Befund:
Nr. des Vitamin F i Carotin Nr. des Vitamin F , Carotin
Reagenz- ! Reagenz- '
glases nach 1 Stunde glases nach 1 Stunde
Kontrolle | tief dunkelblau ‘[ tief dunkelblau 5 1 violettlila  iblau-dunkelblau
1 farblos ! farblos 6 blau-hellblau blau-dunkelblau
2 lila, ‘ lila- 7 blau “blau-dunkelblau
. blagsblauviolett 8 dunkelblau-blau ‘blau-dunkelblau
3 lila, dunkler ! hellblau 9 dunkelblau-blau’ blau-dunkelblau
4 lila, Stich blau 10 \dunkelblau-blau; blau-dunkelblau

11 idunkelblau-blau blau-dunkelblau

Nach 24 Stunden war die Reihe, die das Vitamin F enthielt, vollstindig entfirbt. Die

Reihe mit dem Carotin wurde in einem Wasserbad auf 50° erhitzt, wobei sich ebenfalls
Entfarbung einstellte. Die Kontrolle blieb dunkelblau.

|
i
| ins Violette
|

Bern, Institut fiir phys.-chem. Biologie der Universitit.

13. Uber das Vorkommen der Diamin-oxydase
im menschlichen Sperma.
9. Mitteilung iiber den enzymatischen Abbau von Poly-aminen’)
von E. Albert Zeller.
(30. XII. 40.)

Die Diamin-oxydase (DO) ist aufs engste mit der Fortpflanzung
und mit dem Geschlechtsapparat verkniipft. Eines ihrer Substrate,
das Spermin?), kommt im Sperma verschiedener Siuger in gros-
serer Menge vor. Der gleiche Korper bewirkt beim kastrierten Bitter-
lingsmiannchen das Auftreten des bunten Hochzeitskleides3). Das
Enzym selbst findet sich in der Placenta in grosser Konzentration?)
und ist im Serum schwangerer Frauen®) und in der Leber gravider
Ratten stark vermehrt!). Es lag deshalb nahe, auch das Sperma auf
seinen DO-Gehalt zu untersuchen.

Methodik.

Pas menschliche Sperma stammte aus frischen Proben, die vorher
im Hinblick auf Fragen der Sterilitdt und Morphologie untersucht
worden waren. Im allgemeinen wurde das Material auf das Vierfache

1

) E. A. Zeller, Helv. 23, 1502 (1940).
2y E. A. Zeller, Naturwiss. 26, 578 (1938); Helv. 21, 1645 (1938).
3y H. A. Miller und Guersberg, zitiert nach R. Amman und W. Dirscherl, Fermente,
Hormone, Vitamine, 1938, S. 267.
4y E. A. Zeller, B. Schitr und S. Stuehlin, Helv. 22, 837 (1939).
5) E. 4. Zeller, Helv. 23, 1509 (1940).
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mit aq. dest. verdiinnt, nach einigen Minuten Stehen unter zeitwei-
ligem Riihren zentrifugiert und die tiberstehende Liosung, die praktisch
frei von Spermatozoen war, in Cellophanschliuchen gegen aq. dest.
dialysiert. Es wurde nicht wie gewohnlich gleich gegen Phosphat-
puffer dialysiert, da Sperminphosphat schwer loslich ist. Hrst am
folgenden Morgen wurde dann gegen Puffer dialysiert.

Die Messung geschah mit Hilfe der manometrischen') und der
neuen indigometrischen?) Methode. Im erstern Fall wurden 2 cm?
der verdunnten und dialysierten Spermaldsung in den Hauptraum,
0,5 em3 einer 0,01-m. Cadaverinlosung in iiblicher Weise in den
seitlichen Anhang gegeben. In allen Fillen wurde 1 Tropfen Octyl-
alkohol zugesetzt.

Fir die indigometrische Messung wurde 1 em?® der Spermalisung
zusammen mit 0,1 em?® einer 0,1-m. Cadaverinlosung resp. Puffer
und mit 0,1 em?® der Indigodisulfonatlosung (20 mg in 30 em? Phos-
phatpuffer pyg 7,2 gelost) und Oectylalkohol in ein gewdohnliches
Reagensglas eingefiilllt und 24 Stunden bei 38° inkubiert. Das Ver-
schwinden der Farbe in den Cadaverin-haltigen Angitzen wurde
gewohnlich qualitativ verfolgt, doch kann die Entfirbung auch
quantitativ mit Hilfe des Stufenphotometers (Filter S 61) gemessen
werden, da die Losung im Gegensatz zum Serum und zu Organ-
extrakten meistens klar bleibt, so dass mnicht einmal eine vorherige
Enteiweissung eingeschaltet werden muss.

Ergebnisse.

Wenn man nicht dialysiertes Sperma mit Indigo-disulfonat
inkubiert, so findet nach 2--3 Tagen eine merkliche Entfirbung statt.
Beim dialysierten Préparat ist das viel weniger der Fall. Setzt man
aber einem solchen Cadaverin zu, so tritt nach 24 Stunden eine fast
vollstindige Entfirbung auf. Es muss deshalb im Sperma eine DO
vorhanden sein, die etwa 0,5—1,0 DO-Einheiten entspricht®). Die
ausserst langsame Entfirbung ohne Anwesenheit von Cadaverin ist
zum Teil auf die Oxydation des im menschlichen Sperma regelrnissiy
vorhandenen Spermins durch die DO zuriickzufiihren.

