
Z Rechtsmed (1984) 92 : 115-119 
Zeitschrift for 

Rechtsmedizin 
© Springer-Verlag 1984 

Zur forensischen Anwendbarkeit 
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Application of Gamma-Glutamyltransferase in Forensic Casework: 
Quantitative Studies on the Activity of Gamma-GT in Human Ejaculates 

Summary. The activity of  the enzyme gamma-glutamyltransferase was deter- 
mined in 26 normal  ejaculates by means  of a commercial ly available kit. The  
activities concerned ranged between 3800 and 12 500 U/1 at 25°C. 

Key words: Gamma-glutamyltransferase,  in normal  ejaculate - Forensic case- 
work, g a m m a - G T  in h u m a n  ejaculates 

Zusammenfassung. Die Aktivit/it des Enzyms Gamma-Glutamyl t ransferase  
wurde an 26 Normospe rmen  mit  Hilfe eines kommerziel l  erh~iltlichen Test- 
kits best immt.  Die Aktivit/iten lagen bei 25°C zwischen 3800 und 12 500 U/1. 

Schliisselwiirter: Gamma-Glutamyl t ransferase ,  in Normospe rma  - Spuren- 
kunde, Spermanachweis  

Gamma-Glutamyl t ransferase  (EC 2.3.2.2) katalysiert den Gamma-Glu tamyl -  
gruppentransfer  von Gamma-Glu tamyl -Pept iden  auf  andere Peptide oder L- 
Aminosfiuren [5, 8]. 

Nach Untersuchungen  von Rosalki und Rowe [6] ist das Enzym auch im 
menschl ichen Sperma vorhanden und zeigt hier eine hohe Aktivit~it von bis zu 
13 000 U/1 (25°C) [61. 

Gamma-GT findet sich ebenfalls in Organen und Geweben, z.B. Niere, Pankreas, Leber, 
DiJnndarm. Besonders hohe Aktivit~iten im menschlichen Gewebe wurden in den Epithelien 
der intrahepatischen Gallenwege und der Ausftihrungsg~inge des Pankreas sowie in den proxi- 
malen Tubuli und den Henle-Schleifen der Nieren gemessen. Das Enzym kommt an die Zell- 
struktur gebunden und in 16slicher Form vor. Letztere erscheint auch im Serum und im Urin 
[111. Eine Erh6hung der Gamma-GT-Aktivit/it im Serum weist auch auf eine Erkrankung der 
Leber und der Gallenwege hin. Die Gamma-GT-Bestimmung ist daher ein empfindlicher 
Suchtest, der klinisch routinem/il3ig durchgeffihrt wird [4]. 

Normalwerte im Serum nach Szasz [11]: M~inner 6-28 U/1 (25°C); Frauen 4-18 U/1 (25°C). 

* Herrn Prof. Dr. med. H. Schweitzer zum 65. Geburtstag gewidmet. 
Sonderdruckanfragen an: Priv.-Doz. Dr. J. Henke (Adresse siehe oben) 
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Suzuki et al. [7] ver6ffentlichten 1980 ein qualitatives Verfahren als Vortest zum 
forensischen Spermanachweis, das auf dem hohen Enzymgehalt yon Sperma 
fuBt 1. Dabei verwiesen sie auf die Arbeiten yon Nakanishi 2, tier mittels einer 
quantitativen Bestimmung den Nutzen der Gamma-GT fiir den Spermanach- 
weis untersuchte und befand, dab dieses Enzym best~indiger als die saure Phos- 
phatase sei [7]. 

H~lt man eine quantitative Bestimmung von Enzymaktivitfiten zum Sperma- 
nachweis, als Vortest, in der forensischen Praxis ftir sinnvoll, so ist es wichtig, 
eine einfach durchzuftihrende, empfindliche, standardisierte und spezifische 
Bestimmungsmethode zu finden, die es auch erlaubt, Werte verschiedener 
Autoren miteinander zu vergleichen. 

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, eine Methode zur Ermittlung der 
Gamma-GT-Aktivit~t im Normosperma zu beschreiben, um eine Grundlage ffir 
entsprechende Untersuchungen an Spermaflecken zu liefern. 

Material und Methode 

Material 

26 nach mindestens fiinft/igiger sexueller Karenz durch Masturbation gewonnene definierte 
Normospermen 3 wurden 10 rain bei 4000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipet- 
tiert und in verkorkten Reagenzgl~isern bei - 46°C fiir unterschiedlich lange Zeit tiefgefroren 
(8-22 Wochen). 

