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Verinderungen in der Aktivitit Chondroitinsulfat-Protein abbauender Enzyme
(Glykosaminoglykanohydrolasen und Peptidhydrolasen) des Arteriengewebes
im Alter und bei Arteriosklerose

Von H. Kresse und E. BubDECKE
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Miinster
(Eingegangen am 5. Dezember 1967)

Herrn Prof. Dr. Dr. Ernst Schiitte gum Go. Geburtstag gewidmet

Im Arteriengewebe von Rind und Mensch (Aorta thoracica) wurden Verinderungen der Aktivitit der Glucosidasen N-Acetyl-8-p-glu-
cosaminidase (EC 3.2.1.30), 8-p-Glucutonidase (EC 3.2.1.31) und Hyaluronat-Glucanohydrolase (EC 3.2.1.35) sowie der Peptidhydro-
lasen Kathepsin D (EC 3.4.4.23) und saure Carboxypeptidase (EC 3.4.2....) in Abhingigkeit vom Lebensalter und Arteriosklerose
bestimmt. Die ermittelten Enzymaktivititen werden auf den DNA-Gehalt des Gewebes bezogen.

In der Aorta des Rindes zeigen die Aktivititen von N-Acetyl-f-p-glucosaminidase und B-p-Glucuronidase keine gerichteten altersab-
hingigen Verinderungen, obgleich der Gehalt an Desoxyribonucleinsiure wihrend des ersten Lebensjahres um 509, abfillt. Die Aktivitat
der Hyaluronidase sinkt innerhalb von 13 Lebensjahren um mehr als die Hilfte ab, Kathepsin D und saure Carboxypeptidase zeigen dagegen
innerhalb von 7 Jahten einen kontinuierlichen Anstieg ihrer Aktivitit bis auf mehr als 100%,.

Bei Untersuchung von 85 Gewebsproben menschlicher Arterien wurde ein Anstieg der Enzymaktivitit fiir die Enzyme N-Acetyl-8-p-glu-
cosaminidase, f-D-Glucuronidase, Kathepsin D und die saure Carboxypeptidase mit zunehmendem Lebensalter und zunehmender Ar-
teriosklerose beobachtet. Trotz starker Streuung der Einzelwerte 148t sich der Anstieg, der bei einem Vergleich der Mittelwerte der
Enzymaktivititen bei Neugeborenen und einer Altersgruppe von 60—80 Jahren mehr als 1009, betrigt, statistisch sichern. Im gleichen
Zeitraum nimmt der Gehalt des Arteriengewebes an Desoxyribonucleinsiure um mehr als 509 ab. Bei der f-Glucuronidase und Protease
weisen ferner Gewebsproben mit geringgradigen arteriosklerotischen Verinderungen (Frithstadium) eine statistisch signifikante hohere
spezifische Aktivitdt auf als Gewebe mit fortgeschrittenen Arterioskleroseprozessen. v

Die Ergebnisse zeigen, dal die Spontanatteriosklerose des Menschen mit einem Aktivititsanstieg der katabolen Enzyme des Mucopoly-
saccharidstoffwechsels einhergeht.

The effect of age and atherosclerosis on the activities of the glucosidases, N-acetyl-8-p-glucosaminidase (EC 3.2.1.30), 8-p-glucuronidase
(EC 3.2.1.31) and hyaluronate-glucanohydrolase (EC 3.2.1.35), and the peptide hydrolases, cathepsin D (EC 3.4.4.23) and acid carboxy-
peptidase (EC 3.4.2....) in bovine and human arterial tissue (Aorta thoracica) was studied. The enzyme activities are expressed on the
basis of the DNA content of the tissue.

In bovine aotta, the activities of N-acetyl-8-D-glucosaminidase and f-p-glucuronidase show no clear correlation with age, although the
level of deoxytibonucleic acid falls by 509, during the first year after birth. During the first 13 years the activity of hyaluronidase falls by
more than a half, while cathepsin D and acid carboxypeptidase undergo a continuous increase in activity by more than 1009, within the
first 7 years.

Investigation: of 85 tissue samples of human aorta showed that N-acetyl-f-p-glucosaminidase, f-p-glucuronidase, cathepsin D and acid
carboxypeptidase increase with increasing age and increasing atherosclerosis. Despite a wide scatter of the individual values, which give
a 1009, difference between the averages for newly born and the 60—80 age group, the increase is statistically significant. Over the same
time period the level of deoxyribonucleic acid falls by more than 509, in the arterial tissue. In tissue samples showing only eatly stages of
atherosclerotic changes, the f-glucuronidase and protease are significantly higher than in tissue in an advanced stage of atherosclerosis.
‘The tesults show that spontaneous atherosclerosis in humans is correlated with an increase in the activity of the catabolic enzymes of
mucopolysaccharide metabolism.

