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Discelectrophoretical Differentiation of Various Acid Phosphatases

Summary. Human seminal fluid contents a very high activity of acid phosphatase.
Therefore this enzyme attaches medico-legal importance to the evidence of seminal traces.
But this enzyme is present in many other biological fluids—even in a very high activity
almost like in human seminal fluid. Comparisms of the qualitative reaction on acid
phosphatase gave positive results as well with older human seminal spots as with those of
fresh fluids of plant or animal origin.

Discelectrophoretical examinations in polyacrylamide gels evidence the heterogeneity of
human acid phosphatase and that of plant or animal origin. The best results of separation
were obtained by means of the following conditions:

Spacer gel 2.5% Acrylamid
Separating gel 7.5% Acrylamid

Voltage 180V, 2.5 mA each tubuli
Time of separating 110 min

Cooling the anode puffer with tap water.

Under these conditions in the human seminal fluid could be detected 2 zones of enzyme
activity. After a storing periode of 4 weeks in seminal traces on textile spots appears a
3rd zone between the two bands.

Other investigated biological fluids (plants and snails) showed 3-8 zones of enzyme activity.
This bands became unsharp and mixed up after one week of storage.

These investigations implay conditional informations in medico-legal experience of seminal
traces.

Zusammenfassung. 1. Im menschlichen Ejaculat konnten discelektrophoretisch unab-
hingig vom Spurenalter konstant 2 Isoenzyme der sauren Phosphatase nachgewiesen
werden.

2. Spuren verschiedener PflanzenpreBsifte (Studentenblume, Blumenkoh!l und Schnecken-
schleime — Weinbergschnecke, Schnirkelschnecke —) zeigten 3—8 Isoenzymbanden. Diese
Isoenzyme waren in mehr als 7 Tage alten Spuren nicht mehr scharf zu trennen.

3. Die discelektrophoretische Untersuchung der Isoenzyme der sauren Phosphatase
bringt fiir den gerichtsmedizinischen Spermaspurennachweis weitere wertvolle Informationen.

Key-Words: Discelektrophorese, Ejaculatuntersuchung — Saure Phosphatase, Nachweis
im Ejaculat — Spurenuntersuchung, Sperma — Spermanachweis.

Fiir den gerichtsmedizinischen Beweis von Spermaspuren ist in erster Linie
der mikroskopische Nachweis intakter Samenzellen zu fordern. Da in gewissen
Untersuchungsféillen Samenzellen nicht vorhanden sind, kommt auch den tibrigen
Konstituenten des Ejaculates fiir die abschlieBende Diagnose Bedeutung zu.
Erwihnt seien der Nachweis von Cholin, Spermin, Zink, spezifischer Proteine



130 P. Hohn, G. Walther und H. Leithoff:

und verschiedener Fermente. Von den Fermenten ist der Nachweis der sauren
Phosphatase von groBer Bedeutung.

Wihrend man anfangs annahm, dall das Vorhandensein saurer Phosphatase
fir den Spermanachweis ausreichend sei ([20, 23, 34—36, 50—53, 70] u.a.)
iibten andere Autoren ([24-—26, 39-—44, 46, 62, 63, 85] u.a.) aufgrund des Vor-
kommens dieses Enzymes in vielen biologischen Substanzen Kritik an der Beweis-
kraft dieser Untersuchungsmethode. So ist die saure Phosphatase unter anderem
in Bakterienkulturen [13, 14, 30, 37, 45], Amében [10], verschiedenen
Pflanzensubstanzen [27, 32, 38, 47, 63, 64, 78, 82] und auch in der Milch [9]
enthalten. Relativ hohe Aktivititen weisen dabei Studentenblumen (Gaillarda
magniflora) und Blumenkoh! (Brassica oleracea var. botrytis) [26, 44] und das
Sekret des Fulles der Weinbergschnecke (Helix pomatia) [62, 63] auf.

Eine Differenzierung der sauren Phosphatase erfolgte anfangs im Hinblick auf
die Substratspezifitdt und Hemmbarkeit ([1, 2, 15, 28, 81] u.a.). Die ersten
Untersuchungen der elektrophoretischen Differenzierung der sauren Sperma- und
Prostataphosphatase erbrachten keine verwertbaren Ergebnisse ([11, 12, 16—19,
50, 60, 61]u.a.).

Erst in den letzten Jahren gelang der Nachweis der molekularen Hetero-
genitdt der sauren Phosphatase aus der Prostata und Samenflissigkeit mit Hilfe
der Chromatographie, Gelfiltration, Ultrazentrifugation und Immun- und Stérke-
gelelektrophorese [5, 18, 48, 49, 53, 59, 75, 76, 80, 82].

