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Das frisch entleerte Ejaculat eines zeugungsfihigen Mannes hat
gewohnlich eine sulzig gelatindse Beschaffenheit. Im mikroskopischen
Bilde zeigen die Spermatozoen nur geringe Beweglichkeit. L8t man
das Ejaculat jedoch einige Minuten stehen, so verfliissigh es sich voll-
standig und die Motilitit des Spermatozoen erscheint wesentlich ge-
steigert. Bei Oligospermie beansprucht die Viscositdtsinderung lingere
Zeit, wihrend sie bei Azoospermie oft vollig auszubleiben pilegt.

Die Verflissigung des normalen Ejaculates beruht auf der Anwesen-
heit eines von den Spermatozoen an das Medium abgegebenen Enzyms,
der Hyaluronidase. In der einschligigen Literatur wird dasselbe auch
als mucinspaltendes Ferment des Hodens, als Duran Reynals- oder
Diffussionsfaktor, bzw. spreading factor beschrieben.

Es handelt sich um eine Mucopolysaccharase, welche Hyaluron-
und Chondroitinschwefelsiiure hydrolysiert, wobei &dquimolekulare
Mengen von N-Acetylglucosamin und Glucuronsiure sowie zndere
reduzierende Substanzen (Oligosaccharide) als Reaktionsprodukte ent-
stehen (L. HanN, Haas). '

Das Ferment kommt auBler im Hoden auch in zahlreichen patho-
genen Bakterien, im Bienengift und in Schlangentoxinen sowie in
anderem biologischen Material vor. Das menschliche Serum enthilt
einen Hemmungsfaktor, welcher die Hyaluronidase teilweise inakti-
viert; die Verhiltnisse scheinen jedoch recht komplex zu sein, da es
andere Faktoren gibt, die ihrerseits den Abbaufaktor blockieren (Proin-
vasin, Antiinvasin I und I1, Haas).

Die biologische Bedeutung der Hyaluronidase ist nach den bisher
vorliegenden Mitteilungen sehr vielseitig. Zunfichst bewirkt das Enzym
die Verflissigung des Liquor folliculi und die Absprengung der Zellen
der Corona radiata des Eies und ermdoglicht dadurch seine Befruchtung
(RoTHSCHILD).

Die Bakterienhyaluronidase (spreading factor) beeinflufl{ das Ein-
dringen und die Verbreitung pathogener Mikro-Organismen in Geweben.
Das hyaluronsiurehaltige Bindegewebe bildet eine physiologische



208 Worreane LAVES:

Schranke gegen das Eindringen korperfremder Substanzen. Durch -
die Bakterienhyaluronidase wird die Hyaluronsiure hydrolisiert und
damit die Verbreitung von Erregern im Organismus begiinstigt (sprea-
ding effect). L

Es sei schlieBlich angefiihrt, dall Hyaluronidase als Antigen wirkt.
Durch Immunisierung mit diesem Ferment 148t sich eine bis zu einem
Jahre bestehen bleibende Unfruchtbarkeit bei weiblichen Versuchs-
tieren (Ratten) erzielen (LEoNARD und Kurzrock), Versuche, die
C. I. EsouDER mit Spermaextrakten zur biologischen Sterilisierung
der Frau (Contraception) weiter ausbaute. Natriumsalicylat hemmt
die Wirkung des Enzyms. Nach Entfernung der Salicylsiure durch
Dialyse wird das Ferment wieder wirksam.

Zum Nachweis der. Enzymwirkung bedient man sich verschiedener
Verfahren. Hierzu gehort- die Beobachtung der Viscositdtsdnderung
von Testlosungen der Hyaluronsiure, z. B. aus WHARTONscher-Sulze,
Synovia oder aus dem Corpus vitreum von Rinderaugen. Das gebildete
N-Acetylglucosamin wird nach der Methode von MorcAN und ELson
oder als Glucose nach HAGEDORN-JENSEN bestimmt. Schlieflich hat
Haun eine kolorimetrische Farbreaktion unter Verwendung von Para-
diaminobenzaldehyd (Violettfarbung) beschrieben. Von mir wurde ein
histologisches Verfahren angegeben. Dieses beruht auf der Verfolgung
der Abnahme der Basophilie von Gefrierschnitten hyalinen Knorpels
bei Einwirkung von Hyaluronidase aus Stierhoden. Die Verdnderung
der elektrostatischen Eigenschaften der Knorpelbestandteile wird
durch den Abbau der Chondroitinschwefelsdure bedingt. Das Verfahren
kann auch zum Nachweis der Hyaluronidase in Ejaculaten dienen.