Im katabolen Stoffwechsel des Arteriengewebes werden

- Chondroitinsulfat bzw. seine makromolekularen Pro-

teinverbindungen durch Chondroitinsulfat abbauende
Enzyme (Glykosaminoglykanohydrolasen) und Protein
spaltende Enzyme (Peptidhydrolasen) abgebaut (1).
Untersuchungen iiber altersabhingige Verinderungen
in der Aktivitit der Glykosaminoglykanohydrolasen
sind aus 2 Griinden von Interesse: Einmal dndert sich

das Verteilungsmuster der sauren Glykosaminoglykane-

im menschlichen Arterienigewebe in Abhingigkeit vom
Lebensalter und von der Arteriosklerose (2), zum
anderen lassen Untersuchungen bei tierexperimenteller
Arteriosklerose und bei menschlicher Spontanarterio-
sklerose, bei denen ein erhohter Einbau von 35-Sulfat
in die sulfatierten Polysaccharide nachgewiesen wurde
(3), vermuten, daB Zusammenhinge zwischen der
Aktivitit von Enzymen des Mucopolysaccharidstoff-
wechsels und det Genese der Arteriosklerose bestehen.
In der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse iiber
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altersabhingige Aktivititsverinderungen der Glykos-
aminoglykanohydrolasen und Peptidhydrolasen im Ar-
teriengewebe des Rindes (Kapitel 2) und Verinderungen
dieser Enzymaktivititen in menschlichen Arterien in
Abhingigkeit vom Alter und Arteriosklerose (Kapitel 3)
niitgeteilt.

Methodik

Untersuchungsgut

Fiir die Untersuchungen zur Anderung der Enzymaktivitit im
Arteriengewebe mit zunehmendem Lebensalter wurden topo-
graphisch identische Proben (.Aorta thoracica) von fetalen und
neugeborenen Kilbern sowie Rindetn verschiedener Alters-
klassén gesammelt und sofort oder nach Aufbewahrung bei
—20°, wie unten beschrieben, weiter verarbeitet.

Von menschlichen Aorten verschiedenen Lebensalters und
beidetlei Geschlechts wurde wihrend der Sektion ein etwa 4 cm
langer GefiBabschnitt (Abgang der 4.—6. Intercostalarterie) ent-
nommen (Sektionsgut des Pathologischen Instituts der Uni-
versitit Miinster) und nach sorgfiltiger Priparation, gegebenen-
falls Trennung in Gewebeanteile mit geringerem und stirkerem
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arteriosklerotischen Befall und Ermittlung des Frischgewichtes
bei —20° bis zur Weiterverarbeitung aufbewahtt. Insgesamt
wurden 85 Gewebsproben untersucht.

Eﬂg_}makliﬂilé‘t:be:timmmg

Zur Enzymaktivititsmessung wurde 1,0—4,0 g Arterien-Frisch-
gewebe nach Vorzerkleinerung in 10—30 m/ 1proz. NaCl-Lésung
oder 0,15M Citratpuffer pH 4,1 1 Min. unter Kiihlung bei —10°
homogenisiert (Ultraturrax) und vom Uberstand des Homo-
genats, der dutch Zentrifugieren bei 78000 g gewonnen wutrde,
0,1—0,3 m/ zur Enzymaktivititsbestimmung eingesetzt. Um bei
Aktivititsmessungen der Hyaluronat-Glykanohydrolase den Fehler
durch die gleichzeitige Anwesenheit und Wirkung von §-p-gluc-
uronidase und N-Acetyl-f-p-glucosaminidase auszuschalten,
wurde das Homogenat nach 1. c. (4) einer Ammoniumsulfatfraktio-
nierung und Gelfiltration unterwotfen. Die in spezifischen Ein-
heiten (mUjug-Atom DNA-Phosphor) angegebenen Enzym-
aktivititen wurden nach votstehend (1) mitgeteilten Methoden
bestimmt.

Apnalyse

Die Bestimmung des Gebaltes an Desoxyribonucleinsiure (DNA)
in Arteriengewebsproben wurde im Homogenat bzw. (mit
gleichem Ergebnis) im unléslichen Riickstand des Homogenats
nach Ultrazentrifugieren nach 1. c. (5) durchgefiihrt. Die Protein-
bestimmung erfolgt mit Hilfe der Biuretreaktion bzw. — wenn
der Proteingehalt des Homogenats weniger als 1 mg/m/ betrug —
durch Anfirbung der auf Elektrophoresepapier aufgetragenen
und getrockneten Probe mit Amidoschwarz 10 B mit nachfolgender
Elution des Farbstoffes nach 1. c. (6).

