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Acid and alkaline deoxyribonuclease (EC 3.1.4.6, EC 3.1.4.5) activities were demonstrated in
the human seminal plasma. By means of a micro-disc-electrophoretic deoxyribonuclease test six
different fractions are detectable. They were characterized with respect to their optimal substrate
and optimal incubation conditions. The various enzyme activities were tested at pH 5.0 in 0.1 M
Na-acetat buffer or at pH 7.4 in 0.1 M Tris-HCI buffer in the presence of different combinations of
MgCl,, CaCl,, EDTA, NaSO4, NaF and mercaptoethanol with native or denatured herring sperm

DNA: as substrate.

Einleitung

Cordonnier und Bernardi! konnten eine Enzym-
aktivitdit aus DBullenseminalplasma als DNase II
charakterisieren. Quinn? wies im Seminalplasma
verschiedener Spezies (Widder, Bulle, Mensch, Hund
und Kaninchen) sowohl bei saurem als auch bei
alkalischem pH Desoxyribonucleaseaktivititen nach.
Da die Aktivitdten bei pH 7,6 sich durch Citrat und
Zink hemmen liefen, schlofl er auf die Existenz
zweier verschiedener DNasen, einer DNasel und
einer DNase II im Seminalplasma.

Weiterhin scheint ein Zusammenhang zwischen
Desoxyribonuclease-Aktivititen und Hoden-Verdn-
derungen wie testiculdrer Degeneration und Krypt-
orchismus sowie auch in Verbindung mit Vit
amin-A- oder Vitamin-C-Mangelerscheinungen zu
bestehen 375,

Zur weiteren Abklarung der Frage, ob es im
menschlichen Seminalplasma mehrere DNasen gibt,
erschien uns die Untersuchung dieses Sekretionspro-
duktes mit Hilfe der Discelektrophorese und dem
daran gekniipften DNase-Nachweis besonders ge-
eignet.

Zunichst gilt es, um einen Einblick in mégliche
Zusammenhinge zwischen Erkrankungen des testi-
culiren Systems und den DNase-Aktivititen zu er-
halten, in einem relativ leicht zuginglichen Unter-
suchungsmaterial Normalwerte zu bestimmen. Fir
die vergleichende Normierung zur Beurteilung des
DNase-Enzymmusters erwies sich der discelektro-
phoretische DNase-Nachweis als geeignet.

Sonderdruckanforderungen an Dr. E. Jiirgen Zollner, Phy-

siologisch-chemisches Institut der Johannes-Gutenberg-
Universitit, D-6500 Mainz, Johann-Joachim-Becher-Weg 13.

Material und Methode

Es wurde das Sperma von 9 Probanden unter-
sucht, die im Rahmen der routinemiBigen Fertili-
tatsuntersuchung zuvor klinisch untersucht worden
waren und einen unauffilligen Spermiogramm-
befund aufwiesen.

Das Ejakulat wurde nach einer sexuellen Karenz-
zeit von 4 — 7 Tagen durch Masturbation in der Kli-
nik gewonnen und nach der Wiederverfliissigung bis
zu einer Stunde bei 4 °C aufbewahrt. Danach
wurde die Probe bei 4 °C 10 min bei 5000 U/min
(Sorvall SM 34 Rotor) zentrifugiert. Der so gewon-
nene spermienfreie Uberstand dient als Ausgangs-
material fiir die weiteren Untersuchungen.

DNA

Zur Bestimmung der DNase-Aktivitit verwende-
ten wir Tritium-markierte Escherichia coli-DNA mit
einer spezifischen Aktivitit von 4,7 uCi/mg DNA.
Diese [*H]DNA wurde aus einer Thyminmangel-
mutante von E. coli (CR 34/K 416 thy™) (Denhardt)
isoliert. Der Stamm wuchs 6 Stunden in einem syn-
thetischen Medium mit einer Gesamtkonzentration
von 3 ug Thymin/ml mit 0,2 mCi/l [3H]Methylthy-
min (spezifische Aktivitit 5 Ci/mMol) (Radiochem.
Centre, Amersham). Danach wurden die Bakterien
geerntet, mit Lysozym (5 mg/ml) in einem Puffer
pH 8,5, p-Aminosalicylsiure 10%, EDTA 0,2% ly-
siert und die DNA durch wiederholte Fallung mit
dem kationischen Detergens Cetyltrimethylammo-
niumbromid isoliert und gereinigt 6.

