier
werden sieben Dosen zu je 2 mg Protein pro kg des Korpergewichtes in
Intervallen von 2 Tagen verabreicht. Nach einer Woche der letzten
Dosierung wurde das Blut vom Herzen entnommen.

6. Die Pricipitin-Tests wurden in entsprechenden Reagensglisern
durchgefithrt. Eine innerhalb von 15 min stattfindende positive Reak-
tion wurde mit - -+, von 15—30 min mit -, von 30—60 min mit +
und eine negative Reaktion mit — vermerkt.

7. Die Antigen-Antikorper-Reaktion in Agar-Gel wurde nach
OvcHTERLONYs Methode vorgenommen (WiLson u. Mitarb. 1954).

8. HEs wurden frisch erhaltene Korperiliissigkeiten und Gewebe be-
nutzt. Die gereinigte saure Pflanzen-Phosphatase wurde aus Brassia
oleracea L. var. Capitata L. isoliert.

9. Die menschliche Samenfliissigkeit wurde auf Mull gebracht, bei
Zimmertemperatur getrocknet und bei Gebrauch in einen Behilter
gelegt.

Resultate

Das Reinigungsverfahren fiir saure Prostata-Phosphatase: Gefrorene
menschliche Prostaten werden in 1 mm-Scheiben geschnitten, gewogen,
drei Volumenanteile 0,2 m Acetatpuffer pg 5,0 beigefiigt und in einem
Kiihlschrank unter gelegentlichem Umriihren 48—72 Std extrahiert.
Der erste Extrakt wird durch ein Nesseltuch geprefit, die zweite Extrak-
tion wird nach Zugabe von zwei Volumenanteilen 0,2 m Acetatpuffer in
ihnlicher Weise ausgefithrt. Die gesammelten Extrakte werden gegen
destilliertes Wasser dialysiert. Zum dialysierten Extrakt werden ein
Neuntel des Volumens 1 m Acetatpuffer pg 4,0 (5% Tween enthaltend)
und Y, des Volumens an saurem Ton beigegeben. Die Mischung wird
5 min lang geschiittelt und bei 3000 r.p.m. zentrifugiert. Dauer: 15 min.
Nach Entfernen des Uberstandes wird das Sediment mit dem am sauren
Ton adsorbierten Protein in 0,02 m Na-Citrat, pg 7,0 und 1% Tween
resuspendiert. Danach rithrt man die Mischung gut durch, so dal der
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Eingefrorene Humanprostata
extrahiert mittels 0,2 M Acetatpuffer
(PH 5,0)

Pricipitat Filtrat
(abgeworfen)

Dialysierter Extrakt

1M Acetatpuffer (pg 4,0) mit 5%igen
Twenn 80 (Saurer Lehm)

Uberstehende Losung Riickstand

0,02 M Na-Citrat (p7,0)
enthaltend 1%ige

Tween 80
> Enzymldsung
Uberstehende Lisung Riickstand
40—55%ige (Saurer Lehm,
saturierte inaktives Eiweil3)
(NH,),50,
Uberstehende Losung Riickstand
68 %ige (Tween 80,
saturierte  inaktives EiweiB)
(NH,),80,
Uberstehende Riickstand
Losung dialysiert gegen 0,2 M Acetatpuffer
(abgeworfen) (pm 5,0)
Ungereinigte
Enzymlésung

Amberleite XE-69

Tonenaustauschchromatographie
0,2 M Acetatpuffer (pm 5,85)

groBte Teil an adsorbiertem Enzym in der Lésung aufgeht. Die gereinig-
ten Enzymldsungen werden mit einem geeigneten Acetatpuffer sofort
auf pg 5,8 gebracht und bei weniger als 20¢ C auf etwa ein Viertel ihres
urspriinglichen Volumens konzentriert. Die konzentrierte Losung wird
bei 3000 r.p.m. zentrifugiert, um den restlichen sauren Ton und inertes