Ergebnisse

1. Bezugssystem bei Enzym-Aktivititsbestimmungen
im Arteriengewebe

Unter den moglichen BezugsgréBen fir die Angaben
iibet Enzymaktivititen (Frischgewicht, Trockenge-
wicht, Protein- oder DNA-Gehalt) ist der Gehalt an
DNA im Arteriengewebe aus folgenden Griinden vor-
zuziehen: Bei Bezug auf das Frisch- oder Trockenge-
wicht gehen die altersabhingigen und Arteriosklerose-
abhingigen Anderungen im Wasser- und Lipidgehalt
des Arteriengewebes als unbekannte GroRen ein. Der
hierdurch entstehende Fehler kann erheblich sein, da
die Lipidkonzentration bei schweren Arteriosklerosen
bis zu 309, des Trockengewichtes (normal 5%) zu-
nehmen, der Wassergehalt dagegen bis zu 159, ab-
nehmen kann. Die Angabe von spezifischen Aktivi-
titen (uMol-umgesetztes Substrat/Min./mg Protein)
ist dadurch mit erheblichen Fehlerquellen belastet, daB
einerseits die extrazelluliren unlGslichen Struktur-
proteine Kollagen und Elastin in groBem Uberschufl
vorhanden sind und der Gehalt an léslichen Proteinen
im Arteriengewebe (Ubetstand des Homogenates)
altersabhingig ansteigt. Eine die effektive Stoffwechsel-
aktivitit des Arteriengewebes widerspiegelnde Be-
zugsgroBe stellt der Gehalt an DNA dar, da 1. alle
somatischen Zellen eines Organismus einen konstanten
Gehalt an DNA/Zelle aufweisen, da 2. jedes Enzym
zelluliten Ursprungs ist und 3. Enzymaktivitit und
Stoffwechselkapazitit der Zelle in direkter Beziehung
stehen. Die Bestimmung des DNA-Gehaltes ergibt die
Maoglichkeit des Vergleichs von Enzymaktivititen in
verschiedenen Lebensaltern auch bei Vorliegen patho-
logischer Verinderungen.
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Gehalt an Desoxytibonucleinsiure im Rinderarteriengewebe
und Proteingehalt im zellfreien Uberstand von Rinderarterien-
gewebshomogenaten in Abhingigkeit vom Lebensalter.
Rechte Ordinate: ug-Atom DNA-Phosphor/g Frischgewicht (e—¢)

linke Ordinate: mg Protein im Homogenatiiberstand/g Frisch-
gewicht (A—A)

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes der Aorta des
Rindes an Gewebsproben verschiedenen Lebensalters,
deren Ergebnis in Abbildung 1 dargestellt ist, liBt
erkennen, da der DNA-Gehalt des Arteriengewebes
beim Rind nach der Geburt schon innerhalb des ersten
Lebensjahres einen steilen Abfall von 1000 auf etwa
500 ug-Atom DNA-Phosphor/g Frischgewicht zeigt,
wihrend der weiteten Lebensjahre jedoch konstant
bleibt oder nur geringfiigige Schwankungen aufweist.
Dies bedeutet, da3 die Zellzahl/g Frischgewebe wihrend
der Wachstumsphase im Arteriengewebe auf die
Halfte absinkt, ohne daB Angaben dariiber mdoglich
sind, ob die Abnahme auf Kosten eines bestimmten
Zelltyps (Muskelzellen, Fibroblasten) erfolgt.

Die aus Frischgewebe extrahierbare Proteinmenge, die
als 16sliches Protein im zellfreien Uberstand des Homo-
genates erhalten wird, weist dagegen bei der Geburt die
niedrigsten Werte auf (30 mg/g Frischgewebe) und hat

mit zunehmendem Lebensalter ansteigende Tendenz |

(Werte bis 40 mg/g Frischgewebe).

Beziiglich des Gehaltes an DNA bestehen zwischen dem
Arteriengewebe des Rindes und des Menschen Paral-
lelen. Sie zeigen sich darin, daB es auch beim Menschen
zu einem Abfall des DNA-Gehaltes von 450 ug-Atom
DNA-Phosphor (Neugeborene) auf etwa 150 ug-Atom
DNA-Phosphor/g Frischgewebe zwischen dem 40. und
80. Lebensjahr kommt. Die in Abbildung 2 einge-
zeichneten Werte sind Mittelwerte aus 85 Bestimmungen
(3—15 Bestimmungen je Altersklasse).

