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I m  menschlichen Sperma ist saure Monophosphatesterase in hoher 
Aktiviti~t vorhanden and qualitativ sowie quanti tat iv leicht nachzu- 
weisen (GuTMA~ U. GUTMA~, HUGGI~S, KUTSCHEa). Zun/~chst glaubte 
man, mit  der Bestimmung dieses Fermentes eine spezifische Nachweis- 
methode ftir Spermaspuren gefunden zu haben. Von WEY~ICH, LEITHOFF 
und KUZlAS, ItAVCK u. LEITtIOFF, PI~OKOt' u.a. wurde jedoeh aueh in 
anderen biologischen Medien saure Phosphatase z.T. in hoher Aktivit/~t 
naehgewiesen. Somit ist der Fermentnachweis allein nieht geeignet, 
einen Spermafleek mit  einer fiir das Gerieht erforderliehen Sicherheit 
zu identifizieren. Neben anderen morphologisehen, immunologisehen und 
chemisehen Methoden vermittelt  die quantitative Aktivitiitsbestimmung 
der sauren Phosphatase jedoeh fiir den gerichtsmedizinischen Naehweis 
yon Spermaspuren eine diagnostische Information. 

Ffir die quantitative Bestimmung dieses Fermentes ist eine gr6gere 
Anzahl yon Methoden bekannt. In  einigen wird Phenylphosphat (Phph) 
als Substrat  verwandt, wobei das freigesetzte Phenol ein MaB der Hydro- 
lyse darstellt. Nach E~DMAN~-M~sLE~ z.B. wird das Phenol mit  Folin- 
sehem Reagens quanti tat iv bestimmt. Diese Bestimmung ist iuBerst 
st6ranf~llig, da Zeit und Temperatur  der Farbentwicklung streng ein- 
gehalten werden mfissen. Ein weiterer Naehteil ist, dal3 Verdfinnungs- 
reihen des Spermas - -  oft bis zu 1 : 100000--herzustellen shad, da durch 
die hohe Fermentaktivit / i t  das Substrat nach kurzer Zeit hydrolysiert ist. 
Eine Erh6hung der Substratkonzentration ist hier wegen der l)berschug- 
hemmung nicht m6glich. 

o-Carboxyphenylphosphat (o-C) wurde yon A~SC~IOTZ synthetisiert 
und yon BRANDENBEt~GEI~ e t  a l .  a n d  HOFSTEE z u r  quanti tat iven Akti- 
vitgtsbestimmung yon Phosphatasen eingesetzt. Aueh ALBE~S et al. und 
MEISENZAttL benutzten fiir kinetisehe Studien an der gereinigten sauren 
Phosphatase aus der Prostata dieses Substrat. 

* Herrn Professor Dr. Dr. E. WEI~IG zum 65. Geburtstag gewidmet. 

i Dtsch. Z, ges. gerichtl. Ned., ~Bd. 66 



2 G. WAr~T~Ea : 

I m  folgenden soil fiber die Verwendung yon  o-C zur quant i ta t iven 
Bes t immung der sauren Spermaphosphatase  berichtet  werden. 

Bei der hydrolyt ischen Spaltung dieses Substrates ents teht  Salieyl- 
s/~ure (Abb. 1). 

OH OH 

Abb. 1. Hydrolytisehe Spaltung des o-Carboxyphenylphosphats zur Bestimmung 
der sauren Phosphatase. Die entstehende Salizyls~ure dient als Mel~grSBe 

Material und Methode 

Fiir die Untersuchung vcurde, der Praxis angepagt, ungereinigte saure Phos- 
phatase in Form des Samenpl~smas in einer Verdfinnung yon 1:10 bzw. l : i00 
benutzt. Die Enzymbestimmungen mit o-C erfolgten in 0,1 M Essigsgure/Natrium- 
aeetatpuffer and mit Phph in 0,1 M Citronens~ure/Natronlaugepuffer nach 
SS~E~SE~. Alle Messungen warden mit 0,1 ml ProbelSsung in Gang gesetzt. Die 
Bestimmungen erfolgten in Quarzcuvetten yon 1 cm Schichtdicke bei 25~ mit 
dem Spektralphotometer PMQ II  der Firm~ Zeiss, Oberkochen. Zur Aufzeichnung 
diente der Schreiber ,,Servogor" der Firma Metrawatt, Niirnberg. 

