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Aktivitdtshestimmungen der sauren Phosphatase
in verschicdencn biologischen Medien unter Verwendung
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Quantitative Istimation of Acid Phosphatase in some Biological Fluids

Sumiznary. Un investigation of human seminal traces the evidence of high activity of
acid phosphatase implies important information. Seme substrales are known for measurement
of this enzyme activity. With the aid of o-Carboxyphenylphosphate in 0.1 M sodium acetate/
acetie acid buffer the conditions for quantitative measurement of human seminal acid phospha-
tase were found to be optimal at pH 4.6-5.8 and pS 2.3-2.7 (Walther}. Az the acid phosphatase
i8 present in many biological fluids, it is necessary to know the rate of hydrolysis by these
enzymes. Therefore in this paper the activity of acid phosphatase in the following bielogical
fluids was measured: IIuman and bull ejaculates, vaginal smears, urines, anal swabs, so-
creles of snails, plant juices (cauli flower and painter’s flower) and some bacteria.

Tn the human ejaculales were notized activities about 10*-10° U, in bovinc cjaculate
about 10*-10* and in fluid of cauli flower 108-101 U. In the other investigated fluids substrate
splitting was very low or negative (see table). Tt is impossible to detect a very small trace
of acid phosphatase becanse the substrate is splitting spontaneously. But this is not important
hocause anyway activities from 10410617 have diagnostical information.

Zusammenfoassung. Unter den fir dic Bestimmung der menschlichen sauren Sperma-
phosphatase festgestellten Bedingungen wurden dic Spaltungsraten verschicdener Sub-
stanzen menschlicher, tierischer und pllanzlicher Herkunft bestimmi. Im Humansperma
wurden etwa 104—108 U, im bovinen etwa 10°—10* und im Blumenkohlprefsalt 105-—10*TJ
festgestellt. In den Gbrigen Substanzen ist zwar eime geringe Hydrolyserate, die auch durch
saure Phosphataseaktivitit bedingt sein kann, nicht avszuschlieBen, jedoch ist dieses Ferment
nicht mit Sicherheit nachweisbar. Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dab die saure Phos-
phatase des menschlichen Ejaculates o-Carboxyphenylphosphat sehr schnell hydrolysiert,
aber auch im Blumenkohlprefisalt ist eine relativ hohe Aktivitit vorhanden.

Key words: Saure TPhosphatase, Aktivitdtsbestimmungen -— Spermaphosphatase —
Spermanachweis.

In dieser Zeitschrift (66, 1/1969) wurde zur quantitativen Messung der sauren
Phosphatase im Rahmen der perichismedizinischen Spermaspurenuntersuchung
als Substrat o-Carboxyphenylphosphat empfohlen und die optimalen Melibe-
dingungen festgestellt. Dicses Substrat wird von der sauren Spermaphosphatase
relativ schnell hyvdrolysiert. Im vorliegenden Beitrag sollen dic bisherigen Er-
fahrungen mit diesem Substrat dargelegt und die Hydrolyseraten anderer saurer
Phosphatasen tierischer und ptlanslicher Herkunft untersucht werden. Diese
Kenntnis ist fiur dic Interpretation von Enzymbestimmungen im Rahmen der
Spermaspurenuntersuchung von Bedeutung, da dic saurc Phosphatasc praktisch
ubiquitdr vorkommt (Literaturiibersicht bei Leithoff und Héhn).
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Material und Methode

Es wurden menschlichc und bovine Ejaculate, cinige humanc Korperflissigkeiten,
Bakterienkulturen, PflanzenpreBsifte und cinige Schneckenschleime untersucht. Ejaculat,
Speichel, Vaginalsekret und Urin wurden nativ verwandt. Bei den tbrigen humanen Spuren
handelt es sich nm Tupferabstriche oder Textilgewebe, die jeweils in 2—5 ml physiologischer
Kochsalzlosung eluiert und danach zentrifugiert wurden. Tm Tiherstand erfolgte die Restim-
mung der sauren Phosphatase. Die Karperflisssigkeiten und Spurenelunate wurden mikro-
skopisch auf das Vorhandensein von Samenzellen untersucht. Der Samenzellenbefund im
Ausstrich oder Bodensatz der Eluate ist in der Tabelle angegeben. Die Pflanzensifte wurden
durch Zerstampfen im Mdrser und die Schneckenschleime durch Kricchenlassen tber Fil-
trierpapier und Elution in 3 ml physiclogischer KochsalzlGsung gewonnen. Die Zichtung
der Bakterienkulturen erfolgte in 15 ml Boullion und hierin wurde auch die Keimzahl fest-
gestell, die in der Tabelle in Klammern angegehen ist. THe Boullion wuorde dreimal mit
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, zentrifugiert und die Bakterien mit 2 ml Agqua
bidest und 1 min Einwirkung von Ultraschall homogenisiert,

Die Messungen erfolgten bei 25°C in 0,1 M Essigsiurs/Natriumacetatpuffer bei pH 5,2
und pS 2,6 (Walther). 18s wurde jeweils eine Doppelhestimmung durchgefiihrt und in den
Ergebnissen der Mittelwert angegeben. Die Substanzen mit hohen Enzymgchalten wurden
nach Bedarf 1:10 oder 1:100 verdinnt.

Ergchnisse

Die Lrgebnisse der Enzymmessungen und mikroskopischen Untersuchungen
gind im einzelnen aus der Tabellel zu entnehmen. Die Reaktion wurde in 3 ml
Testansatz mit 0,1 ml Probe in Gang gesetzt. In der Tabelle ist in der Spalte 3
die reine Hydrolyserate und in der Spalte 4 die Umrechnung in internationale
Enzymeinheiten angegeben. Da der Spontanzerfall des Substrates unter den
angegebenen MeBbedingungen bis 2,0 puM/min oder auch etwas dariiber betrug,
erfolgte die Umrechnung in Enzymaktivititen erst ab einer Hydrolyserate von
3,0 pM/min.