2. Altersabhingige Verinderungen der Enzymaktivi-
titen im Arteriengewebe des Rindes

In Abbildungen 3 und 4 sind die Ergebnisse der Einzel-
bestimmungen der Enzymaktivititen von Glycos-
amino-Glykanohydrolasen und Peptidhydrolasen dat-
gestellt. Sie lassen erkennen, daB N-Acetyl-f-D-glu-
cosaminidase (EC 3.2.1.30) und g-p-Glucuronidase
(EC 3.2.1.31) keine gerichtete Tendenz zur Akti-

vititsinderung mit zunehmendem Alter Zeigen. Trotz.

Streuung der Einzelwerte, die besonders bei der N-
Acetyl-f-pD-glucosaminidase auffillt, bewegen sich ihre
Enzymaktivititswerte in einem Bereich zwischen 600
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Gehalt an Desoxyribonucleinsiure in menschlichem Arterien-

gewebe in Abhingigkeit vom Lebensalter. Die eingezeichneten

Werte sind Mittelwerte aus 3—15 Bestimmungen je Altersklasse,

fiir die, soweit berechenbar, die Standardabweichung eingezeichnet
1st.
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Aktivitit der N-Acetyl-f-p-glucosaminidase, f-p-Glucuronidase
und Hyaluronidase im Rinderarteriengewebe in Abhingigkeit
vom Lebensalter.

und 800 mU. Die entsprechenden Werte fiir die -

- Glucuronidase, die ebenfalls stirkere, altersabhingige

Verinderungen vermissen lassen, liegen étwa 30mal
niedriger. Bei der Beurteilung ist jedoch zu beriick-
sichtigen, daB die Aktivititswerte sich auf synthetische
Substrate beziechen und f-Glucuronidase und N-Acetyl-
p-p-glucosaminidase gegeniiber dem physiologischen

Substrat (Chondroitin-4-sulfat-oligosaccharid) gleiche

Umsatzraten zeigen (1).

Fiir die Aktivititsbestimmung der Hyaluronidase (EC
3.2.1.35) muBte aus den Enzympriparaten zuvor die
p-p-Glucuronidase ~ siulenchromatographisch abge-
trennt werden, da deren Anwesenheit zusammen’ mit
der N-Acetyl-g-p-glucosaminidase hohere Hyaluroni-
daseaktivititen durch hydrolytische Abspaltung freien
N-Acetyl-glucosamins aus den Reaktionsprodukten der
Hyaluronidasereaktion vortiuscht. Beide Fremdaktiviti-
ten wurden nach Ammoniumsulfatfillung 15—25 (Gew.%)
durch Gelfiltration abgetrennt und die Summe der
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in einem Aktivititsgipfel enthaltenen Enzymaktivitit
auf dieY eingesetzte Menge an Frischgewebe bzw.
dessen DNA-Gehalt bezogen. Die Werte der Ab-
bildung 3 entsprechen somit der ,,wahren Hyaluroni-
dase®. Die Altersverteilung der Hyaluronidaseaktivitit
unterscheidet sich von den beiden anderen Glucosi-
dasen und von den Peptidhydrolasen (s. unten) da-
durch, daB die Werte im Laufe des Lebens um mehr als
509, abfallen. Bemerkenswert ist auch, daBl die Ab-
solutaktivitit der Hyaluronidase 10mal geringer ist
als diejenige der beiden anderen Glykosidasen.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen sind Kathepsin D
und saure Carboxypeptidase der Rinderaorta durch
einen Aktivititsanstieg mit zunehmendem Alter ge-
kennzeichnet. Die einschrinkende Tatsache, daB es
sich um Einzelbestimmungen handelt, wird durch die
nur geringe Schwankung in den ersten Lebensjahren
und den kontinuierlichen Aktivititsanstieg bis zum
7. bzw. 13. Lebensjahr (2,6 bzw. 4,7 X 103 Tage) aus-
geglichen.

3. Verinderungen der Enzymaktivititen in Abhingig-
keit vom Alter und Arteriosklerose im menschlichen
Arteriengewebe

An menschlichen Arterien lassen sich altersbedingte
und arteriosklerosespezifische Aktivititsverinderungen
nicht sicher voneinander abgrenzen, da zunehmendes
Lebensalter auch von einem zunehmenden Schwere-
grad der Arteriosklerose begleitet ist und eine makro-
skopische Beurteilung und Aufteilung des Unter-
suchungsgutes keine hinreichende Basis fiir eine ge-
trennte Analyse arteriosklerotischer und nicht ar-
teriosklerotischer Gewebsabschnitte darstellt, da gerade
in den makroskopisch nicht erkennbaren Friihstadien
pathogenetisch wichtige Verinderungen zu erwarten
sind.

