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Im menschlichen Sperma ist saure Monophosphatesterase in hoher
Aktivitdt vorhanden und qualitativ sowie quantitativ leicht nachzu-
weisen (GurMaN u. GurMAN, Huceins, KuTscHER). Zundchst glaubte
man, mit der Bestimmung dieses Fermentes eine spezifische Nachweis-
methode fiir Spermaspuren gefunden zu haben. Von WEYRICH, LEITHOFF
und Kvuzias, Havck u. LertHorr, PRokop u.a. wurde jedoch auch in
anderen biologischen Medien saure Phosphatase z.T. in hoher Aktivitét
nachgewiesen. Somit ist der Fermentnachweis allein nicht geeignet,
einen Spermafleck mit einer fiir das Gericht erforderlichen Sicherheit
zu identifizieren. Neben anderen morphologischen, immunologischen und
chemischen Methoden vermittelt die quantitative Aktivitdtsbestimmung
der sauren Phosphatase jedoch fiir den gerichtsmedizinischen Nachweis
von Spermaspuren eine diagnostische Information.

Fiir die quantitative Bestimmung dieses Fermentes ist eine groBere
Anzahl von Methoden bekannt. In einigen wird Phenylphosphat (Phph)
als Substrat verwandt, wobei das freigesetzte Phenol ein Mall der Hydro-
lyse darstellt. Nach ERDMANN-MULLER z. B. wird das Phenol mit Folin-
schem Reagens quantitativ bestimmt. Diese Bestimmung ist &duBerst
storanfillig, da Zeit und Temperatur der Farbentwicklung streng ein-
gehalten werden miissen. Ein weiterer Nachteil ist, dal Verdinnungs-
reihen des Spermas — oft, bis zu 1:100000 — herzustellen sind, da durch
die hohe Fermentaktivitiat das Substrat nach kurzer Zeit hydrolysiert ist.
Eine Erhéhung der Substratkonzentration ist hier wegen der Uberschu8-
hemmung nicht méglich.

o-Carboxyphenylphosphat (0-C) wurde von AnscHTz synthetisiert
und von BRANDENBERGER et al. und HorsTEE zur quantitativen Akti-
vitdtsbestimmung von Phosphatasen eingesetzt. Auch ALBERS et al. und
MEIsENZAHL benutzten fiir kinetische Studien an der gereinigten sauren
Phosphatase aus der Prostata dieses Substrat.

* Herrn Professor Dr. Dr. E. WrIntG zum 65. Geburtstag gewidmet.
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Im folgenden soll iiber die Verwendung von o-C zur quantitativen
Bestimmung der sauren Spermaphosphatase berichtet werden.

Bei der hydrolytischen Spaltung dieses Substrates entsteht Salicyl-
sdure (Abb. 1).

OH

OH
O—c001>03H2+H20 = QCOOH+H3P04

Abb. 1. Hydrolytische Spaltung des o-Carboxyphenylphosphats zur Bestimmung
der sauren Phosphatase. Die entstehende Salizylsdure dient als MeBgrofBe

Material und Methode

Fiir die Untersuchung wurde, der Praxis angepaft, ungereinigte saure Phos-
phatase in Form des Samenplasmas in einer Verdiinnung von 1:10 bzw. 1:100
benutzt. Die Enzymbestimmungen mit 0-C erfolgten in 0,1 M Essigstdure/Natrium-
acetatpuffer und mit Phph in 0,1 M Citronensiure/Natronlaugepuffer nach
SORrENSEN. Alle Messungen wurden mit 0,1 ml Probelésung in Gang gesetzt. Die
Bestimmungen erfolgten in Quarzcuvetten von 1 em Schichtdicke bei 25°C mit
dem Spektralphotometer PMQ IT der Firma Zeiss, Oberkochen. Zur Aufzeichnung
diente der Schreiber ,,Servogor der Firma Metrawatt, Nirnberg.

Im einzelnen wurden folgende Untersuchungen durchgefithrt:

1. Priifung der Stabilitit der Substrate,

2. Bestimmung der Absorptionsmaxima der Substrate und Spaltprodulte,

3. Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten,

4. Bestimmung der Substratoptima beider Substrate und Bestimmung des
pH-Optimums fir o-C,

5. Untersuchungen zur Stabilitit des Enzyms nach Verdimnung des Samen-
plasmas.

Ergebnisse
1. Untersuchungen zur Stabilitit von o-C und Phph
Das o0-C zeigte in 0,1 M Acetatpuffer bei pH 4,8 und in waBriger
Lésung bei 25°C sowie einer Konzentration von 2,5-10—® M eine spontane
Hydrolyserate von 0,2—1,0 uM/min. Phph li6t in 0,1 M Citronen-
sdure/Natronlangepuffer bei pH 4,9 keine Extinktionsénderung er-
kennen.