Im einzelnen warden Iolgende Untersuchungen durchgefiihrt: 
1. Priifung der Stabili~/it der Substrate, 
2. Bestimmung der Absorptionsmaxima der Substrate und Sp~ltprodukte, 
3. Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten, 
4. Bestimmung der Substratoptima beider Substrate und Bestimmung des 

ptI-Optimums fiir o-C, 
5. Untersuehungen zur Stabilit/~t des Enzyms naeh Verdiinnung des Samen- 

plasmas. 

Ergebnisse 

1. Untersuchungen zur Stabilit~it von o-C und Phph 

])as o-C zeigte in 0,1 M Acetatpuffer  bei p H  4,8 und in w/iBriger 
LSsung bei 25~ sowie einer Konzent ra t ion  yon  2,5- l0 -3 M eine spontane 
I tydrolysera te  yon 0,2--1,0 ~M/min. Phph  1/~gt in 0,1 M Citronen- 
s/iure/Natronlaugepuffer bei p H 4 , 9  keine ExtinktionsS~nderung er- 
kennen. 

2. Bestimmung der Absorptionsmaxima 

Die Messungen erfolgten ffir Phenol und  Phph  in dem zugeh6rigen 
Puffer bei p i t  4,9 und  ffir Salicyls/iure und o-C in dem entsprechenden 
Puffer  bei p H  4,8. Es ergaben sich folgende Maxima (Abb. 2): 

Phenol:  272 nm, Salieyls/~ure: 298 nm, 
P h p h :  263 nm, o-C: 276 nm. 
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Abb. 2. Absorptionsverhalten yon Phenol, Phenylphosphat, Salicylsgure und 
o-Carboxyphenylphosphat in Abh~ngigkeit yon der Wellenl~nge. Die Messungen 
erfolgten hinsiehtlich Pufferart und 10N unter den Bedingungen der jeweiligen 
Hydrolyse. Es warden folgende Konzentrationen eingesetzt: Phenol und Phenyl- 

phosphat: 5-10 -4 M; Salieylsgure und o-Carboxyphenylphosphat: 2.10 -4 M 

3. Bestimmung der molaren Extinktions#oe//izienten 

Von den Substraten und zugeh6rigen Spaltprodukten wurden je 
5 L6sungen angesetzt und je 5mal gemessen. Die Messungen erfolgten in 
den jeweiligen Puffern. Ffir o-C und Salicylsiiure betrug die Wasserstoff- 
ionenkonzentration pH 4,8 und ffir Phph und Phenol pI-I 4,9. Aufgrand 
der Instabilit~t des o-C muB diese L6sung sofort nach der I-Ierstellung 
gemessen werden. Es ergaben sich folgende Werte: 

S29s (o-C): 0, 239"10a, %72 (Phph): 0,111-10 a, 
%9s (Salicylsi~ure) : 3,496.108, s2~2 (Phenol) : 1,352- l0 a. 

4. Bestimmung der Substratoptima von o-C und Phph 

Es wurden ffir beide Substrate jewefls 2 Untersuchungsreihen mit  je 
2 Messungen in den eingangs erw/~hnten Puffern und bei pI-I 4,8 (ffir o-C) 
bzw. pH 4,9 (ffir Phph) durchgeffihrt. Die Konzentration yon o-C wurde 
zwischen pS 2,12 und 3,60 und die des Phph zwischen pS 2,00 und 3,30 
variiert. Abb. 3 zeigt die Ergebnisse je einer Me6reihe flit Phph und o-C. 

1"  
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Abb. 3. Phosphatase~ktivit~t des Samenpl~smas in Abh~ngigkeit yon der Substrat- 
konzentration. �9169169 Mit Phenylphosphat; . . . . .  mit o-Carboxyphenyl- 
phosph~t. Die Bestimmungen erfolgten in den jeweiligen Puffern bei pH 4,8 fiir 
o-C und 4,9 fiir Phph. Wegen der hSheren Hydrolyserate des o-C mul]te das Samen- 
plasma 1:100 verdfinnt werden. Die H6chstwerte fiir Phph ergaben sich bei 
4--6.10 -3 M und fiir o-C bei 2--5.10 -3 M. Umgerechnet auf 1:10 verdiinntes 

Samenplasma ergeben sich fiir Phph 98 ~M/min und fiir o-C 270 ~M/min 

Die hSchsten Hydrolyserate erg~ben sich bei folgenden Werten: 

o-Carboxyphenylphosphat pS 2,3--2,7 : 2 - -5 .10  -3 M, 
Phenylphosphat pS 2,2--2,4 : 4 - -6 .10  -3 M. 