Die gleichen Ergebnisse wurden mit Hilfe der manometrischen
Methode gefunden. Im nichtdialysierten Sperma ist ein verhiltnis-
méssig grosser Sauerstoffverbrauch anzutreffen, der durch Dialyse
weitgehend reduziert wird (Versuch 1). Auf Zusatz von Cadaverin
nimmt der Sauerstoffverbrauch kriftig zu. Er entspricht wiederum
einem DO-Gehalt von 0,5—0,9 Einheiten.

Y E. A. Zeller, Helv. 21, 880 (1938).
2) E. A. Zeller, Helv. 23, 1502 (1940).
3y E. A. Zeller, H. Bivkhiuser, H. Mislin und 3. Wenk. Helv. 22, 1381 (1939,
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Versueh 1.
2 em3 Sperma, 1:2 verdiinnt, 0,5 em3? 0,01-m. Cadaverin resp. Phosphatputfer, Octyl-
alkohol, Luft.

Verbrauch mm3 O,
Stunden .
Leerwert ‘ mit Substrat | Differenz
4 + 1 18 19
6 + 1 24.5 25,5
7.5 ~- 1 26 27
23 -11 78 67

Dieser zusétzliche Sauerstoffverbrauch kann in typischer Weise
durch den stirksten Inhibitor der DO, durch Semicarbazid, ver-
hindert werden (Versuch 2).

Versuch 2.
2 em?® Sperma im Verhéltnis 1:4 verdiinnt, 0,5 cm? Puffer + 0,5 vm? Cadaverin 0,01 -m.
Semicarbazid 0,001-m., Octylalkohol, Luft.

| Verbrauch mm? O,
Stunden ohne ! mit .
Semicarbazid Semicarbazid Differenz
3 16 11,5 4.5
16 55 23 2
23 99 30 64

Das Ferment und der damit zusammenhingende Sauerstoff-
verbrauch hat somit nichts mit der Atmung der Spermien zu tun,
da diese in den Ans#tzen nicht mehr vorhanden sind. Das konnte
auch in 2 Fillen von Oligospermie und 1 Fall von Azoospermie gezeigt
werden, da bei diesen die DO mindestens so aktiv war wie beim
mnormalen Sperma (Indigomethode).

Unter den gleichen Bedingungen werden Tyramin, Cholin und
[-Alanin nicht oder nur sehr langsam angegriffen. Neben der DO
miissen aber im Sperma noch weitere Fermentsysterae gefunden
werden, da Semicarbazid auf den Sauerstoffverbrauch des nicht
dialysierten Sperma nur einen geringen Einfluss ausiibt.

Diskussion der Ergebnisse.

Die Anwesenheit der DO, eines Substrates und eines Hemmungs-
stoffes derselben (Cholin, vgl. 8. Mitteilung, 1. ¢.) im Sperma diirfte
wohl nicht eine zufillige sein, sondern mit der Biologie der Spermien
oder mit dem Befruchtungsvorgang in Beziehung zu setzen sein. Die
vorliegenden Befunde werfen auch ein Licht auf frithere Versuche
iiber die Atmung des Spermal). Diese wurde damals ohne weiteres

1y K. Windstosser, Klin. Wschr. 14, 193 (1935).
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der Atmung der Spermien zugeschrieben, wihrend es jetzt klargelegt
ist, dass im Sperma auch bei Abwesenheit von Spermatozoen voll-
standige, sauerstoffverbrauchende Fermentsysteme vorhanden sind.
Um die Atmung der Spermien selber beobachten zu kénnen, miisste
man diese von den Spermafliissigkeiten zuerst abtrennen. Nun ist es
auch begreiflich, dass der Sauerstoffverbrauch eines Sperma um so
kleiner, je grosser die Spermienzahl pro Volumeinheit ist?!).

Fiir die Beweglichkeit der Spermien scheint das DO-System der
Spermafliissigkeit ohne Bedeutung zu sein, da jene auch im Cyanid-
haltigen Medium noch erhalten ist?), wihrend die DO durch Kalium-
cyanid gewodhnlich gehemmt wird?).

Zusammenfassung.

1. Im menschlichen Sperma finden sich (,5—1 Diamin-oxydase-
Einheiten, etwa 100mal mehr als im gleichen Volumen Serum.

2. Daneben existiert mindestens noch ein weiteres, durch Semi-
carbazid nicht hemmbares vollstindiges sauerstoffverbrauchendes
Enzymsystem in der Spermafliissigkeit.

3. Der Sauerstoffverbrauch des Sperma ist nicht in erster Linie
den Spermien, sondern den in der Spermafliissigkeit gelosten Ferment-
systemen zuzuschreiben.

Physiologisch-chemisches Institut der Universitit Basel

14. Weibliche Sexunalhormone, Schwangersehaft und Cholin-esterase.
2. Mitteilung iiber Beziehungen zwischen Sexualhormonen und Fermenten

von E. Albert Zeller und Hans Birkhiduser.
(30. XII. 40.)

In der vorangehenden Mitteilung*) konnte gezeigt werden, dass
bei der weissen Rafte ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der
Cholin-esterase (ChE) der Leber und weiblichen Sexualhormonen
besteht. Bei Minnchen, bei juvenilen und bei kastrierten Weibchen
war der ChE-Gehalt dieses Organs niedrig, bei reifen Weibchen aber
hoch. Bei kastrierten Weibchen stieg er iiber den der reifen Tiere
hinaus, wenn jene mit grossen Dosen Oestradiol und Progesteron
behandelt worden waren.

K. Windstosser, Klin. Wschr. 14, 193 (1935).

Twanoff, zitiert nach B. Belonoschkin, Arch. Gynikol. 169, 151 (1939).
) K. A. Zeller, Helv. 23, 1418 (1940).

1) 1. Mitteilung: H. Birkhiiuser und E. 4. Zeller, Helv. 23, 1460 (1940).