Die in den Abbildungen 5 und 6 zusammengestellten
Daten sind Mittelwerte von je 5—14 Doppelbestim-
mungen der in den verschiedenen Altersklassen durch-
gefithrten Messungen. Einen Uberblick iiber die Er-
gebnisse der statistischen Auswertung gibt Tabelle 1.
In den hoheren Altersklassen wurden Gewebsproben
mit erkennbar stirkeren arteriosklerotischen Verin-
derungen und solchen mit geringerem oder kaum sicht-
barem arteriosklerotischen Befall getrennt untersucht.
Die Aktivititskurven fiir N-Acetyl-f-D-glucosaminidase
und B-p-Glucuronidase zeigen einen charakteristischen
Verlauf: Wihrend innerhalb der ersten drei Lebens-
dekaden keine wesentliche Aktivititsinderung ge-
messen witd, kommt es im hoheren Lebensalter zu
einer kontinuierlichen Zunahme der Aktivitit, die bei
einer Gesamtaktivititszunahme von iiber 1009, zwischen
dem 60. und 80. Lebensjahr Maximalwerte erreicht. Die
Differenzen zwischen der Altersklasse der Neuge-

" borenen (bzw. zwischen 21. und 30. Lebensjahr) und

dem 60. bis 80. Lebensjahr lassen sich statistisch sichern.
Die Wahrscheinlichkeit p keiner Differenz der Mittel-
werte ist fiir die N-Acetyl-f-p-hexosaminidase < 0,001,
fiir die f-p-Glucuronidase < 0,001.
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Aktivitit des Kathepsin D und der

sauren Carboxypeptidase in Abhingig-.

keit vom Lebensalter

Wahrscheinlichkeit einer Differenz der Enzymaktivitat menschlichen Arteriengewebes (Aorten) in verschiedenen Altersklassen und bei unter-

Aktivitit der 8-p-Glucuronidase und N-

Acetyl-f-p-glucosaminidase in mensch-

lichem Arteriengewebe in Abhingig-

keit vom Lebénsalter und von Arterio-

sklerose. Mittelwerte aus 6 bzw. 5

Altersklassen mit je 6—14 Einzelbestim-
mungen

e —e: Gewebsproben ohne makroskopisch
sichtbare bzw. mit geringen arteriosklero-
tischen Verdnderungen
A—A: Gewebsproben mit stdarkeren arte-
riosklerotischen Verianderungen

Tab. 1

Aktivitit des Kathepsin D und der sau-

ren Carboxypeptidase im menschlichen

Artetiengewebe in Abhingigkeit vom

Lebensalter und Arteriosklerose. Mittel-

werte aus 5 Altersklassen mit je 6 bis

14 Einzelbestimmungen. Ubrige An-
gaben wie in Abb. 5

schiedlichem Arteriosklerosegrad (AS). Alle angegebenen Werte sind mit dem Prafix < zu versehen

Wahrscheinlichkeit P einer nicht signifikanten Differenz der Untersuchungsgruppen

Enzym Neugeb. / 21—40 J. / 41—50 J. / 51—60 J. / 61—80 J.
61—80 J. 61—80 J. 61—80 J. 61—80 J. (beginn. AS)/
61—80 J.
(starkere AS)
p-D-N-Acetyl-glucosaminidase 0,001 0,15 0,001 0,05 0,10
B-D-Glucuronidase 0,001 0,001 0,001 0,001 0,01
Kathepsin D 0,001 8,001 — 0,02 0,025
,01 —_

saure Carboxypeptidase 0,001

Differenzen zwischen Gewebsproben mit geringerem
und stirkerem arteriosklerotischen Befall waren fiir die
N-Acetyl-f-p-glucosaminidase statistisch nicht zu
sichern, fiir die f-p-Glucuronidase jedoch eindeutig.
Bei nur geringgradigem arteriosklerotischen Befall ist
die B-p-Glucuronidase-Aktivitit um fast 309, hoher
als in Gewebsabschnitten mit stirkeren arterioskle-
rotischen Verinderungen und teilweise bindegewebigen
Sekundirreaktionen.