5. Bestimmung des pH-Optimum /iir o-C 

Es wurden 6 Bestimmungsreihen zu je 2 Messungen mit frischen, 
verschieden alten und Mischproben bei 2,5-10 -3 M Substratkonzentra- 
tion in 0,1 M Acetatpuffer durchgefiihrt. Bei Verwendung yon Misch- 
sperma und ~lteren Proben fie] eine Unregelm~l~igkeit im Bereich 
zwischen pH 4,2--5,2 auf. Es waren oft sog. ,Ausreil~er" zu beobachten, 
die jedoch nicht immer bei gleichem pH auftraten. Ein relativ gerader 
Kurvenverlauf einer ffischen Sperm~probe ist in Abb. 4 dargestellt. Es 
ergibt sich hieraus ein pH-Optimum bei pH 4,8--5,6. Aber auch hier 
sind zwischen pi t  4,8--5,2 geringe Abweichungen zu beobachten. 

6. Untersuchungen zur Stabilit~it des Enzyms 

Um zu prtifen, ob bei h5heren Verdiinnungen das Enzym an Aktivit~t 
verliert, wurden 5 Spermaproben mit physiologischer KochsalzlSsung 
bis ] :10000 verdfinnt und flit jeden Verdiinnungsgrad 2 Messungen 
durchgefiihrt. Ein Aktivits wurde nicht beobachtet. Abb. 5 
zeigt die Mel]ergebnisse einer solchen Verdiinnungsreihe. 
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Abb. 4. Phosphataseaktivit~t des Samenplasmas in Abhgngigkeit vom pH. Die 
Messungen erfolgten in 0,1 M Acetatpuffer bei 2,5"10-aM o-Carboxyphenyl- 

phosphor. Ein ]Kaximum der Aktivit~t liegt zwischen pH 4,8 und 5,6 

Abb. 5. Saure Phosphataseaktivit~t des Samenplasmas in AbhSngigkeit veto Ver- 
diinnungsgrad (am Beispiel einer Probe). Der geradlinige Verlauf zeigt, dal3 ein 
Aktivit~tsverlust durch Verdiinnung des Samenplasmas mit physiologischer 

Kochsalzl6sung nicht eintritt 

D i s k u s s i o n  

Die Absorptionsmaxima yon Phph und Phenol liegen sehr dicht 
beieinander (Abb. 2), so dal3 eine spekt, rophotometrische Messung fraglich 
erscheint. Die durchgeffihrte Berechnung ergibt jedoch ffir die Spaltung 
yon 1 ~M Phph eine Extinktionszunahme yon 1,240-10 -a. Aktivit~ts- 
messungen unter den Hydrolysebedingungen nach E]CDMAI~N-MOLLEI~ 
lassen erkennen, dub eine mel~bare Extinktionszunahme besteht (Abb. 3). 
Die bereits erw~hnten Naehteile dieser Methode kSnnen somit bei der 
spektrophotometrisehen Messung des freigesetzten Phenols umgangen 
werden. Um optimale Reaktionsbedingungen zu erhalten, sollte aller- 
dings die Substratkonzentration, wie aus der Kurve V/pS (Abb. 3) zu 
ersehen ist, auf 5. l0 -s M erhSht werden. Die Extinktionszunahme bei 
der Spaltung yon 1 ~M Phph ist mit  1,240.10 -a aber aueh dann noch 
relativ gering 