Bei der in die Acrylamidgele einpolymerisierten
DNA handelt es sich um eine nach der Hitze-Deter-
gens-Methode prdparierte  DNA  aus Herings-
sperma’. Um DNA zu denaturieren, wurde sie 10
min auf 100 °C erhitzt und dann sofort im Eisbad
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abgekiihlt. Alle anderen Chemikalien waren vom
hochsten kiuflichen Reinheitsgrad.

Bestimmung der DNase-Gesamtaktivitit

Die in dem Versuchsansatz unter DNase-Wirkung
aus [3H]E.coli-DNA gebildeten saureloslichen
DNA-Abbauprodukte wurden im Fliissigkeitsszin-
tillationszidhler gemessen. 20 ul Untersuchungsfliis-
sigkeit wurden zu 100 x1 Inkubationsansatz gegeben.
Der Inkubationsansatz enthielt 55 ug [3H]E. coli-
DNA entweder in 0,1 M Na-Acetat-Puffer pH 5,0,
5-1073M EDTA oder 0,1 M Tris-HCl-Puffer pH 7,4,
1072M MgCl,, 1073 M CaCl,. Die Inkubation er-
folgte bei 37 °C. Jeweils 50 ul wurden nach 0 und
60 min entnommen, auf Filterpapier (@ 2,3 cm,
Whatman Nr. 1) aufgetragen und der saurefillbare
DNA-Anteil nach Bollum 8 bestimmt, wobei die Dif-
ferenz der siurefillbaren DNA-Probe-Menge den in
diesem Zeitraum durch DNase-Wirkung freigesetz-
ten saureloslichen DNA-Spaltprodukten entspricht.
Eine DNase-Einheit ist dabei in Anlehnung an
Loeb? die Enzym-Aktivitdt, die pro ml und min
1-1072 Mol DNA-P in die séurelosliche Form iiber-
fiihrt.

Die discelektrophoretische Auftrennung und Be-
stimmung der DNase-Aktivitdten, basierend auf An-
gaben von Boyd!? und Neuhoff 1! erfolgte analog
der Nucleasetrennung des Liquor cerebrospinalis 12.

Die Gele enthielten 134 g/l Acrylamid und 0,3 g/1
DNA. Dabei wandern die Desoxyribonucleasen nach
MaBgabe ihrer elektrophoretischen Wanderungs-
geschwindigkeit unterschiedlich weit in das DNA-
haltige Trenngel unter Bedingungen ein, bei denen
sie nicht aktiv sind. Nach Beendigung der Trennung
wurden die Polyacrylamidgele in einen Inkubations-
puffer iberfihrt. Sind die Desoxyribonucleasen
unter diesen Bedingungen aktiv, so entstehen DNA-
Bruchstiicke, die aus dem Gel diffundieren. Nach
Anfirbung der DNA-Gele mit Gallocyanin und nach-
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folgender Differenzierung finden sich proportional
der Desoxyribonuclease-Aktivititen Zonen, die in-
folge ihres DNA-Verlustes weniger oder iiberhaupt
nicht angeféarbt sind.

Die Trennung erfolgte bei 700 A pro Gel und
dauerte 90 min bei etwa 4 °C. Nach der elektro-
phoretischen Trennung wurden die Gele jeweils in
einem der folgenden drei Puffersysteme eine Stunde
inkubiert: 1. 0,1 M Na-Acetat-Puffer pH 5,0,
5-1073 M EDTA; 2. 0,1 M Na-Acetat-Puffer pH
5,0, 1-1072m MgCl,, 1-1073m CaCly; 3. 0,1Mm
Tris-HCI-Puffer pH 7,4, 1-1072M MgCl,, 1-1073M™
CaCl, .

Um die unterschiedliche Hemmbarkeit der einzel-
nen Banden zu beurteilen, wurde jeder der Stamm-
puffer zusitzlich mit folgenden Substanzen in der an-
gegebenen Endkonzentration als Inkubationslésung
benutzt:

a.5-1072M EDTA; b. 1072 M Na,S0,; c. 1072 M
2-Mercaptoathanol; d. 5-1072 M NaF.