Aus zahlreichen Versuchen mégen die folgenden Beispiele als Belege
dienen:

Frische Ejaculate die teils normalen, teils fehlenden Spermatozoengehalt
aufweisen, werden mit 0,9 %iger NaCl-Losung verdiinnt. Jede der Proben wurde
dann in 2 Portionen geteilt und mit 0,2 m/Acetat auf pg 5 eingestellt, Je eine
Probe wurde auf eine 0,25 m/Na-Salicylatkonzentration gebracht. In allen 4 Pro-
ben erfolgte dann die Suspension von je 10—15 Gefrierschnitten frischen hyalinen
Rippenknorpels. Als Kontrolle dienten Ansétze mit Acetat-Kochsalzldsungen und
Knorpelschnitten ohne Spermazusatz.

Nach Abspiilen der aus den Proben entnommenen Gefrierschnitte erfolgt ihre
Farbung mit m/500 Ldsungan von Methylenblau, die-auf py-Bereiche von 1—8
mit n/10 HCI und Puffergemischen eingestellt werden (PISCHINGER).

Bei der makroskopischen Betrachtung der fiinf Farbungserien ergab
sich folgender Befund (Abb. 1):

a) Knorpelschnitte, die keiner Spermawirkung unterworfen waren,
ebenso diejenigen nach Inkubation mit spermatozoenfreiem Ejaculat,
schlieBlich die Schnitte, bei welchen das normalen Spermatozoengehalt.
aufweisende Ejaculat mit 0,25 m Na-Salicylat versetzt worden war,
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zeigten das von A. PISCHINGER beschriebene Verhalten des raschen
Farbungsanstiegs bereits im stark sauren Bereiche.

b) Die mit normalen Ejaculaten vorbehandelten Schnitte lieBen
dagegen in den untersuchten H'-Konzentrationen jede stirkere Farb-
adsorption vermissen.
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Abb. 1. Die Farbstoffadsorption von Gretrierschnitten kindlichen Rippenknorpels bei
Farbung mit acidimetrisch abgestuften m/500 Methylenblauldsungen. Serie a. Kon-
trolle mit unbehandelten Schunitten. Serie b. Nach Vorbehandlung mit normalem,
Sperma. Serie ¢. Nach Vorbehandlung mit Sperma bei Azoospermie oder nach
Vorbehandlung mit normalem Sperma + 0,25 m Na-salicylat.

Diese Farbungsergebnisse wurden mikroskopisch mit einem Okular-
photoelement in Schaltung mit einem hochempfindlichen Galvano-
meter ausgewertet. Die fol- %
genden Kurven (Abb. 2) awr
zeigen das Verhalten der e
Lichtadsorption in Pro- @
zent.

Nach A. PIscHINGER
entspricht etwa der Mittel-
wert der pg-Bereiche des
raschen Farbungsanstieges
dem I. P. des betreffenden 75 7 7 7 7 ; 7 )

) 7
Gewebskolloides. Aus den —Fy

. : . Abb. 2. Das Verhalten der Lichtabsorption der
Kurven wiirde _SICh somit 3 Schnittserien der Abb. 1. Messung mit einem
der Umladebereich des Ge- Okularphotoelement bei 40facher VergrioBSerung.

samtknorpels bei Behand-
lung mit aktiven Sperma -- Natriumsalicylat, sowie der des Knor-
pels nach Einwirkung eines Ejaculates bei Azoospermie bei py 1,5
liegen. Dieser Wert entspricht den Angaben von A. PISCHINGER.
Durch Spermahyaluronidase wird dagegen, der Umladebereich soweit
nach der alkalischen Seite verschoben, daB er in den verwendeten
Cy-Bereichen nicht ermittelt werden konnte.

Das Wesen dieser Reaktion wird verstindlich, wenn man sich
an die mathematische Definition des isoelekirischen Punktes eines
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einfachen Ampholyten erinnert, und hyaliner Knorpel sei in diesem
Zusammenhange als solcher betrachtet. Diese entspricht jener Wasser-
stoffionenkonzentration, bei welcher die positiven und negativen
Elektrolytionen in der gleichen Menge vorliegen. L. MrcmarLis hat
aus den Dissoziationsgleichungen folgende Formel abgeleitet:

— kd . )
I= ]/7&; kw,

wobei k, die Sduredissoziationskonstante, k, die Basendissoziations-
konstante, k, die Wasserkonstante bedeuten.

Die normale Basophilie der Territorial- und Interterritorialsub-
stanzen des Knorpels beruht auf ihrem Gehalt an Chondroitinschwefel-
% siiure. Da Hyaluronidase dieselbe
wr hydrolytisch abbaut, muf in obi-
ge Formel &, kleiner und mithin
die Cy des Umladebereiches ah-
nehmen, was die Versuche be-
weisen. Sie sind somit ein ein-
drucksvolles Beispiel fiir die Be-
ziehungen zwischen chemischen
Verdinderungen eines Gewebskol-
loides und seinem Verhalten ge-

L '+ geniiber einem nicht umladbaren
A A A A A A AR A Farbstoff, wie sie W. LAVES bei der
Abfff. Gewebsautolyse und vitalen re-
_ gressiven Zellverinderungennach-
gewiesen hat. Auf die mikroskopisch erkennbaren Folgen des Ab-
baues der Chondroitinschwefelsdure im Knorpelgewebe (Demaskierung
der fibrilliren Struktur ?) soll hier nicht eingegangen werden.