Ftir das Substrat  o-C wurden die optimalen l~eaktionsbedingungen 
bei p i t  4,8--5,6 (Abb. 4) und 2,0--5,0.10 -3 M Substratkonzentration 
(Abb. 3) in 0,1 M Aeetatpuffern festgestellt. Die Absorptionsmaxima 
von Substrat  und Spaltprodukt liegen mit  22 nm weir auseinander 
(Abb. 2). Der molare Extinktionskoeffizient yon Sa]icyls~ure ist wesent- 
lieh hSher als yon Phenol. So ergeben sich unter Verwendung yon o-C 
grSl~ere Extinktionszunahmen bei der Hydrolyse i~quimolarer Substrat- 
mengen. Bei der Spaltung yon 1 tzM o-C resultiert eine Extinktions- 
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zunahme yon 3,258.10 -3, wi~hrend diese bei der Spaltung yon 1 ~M Phph 
nur 1,240-10 -3 - -  etwa ein Drittel - -  betr~gt. Das bedeutet eine grSBere 
Empfindlichkeit bei der Verwendung von o-C. Hinzu kommt, dab im 
Bereich des Substrat- und pH-Optimum die Hydrolyseraten des o-C etwa 
doppelt so hoch sind wie die des Phph (Abb. 3). Diese beiden Faktoren 
einer schnelleren Hydrolyse und hSheren ~quimolaren Extinktions- 
~nderung ergeben zusammengenommen in der Zeiteinheit eine etwa 
6fache Extinktionszunahme. Damit ist die MSglichkeit gegeben, auch 
geringere Fermentaktivit~ten zu effassen. 

Die Messung der unverdiinnten Spermaphosphatase ist bei Verwen- 
dung yon o-C selbst mit hSohster Papiergesohwindigkeit des Schreibers 
nicht mSglich. Eine Verdiinnung yon 1:10 oder 1:100 reicht jedoeh im 
allgemeinen aus, meBbare Fermen~aktivit~ten zu erhalten. Mi~ physio- 
logiseher KoehsalzlSsung verdiinntes Samenplasma zeigt keine Akti- 
vit~tsminderung der sauren Phosphatase (Abb. 5). 

Bei den Messungen zur Bestimmung des pH-Optimums fiel bei Ver- 
wendung yon verschiedenen alten Spermaproben und Mischsperma eine 
geringe Abweichung zwischen pH 4,2 und 5,6 auf. Auoh bei Verwendung 
einer frischen Spermaprobe lieBen sich in dem Bereioh 3 MeBpunkte 
nicht zwanglos in den begradig~en Kurvenverlauf eingliedern (Abb. 4). 
Diese sog. ,,AusreiBer" waren nicht immer bei gleichem pH und auch 
nicht in allen Proben zu beobachten. Auch HAUCK U. LEITHOFF be- 
schreiben ahnliche unregelmaBige und atypische Kurven. Derartige 
UnregelmaBigkeiten ]assen daran denken, dab es sich hier um Isoenzyme 
mit verschiedenen pH-Optima und unterschiedlicher Stabilitat handelt. 
SMIT~ u. W~ITBY, SuRet  al. sowie V~NoN et al. konnten im Sperma 
und im Prostatagewebe 2 und mehr Isoenzyme der sauren Phosphatase 
nachweisen. 

Zusammenfassung 
Ftir die Bestimmung der sauren Spermaphosphatase wird an Hand 

eines Vergleiches mit Phenylphosphat (Methode nach ERDMANN-MULLER) 
als Substrat o-Carboxyphenylphosphat empfohlen. Die optimalen Reak- 
tionsbedingungen werden festgestellt. Das Inkuba~ionsmedium ist wie 
folgt zusammengesetzt : 

o-Carboxyphenylphosphat 2,5.10 -s M, 
Essigsi~ure/Natriumacetatpuffer p i t  4,8 0,1 M, 
ProbelSsung (bei 2,5 ml-Ansatz) 0,1 m]. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit und spektrale Empfindlichkeit ist bei 
Verwendung dieses Substrates wesentlich hSher als bei Phenylphosphat. 
Bei hoher Papiergeschwindigkeit des Schreibers genfigen im allgemeinen 
Spermaverdfinnungen yon l :10 bzw. 1:100, um meBbare Aktivit~ten 
zu erhalten. 
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Summary 

Es t imat ion  of seminal  acid phosphatase is carried out  with sodium 
phenylphosphate  and  o-carboxyphcnylphosphate.  Comparism indicates 
more increase of ext inct ion and  higher rate of spli t t ing with the aid of 
o-carboxyphenylphosphate .  Di lut ion of seminal  fluid 1:10 ore 1:100 is 
sufficien~ for est imation.  The incubat ing  medium is mixed as following: 

o-carboxyphenylphosphate  2,5.10 -s M, 
acetic acid/sodium acetate buffer p i t  4.8 0,1 M, 
seminal  fluid (at 2.5 ml test  sloution) 0,1 ml. 
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