Dieser Unterschied entspricht einer statistischen Wahr-
scheinlichkeit von p < 0,01. Bemerkenswert ist, da
beim Menschen die Absolutwerte fiir N-Acetyl-f-p-
glucosaminidase etwa 5mal héher liegen als beim Rind,
fiir die 8-p-Glucuronidase jedoch geringfiigig niedriger.
Die Hyaluronidase zeigt beim Menschen eine deutlich
geringere Aktivitit, die beim Neugeborenen noch
erfaBBbar, in den héheren Altersklassen unter den ge-
wihlten Aufarbeitungsbedingungen jedoch unter der
Nachweisgrenze lag.

Eine Zunahme der Enzymaktivitit in Abhingigkeit
vom Lebensalter ist auch bei den Peptidhydrolasen
erkennbar. Nach einer Petiode konstanter Aktivitit in

0,02 0,8

den ersten Lebensjahrzehnten kommt es im Durch-
schnitt zu einem Aktivititsanstieg um 200 bis 3009,
(Einzelwerte bis 5009,), der statistisch mit einer Waht-
scheinlichkeit p fiir die Protease von < 0,001 und fiir
die Carboxypeptidase mit < 0,001 gesichert ist. Dariiber
hinaus 1iBt sich fiir die Protease fiir Gewebsproben
verschiedener arteriosklerotischer Schweregrade eine
statistisch signifikante Differenz nachweisen (p < 0,025)
mit hohen Enzymaktivititen fiir geringeren und um
fast 1009, niedrigeren Aktivititen fiir fortgeschrittenen
arteriosklerotischen Befall. Die Absolutaktivititen liegen
(bezogen auf den Zellgehalt) bei Mensch und Rind in
gleicher GréBenordnung.

Diskussion

Bei der Beurteilung von Enzymaktivititsinderungen in
der Arterienwand in Abhingigkeit vom Lebensalter ist
zu beriicksichtigen, daB die Bezugsbasis fiir die Ak-

tivititsangabe das Profil der Alterskurve entscheidend .

bestimmt. Bezieht man die Enzymaktivitit auf mg
Extraktprotein, so ist bei allen untersuchten Enzymen

. wihrend des ersten Lebensjahres beim Rind und wihrend

Z. klin, Chem. u. klin. Biochem, [ 6. Jahrg. 1968 / Heft 4
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des ersten Dezenniums beim Menschen ein eindeutiger
Aktivititsabfall nachweisbar. Setzt man jedoch die
gemessenen Enzymaktivititen zur Zahl der Zellen des
Gewebes, d. h. zu der gleichzeitig ermittelten Kon-
zentration an DNA in Beziehung, so bleiben die En-
zymaktivititen wihrend dieses Zeitraumes in allen
Fillen nahezu konstant. Fiir den weiteren Verlauf der
Enzymaktivitits-Alterskurve ist die Tatsache maB-
geblich, daB der DNA-Gehalt des Gewebes sich im
Laufe des Lebens entweder weiter vermindert oder
innerhalb einer gewissen Schwankungsbreite konstant
bleibt. Die Abnahme des DNA-Gehaltes ist zum
mindesten beim Menschen relativ, da auch das Frisch-
gewicht der Aorta beim erwachsenen Menschen im
Laufe des Lebens von etwa 25g auf 50—100 g an-
steigt (7), so daB sich das von der Einzelzelle zu ver-
sorgende Areal etwa verdreifachen muB.

Bei den an Rinderaorten erhaltenen Ergebnissen be-
ziiglich der Anderung von Enzymaktivititen in Ab-
hingigkeit vom Lebensalter fillt auf, daB die auf den
DNA-Gehalt bezogenen Enzymaktivititen sowohl zu-
nehmen (Kathepsin D, saure Carboxypeptidase) als
auch abnehmen (Hyaluronidase) kénnen, obwohl nach-
gewiesen ist, daB} alle hier untersuchten Enzyme lyso-
somalen Ursprungs sind (8). Daraus ist zu folgern, daf3
Kathepsin D und Hyaluronidase entweder nicht in den
gleichen Zelltypen, oder innerhalb der Einzelzelle in
verschiedenen Lysosomentypen gebildet werden und
diese wiederum unterschiedlichen Altersverinderungen
unterliegen.

Die Tatsache, daB ferner ein Anstieg der Enzym-
aktivitit trotz Abnahme des DNA-Gehaltes gemessen
werden kann, lit den SchluBl zu, dal entweder die
Stoffwechselaktivitit der Einzelzelle des Arterienge-
webes im Alter erhSht ist, oder aber die im Arterien-
gewebe vorhandenen Zelltypen ein unterschiedliches
Enzymverteilungsmuster aufweisen und die Abnahme
der Zellzahl vorwiegend Zellen mit nur geringer Ak-
tivitit der Enzyme des Chondroitinsulfat-Proteinab-
baues betrifft. Gegen diese Vorstellung spricht aller-
dings die Tatsache, daB die hier untersuchten Enzyme

“in det Twunica intima (Fibroblasten, Fibrozyten) und

Tunica media (ausschlieflich Muskelzellen) (9) in gleicher
Aktivitit vorhanden sind, obgleich beide Arterien-
wandschichten aus ganz verschiedenen Zelltypen be-
stehen. Dem entspricht, daB Glucuronidaseaktivitit
histochemisch sowohl in Fibroblasten als auch in den
Muskelzellen der Media nachgewiesen wurde (10).