2 Normospermen wurden nach dem Zentrifugieren sofort, d. h. ohne Einfrieren, dem Test 
unterzogen. Durch die Bestimmung der Enzymaktivit/iten aller Proben an einem Tag konn- 
ten die MeBbedingungen relativ konstant gehalten werden. 

Methode 

Monotest ® Gamma-GT (neu) (Fa. Boehringer Mannheim GmbH; Best.-Nr. 125938) zur 
Bestimmung der Enzymaktivitfit im Serum). 

Testprinzip. L-Gamma-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilid + Glycylglycin Gamma-GT ). 
c-Gamma-Glutamyl-glycylglycin + 5-Amino-2-nitrobenzoat 
Das Verfahren wird von Persijn und van der Slik [3], bzw. Szasz et al. [10] beschrieben: 
- Der Hauptvorteil dieser neueren Methode gegenfiber der frt~her generell fiblichen Bestim- 

mung der Gamma-GT mit L-Gamma-Glutamyl-p-nitroanilid nach Szasz [8] ist insbeson- 
dere die wesentlich bessere L6slichkeit des neuen Substrates. Der Korrelationskoeffizient 
beider Methoden betrggt 0,999 [3,10]. 

- Die Zunahme des entstehenden Spaltproduktes 5-Amino-2-nitrobenzoat wird kontinuier- 
lich bei 405 nm und 25°C photometrisch bestimmt [3]. 

- Der spezifische mikromolare Extinktionskoeffizient dieses Reaktionsproduktes betr/igt bei 
dieser Wellenl/inge 9,49 cm2/lamol. Dieser Wert erwies sich als unabh~ingig vom pH in 
einem Bereich yon pH 7-pH 9 [3]. 

- Das eingesetzte Substrat, ein synthetisches Derivat des L-Gamma-p-nitroanilids (Glupa), 
zeigt keine megbare Absorption bei Wellenl~ingen fiber 410 nm. Sein Absorptionsmaxi- 
mum ist in Trispuffer (pH 8,2) 317 nm [3]. 

1 Von tier Oberprfifung und Erg/~nzung der durchgef/dhrten qualitativen Untersuchungen 
wird an anderer Stelle berichtet. 

2 Leider standen uns die Originalarbeiten von Nakanishi nicht zur Verffigung. 
3 Wir danken Herrn Prof. Dr. meal. N. Hofmann, Hautklinik der Universit/it Dfisseldorf, ffir 

seine freundliche und wertvolle Unterstfitzung. 
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- Der optimale pH-Bereich der Reaktion in Tris-HC1-Puffer liegt zwischen pH 8,1-8,3, die 
optimal einsetzbare Substratkonzentration zwischen 4 und 8 mmol/1. H6here Konzentra- 
tionen hemmen die Enzymaktivit/it [3]. 

- Glycylglycin client als Acceptor fiir den Glutamyl-Rest [3]. 
- Die mit dem L-Gamma-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilid gemessenen Gamma-GT-Aktivi- 

t/iten sind der eingesetzten Enzymkonzentration direkt proportional. Ebenso verh/ilt sich 
die Extinktionszunahme pro Zeiteinheit bezogen auf die Enzymaktivit~it in einem weiten 
Bereich [3]. 

- Zwischen den Logarithmen der Enzymaktivit~it und der reziproken absoluten Temperatur 
besteht zwischen 25 und 30°C eine lineare Beziehung. Bei Temperaturen fiber 30°C ist eine 
Abweichung vonder  Linearitfit festzustellen [3]. 

- L-Gamma-Glutamyl-2-carboxy-4-nitroanilid und Glycin in Anwesenheit von Glycylglycin 
haben einen hemmenden Effekt auf die Gamma-GT-Aktivit/it [3]. 

- Die Extinktion der fertigen Reagenzl6sung nimmt bei Raumtemperatur innerhalb von 24 h 
um 70/0 zu (weniger als 1 U/l) [3]. 

- Wird im Substrat-Optimum (6 mmol/t) gemessen, so ergibt diese Methode etwas h6here 
Werte als diejenige von Szasz [3,10]. Bei 4 mmol/l Substratkonzentration werden 
identische Gamma-GT-Aktivit/iten mit beiden Methoden gemessen. Daher konnten die 
Normalwertangaben beibehalten werden [10]. 

- Die Spezifit~it des Enzyms ist weitgehend auf den Gamma-Glutamylteil beschr~inkt, der 
Rest des Substrat-Molekfils beeinfluBt nur die Reaktionsgeschwindigkeit [11]. 

