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Das friseh entleerte Ejaeulat eines zeugungsf~i, higen Mannes hat 
gewShnlieh eine sulzig gelatinSse Besehaffenheit. Im mikroskopisehen 
Bi]de zeigen die Spermatozoen nur geringe Beweglichkeit. Liigt maia 
das Ejaeu]at jedoeh einige Minuten stehen, so verfliissigt es sieh voll- 
standig und die Motilitit des Spermat, ozoen erseheint wesentlieh ge- 
steigert. Bei Otigospermie beansprueht die Viscositgts~nderung lgngere 
Zeit, wahrend sie bei Azoospermie oft, v51lig anszubleiben pflegt. 

Die Verflfissigung des normMen Ejaculates beruht auf der Anwesen- 
heir eines yon den Spermatozoen an das Medium abgegebenen Enzyms, 
der Hyaluronidase. In der einschlggigen Literatur wird dasselbe auch 
als mucinspaltendes Ferment des Hodens, als Duran Reyna,ls- oder 
Diffussionsfaktor] bzw. spreading factor besehrieben. 

Es handelt sieh um eine Mueopolysaeeharase, welehe I{yaluron- 
and Chondroitinsehwefels/s hydrolysiert, wobei /iquimolekulare 
Mengen yon N-Aeetylglueosamin und Glueurons~ure sowie andere 
reduzierende Substanzen (Oligosa~ceharide) als Reak~ionsprodukte ent- 
stehen (L. I-IAH~r HAAS). 

Das Ferment kommt auger im I-Ioden aueh in zahIreiehen patho- 
genen Bakterien, im Bienengift und in Sehlangentoxinen sowie in 
a, nderem biologischen Material vor. Das mensehliehe Serum enth~lt 
einen tIemmungsfaktor, weleher die l:[yaluronidase geilweise inakti- 
viert; die Verh/i,ltnisse seheinen jedoeh reeht komplex zu sein, d a e s  
andere lq'aktoren gibt, die ihrerseits den Abbaufaktor bloekieren (Proin- 
vasin, Antiinvasin I u n d  II, HAAS). 

Die biologische Bedeutung der tIyaluronidase ist naeh den bisher 
vorliegenden Mitteflungen sehr vielseitig. Zuni~chst bewirkt d~s Enzym 
die Verfliissigung des Liquor folliculi und die Absprengung der Zellen 
der Corona radiata des Eies und ermSglicht dadurch seine Befruchtung 
(I~oTltSCtIILD). 

Die Bakterienhyaluronidase (spreading factor) beeinflugt das Ein- 
dringen und die Verbreitung pathogener Mikro-Organismen in Geweben. 
Das hyalurons~urehaltige Bindegewebe bildet eine physiologische 
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Schranke gegen das Eindringen k6rperfremder Substanzen. Dureh .  
die Bakter ienhyaluronidase wird die tIyalurons~Lure hydrolisiert und 
damit  die Verbrei tung yon Erregern im Organismus begiinstigt (sprea- 
ding effect). 

Es sei schlieBlich angeftihrt, dab Hyaluronidase als Antigen wirkt. 
Durch Immunis ierung mit  diesem Ferment  l~Bt sich eine bis zu einem 
Jahre  bestehen bleibende Unfruchtbarkei t  bei weiblichen Versuchs- 
t ieren (P~atten) erzielen (Lso~xI~D und Klrl~Zl~OeK), Versuche, die 
C. I. ESOVDEI~ mit  Spermaext rak ten  zur biologischen Sterilisierung 
d er Frau  (Contraception) welter ausbaute.  Natr iumsal icyla t  hemmt  
die Wirkung des Enzyms.  Nach Entfernung der Salicyls~ure durch 
Dialyse wird das Fe rmen t  wieder wirksam. 