Analogieschliisse aus den Verhiltnissen in der Skelett-'

muskulatur sind allerdings nicht zulissig, da die Pro-
teaseaktivitit der Skelettmuskulatur hoher, diejenige der
B-D-Glucuronidase jedoch niedriger liegt als im Ar-

teriengewebe (11). Im Hinblick auf den hier nachge- .

wiesenen Anstieg beider Enzymaktivititen im hoheren
Lebensalter bzw. bei Arteriosklerose ist diese Tatsache
schwer vereinbar mit der Auffassung, daB Anderungen
im Enzymverteilungsmuster durch Anderungen im
prozentualen Anteil der einzelnen Zelltypen bedingt
sind. _
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Die an der Rinderaorta gewonnenen Ergebnisse sind
im Hinblick auf vergleichende Untersuchungen an
menschlichen Arterien von Interesse. Da beim Rind mit
zunehmendem Lebensalter zwar ebenfalls morpho-
logische Verinderungen mit Intima-Verinderungen
und Aufsplitterungen der Elastica interna beobachtet,
der menschlichen Arteriosklerose analoge Verinde-
rungen jedoch vermiBt werden, gibt das Enzymmuster
der Rinderarterien einen Hinweis auf physiologische
Altersverinderungen. Im Gegensatz zu den Alters-
verinderungen beim Rind kommt es beim Menschen
jedoch zwischen dem 3. und 8. Lebensjahrzehnt zu
einem statistisch gesicherten Anstieg aller untersuchten
Enzyme, und zwar in den Friihstadien der Arterio-
sklerose stirker, als bei fortgeschrittener Arteriosklerose.
Untersuchungen iiber Aktivititszunahmen von Pro-
tease (12), B-p-Glucuronidase (13, 14) und N-Acetyl-g-
D-hexosaminidase (14) wetden damit zwar erginzt,
jedoch insofern revidiert, als unsere Ergebnisse die
Annahme einer hoheren Aktivitit von N-Acetyl-8-p-
glucosaminidase und B-p-Glucuronidase bei Gewebs-
proben mit fortgeschrittener Arteriosklerose gegeniiber
Proben mit geringerem arteriosklerotischen Befall nicht
bestitigen kénnen. Auch zeigt die von uns beobachtete
Altersverinderung der B-p-Glucuronidaseaktivitit in
menschlichen Arterien einen anderen Verlauf als bei
L c. (13) angegeben. Angaben iiber Verinderungen der
Hyaluronidaseaktivitit in Gewebshomogenaten (15) in
Abhingigkeit vom Lebensalter besitzen ohnehin nur
begrenzten Aussagewert, da es bei dem gleichzeitigen
Anstieg der B-p-Glucuronidase und N-Acetyl-8-p-
glucuronidase-Aktivitit immer zu einer unspezifischen
(methodisch bedingten) Erhohung der gemessenen
Hyaluronidaseaktivitit kommt.

Die beobachtete Enzymaktivititssteigerung bei der
Spontanarteriosklerose des Menschen mufB3 nicht Aus-
druck einer katabolen Stoffwechsellage des Arterien-
gewebes sein, denn bei lysosomalen Enzymen ist fiir die
Beurteilung ihres Stoffwechseleffektes nicht die ge-
messerie Gesamtaktivitit entscheidend, sondern jener
unbekannte Anteil des Enzyms, der zum Zeitpunkt der
Bestimmung in Funktion war (,.effektive Enzym-
konzentration‘). Nach Berechnungen, denen die Daten
fiir den tatsichlichen Stoffumsatz (biologische Halb-
wertszeit) und fiir die gesamte verfiigbare Enzym-
aktivitit zugrunde liegen (1), betrigt der stoffwechsel-
aktive Anteil der lysosomalen Enzyme nur wenige
Prozent der in den Lysomen als Reserve vorhandenen
Enzymmenge. Beobachtungen, nach denen auch die
Biosynthese der sulfathaltigen Polysaccharide in ar-
teriosklerotischen menschlichen Arterien gesteigert ist
(16), kénnten allerdings darauf hinweisen, daB auch die
Zunahme der Aktivitit Chondroitinsulfat-Protein ab-
bauender Enzyme Ausdruck eines erhéhten Stoff-
umsatzes der sauren Mucopolysaccharide in den Friih-
stadien der Arteriosklerose ist.