Mit Hilfe discelektrophoretischer Methoden konnte Kaschnitz [33]4 Typen und
Lundin und Allison [48] 13—17 Typen der sauren Prostatphosphatase nachweisen.
Ebenso gelang es, die saure Phosphatase tierischer und pflanzlicher Herkunft
in Isoenzyme aufzutrennen ([3, 4, 7, 31, 41, 48, 49, 69, 71, 72, 74] u.a.).

In diesem Beitrag soll nachgewiesen werden, daBl es moglich ist, die saure
Spermaphosphatase und saure Phosphatase tierischer und pflanzlicher Herkunft
im frischen Zustand und in Fleckeneluaten discelektrophoretisch zu differenzieren.
Aus der groBen Anzahl phosphatasehaltiger biologischer Substanzen wurden
aufgrund der groBen Verbreitung Studentenblume und Blumenkohl sowie das
Sekret des FuBes der Weinberg- und Schnirkelschnecke fiir die Untersuchungen
ausgewdhlt.

Material und Methode

1. Untersuchungsgut

Fir die Untersuchung wurde je ein Ejaculat von 14 Spendern, Studentenblume von
15 verschiedenen Standorten, 25 Blumenkohle unterschiedlicher Herkunft, 13 Weinberg-
schnecken und 14 Schnirkelschnecken unterschiedlicher Fundorte eingesetzt. Die Pflanzen-
preBsifte wurden nach Hauck und Leithoff [26] gewonnen. Die Verarbeitung feuchten
Schneckensekretes war nicht moglich. Das Sekret wurde zunéchst auf Filtrierpapier aufge-
nommen und danach 24 Std bei -}-4° C mit 2 ml 0,1 M Veronalacetatpuifer pH 7,0 eluiert.

Von den ibrigen Untersuchungsmaterialien wurden jeweils 0,1 ml und vom Schnecken-
schleim etwa 100 mg auf 12,5 cm? grofle Stiicke eines einheitlichen Textilgewebes gegeben.
Alle 4 Substanzen wurden frisch, nach einem Tag und weiterhin im Abstand von 7 Tagen
bis zur 5. Woche untersucht.

Die Flecke wurden 24 Std bei +4° C mit 2 ml 0,1 M Veronalacetatpuffer pH 7,0 eluiert
und vor der discelektrophoretischen Untersuchung 5 min, bei 15000 Umdrehungen/min
zentrifugiert. Von dem frischen Untersuchungsgut wurden jeweils 20 ul und von den
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Spureneluaten 30 yl, von frischen Spermaflecken auch nur 5—10 pl in die Elektrophorese-
réhrchen pipettiert.

2. Elektrophoreseverfahren

Zur Untersuchung wurde die diskontinuierliche Polyacrylamid-Elektrophorese ange-
wandt [29, 57, 58, 64—68, 77, 79]. Zur Untersuchung stand das Gerét der Firma
Quickfit und Quarz Ltd. zur Verfiigung.

Bei der Zubereitung der Gellésungen und deren Polymerisation sowie bei der Vorbe-
reitung und Durchfithrung der Elektrophorese wurden die detaillierten Anweisungen
von Davis [15], Williams et al. [84] und Maurer [55] befolgt.

Die Acrylamidkonzentration betrug im Sammelgel 2,5% und im Trenngel 7,5%. Als
Elektrodenpuffer wurden wechselweise 0,015 M Acetatpuffer pH 5,6 und Barbital Tris-Puffer
pH 7,3 (5,52 g Diithylbarbitursiure, 1g Tris-(hydroxymethyl)aminomethan ad 1000 ml
Wasser) nach Williams und Reisfeld [84] verwandt.

Die pH-Werte von Sammel- und Trenngel wurden folgendermaBen zusammengestellt:

Trenngel  Sammelgel

pH 58 pH 7,3
pH 7,5 pH 5,5
pH 9,0 pH 6,7
pH 10,0 pH 6,7

Die Dauer der Elektrophorese betrug bei allen Versuchen 110 min bei einer Klemmen-
spannung von 180V und einer Stromstirke von 2,5 mA pro Rohrchen. Um die Bildung
von Hitzeblasen im Gel zu Verhindern, wurde der Anodenpuffer mit Wasser von 13°C
gekithlt.

