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By means of the in situ assay of deoxyribonucleases in 
DNA-containing polyacrylamide gels after separation by 
micro-disc-electrophoresis different deoxyribonucleases are 
detectable in bull seminal plasma. There are two groups of 
acid deoxyribonuclease-activities with a pH optimum at pH 
5.0, one with a pH optimum at pH 7.4 and an additional 
one with a pH optimum at pH 8.5.

Desoxyribonucleasen des männlichen Geschlechts
apparates, im Sekret der akzessorischen Geschlechts

drüsen und im Sperma der Säuger sind Gegenstand 
einer Reihe von Untersuchungen1-5), worin der 
Versuch zur Klärung ihrer Teilnahme an den ver

schiedenen Prozessen der reproduktiven Biologie 
und Pathologie unternommen wird. Pinero und 

Roussel3 verbinden die Desoxyribonuclease-Aktivi- 
tät im Nebenhoden mit seiner phagozytären Funk
tion, während Hitier und Honot6 den Einfluß des 

Vitamin-C-Mangels auf die Desoxyribonuclease-Ak
tivität in den Hoden untersuchen. Die Artbesonder
heiten der Aktivität der Desoxyribonucleasen im 
Spermaplasma der verschiedenen Spezies waren Ge
genstand der Untersuchungen von Quinn7. Die An

gaben über den Polymorphismus der Desoxyribo

nuclease im Sperma und im reproduktiven Apparat 
der Säugetiere sind bedeutend spärlicher.

Mit der vorliegenden Arbeit stellten wir uns zur 
Aufgabe, elektrophoretische Untersuchungen über 

Desoxyribonucleasen im Bullenspermaplasma durch
zuführen.

Material und Methoden

Zur Untersuchung benutzten wir 5 verschiedene 
Spermaproben gesunder, zur Zucht eingesetzter Bul

len. Die Abtrennung der Spermien vom Sperma
plasma erfolgte durch Zentrifugation, 15 min bei 
4000 rpm, 4 C (Sorvall SM 34 Rotor).

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. E. J. Zöllner,
Physiologisch-Chemisches Institut der Johannes-Gutenberg-
Universität Mainz, Postfach 3980, D-6509 Mainz.

Die Trennung der Desoxyribonucleasen nahmen 
wir mit Hilfe einer micro-dis-elektrophoretisdien 
Methode, detailiert beschrieben von Zöllner, Lach- 
ner und Zahn8, Zöller, Heicke und Zahn9, sowie 
Lachner, Zöllner und Zahn10 vor. Zur optimalen 
Trennung der Desoxyribonucleasen verwendeten wir 
unterschiedliche Konzentrationen des Trenngels: 
13,4% und 6,1% in 0,177 M  Tris-H2S04 pH 8,8, bei 

5% Zwischen-Gel 0,176 M  Tris-H3P04 pH 6,7. Die 
Trennung erfolgte bei 700 juA/Ge\ in 90 min bei
4 °C mit anodischer Laufrichtung. Nach der Tren
nung inkubierten wir die Gele in standardisierten 

Inkubationslösungen: 0,1 M  Na-Acetat-Puffer pH 5,0 

+ 5 x 10_3m EDTA; 0,1 m  Tris-HCl-Puffer pH 7,4 
+ 10~2 M  MgCl2 + 10~3 M  CaCl2; 0,025 M  Tris-HCl- 
Puffer pH 8,5 + 10-2 m  MgCl2 .

Die Inkubation erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. 

Wir erprobten ebenfalls unterschiedliche Inkuba
tionszeiten insbesondere zur Erreichung einer ables
baren Differenzierung der molekularen Heterogeni

tät der sauren Desoxyribonuclease-Aktivitäten. Als 
Substrat verwendeten wir native und denaturierte 
Herings-Sperma DNA. Die Denaturierung der DNA 

erfolgte durch Erhitzen im Wasserbad bei 100 °C 
für 10 min. Sofort nach dem Erhitzen erfolgte die 
Abkühlung der DNA im Eisbad. Zur Gelfärbung be
nutzten wir Gallocyanin-Chromalaun. Das mit Was

ser gewaschene Gel wurde mit dem Densitometer 
(Kipp und Zonen) densitometrisdi vermessen.