Fiir rasche Bestimmungen der Hyaluronidase in fraglichen Eja-
culaten kann die Beobachtung der Verfliissigung der Synovia dienen,
wenn man sich nicht Hyaluronsiure in geceinigter Form herstellen
will. Aufler durch den Gehalt an der hochpolymerisierten Kohlehydrat-
siure wird die Viscositit der Gelenkfliissigkeit auch durch geringe
Proteinmengen bedingt. Wir sammeln Synovia aus Kniegelenken ver-
‘ungliickter oder plétzlich verstorbener Personen. Aus einem Gelenk
gewinnt man 0,2—3 cem, die im Kiihlschrank eingefroren aufbewahrt
werden. Zur Untersuchung wird 1 com mit 1—2 Tropfen des fraglichen
Ejaculates versetzt und bei Zimmertemperatur gut durchgeschiittelt.
Nach 5—-20 Min. ist bereits eine weitgehende Verfliissigung eingetreten,
wihrend sich die Viscositit entsprechender Kontrollen nicht dndert.

Zur Viscosititsmessung wird die Probe in eine in zwei Abstédnden
markierte Capillarpipefte mit unten abgeschrigter Offnung aufge-
saugt und das Durchschneiden des Fliissigkeitsmeniscus wahrend des
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Ablaufens an der oberen und unteren Markierung der Pipette mit der
Stoppuhr verfolgt. (Die untere Offnung mufB in das Reaktionsgemisch
eintauchen.) Die folgende Kurve zeigt das Ergebnis eines derartigen
Versuches. Eine vollige Verflissigung bis auf die Viscositdt des
Wassers wird offenbar wegen des Eiweillgebaltes der Versuchsansitze
auch nach lingerer Zeit nicht erreicht (Abb. 3).

Entsprechende Versuche mit einem Ejaculaten bei Azoospermie fallen
negativ aus; bei Oligospermie ist die Verfliissigung der Synoviaverzogert.

Der Nachweis der Hyaluronidase hat fir die gerichtliche Fest-
stellung der Zeugungsfihigkeit eines Mannes eine gewisse praktische
Bedeutung. Zunichst erscheint es wichtig, dall die zu untersuchenden
Ménner stets ein frisches Ejaculat liefern. Schon das oben erwédhnte
Verhalten der Viscositédt bildet ein Identifizierungszeichen. Ferner gibt
uns die Beobachtung des Eintretens oder des Ausbleibens der Ver-
flisssigung Hinweise auf das vermutliche Vorhandensein oder Fehlen
von Spermatozoen, da der Gehalt an Hyaluronidase in direkter Be-
ziehung zur Zahl der Samenféiden zu stehen scheint (Jorrn und E1cHEN-
BERGER, WERTHESSEN)., Wir haben diese Befunde in zahlreichen Fillen
bestitigt und erwihnen daher im Untersuchungsbericht stets auch das
Verhalten der Viscositét.

Zur Untersuchung mitgebrachte, z. B. in Condomen aufgefangene
Ejaculate sind gewShnlich verfliissigt und verunreinigt, auch kann der
mikroskopische Nachweis der Spermatozoen Schwierigkeiten begegnen.

Findet man in einem derartigen Untersuchungsobjekt Hyaluroni-
dase, so wird dasselbe nicht nur als Sperma identifiziert, sondern damit
auch der Hinweis gegeben, dall bei dem Spender mit grofer Wahr-
scheinlichkeit Normo- oder Oligospermie besteht.

Bekanntlich beruhen die meisten chemischen Verfahren zum Sperma-
nachweis auf Reaktionen mit Ejaculatsbestandteilen, die aus den ab-
leitenden Samenwegen, der Prostata und aus den Samenblasen, stam-
men. Demgegeniiber ist die Hyaluronidase an die Anwesenheit der
Spermatozoen selbst gebunden. Thr Nachweis hat daher die Bedeutung
einer spezifischen Spermareaktion, zumal die Differentialdiagnose gegen-
iiber einer Bakterien Hyaluronidase enthaltenden Fliissigkeit, in der
Praxis kaum in Frage kommt.

Die Bestimmung des Enzyms erscheint uns eine berlicksichtigens-
werte Ergdnzung der forensischen Untersuchung auf Zeugungsfihig-
keit zu bilden.
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