13*
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Material zu entfernen. Die Enzymfraktion wird mit 68 %iger gesittigter
Ammonsulfatlosung pracipitiert und durch Zentrifugation abgetrennt.
Der Bodensatz wird gegen 0,2 m Acetatpuffer py 5,0 dialysiert. Die auf
diese Weise vorgereinigte Enzymlésung wird iiber eine Siule aus Amber-
lite XE-69 chromatographiert. Der Aufarbeitungsgang ist in Abb. 1
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Abb. 1. Chromatographische TFraktionierung der sauren Prostata-Phosphatase mittels
Amberleite XE-69 (Fraktionsvolumen 12 ml)
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Abb. 2. UV-Spektrum der sauren Prostata-Phosphatase bei pm 5,5. Das gebrauchte

Enzym ist genommen aus der Fraktion mit maximaler Aktivitdt von der Ionenaustausch-
chromatographie, die in Abb. 1 gezeigt worden ist

Tabelle 1
. Volum Eiwei8- | Enzymatische Totale Spezifische
Fraktion gehalt Alktivitdt Aktivitat Aktivitat
(ml) (mg/ml) (EYfml) (EY) El/mg Eiweil
Ungereinigtes Enzym 110 2,0 560 61600 280
Fraktion mit der maxi-
malen Aktivitdt . 12 1,25 2400 28800 1920

1K.AT.




Die Bestimmung der menschlichen Samenflissigkeit 179

wiedergegeben. Die gereinigte Fraktion an saurer Prostata-Phosphatase
wird gegen destilliertes Wasser dialysiert, lyophilisiert und im Kiihl-
schrank bis zum Gebrauch als Antigen aufgewahrt. Das UV-Spektrum

Tabelle 2. Die Priacipitationen der menschlichen sauren Prostaia- Phosphatase und
menschliches Serum bei Anwendung von Antiserum
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der Enzymlosung zeigt ein Maximum bei 280 my. Die Antigen-Anti-
korper-Reaktion mit Antiserum aus immunisierten Kaninchen und der
gereinigten sauren Phosphatase als Antigen ergibt folgende Ergebnisse:
1. Die Pricipitation ist mit menschlicher saurer Prostata-Phospha-
tase sowie mit menschlichem Serum als Antigen positiv.
2. Von Humanserum adsorbiertes Antiserum zeigt nur eine positive
Reaktion mit dem eingespritzten Antigen (saure Prostata-Phosphatase).
Dtsch, Z. ges. gerichtl. Med., Bd. 53 13a
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3. Von Humanserum adsorbiertes Antiserum ergibt mit mensch-
lichem Harn, Speichel (gekocht), Nasenschleim, Eiter, Rinderserum,
Hundeserum und saurer Pflanzen-
Phosphatase eine negative Reaktion.
Die physiologischen Salzextrakte aus

Tabelle 3. Saure Phosphatase-Akti-
vitdt der menschlichen Organe

Aktivitit A .
der sauren menschlichen Prostata, Leber, Niere,
Organ Phosphatase ) . .
(E.A.U.Je) Milz und Hoden zeigen nur positive
. . Reaktionen mit dem Prostataextrakt,
Samenflissigkeit 16793 die Extrakte aus anderen Geweben
Prostata . . . . 18000 . K
Hoden . . . . . 27 reagieren negativ (Tabelle 4).
Leber . . . . . 19 . . . .
Niere . . . . . 13 4. Die Priifung der physiologischen
Il\z[l_llnge ----- 3(3) Salzextrakte von Samenflecken nach
uz . . . . . .

verschieden langen Zeitabschnitten
ihrer Entstehung ergibt eine positive Reaktion, wenn die Flecken
bis zu 3,5 Jahre als sind (Tabelle 5).