Di;: Deutsche Forschungsgemeinschaft und der Fonds der Che-
mischen Industrie haben die Arbeit durch Sachbeihilfen in dankens-
werter Weise unterstiitzt.
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Eine automatisierte Bestimmung von anorganischem Phosphat

Von G. F. Horre-SeYLER und G. GUNDLACH
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Homburg|Saar ( Direktor: Prof. Dr. C. E. Alken)

(Eingegangen am 13. Dezember 1967)

Herrn Prof. Dr. Dr. Ernst Schiitte gum 6o. Gebartstag 3ugeeignet

Eine einfache, empfindliche, automatisierte Methode zur Bestimmung des anotganischen Phosphates in Serum, Harn und biologischen
Fliissigkeiten wird beschrieben. Der Molybdinphosphorsiurekomplex witd durch Hydrazinsulfat bei 95° reduziert.

Eine Modifikation der angegebenen Technik erlaubt die automatische Bestimmung sehr geringer P-Konzentrationen (0,05 ppm P).

Die Interferenz stabiler Phosphatester und anderer Substanzen wird diskutiert.

A simple, sensitive, automated method is described for the determination of inotrganic phosphate in serum, urine, and other biological
fluids. The molybdenum-phosphoric acid complex is reduced by hydrazine sulphate at 95°.

The method can be modified for the automatic determination of very low phosphate concentratlons (0.05 ppm. P).

Intetference by stable phosphate estets and other substances is discussed.

Die Grundlage der gebriuchlichen Phosphatbestimmun-
gen ist die Reduktion der Molybdinphosphotsiure zu
Molybdinblau. Empfindlichkeitsunterschiede der ein-
zelnen Methoden beruhen auf der Verwendung ver-
schiedener Reduktionsmittel. Fiir die automatische Be-
stimmung wird das Verfahren nach FiskE und SusBAROW
mit dem Reduktionsmittel 1, 2, 4-Aminonaphtholsulfo-
sdure empfohlen (1, 2).

Voraussetzung fiir die Anwendung einer Methode in der
klinisch-chemischen Routine und zur Durchfiihrung von
Reihenuntersuchungen ist die exakte Reproduzierbar-
keit der MeBwerte und eine gute Haltbarkeit der Re-
agenzien. Dieser Forderung entspricht die Reaktion nach
Borz und Merron (3), die Hydrazinsulfat als Re-
duktionsmittel verwendet, einen mindestens 12 Stdn.
haltbaren Farbkomplex bildet und gegeniiber dem vor-
genannten Verfahren den Vorteil héherer Empfindlich-
keit hat (4).

Material und Methoden
Reagenzien

Schwefelsiure p. a. (Metck 731)
Ammonijummolybdat (Merck 1182)

Hydrazinsulfat (Merck 4602)
Salzsdure p. a. (Merck 317)

&
Lasungen
A. Methode fiir Serum (10—100 ppm P)
1. Zu 4500 m/ dest. Wasser werden 270 m/ Schwefelsdure ge-
geben. Nach Mischen und Abkiihlen!) der Losung fiigt man

30,0g Ammomummolybdat zu. Auffiillen mit dest. Wasser
auf 5000,0 m/.

2. 0,4 proz. Hydrazinsulfat
3. In HCI

B. Mikromethode (0,05—1 ppm P)
1. Zu 4000 m/ dest. Wasser werden 665 m/ Schwefelsiure ge-
geben. Nach Mischen und Abkiihlen!) déer Losung fiigt man
100,0 g Ammoniummolybdat zu. Auffiillen mit dest. Wasser
auf 5000,0 m/.
2. 1 proz. Hydrazinsulfat
3. 0,18 proz. HC]

Ausfiibrung

A. Methode fiir Serum

Das Verhiltnis der Reagenzmengen zueinander geht aus Ab-
bildung 14 hervor, wobei die Zahlenangaben an den Pump-
schlduchen den geférderten m//Min. entsprechen. Reagenzkonzen-
trationen s. Losungen.

1) Es ist unbedingt erforderlich zuerst die Schwefelsdurelésung her-
zustellen und vor Zugabe des Ammoniummolybdatemolybdates gut
abkiihlen zu lassen. Die Reagenzlésungen sind dann in jeder Kon-
zenteation bestindig.
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