3. Der Phosphatasenachweis im Gel

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Trenngel 30 min in einen 0,1 M
Acetatpuffer pH 4,9 eingelegt, um das pH-Optimum der sauren Phosphatase zu erreichen.
Die Lokalisierung des Enzymes erfolgt durch Inkubation entweder mit einer 0,00378 M
Lésung von Na-1l-naphthylphosphat und einer 0,2% Lésung von Variaminblausalz B in
0,05 M Acetatpuffer pH 5,0 oder mit einer 0,00378 M Losung von Na-1-naphthylphosphat
und einer 0,2% Losung von Fast Garnet GBC Salt in 0,05 M Veronalacetatpuffer pH 5,0
(Barka and Anderson [6], Alleen und Gockermann [3], Grog und Pearse [22]). Die Inkuba-
tionsdauer betrug bei 4° C je nach Fermentaktivitit zwischen 10 min (frisches mensch-
liches Ejaculat) und 24 Std (einige Wochen alte Blumenkohl- und Malerblumenspuren). Da
Fast Garnet GBC Salt wesentlich schneller mit Naphtol — dem Spaltungsprodukt von
Na-1-naphthylphosphat — reagierte als Variaminblausalz B, wurde ersteres beim Vorliegen
hoher Aktivitdten und letzteres bei niedrigeren Phosphatasewerten angewandt.

4. Vergleichende Untersuchungen iiber den Ausfall
der Bergschen Phosphatasereaktion

Parallel zu diesen Untersuchungen wurden die Spurenflecke einschlieBlich des Spuren-
triigers mit dem Phosphatasereagens nach Berg [8] {iberspriiht.

Ergebnisse

1. Bedingungen der Trennung und Inkubation

Vorversuche ergaben, dal die Bedingungen der Elektrophorese und Enzym-
inkubation dem Alter und der Art des Spurenmaterials angepallt werden
miissen. Es ergaben sich folgende optimale Bedingungen :

10 Z. Rechtsmedizin, Bd. 68
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1. Fiir Spermaspuren

Blektrophorese- Bedingungen. Elektrodenpuffer: 0,015 M Essigsdure/Acetatpuf-
fer pH 5,6; Sammelgelpuffer: Tris/HCl pH 5,5; Trenngelpuffer: Tris/HCl pH 7.5.

Inkubation. Frische Spermaspuren mit Variaminblausalz B 10—30 min;
1—4 Wochen alte Spuren mit gleichem Azokuppler 8 Std; 5 Wochen alte Spuren
Fast Garnet GBC Salt 2 Std.

2. Ubrige Spuren

Elektrophoreseverfahren. Elektrodenpuffer: Barbital/Tris-Puffer (112) pH 7,3,
Sammelgelpuffer: Tris/HCI pH 5,5; Trenngelpuffer: Tris/HCI pH 7,5.

Inkubation. Frische Spuren mit Fast Garnet GBC Salt 10—40 min. 3 Wochen
alte Spuren mit gleichem Azokuppler 2—3 Std, 5 Wochen alte Spuren bei gleichem
Azokuppler bis zu 12 Std.

I1. Ergebnisse der Elektrophoresen

1. Spermaspuren

Bei den insgesamt 190 durchgefithrten Einzelektrophoresen waren konstant
2 Isoenzymbanden nachzuweisen, wovon die anodenseitige etwas stérker ausfiel
(Abb. 1a). Bei iiber 4 Wochen alten Spuren trat in einigen Féllen zwischen
diesen beiden eine dritte Bande auf (Abb. 1b).

2. PreBsaft der Studentenblume

Bei frischen Spuren und 10 min Inkubation waren 4 kathodenstédndige Iso-
enzymbanden zu erkennen (Abb. 2a). Nach weiteren 30—60 min traten 3 weitere
anodenstindige Banden auf (Abb. 2b). Ab einem Spurenalter von 7 Tagen be-
gannen die Banden zu verwischen und waren ab der 3. Woche praktisch nicht
mehr zu differenzieren.

3. PreBsaft der Blumenkohle

Bei frischen Spuren und 10 min Inkubation waren 2 kathodensténdige
(Abb. 3a) und nach weiterer 50miniitiger Inkubation 4—86 anodenstindige Ban-
den (Abb. 3b) zu differenzieren. Auch diese Banden waren ab einem Spurenalter
von 7 Tagen verwischt und ab der 2. Woche kaum noch zu differenzieren.

4. Sekret der Weinbergschnecke

Bei frischen Spuren waren je nach Individuum 3 und 5 Isoenzymbanden
(Abb. 4) vorhanden, die ab einem Spurenalter von 1 Woche unscharf wurden
und ab einem Alter von 2 Wochen praktisch nicht mehr zu differenzieren waren.