Nach der Inkubation wurden die Gele wie friiher
beschrieben ¥ mit Gallocyanin-Chromalaun gefarbt
und in Wasser differenziert, worauf die Aufhellun-
gen densitometrisch vermessen und zur Beurteilung
ihrer Aktivitit mit Densitometerkurven bekannter
Konzentrationen an DNase I (Worthington, Free-
hold, USA, spezifische Aktivitit: 2000 Einheiten/

mg) normiert wurden.

Ergebnisse und Diskussion

Die Bestimmung der DNase-Gesamtaktivitdt im
menschlichen Seminalplasma von Normalpersonen
ergab bei pH 5,0 (0,1M Na-acetat, 1,5-1073m
EDTA) und bei pH 7,4 (0,1 M Tris/HCl, 1072 M
MgCl,, 1073 M CaCl,) fiir jeden Inkubationsansatz
jeweils unterschiedliche Werte (Tab. I).

Wurde eine Probe auf eine Temperatur von
—20 °C eingefroren und nach einem Monat wieder

Tab. I. Bestimmung der Desoxyribonucleaseaktivititen im Seminalplasma unter verschiedenen Inkubationsbedingungen und

nach Lagerung der Probe bei 4 °C iiber 4 Wochen. Eine DNase Einheit entspricht der Enzymmenge, die pro ml und min

1-10—? Mol DNA-P in die sdureldsliche Form iiberfiihrt. Einzelheiten siehe unter Material und Methode. Die Aktivitits-
abnahme nach Lagerung bei saurer Inkubation ist bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 signifikant.

Normalkollektiv
n=9 -

Normalkollektiv Normalkollektiv
n=3 n=3
frisch 4 Wochen —20°C frisch 4 Wochen —20°C

Inkubationsansatz 0,1 M Na-Acetat- 0,1 M Tris-HCI-
Puffer pH 5,0, Puffer pH 7,4,
5-103MEDTA 10-2 M MgCls,

103 m CaClg

Desoxyribonuclease-

aktivitdit in E/ml  0,95+-0,43 1,69 4+ 0,59

Seminalplasma

0,1 M Na-Acetat-Puffer
pH 5,0,
5103 EDTA

0,1 M Tris-HCl-Puffer
pH 7.4,
102 M MgClz, 10-3 m CaCl,

1,32 4+0,55 0,47 40,41 1,54 4045 1,44 0,41
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aufgetaut, so fand sich beim alkalischen jedoch nicht
beim neutralen Inkubationsansatz eine deutliche Ak-
tivitatsverminderung (Tab. I). Schon diese Befunde
sprechen fiir die Existenz verschiedener DNasen im
Spermaplasma. Wurden die DNA-Gele nach erfolg-
ter Auftrennung des Seminalplasmas in verschiede-
nen Inkubationspuffern inkubiert, so zeigen sich
deutlich mindestens 6 verschiedene DNA-spal-
tende Aktivitdten im menschlichen Spermaplasma

(Abb. 1).
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Abb. 1. Densitometerkurven von Micro-Disc-Elektrophorese-
Gelen zum Desoxyribonuclease-Nachweis. Laufzeit: 90 min
bei 700 1A pro Gel. Probe: Charakteristisches Spermaplasma
bei normalem Spermiogramm. Inkubation der DNA-Gele:
eine Stunde in: a. 0,1 m Na-Acetat-Puffer pH 5,0+5-10—% M
EDTA; b. 0,1 M Na-Acetat-Puffer pH 5,04+10—2mM MgCl,+
10-3 M CaCly; c. 0,1 M Tris-HCl-Puffer pH 7,44+1072 M
MgCl,+10—3 M CaCl, .

Dabei lassen sich 5 schmale Aktivitatsbanden, in
der Abb. 1 mit 1 —5 bezeichnet, klar von einem im
Gel breiten Aktivitatsbereich mit saurem pH-Opti-
mum abgrenzen. Eine Auftrennung dieser Aktivi-
tiatszone in distinkte Banden war auch mit Hilfe von

Acrylamidgelen anderer Porengrofle, wie sie bei
6,7% und 20% Acrylamid-Konzentration gegeben
sind, nicht méglich. Eine angedeutete Sattelbildung
der Densitometerkurven 1dft jedoch Inhomogeniti-
ten vermuten. Dagegen lassen sich die Banden 1 -5
mit Sicherheit voneinander abgrenzen. Sie sind nicht
nur im DNA-Acrylamidgel an unterschiedlichen Stel-
len lokalisiert (Abb. 1), sondern sie zeigen auch bei
verschiedenen Inkubationsbedingungen ein unter-
schiedliches Aktivitdtsverhalten (Abb. 1, Tab. II)
und sind so zusitzlich charakterisierbar.