2. Bestimmung der Absorptionsmaxima

Die Messungen erfolgten fiir Phenol und Phph in dem zugehérigen
Puffer bei pH 4,9 und fiir Salicylsdure und o-C in dem entsprechenden
Puffer bei pH 4,8. Es ergaben sich folgende Maxima (Abb. 2):

Phenol: 272 nm, Salicylsdure: 298 nm,
Phph: 263 nm, o-C: 276 nm.
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Abb. 2. Absorptionsverhalten von Phenol, Phenylphosphat, Salicylsdure und
o-Carboxyphenylphosphat in Abhéngigkeit von der Wellenlédnge. Die Messungen
erfolgten hinsichtlich Pufferart und pH unter den Bedingungen der jeweiligen
Hydrolyse. Es wurden folgende Konzentrationen eingesetzt: Phenol und Phenyl-
phosphat: 5-10~¢ M; Salicylsdure und o-Carboxyphenylphosphat: 2-10-* M

3. Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten

Von den Substraten und zugehérigen Spaltprodukten wurden je
5 Losungen angesetzt und je 5mal gemessen. Die Messungen erfolgten in
den jeweiligen Puffern. Fiir o-C und Salicylsdure betrug die Wasserstoff-
ionenkonzentration pH 4,8 und fiir Phph und Phenol pH 4,9. Aufgrund
der Instabilitit des o-C muB diese Losung sofort nach der Herstellung
gemessen werden. Hs ergaben sich folgende Werte:

£95 (0-C): 0,239-103, &5, (Phph): 0,111-103,
£q9g (Salicylsédure): 3,496-103, g4, (Phenol): 1,352-103.

4. Bestimmung der Substratoptima von o-C und Phph

Es wurden fiir beide Substrate jeweils 2 Untersuchungsreihen mit je
2 Messungen in den eingangs erwihnten Puffern und bei pH 4,8 (fir o-C)
bzw. pH 4,9 (fiir Phph) durchgefiihrt. Die Konzentration von o-C wurde
zwischen pS 2,12 und 3,60 und die des Phph zwischen pS 2,00 und 3,30
varilert. Abb. 3 zeigt die Tirgebnisse je einer MeBreihe fiir Phph und o-C.

1*
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Abb. 3. Phosphataseaktivitdt des Samenplasmas in Abhingigkeit von der Substrat-
konzentration. O---0---0 Mit Phenylphosphat; x—x—x mit o-Carboxyphenyl-
phosphat. Die Bestimmungen erfolgten in den jeweiligen Puffern bei pH 4,8 fiir
0-C und 4,9 fiir Phph. Wegen der héheren Hydrolyserate des o-C muBte das Samen-
plasma 1:100 verdinnt werden. Die Héchstwerte fiir Phph ergaben sich bei
4—6-103M und fir o-C bei 2—5-10-3 M. Umgerechnet auf 1:10 verdiinntes
Samenplasma ergeben sich fiir Phph 98 yM/min und fiir 0-C 270 uM/min

Die hochsten Hydrolyserate ergaben sich bei folgenden Werten:

o-Carboxyphenylphosphat pS 2,3—2,7 = 2—5-10-3 M,
Phenylphosphat pS22—24 =4—6-10-3 M.

5. Bestimmung des pH-Optimum. fir o-C

Es wurden 6 Bestimmungsreihen zu je 2 Messungen mit frischen,
verschieden alten und Mischproben bei 2,5-10-2 M Substratkonzentra-
tion in 0,1 M Acetatpuffer durchgefiithrt. Bei Verwendung von Misch-
sperma und &lteren Proben fiel eine UnregelmafBigkeit im Bereich
zwischen pH 4,2—5,2 auf. Es waren oft sog. ,,Ausreiller* zu beobachten,
die jedoch nicht immer bei gleichem pH auftraten. Ein relativ gerader
Kurvenverlauf einer frischen Spermaprobe ist in Abb. 4 dargestelit. Es
ergibt sich hieraus ein pH-Optimum bei pH 4,8—5,6. Aber auch hier
sind zwischen pH 4,8—5,2 geringe Abweichungen zu beobachten.

6. Untersuchungen zur Stabilitit des Enzyms

Um zu priifen, ob bei hdheren Verdiinnungen das Enzym an Aktivitat
verliert, wurden 5 Spermaproben mit physiologischer Kochsalzlésung
bis 1:10000 verdinnt und fiir jeden Verdiinnungsgrad 2 Messungen
durchgetiihrt. Ein Aktivitdtsverlust wurde nicht beobachtet. Abb.5
zeigt die MeBergebnisse einer solchen Verdiinnungsreihe.
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Abb. 4. Phosphataseaktivitit des Samenplasmas in Abhingigkeit vom pH. Die
Messungen erfolgten in 0,1 M Acetatpuffer bei 2,5-10-2M o-Carboxyphenyl-
phosphat. Ein Maximum der Aktivitét liegt zwischen pH 4,8 und 5,6

Abb. 5. Saure Phosphataseaktivitit des Samenplasmas in Abhingigkeit vom Ver-

diinnungsgrad (am Beispiel einer Probe). Der geradlinige Verlauf zeigt, daBl ein

Aktivititsverlust durch Verdinnung des Samenplasmas mit physiologischer
Kochsalzlésung nicht eintritt