5. Sekret der Schnirkelschnecke

Bei frischen Spuren waren je nach Individuum 4 und 5 Isoenzyme (Abb. 5)
nachweisbar. Auch diese Banden zeigten ab einem Spurenalter von 1 Woche
eine Unschéirfe und waren ab der 2. Woche praktisch nicht mehr zu differenzieren.
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Abb. la u. b Abb. 2a u. b
Abb. 1a u. b. Isoenzyme der sauren Spermaphosphatase. a 2 Isoenzymbanden in bis zu
4 Wochen alten Spuren. b 3 Isoenzymbanden in einigen Féllen nach Lagerung fiber 4 Wochen

Abb. 2a u. b. Isoenzyme der sauren Phosphatase der Studentenblume. a 4 Isoenzymbanden
nach 10 min Inkubation. b 3 weitere Banden nach 30—60 min Inkubation

-

[ -

Abb., 3a u. b Abb. 4 Abb. 5

Abb. 3a u. b. Iscenzyme der sauren Phosphatase des Blumenkohles. a 2 Isoenzymbanden
nach 10 min Inkubation. b 5 weitere Banden nach 50 min Inkubation

Abb. 4. Isoenzyme der sauren Phosphatase der Weinbergschnecke. 2 Banden sind abgrenzbar.
Der Rest der Aktivitdt bildet einen gréBeren Fleck, der nicht weiter zu differenzieren war

Abb. 5. Tsoenzyme der sauren Phosphatase der Schnirkelschnecke. Es lassen sich 3 Banden
gut abtrennen. Der Rest der Aktivitit 168t sich nicht weiter differenzieren

6. Vergleiche der Bergschen Phosphatasereaktion
Bei frischen Spermaflecken zeigte sich eine starke positive Reaktion. 4 bis
5 Wochen alte Spermaspuren und frische angetrocknete Spuren der Pflanzen-
preBsifte und Schneckenschleime zeigten eine deutlich schwichere Reaktion,
waren aber nicht mehr zu differenzieren.

10*
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Diskussion

Die Untersuchungen haben gezeigt, daff mit Hilfe der Discelektrophorese
im menschlichen Ejaculat 2 Isoenzyme der sauren Phosphatase nachweisbar
sind. Diese Isoenzyme sind im eingetrockneten Zustand bis zu 5 Wochen, vermut-
lich noch lénger, stabil. Allerdings gibt es noch 2 weitere instabile Isoenzyme
{Meisenzahl), die mit dieser hier angewandten Methodik nicht erfaBt wurden.
Besonders hervorzuheben ist, dafl stets 2 Isoenzyme bei den insgesamt
190 Einzelelektrophoresen nachzuweisen waren.

In den weiteren Untersuchungsmaterialien fanden sich je nach Herkunft 3
und mehr Isoenzyme, die schon nach kurzer Eintrocknungszeit im (egensatz
zu Spermaspuren nicht mehr voneinander zu trennen waren. Auch war die
Anzahl der Banden innerhalb jeder Materialgruppe nicht konstant.

Die Vorteile dieser analytischen Mikromethode beruhen auf dem hohen
Trennvermégen der Discelektrophorese, die noch Trennungen im Nano- und
Pikogrammbereich zulaft (Matioli). So geniigt die duBerst geringe Schleim-
menge, die eine Schnecke nach einmaligem Kriechen iiber ein Filtrierpapier
hinterlait, um verwertbare Isoenzymmuster zu erhalten.

Werden in solchen Fillen zur Spurendiagnose dagegen Methoden ange-
wandt, die nur auf einem quantitativen oder qualitativen Phosphatasenachweis
beruhen, so kann aufgrund der relativ geringen Phosphataseaktivitit keine
Aussage tber die Natur der Spur gemacht werden. Entsprechende Versuche
mit dem Bergschen Phosphatasereagens zeigten, dalB es nicht moglich ist, einige
Wochen alte Spermaflecken und einige Tage alten PflanzenpreBsaft und
Schneckenschleimspuren zu differenzieren.

Aus dem hohen Trennvermégen in Verbindung mit der bendtigten geringen
Substanzmenge ergibt sich, daf im Gegensatz zur Immunodiffusion und Immun-
elektrophorese die Eluate nicht mehr eingeengt werden miissen. Weiterhin ist
von Bedeutung, dal die Elektropherogramme zur Beweissicherung in 7%iger
Essigsdure einige Monate und im getrockneten Zustand bis zu 2 Jahren [21]
aufbewahrt werden kénnen. Weitere Vorteile dieser Methode sind der relativ
einfache apperative Aufwand und die kurzen Trennzeiten.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dali eine Abgrenzung der sauren Phospha-
tase des menschlichen Ejaculates von anderen Phosphatasen moglich ist. Diese
Methode allein kann jedoch den Beweis einer menschlichen Ejaculatspur nicht
erbringen. Sie ergibt aber in besonders gelagerten Fillen weitere wertvolle
Informationen, wie bereits gezeigt werden konnte [83].
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