Zur Auswertung wurden die Fldachen der einzel-
nen Densitometerausschlige planimetriert, durch
Vergleich mit bekannten Desoxyribonuclease I-Kon-
zentrationen normiert und stellen so ein Maf} fiir
die Enzymaktivititen unter den jeweiligen Bedin-
gungen dar.

Die Banden 1+2 und 3 +4 wurden bei pH 7,4
gemeinsam beurteilt, da sie unter diesen Inkuba-
tionsbhedingungen nicht mehr in allen Fillen getrennt
vermessen werden konnen. Aktivitdtsunterschiede
lassen sich dabei jedoch auf die Banden 1 und 4 be-
ziehen, wie aus bei pH 7,4 gut getrennten Kurven
ersichtlich ist.

Die Banden 1 —5 sind alle bei pH 5,0 in Anwe-
senheit von EDTA nicht oder nur kaum aktiv. Die
erste Bande zeigt ein klares Optimum bei pH 7,4,
ist aber, wie alle Banden bei pH 5,0 nach Zusatz von
MgCl, und CaCl, nachweisbar. Die Aktivitats-
zunahme betréagt bei pH 7,4 das 6-fache derjenigen
bei pH 5,0. Eine Beurteilung der néchsten Bande in
bezug auf das pH-Optimum ist nicht moglich, da sie
bei pH 7,4 mit der ersten Bande verschmilzt. Bei der
dritten und vierten Bande wurden zwischen alkali-
scher und saurer Inkubation kaum Aktivitatsunter-
schiede beobachtet, wiahrend Bande 5 wieder ein
Optimum bei pH 7,4 zeigt. Sie weist bei pH 7,4
das 2-fache der Aktivitdt von pH 5,0 auf.

Die sechste breite, langsam anionisch wandernde
Aktivitit nimmt beim Ubergang zum alkalischen
Inkubationspuffer um die Halfte ihrer Aktivitat ab.
Sie ist weiterhin bei pH 5,0 ohne Ionen in Gegen-
wart von 1,5-1073M EDTA 5-mal aktiver als bei
gleichem pH-Wert mit Magnesium und Calcium.

Verdnderungen der Aktivitat der einzelnen Ban-
den durch Verdnderungen des Substrats, wobei de-
naturierte. DNA an Stelle nativer DNA eingesetzt
war, und ihre Hemmbarkeit durch Zusatz verschie-
dener Substanzen zeigt Abb. 2. So ist die breite
Aktivitits-Zone bei pH 5,0 durch Sulfationen deut-
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Tab. II. Desoxyribonucleaseaktivititen der einzelnen Banden des Seminalplasmas unter drei verschiedenen Pufferbedingun-

gen in Aquivalenten an Desoxyribonuclease I (ng/ml) und in Relativprozenten. Es handelt sich um ein Normalkollektiv von

9 Probanden. Zur Beurteilung der Desoxyribonuclease-Aktivititen der einzelnen Banden wurden die Densitometerkurven be-

kannter Konzentrationen von Desoxyribonuclease I (spez. Akt. 2000 Einheiten/mg) herangezogen. Als Bezugseinheit diente

ein Aquivalent von 1ng Desoxyribonuclease I/ml. Die planimetrierten Ausschlige der Densitometerkurven der Seminal-
plasmatrennungen wurden auf diese Eichlosungen bezogen.

Inkubations- Aktivitit der einzelnen Banden im Seminalplasma in Desoxyribonuclease I-Aquivalenten (ng/ml)
bedingungen und in 9}, der Gesamtaktivitit (n = 9)
5 4 3 2 + 1

[ng/ml]  [%] [ng/ml]  [%] [ng/ml]  [%] [ng/ml] [%]  [ng/ml] [%]
0,1 m Na-Acetat- 360 100
Puffer pH 5,0, +84 +23,4
5-103Mm EDTA
0,1 m Na-Acetat- 63 36,4 17 12,9 34 22,6 18 11,1 26 17,0
Puffer pH 5,0, 42 +10,3 41 +58  +10 +5,7 +8 +48 +12 +3,6
102 M MgCls ,
10-3 M CaClg
0,1 m Tris-HCI- 28 13,6 28 14,6 58431 ng/ml 25,9 158 46,2
Puffer pH 7,4, 411 +5,1 +11 48,2 +8,5%, +212ng/ml -+18,39,
10-2 M MgClz,
10-3 m CaClz

lich hemmbar, wahrend durch Zusatz von Mercapto-
athanol eine Aktivitdtszunahme feststellbar ist. Wird
denaturierte DNA als Substrat, oder EDTA sowie