Testreagentien. Der Hersteller liefert die Reagentien ffir jeweils 20 Testans~itze in getrennten 
Glasflaschen: 
I. 20 enthalten je 2 ml Tris-Puffer (100 mmol/1, pH 8,25). 

II. Eine weitere beinhaltet 20 sog. ,,Reagenz-Tabletten", die sich wie folgt zusammensetzen: 
a. Substrat (I~-Gamma-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilid) 2,9 mmol/1 
b. Glycylglycin 100,0 mmol/1 
c. Tris-Puffer (pH 8,25) 100,0 retool/l; 

angegeben sind jeweils die Endkonzentrationen im Test! 

Vorgeschriebene MeJ3bedingungen. In Kfivetten von 1 cm Schichtdicke ist bei 405 nm und 25°C 
gegen Luft die Extinktionszunahme photometrisch zu bestimmen. Die Verdtinnungsgrenze 
des Tests wird bei einer dreiminfitigen MeBzeit mit der Extinktionsdifferenz von A E/min = 
0,200 angegeben. Zu verdfinnen ist mit 0,9%iger Kochsalzl6sung. 

Photometer. Beckman Spectrophotometer, Modell 24 mit temperierbarem Kfivettenhalter. 

Durchfiihrung der Tests. Die betreffenden Angaben des Herstellers wurden eingehalten. 

Herstellung der Reagenzl6sung. Am Tag der Durchffihrung des Testprogramms wurdeje eine 
,,Reagenz-Tablette" in einem Flfischchen mit 2 ml Tris-Puffer vollst~indig gel6st. Die fertige 
Reagenzl6sung ist bei +2-+8°C 10Tage haltbar. Die Flaschen mit der Reagenzl6sung 
wurden anschlieBend ffir einige Zeit bei 25°C im W/irmeschrank inkubiert. Dann wurde die 
Temperatur der L6sung gemessen. Ein UmwNzthermostat mit Gegenkfihlung stand leider 
nicht zur Verfiigung [4]. 

Vorbereitung der Proben. Die tiefgefrorenen Spermaplasmen wurden aufgetaut und ebenso 
wie die beiden frischen Spermen im Verh~iltnis 1 : 100 verdt~nnt. Die Proben blieben anschlie- 
Bend einige Zeit bei Raumtemperatur stehen. Die verwendete Verdfinnung wurde in Verdiin- 
nungsreihen empirisch ermittelt. Der vom Hersteller angegebenen Verdfinnungsgrenze 
konnte damit Rechnung getragen werden. Die auftretenden A E/min-Werte waren so nie gr6- 
ger als 0,110, so dab im linearen Bereich gearbeitet wurde. 

Durchffihrung tier Messung. Wir pipettierten jeweils 0,2 ml des verdfinnten Spermaplasmas 
in die auf 25°C temperierte Reagenzl6sung, mischten kurz und gossen dann den Inhalt der 
Fl~ischchen in die bereitstehenden Einmalkfivetten. Nach dem Einsetzen der Proben in clas 
Photometer wurde die Anfangsextinktion abgelesen und gleichzeitig eine Stoppuhr gestartet. 
Nach jeweils 1 min wurde die Ablesung wiederholt, insgesamt fiber 3 min. Die abgelesenen 
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Werte wurden tabellarisch festgehalten und anschliegend die Extinktionsdifferenzen pro 
Minute (AE/min) errechnet. Den gebildeten Mittelwert setzten wir zur Errechnung der 
Volumenaktivit/it ein: 

A E.  V. 1000 
Berechnung der Volumenaktivit/it. Volumenaktivit~it (U/l) - t • e jamol • d - v 

A E = Extinktionsdifferenz w~ihrend der MeBzeit: A E/rain 
t = MeBzeit in Minuten 
e~tmol = spezifischer mikromolarer Extinktionskoeffizient bei 405 nm: 9,49 cm2/mol 
V = Volumen der MeB16sung: 2,2 ml 
v = Volumen des eingesetzten verdfinnten Spermaplasmas: 0,2 ml 
d = Schichtdicke: 1,0 cm 

nach Rick [5]. 
Der Hersteller gibt einen aus den Gr6Ben, die bei dieser Routinemethode festgelegt sind 

(V, v, d, t, 1000, elamol) bestimmten Berechnungsfaktor von 1158 an: U/1 (25°C) = 1158 • 
MT/min. 

Unter Berficksichtigung tier verwendeten Verdiinnung ergibt sich: U/1 (25°C) = 1158 • 
A/~/min • 100. 