Zum Nachweis=derEnzymwirkung bedient man sich verschiedener 
Verfahren. t t ierzu geh6Tt die Beobachtung der Viscosit/~ts~Lnderung 
yon TestlSsungen der t tyalurons~ure,  z. B. aus WI~aRTO~scher-Sulze, 
Synovia oder aus dem Corpus v i t reum yon Rinderaugen. Das gebildete 
N-Acetylglucosamin wird nach der Methode yon MOl~GA~ und ELSON 
oder als Glucose nach HAGEDOX~-JE~sEI~ best immt.  SchlieBlich hat  
HAHI~ eine kolorimetrisch~ Farbreakt ion  nnter  Verwendung yon Para-  
diaminobenzaldehyd (Violettf~rbung) beschrieben. Von mir  wurde ein 
histologisches Verfahren angegeben. Dieses beruht  auf der Verfolgung 
der Abnahme der Basophilie yon Gefriersehnitten hyalinen Knorpels  
bei Einwirkung yon Hyaluronidase  aUS Stierhoden. Die Ver/tnderung 
der elektrostat ischen Eigensehaften der Knorpelbestandtei le  wird 
dureh den Abbau  der Chondroitinschwefels/~ure bedingt . 'Das Verfahren 
kann auch zum Naehweis der Hyaluronidase in Ejaculaten dienen. 

Aus zahlreichen Versuchen mSgen die folgenden Beispiele als Belege 
dienen : 

Frische Ejaculate die teils normalen, teils fehlenden Spermatozoengehalt 
aufweisen, werden mit 0,9%iger NaCl-L6sung verdiinnt. Jede der Proben wurde 
dann in 2 Portionen geteilt und mit 0,2 m/Acetat auf pK 5 eingestell,t. Je eine 
Probe wurde auf eine 0,25 m/Na-Salicylatkonzentration gebracht. In allen 4 Pro- 
ben erfolgte dann die Suspension yon je 10--15 Gefrierschnitten frischen hyalinen 
l~ippenknorpels. Als Kontrolle dienten Ansgtze mit Acetat-Kochsalzl6sungen und 
Knorpelschnitten ohne Spermazusatz. 

Naeh Abspiilen der aus den Proben entnommenen Gefrierschnitte erfolgt ihre 
Farbung mit m/500 L6sungsn yon Methylenblau, die.auf plt-]3ereiche yon 1--8 
mit n/10 HC1 und Puffergemisehen eingestellt werden (Pisc~Iz~a~,~). 

Bei der makroskopischen Bet rachtung der fiinf F/~rbungserien ergab 
sich folgender Befund (Abb. 1): 

a) Knorpelschnit te ,  die keiner Spermawirkung unterworfen waren,. 
ebenso diejenigen nach Inkuba t ion  mit  spermatozoenfleiem Ejaculat ,  
sehliel~lich die Sehnitte, bei we]chen das normalen Spermatozoengehalt.  
aufweisende Ejacu]at  mit  0,25 m Na-Sal icylat  versetzt  worden war,. 
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zeigten das yon A. PISCItINGEI~ besohriebene Verh~lten des rasehen 
F/trbungsanstiegs bereits im stark sanren Bereiche. 

b) I)ie mit normalen Ejaculaten vorbehandelten Sehnitte ]leiden 
dagegen in den untersuehten t t ' -Konzentrat ionen jede stfi,rkere Farb- 
adsorption vermissen. 

Abb .  1. Die  F a r b s t o f f a d s o r p t i o n  yon  G e f r i e r s c h n i t t e a  k i n d l i c h e n  R i p p e n k n o r p e l s  bei 
F f i r b u n g  m i t  a c i d i m e t r i s e h  a bges t l l f t en  m/500 M e t h y l e n b l a u l S s u n g e n .  Serie a.  K o n -  
trol le  m i t  u n b e h a n d e l t e n  S e b n i t t e n .  Ser ie  b. N a c k  V o r b e h a n d l u n g  m i t  n o r m a ] e m  

S p e r m a .  Serie  e. N a e h  V o r b e h a n d l u n g  m i t  S p e r m a  bei  A z o o s p e r m i e  oder  n a e h  
V o r b e h a n d l u n g  m i t  n o r m a l e m  S p e r m a  + 0,25 ra N a - s a l i e y l a t .  