Tabelle 4. Die Précipitationen der Korperfliissigheiten und Organextrakte usw. bet
Anwendung von Antiserum adsorbiert von menschlichem Serum

(Verdiinnung des Antigens: 2n).
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Tabelle 5. Die Prdcipitationen der Samenflissigkeiten bes Anwendung von Antiserum

Die Samenflecken wurden mittels 0,2 ml physiologischer Salzlésung extrahiert.
Der Extrakt wurde als Antigen gebraucht. (Verdiinnung des Antigens: 2n.)
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5. Die Reaktion ist mit Serum von Prostata-Krebskranken positiv,
deren Konzentration an saurer Prostata-Phosphatase im Serum hoch
ist (Tabelle 6).

6. Bei der Agar-Diffusion ergaben die Antigen-Antikérper-Reaktio-
nen nur mit dem an Human-Serum adsorbierten Antiserum entweder mit
dem Antigen oder mit der menschlichen Samenflissigkeit eine einzige
Bande, nicht aber mit Human-Serum (Abb. 3 und 4).

7. Durch Erhitzen oder mit dem Schwermetall Quecksilber inakti-
vierte Antigene reagieren mit dem anti-sauren Prostata-Phosphatase-
Serum bei der Agar-Diffusion negativ (Tabelle 7).

8. Es findet sich eine Neutralisation der sauren Phosphatase-Aktivi-
tét durch Antikorper (Abb. 5).

Diskussion
Die Antigenwirkung von biologisch aktiven Enzymen ist auf dem
Gebiete der Immunologie besonders dann von Interesse, wenn die
enzymatischen Proteine gut gereinigt werden kénnen. Die Antigen-
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wirkung ist bei vielen Enzymen beschrieben worden, einschlieBlich
Urease (Kirk u. Mitarb. 1931), Ribonuklease (CiNADER wu. Mitarb.
1958), a-Glycerophosphatase (SEvaa u. Mitarb. 1954) usw. Es sind Ver-

Tabelle 6. Die Aktivititen der sauren Phosphatase vm Serum und die Pricipitationen
durch das Antiserum

(Verdiinnung des Antigens: 2n). KAU: Die Aktivitdt der sauren Phosphatase.
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Tabelle 7. Die Prdcipitationen des normalen Antigens und des denaturierten Antigens
durch Hrhitzung (65° O, 15 min) oder HgCl, (10-% M)
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suche unternommen worden, die Immunochemie zur Synthese von
enzymatischen Proteinen zu benutzen. Uber das Verhalten einer sauren
Phosphatase, die in hohen Konzentrationen in menschlicher Prostata vor-
kommt, ist viel gearbeitet worden (ScamrpT 1955, MaROKA 1960); doch

Abb. 3 : Abb. 4

Abb.3 u. 4. Das Erscheinen der Précipitate in der Platte verdndert durch das Antiserum

Abb. 3. Zentrum: Das anti-saure Prostata-Phosphatase-Serum. (unverdiinnt). Nr.1 und
Nr. 4: Die Fligsigkeiten mit der maximalen Aktivitdt (Antigen). Nr. 2 und Nr. 3: Mensch-
liche Samenfliissigkeiten

Abb. 4, Unten: Das anti-saure Prostata-Phosphatase-Serum (unverdiinnt). Nr. 1: Human-
serum. Nr. 2: Antigen. Pricipitinversuche zwischen der anti-sauren Prostata-Phosphatase
und den verschiedenen Antigenen. Photographiert nach 14 Tagen

wurde bisher kein Befund tiber immunologische Untersuchungen dieses
Enzyms veroffentlicht.

Wir erhalten ein Antiserum aus immunisierten Kaninchen, wenn die
siolierte und mit Ionenaustauschchromatographie hoch gereinigte
menschliche saure Pro-
stata-Phosphatase als An-
tigen benutzt wird. Far-
NoM  (1901), PrmIFFeEr
(1905), HeEKTOEN (1922),
Kacawa (1929), Grap-
WOHL (1954), WrIL (1956),
Frocks (1960) u.a. be-
richten iiber die Antigen-
wirkung von Samen-
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Phosphatase-Aktivitat  (KAU/ml)

fliissigkeit, Samenplasma, ; i 2 — T

Samenkorperchen  und beigefiighes Antiserum
Prostataextrakt. Keiner .