Ergebnisse 

Bei den tiefgefrorenen Spermen ergaben sich Enzymaktivit/iten von 3800 bis 
12 500 U/1 (25°C). Eine Abh/ingigkeit v o n d e r  Dauer  des Einfrierens war nicht zu 
erkennen. Wiederholte  Messungen an derselben Probe erbrachten gleiche 
Resultate. Die beiden frischen Spermaplasmen lagen mit  5800 U/1 (25°C) bzw. 
4200 U/1 (25°C) im angegebenen Bereich. 

Diskussion 

Die angewandte Methode,  die einfach auszuffihren, empfindlich, standardisiert 
und spezifisch ist, ist zur Bes t immung der Gamma-GT-Aktivi t / i t  im Sperma- 
plasma grunds/itzlich geeignet. Ihre allgemeine Anwendung ist u.E. eine 
brauchbare Voraussetzung • r  eine einheitliche Bes t immung tier Enzymaktivi-  
t/it im Sperma und somit  • r  die Vergleichbarkeit  von  Werten  verschiedener  
Autoren.  

Wit  konnten die von Rosalki und Rowe [6] gemessenen  hohen  G a m m a - G T -  
Aktivit/iten im Sperma best/itigen. Ein direkter Vergleich der gemessenen  Maxi- 
malwerte ist wegen der von ihnen benutz ten  unterschiedlichen Methode [5] 
und speziell der h6heren MeBtemperatur  sicher schlecht m6glich. Vor der 
Anwendung  sog. Umrechnungsfaktoren  zum Vergleich yon MeBwerten, die bei 
unterschiedlichen Tempera turen  gewonnen wurden, selbst bei sonst gleichen 
Verfahren,  wird, gerade bezogen auf  den Einzelfall, gewarnt. Aufstel lungen von 
,,relativen Reaktionsgeschwindigkeiten", gemessen bei verschiedenen Tempera-  
turen, k6nnen nach Bergmeyer  h6chstens dazu dienen, Werte  bis zur Grenze  
tier Norm qualitativ miteinander  zu vergleichen [1, 11]. AuBerdem fehlen n/ihere 
Angaben fiber Anzahl,  Art  und Vorberei tung der untersuchten Spermaproben.  

Der  geringe St ichprobenumfang unserer  Untersuchung und die sicher nicht 
repr/isentative Auswahl der eingesetzten Proben,  einschliel31ich ihrer Vorberei-  
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tung (Einfrieren), erlauben irides keinen RfickschluB auf den tats/ichlichen Akti- 
vitfitsbereich, der bei Sperma auftreten kann. Dazu sind gr6gere Untersuchungs-  
reihen, in die auch pathologische Spermen mi te inzubeziehen sind, notwendig. 
Die aufgetretenen grogen interindividuellen Schwankungen bei der relativ 
geringen Anzahl  untersuchter  Proben deuten aber auf  eine breite Streuung der 
Gamma-GT-Akt iv i t~ten  hin. Erst nach der Durchffihrung weiterer Testreihen,  
die intraindividuelle Schwankungen tier Aktivit/it erfassen, nach Untersuchun-  
gen an Eluaten von Spermaf lecken,  der Bes t immung der G a m m a - G T  in ande- 
rem biologischen Material (etwa analog der Untersuchungen von Meyerhof fund  
Walther  [2] bezfiglich der Aktivitfit der sauren Phosphatase in Pflanzen), kann 
fiber die praktische Anwendbarkei t  der Gamma-GT-Bes t immung  in der foren- 
sischen Spurenkunde entschieden werden. 

Auch ist die Methode  sicherlich noch zu optimieren. So ist zu fragen, ob die 
opt imalen Reakt ionsbedingungen f'tir das , ,Spermaenzym" die gleichen sind wie 
ffir das , ,Serumenzym". Auch sind die evtl. im Sperma vorhandenen  Inhibi toren 
der G a m m a - G T  zu beriicksichtigen. Szasz [9] beschreibt  derartige Inhibi toren 
im Urin. Die von ibm selbst entwickelte Bes t immungsmethode  zur Bes t immung 
der Enzymaktivit~it im Serum [8] konnte er ffir die Aktivit~itsbestimmung im Urin 
ohne jegliche Modifikation f ibernehmen.  Die opt imalen Reakt ionsbedingungen 
f'tir alas , ,Serum" und das , ,Urinenzym" waren weitestgehend gleich. 

Angesichts der hohen  Gamma-GT-Akt iv i tg ten  im Sperma und der unter- 
schiedlichen Fragestellung bei spurenkundlichen Untersuchungen,  scheinen 
diese Probleme jedoch forensisch yon sekund/irer Bedeutung zu sein. 
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