Diese t~&rbungsergebnisse wurden mikroskopisch mit einem Okular- 
photoelement in Schaltung mit einem hoehempfindliehen Galvano- 
meter ausgewertet. Die fol- 
genden Kurven  (Abb. 2) 
zeigen das Verhalten der 
Lichtadsorption in Pro- 
zent. 

Nach A. PISCtIINGER 
entsprieht etwa der Mittel- 
wert der p~-Bereiehe des 
rasehen F~rbungsanstieges 
dem I. P. des betreffenden 
Gewebskolloides. Aus den 
Kurven wfirde sieh somit 
der Umladebereich des Ge- 
samtknorpels bei Behand- 
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&bb. 2. Das Verhalten der Lichtabsorption der 
3 Schnittserien der Abb. I. Messung mit einem 
Okularphotoelement bei 40faeher Vergr66erung. 

lung mit ak'4ven Sperma -4- Natriumsalieylat,  sowie der des Knor- 
pels naeh Einwirkung eines Ejaculates bei Azoospermie bei p~ 1,5 
liegen: Dieser Wert entsprieht den Angaben yon A. PISC~ING~. 
Durch Spermahyaluronidase wird dagegen, der Umladebereieh soweit 
naeh der alkalisehen Seite versehoben, d~B er in den verwendeten 
Cn-Bereiehen nieht ermittelt  werden konnte. 

Das Wesen dieser Reaktion wird verst~ndlieh, wenn man sieh 
an die mathematisehe Definition des isoelektrisehen Punktes eines 
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ei~fachen Ampholyten erinnert, und hyaliner Knorpel sei in diesem 
Zusammenhange ~Is solcher betrachtet. Diese entspricht jener Wasser- 
stoffionenkonzentration, bei welcher die positiven und negativen 
Elektrolytionen in der gleichen Menge vorliegen. L. MICttAELIS hat 
aus den Dissoziationsgleichungen folgende Formel abgeleitet: 

I =  ]/-~b- �9 

wobei ]ca die S~uredissozistionskonstsnte, ]cb die Bssendissoziations- 
konstante, k w die Wusserkonstsnte bedeuten. 

Die normsle Basophilie der Territorial- und Interterritori~lsub- 
stanzen des Knorpels beruht auf ihrem Gehslt an Chondroitinschwefel- 
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Abb. 3. Gewebsautolyse und vitalen re- 
gressiven Zellveri~nderungen nach- 

gewiesen hat. Auf die mikroskopiseh erkennbaren Folgen des Ab- 
baues der Chondroitinsehwefels~ure im Knorpelgewebe (Demaskierung 
der fibrill~ren Struktur ?) so]l hier nieht eingegangen werden. 

Fiir rasche Bestimmungen der Hyaluronidase in fragliehen Eja- 
culaten kann die Beob~chtung der Verfliissigung der Synovia dienen, 
wenn man sich nicht Hyaluronsaure in geceinigter Form herstellen 
will. AuBer durch den Geha]t an der hoehpolymerisierten Kohlehydrat- 
si~ure wird die Viscosit~t der Ge]enkfliissigkeit auch durch geringe 
Proteinmengen bedingt. Wir sammetn Synovia aus Kniegelenken ver- 
"ungliickter oder pl5tzlich verstorbener Personen. Aus einem Gelenk 
gewinnt man 0,2--3 ecru, die im Kiihlschrank eingefroren aufbewahrt 
werden. Zur Untersuchung wird 1 ccm mit 1--2 Tropfen des fraglichen 
Ejaculates versetzt und bei Zimmertemperatur gut durchgesehiittelt. 
Nach 5--20 Min. ist bereits eine weitgehende u eingetreten, 
wahrend sich die Viscositat entsprechender Kontrollen nicht andert. 