i . . . Abb. 5. Neutralisationskurve des sauren Prostata-
dieser Antlgene ist eine Phosphatase-Antigeng (1:1) 0,1 ml
einzelne gereinigte Sub-
stanz, begreiflicherweise sind noch andere menschliche Proteine als
Antigene vorhanden. Alle Antisera, die von den oben erwiahnten Auto-
ren erhalten wurden, zeigen natirlich bestimmte Nebenreaktionen.
Im Gegensatz dazu ergibt das von uns hergestellte Antiserum nur
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mit Samenfliissigkeit und saurer Prostata-Phosphatase eine positive
Reaktion; die Art- und Organspezifitit ist sehr hoch. Das Antiserum
sollte daher fiir den Gebrauch in der praktischen Gerichtsmedizin als
eine Substanz in Betracht gezogen werden, die zur serologischen Identi-
fizierung von Samenflissigkeit befihigt ist.

Was die immunologischen Untersuchungen anbelangt, so wurde von
uns mit der Antigen-Antikorper-Reaktion die Antigenwirkung der
chromatographierten Fraktion, die mit einem Fraktionssammler er-
halten wurde, gepriift. Die Antigen-Antikérper-Reaktion in Agar-Gel
ist bei den Fraktionen mit hoher enzymatischer Aktivitit positiv. Bei
der vergleichenden Untersuchung von menschlicher Samenfliissigkeit
und menschlichem Serum ist die Reaktion nur mit Samenflissigkeit
positiv. Nach der Methode von OUCHTERLONY wurde bei Verwendung
von Samenfliissigkeit und bei saurer Prostata-Phosphatase eine Streifen-
bande festgestellt. Diese Befunde sprechen fiir eine spezifische Reaktion.
Die enzymatische Aktivitdt wurde durch Antiserum ziemlich neutrali-
siert. Das Antiserum wurde durch Immunisierung mit saurer prosta-
tischer Phosphatase erhalten. Ist das Antigen bei der serologischen
Reaktion durch Erhitzen bzw. durch Zugabe von Quecksilber denatu-
riert worden, erhdlt man sowohl mit der Pracipitinmethode als auch bei
der Agar-Gel-Diffusion keine Reaktion. Die Antigenwirkung wird durch
denaturierte Enzyme demnach geéindert.

Unsere experimentellen Untersuchungen haben gezeigt, daf das
betreffende Enzym bei den angewendeten Verfahren zur Bestimmung der
Samenfliissigkeit mit Antienzym-Antigenwirkung besitzt. Dazu ist eine
Voraussetzung notwendig. Das Enzym in der Samenfliissigkeit und in
den Samenflecken darf nicht denaturiert sein. Die durchgefihrten
Untersuchungen besagen, dafl das von uns erhaltene antisaure Prostata-
Phosphatase-Serum fiir eine ganz bestimmte Antigen-Antikérper-Reak-
tion geeignet ist und daf seine Antigenwirkung und enzymatische Akti-
vitdt besonders nahe miteinander verwandt sind.

Zusammenfassung

Um Antiserum mit hoher Spezifitit gegeniiber menschlicher Samen-
flissigkeit zu erhalten, wird die saure Phosphatase aus menschlichen
Prostaten isoliert mit Ionenaustauschchromatographie gereinigt und als
Antigen zur Immunisierung von Kaninchen verwendet. Es wurde ge-
funden, daB das resultierende Antiserum wirkungsvoller als das bekannte
Antihuman-Samen-Serum in bezug auf Art- und Organspezifitdt ist.
Zwischen der sauren Prostata und der sauren Pflanzen-Phosphatase
konnte mit dem vorliegenden Antiserum ein Unterschied festgestellt
werden, ihre Farbreaktionen dagegen sind dhnlich. Aus diesem Grunde
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scheint das Antiserum fiir die serologische Bestimmung von Samen-
flecken geeignet zu sein.
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