Diskussion

Die Absorptionsmaxima von Phph und Phenol liegen sehr dicht
beieinander (Abb. 2), so daB eine spektrophotometrische Messung fraglich
erscheint. Die durchgefiihrte Berechnung ergibt jedoch fir die Spaltung
von 1 uM Phph eine Extinktionszunahme von 1,240-10-3. Aktivitéts-
messungen unter den Hydrolysebedingungen nach ErRDpMANN-MULLER
lassen erkennen, daf} eine meBbare Extinktionszunahme besteht (Abb.3).
Die bereits erwdhnten Nachteile dieser Methode konnen somit bei der
spektrophotometrischen 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 5-10-3 M erhoht werden. Die Extinktionszunahme bei
der Spaltung von 1 pM Phph ist mit 1,240-10-% aber auch dann noch
relativ gering

Fiir das Substrat o-C wurden die optimalen Reaktionsbedingungen
bei pH 4,8—5,6 (Abb.4) und 2,0—5,0-10-3>M Substratkonzentration
(Abb. 3) in 0,1 M Acetatpuffern festgestellt. Die Absorptionsmaxima
von Substrat und Spaltprodukt liegen mit 22 nm weit auseinander
(Abb. 2). Der molare Extinktionskoeffizient von Salicylsidure ist wesent-
lich héher als von Phenol. So ergeben sich unter Verwendung von o-C
groBlere Extinktionszunahmen bei der Hydrolyse d4quimolarer Substrat-
mengen. Bei der Spaltung von 1uM o-C resultiert eine Extinktions-
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zunahme von 3,258 -10~3, wihrend diese bei der Spaltung von 1 pM Phph
nur 1,240-10-% — etwa ein Drittel — betriagt. Das bedeutet eine gréBere
Empfindlichkeit bei der Verwendung von o-C. Hinzu kommt, daBl 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 hoheren &dquimolaren Extinktions-
dnderung ergeben zusammengenommen in der Zeiteinheit eine etwa
6fache Extinktionszunahme. Damit ist die Moglichkeit gegeben, auch
geringere Fermentaktivititen zu erfassen.

Die Messung der unverdiinnten Spermaphosphatase ist bei Verwen-
dung von o-C selbst mit hochster Papiergeschwindigkeit des Schreibers
nicht méglich. Eine Verdiinnung von 1:10 oder 1:100 reicht jedoch im
allgemeinen aus, mefbare Fermentaktivitdten zu erhalten. Mit physio-
logischer Kochsalzlosung verdiinntes Samenplasma zeigt keine Akti-
vitdtsminderung der sauren Phosphatase (Abb. 5).

Bei den Messungen zur Bestimmung des pH-Optimums fiel bei Ver-
wendung von verschiedenen alten Spermaproben und Mischsperma eine
geringe Abweichung zwischen pH 4,2 und 5,6 auf. Auch bei Verwendung
einer frischen Spermaprobe lieBen sich in dem Bereich 3 MeBpunkte
nicht zwanglos in den begradigten Kurvenverlauf eingliedern (Abb. 4).
Diese sog. ,,Ausreifler’ waren nicht immer bei gleichem pH und auch
nicht in allen Proben zu beobachten. Auch HAUCK u. LEITHOFF be-
schreiben &hnliche unregelmiBige und atypische Kurven. Derartige
UnregelméBigkeiten lassen daran denken, daf es sich hier um Isoenzyme
mit verschiedenen pH-Optima und unterschiedlicher Stabilitit handelt.
Smrra u. WHITBY, SUR et al. sowie VERNON et al. konnten im Sperma
und im Prostatagewebe 2 und mehr Isoenzyme der sauren Phosphatase
nachweisen.

Zusammenfassung

Fiir die Bestimmung der sauren Spermaphosphatase wird an Hand
eines Vergleiches mit Phenylphosphat (Methode nach BERDMANN-MULLER)
als Substrat o-Carboxyphenylphosphat empfohlen. Die optimalen Reak-
tionsbedingungen werden festgestellt. Das Inkubationsmedium ist wie
folgt zusammengesetzt:

o-Carboxyphenylphosphat 2,56-10-3 M,
Essigsidure/Natriumacetatpuffer pIl 4,8 0,1 M,
Probelosung (bei 2,5 ml-Ansatz) 0,1 ml.

Die Reaktionsgeschwindigkeit und spektrale Empfindlichkeit ist bei
Verwendung dieses Substrates wesentlich hoher als bei Phenylphosphat.
Bei hoher Papiergeschwindigkeit des Schreibers geniigen im allgemeinen
Spermaverdiinnungen von 1:10 bzw. 1:100, um meBbare Aktivititen
zu erhalten.
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Summary

Estimation of seminal acid phosphatase is carried out with sodium
phenylphosphate and o-carboxyphenylphosphate. Comparism indicates
more increase of extinction and higher rate of splitting with the aid of
o-carboxyphenylphosphate. Dilution of seminal fluid 1:10 ore 1:100 is
sufficient for estimation. The incubating medium is mixed as following:

o-carboxyphenylphosphate 2,5-103 M,

acetic acid/sodium acetate buffer pH 4.8 0,1 M,

seminal fluid (at 2.5 ml test sloution) 0,1 ml.
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