Zur Beurteilung der DNase-Aktivitäten der einzel
nen Banden wurden die Densitometerkurven bekann
ter Konzentrationen von DNase I (spez. Akt. 2000 

Einheiten/mg) herangezogen. Als Bezugseinheit 
diente ein Äquivalent von 1 ng DNase 1/ml. Die 
planimetrierten Ausschläge der Densitometerkurven 
der Seminalplasmatrennungen wurden auf diese 
Eichlösungen bezogen 8.

Ergebnisse und Diskussion

Unter Einsatz eines unterschiedlichen Inkubations

milieus fanden sich im Spermaplasma von Bullen 
saure, neutrale und alkalische Desoxyribonuclease- 
Aktivitäten. W ir beobachteten zwei Gruppen von 
sauren Desoxyribonuclease-Aktivitäten, deren Auf
trennung wir bei einer Gelkonzentration von 6,1%, 
einer Trennungszeit von 90 min, einer Inkubations
zeit von 120 min und einer Verdünnung des Sper

maplasmas von 1 :20 erreichten (Abb. 1 a ). Die sau

ren Desoxyribonucleasen im Spermaplasma der 
untersuchten Bullen weisen 2 Hauptbanden von 128 

und 34ng/ml DNase I Äquivalenten auf. Uber das 
Vorliegen von zwei sauren Desoxyribonucleasen im 
Spermaplasma von Bullen berichten auch C. Cordon- 
nier und G. Bemardi n - die zu deren Auftrennung 

DEAE-Zellulose verwendeten.
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Abb. 1. Densitometerkurven von Micro-Disc-Elektrophorese- 
gelen zum DNase-Nachweis aus Bullenspermaplasma. Lauf
zeit 90 min bei 700 [j.A/Gel. Probe: charakteristisches Bullen
spermaplasma, a 1 : 20 verdünnt, b+c 1 :2  verdünnt, 
a. 6,7% Trenngel, Inkubation 120 min in 0,1 M Na-Acetat 
pH 5,0, 5X10- 3 m  EDTA. b. 13,4% Trenngel, Inkubation 
120 min in 0,1 m  Tri-HCl, pH 7,4, 10~2 m  MgCl,, 10-3 m  

CaCl2. c. 13,4% Trenngel, Inkubation 120 min in 0,025 M 

Tris-HCl, pH 8,5, 10~2 M MgCl2 .

Die Aktivität der neutralen und sauren DNase- 
Aktivitäten im Spermaplasma der Bullen ist bedeu
tend geringer. So zeigte sich bei neutralen Inku
bationsbedingungen eine etwas stärkere Aktivi
tät, die 1,2 ng/ml DNase-l-Äquivalenten entspricht, 
und eine langsamer werdende kleinere zusätzliche 
Aktivität von 0,5 ng/ml DNase-I-Äquivalenten 
(Abb. 1 b ) . Aufgrund der elektrophoretischen Wan
derungsgeschwindigkeit und der Inkubationsbedin

gungen läßt sich davon noch eine alkalische DNase- 
Aktivität abgrenzen, deren Aktivität bei 0,4 ng/ml 
DNase-I-Äquivalenten liegt (Abb. 1 c). Die geringe 
Aktivität der neutralen und alkalischen DNase-Akti- 
vitäten erklärt Befunde, bei denen unter diesen Be
dingungen keine DNasen nachgewiesen werden 
konnten4. Das Vorliegen dieser Aktivitäten sollte 
aber, wie auch die Heterogenität der sauren DNase- 
Aktivitäten, bei Untersuchungen zur biologischen 
Bedeutung der DNase im Seminalplasma berücksich
tigt werden.

Bei der Zentralen Bullenhaltung und Besamungsgenossen
schaft, Neumühle/Pfalz, bedanken wir uns für die Lieferung 
der Seminalplasmaproben.
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