Diskussion

Die optimalen Bedingungen fiir die Bestimmung der menschlichen sauren
Spermaphosphatase wurden in 0,1 M Acetat/Essigsidurepuffer bei pH 4.6—3.8
und pS 2,3—2.7 festgestelll (Walther). Wie bisher nicht verdffentlichte Unter-
suchungen zeigten, stimmen dicse Optima fiir dic saure Phosphatase aus Blamen-
kohl und Bullensperma nicht dberein. Auch fir die anderen Substanzen ist cin
unterschicdliches  biochemisches Verhalten anzunehmen. Da die Aktivitats-
bestimmung der sauren Phosphatase im Rahmen einer Spurenuntersuchung
in dem fiir die menschliche saure Spermaphosphatase optimalen Bereich erfolgen
mufl, wurden bel den Messungen diese Bedingungen gewihlt.

Die Krgebnisse zeigen, dall o-Carboxyphenylphosphat von der sauren Phos-
phatase der hicr untersuchten biologischen Substanzen sehr langsam oder nicht
gespalten wird. Lediglich der Blumenkohlprefisaft und auch das bovine Kjaculat
zeigten eine sehr hohe Aktivitdt, die der des unverdiinnten menschlichen Eja-
culates nahekomamt. Von besonderer Bedeutung sind die mit o-Carboxyphenyl-
phosphat gefundenen negativen Werte. Im PreBsaft von Malerblumen sind mit
Phenylphosphat wesentlich hohere Werte zu messen (Leithoff). Diese Unter.
suchungsergebnisse weisen wiederum darauf hin, dafl die Hohe einer gemessenen
Fermentaktivitit vom angewandten Substrat abhingig ist.
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Tabelle 1. Brgebnisse der Enzymmessung im einzelnen

Bei den Bakterienkulturen ist die Keimzahl pro ml Boullion eingetragen. Von den
untersuchten biologischen Substanzen zeigt nur der Blumenkohlprefisaft eine Aktivitit an
saurer Phosphatase, die der in Ejaculaten nahe kommt.

Untersuchtes Material Anzahl Samen- Hydrolyse-  Aktivitis
der zellen- rate Uy
Proben befund (M /min)
Ejaculate:
a} human 20 positiv 103105 3-10%—3-10¢
b) bovin 3 positiv 15—3,2-10°  4,6-102-9,9-10°
Vaginalsekrete 15 negativ 25 bis 1,5-10°
Speichel 5Q, 53 negativ Ddt bis 1,2-102
Urin:
a} weiblich 10 negativ 2—3,5 bis 102

b) ménnlich

10—-30 min nach Ejaculation 5 positiv 50-—10% 1,5-10—3 104
5—8 Std nach Ejaculation 5 negativ/ 6—25 1,8-108—8-10%
positiv
8 und mehr Tage nach 5 negativ/ 3080 9-102—2,5-10%
Ejaculation positiv
Fluate von Textilspurentrigern 6 positiv 1,8—1,6-10% 0,5-102—5,5-10%
32 negativ/ 1,8-8,0 0,5-102—-2.4.10
fragl.
positiv
Afterabstriche 5 negativ 2,5~3,5 bis 10%
Schneckenschleime:
a} Weinbergschnecke 1 — 2,9 —
b} Sehntirkelschnecke 1 — 1,9 -
Pflanzensifte:
a) Blumenkohl 5 — 30-—650 105—2-10%
b) Malerblume (20 Bliiten e 1,8-3,2 e
zerstampft)
Bakterienkulturen:
a) E. coli (101%) 1 e 3.5 108
b) Proteus (3-10%%) i e 2,7 e
¢) Pyocyaneus (5-10%%) 1 - 3,1 —
d) Enterococeus (103%) 1 e 2,1 e
e} Staphylococcusalbus (8-10%) 1 — 1,8 ——
) Staphylococcus aureus 1 e 1.8 —

(5-10%9)
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Das hier angewandte Substratl ist nicht stabil. Bei den Bestimmungen wurde
eine spontane Hydrolyserate bis 2 pM/min oder gering dariiber festgestellt. Die
Umrechnung in internationale Tnzymeinheiten crgibt sich bei Messung in 1 em
Cuvetten wie folgt:
uM/min . V- F

v

U=
Es bedenten:
¥ — Gesamtvolumen, » = Probelésung, F' = Verdfinnungsgrad.

Fir einen Spontanzerfall von 2 uM/min ergibt sich bei der Berechnung eine
scheinbare Aktivitit von 62 U. Aus Sicherheitsgriinden wurde in der Tabelle
der Trgebnisse orst ab ciner ITydrolyscrate von 3 pM/min auf Enzymeinheiten
umgerechnet. Diesc Methode ist somit fiir den Nachweis kleinster Mengen saurer
Phosphatase nicht geeignet. I'ir eine Spermaspurenuntersuchung ist dieser Um.
stand jedoch von untergeordneter Bedeutung, da ohnehin nur Aktivitdten won
104—10¢ U eine diagnostische Information beeinhalten.

Die Untersuchungsergebnisse haben somit gezeigt, dall bei der Bestimmung
der sauren Phosphatase unter Verwendung von o-Carboxyphenylphosphat eine
gréflere Anzahl phosphatasehaltiger biologischer Substanzen praktisch nicht
erfalit wird. Die sehr hohe Aktivitdt im BlumenkohlpreBsaft weist auch bei
diesem Substrat darauf hin, dall gnantitative Messungen der sauren Phosphatase
immer noch kritisch zu beurtcilen sind.
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