Zur Viscosit~tsmessung wird die Probe in eine in zwei Absti~nden 
markierte Capillarpipette mit unten abgeschri~gter 0ffnung atffge- 
saugt und das Durchsehneiden des Fltissigkeitsmeniseus w~thrend des 

s~ure. D~ Hy~luronidase dieselbe 
hydrolytisch abbaut, muB in obi- 
ge Formel ]c a kleiner und mithin 
die C~z des Umladeberciches ~b- 
nehmen, was die Versuehe be- 
weisen. Sie sind somit ein ein- 
drucksvolles Beispiel ffir die Be- 
ziehungen zwischen chemischen  
V e r i i n d e r u n g e n  eines Gewebskol- 
]oides und seinem Verhalten ge- 
geniiber einem nieht umladbaren 
Farbstoff, wie sie Wo LAVES bei der 
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Ablaufens an der oberen und unteren Markierung der Pipet te  mit der 
Stoppuhr verfolgt. (Die untere 0ffnung mu$ in das Reaktionsgemisch 
eintauchen.) Die folgende Kurve zeigt das Ergebnis eines derartigen 
Vessuehes. Eine vOllige Verflfissigung bis auf die Viscositgt des 
Wassers wird offenbar wegen des Eiwei~gehaltes der Versuehsansgtze 
such nach lgngerer Zeit nicht erreieht (Abb. 3). 

Entsprechende Versuche mit einem Ejaeulaten bei Azoospermie fallen 
negativ bus; bei Oligospermie ist die Verfliissigung der SynoviaverzSgert. 

Der Nachweis der Hyaluronidase hat ffir die gbriehtliche Fest- 
stellung der Zeugungsf/ihigkeit eines Mannes eine gewisse prak{ische 
Bedeutung. Zungchst erscheint es wichtig, dab die zu untersuehenden 
Mgnner stets ein frisches Ejaculat  liefern. Schon das oben erwghnte 
Verhalten der Viseosit~tt bildet ein Identifizierungszeiehen. Ferner  gibt 
uns die Beobachtung des Eintretens oder des Ausbleibens tier Ver- 
fliissigung Hinweise auf das vermutliche Vorhandensein oder Fehlen 
yon Spermatozoen, dR der Gehalt an Hyaluronidase in direkter Be- 
ziehung zur Zahl der Samenfgden zu stehen scheint (JOEL und EIOHEN- 
BEaGE~, WEI~THSSSE>). Wir haben diese Befunde in zahlreichen F~llen 
bestgtigt und erwghnen daher im Untersuehungsbericht stets such das 
Verhalten der Viscositgt. 

Zur Untersuchung mitgebrachte, z. B. in Condomen aufgefangene 
Ejaculate sind gewShnlieh verfltissigt und verunreinigt, such kann der 
mikroskopische Nachweis der Spermatozoen Sehwierigkeiten begegnen. 

Findet  man in einem derartigen Untersuehungsobjekt Hyaluroni- 
dase, so wird dasselbe nicht nut  als Sperms identifiziert, sondern dsmit  
such der I-Iinweis gegeben, daft bei dem Spender mit groBer Wahr- 
seheinliehkeit iNormo- oder Oligospermie besteht. 

Bekanntlich beruhen die meisten ehemischen Verfahren zum Sperma- 
naehweis auf Reaktionen mit Ejaeulatsbestandteilen, die aus den ab- 
leitenden Samenwegen, der Prosts ta  und aus den Samenblssen, stare- 
men. Denlgegeniiber ist die Hyaluronidase an die Anwesenheit der 
Spermatozoen selbst gebunden. Ihr  Naehweis hat daher die Bedeutung 
einer spezifisehen Spermareaktion, zumal die Differentialdiagnose gegen- 
iiber einer Bakterien Hyaluronidase enthaltenden Flfissigkeit, in der 
Praxis kaum in Frage kommt. 

Die Bestimmung dos Enzyms erscheint uns eine beriieksichtigens- 
werte Erg/inzung der forensischen Untersuchnng auf Zeugungsf~Lhig- 
keit zu bilden. 
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