Natriumfluorid im Inkubationspuffer angeboten, so

[
J a d
c
5,
“n
2
E
2
2
=
S Laufstrecke 6’
] Laufstrecke @®
b e
c
S
»
2
E
@
c
g
=
© Laufstrecke ® =) Laufstrecke ®
c f
3
c
5
o
=
E
w
c
g
-
S Laufstrecke é’ [2) Laufstrecke @A

verdndert sich die Aktivitdt nicht. Bei pH 7,4 mit
Magnesiumchlorid und Calciumchlorid weisen die
anderen Banden eine starke Aktivitditsabnahme auf,
wo statt nativer DNA denaturierte DNA eingesetzt
wird. Diese Aktivitaiten werden bei Zugabe von
EDTA oder Natriumfluorid ganz zum Verschwin-
den gebracht, wahrend unter Mercaptodthanol nur
eine geringe Aktivitdtsabschwéchung zu beobachten
ist. Die sechs Aktivitdten sind also hinsichtlich ihrer
elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit, op-
timaler Inkubationsbedingung und Hemmbarkeit zu
charakterisieren.

Entsprechend der auch bei Normalpersonen stark
schwankenden DNase-Gesamtaktivitat weisen die Ab-
solutwerte der einzelnen Banden eine starke Streu-
ung auf. Vergleicht man jedoch die Relativprozente
der einzelnen Banden bezogen auf die Gesamtaktivi-
titen miteinander, so wird die Streuung
(Tab. II).

Besonders bei der Inkubation der DNA-Gele mit
0,1 M Na-Acetat-Puffer, pH 5,0 mit 1072 m MgCl, +

gering

Abb. 2. Densitometerkurven von Micro-Disc-Elektrophorese-
Gelen zum Desoxyribonuclease-Nachweis. Laufzeit: 90 min
bei 700 #A pro Gel. Inkubationszeit: 1 Stunde. Probe: Cha-
rakteristisches Seminalplasma bei verschiedenen Inkubations-
bedingungen: a. 0,1 M Na-Acetat-Puffer pH 5,04+5-10—3m
EDTA; b. 0,1 m Na-Acetat-Puffer pH 5,0+5-10—3 m EDTA
+10—2 M Na,SO,; c. 0,1 m Na-Acetat-Puffer pH 5,0+
5:10—3 M EDTA+10—2 M 2-Mercaptodthanol; d. 0,1 M Tris-
HCl-Puffer pH 7,4+10—2 M MgCl,+10—3 m CaCl,; e. 0,1 M
Tris-HCl-Puffer pH 7,4+10—2 M MgCl,+10—3 M CaCl,+de-
naturierte DNA als Substrat im Trenngel; f. 0,1 M Tris-HCI-
Puffer pH 7,4+10—2 M MgCl,+10—3 m CaCl,+1072 M
2-Mercaptodthanol.
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1072 M CaCl, ergeben die Relativprozente der einzel-
nen Banden eine geringe Streuung.

Ein Vergleich mit bekannten Kriterien zur Klas-
sifizierung von Sidugetier-DNasen 13t teilweise eine
Zuordnung zu #7160 So kann die breite, langsam an-
ionisch wandernde Aktivitat aufgrund ihres pH-
Optimums im Sauren und der Hemmbarkeit durch
MgCl, und Sulfationen bei einem Maximum an Ak-
tivitat in Gegenwart von EDTA der bekannten sau-
ren DNase (DNaseIl) aus Schweinemilz zugeord-
net werden.

Das gemeinsame Kriterium der Banden 1 -5 ist
ihre Abhéngigkeit von zweiwertigen Kationen. Sie
entsprechen damit der Pankreas-DNase (DNasel).
Bei allen ist jedoch das fiir sie charakteristische pH-
Optimum im Alkalischen nicht so ausgeprégt. Nur
die Banden 1 und 5 zeigen eine klare Aktivitits-
zunahme bei pH 7,4 gegeniiber pH 5,0.
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