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In fritheren Arbeiten (20, 21) fanden wir, dafl die Blutgefifle eine erhebliche
Thrombokinaseaktivitat besitzen. In wifirigen Gewebsextrakten aus mensch-
lichen Arterienrohren war die Aktivitit im Durchschnite héher als in Gefiflwand-
priparaten aus Venen.Verglichen mit den besten Gewebsthrombokinasen aus
Lunge oder Gehirn betrug die Gefiflwandkinase-Aktivitit im Durchschnitt ca.
209, wobei die aktivsten Gefifipriparate 40 bis 80%0 Thrombokinaseaktivitit
erreichten. Ahnliche Befunde wurden auch von A strup (2) erhoben.

Nach diesen Ergebnissen kann das Blut bei Gefiflverletzungen schon in der
Gefiflwand mit einer aktiven Gewebsthrombokinase in Kontakt kommen. Da
bereits eine Lision des Gefiflendothels allein den geschilderten Kontakt zu er-
moglichen scheint, ergeben sich aus diesem vermuteten Mechanismus der Gerin-
nungsauslsung neue Aspekte fiir die Entstehung muraler Thromben und der
damit in Verbindung stehenden Probleme der Arteriosklerosepathogenese.

In den Blutgefifien als Organen des Bindegewebes kommen neben Eiweifs-
korpern saure Mucopolysaccharide vor (3, 5, 11, 12). Besonders Chondroitin-
schwefelsiure wurde in den Winden von Arterien, Arteriolen und Venen nach-
gewiesen. Die Chondroitinschwefelsiure ist als ,Kittsubstanz“ ein wichtiger Be-
standteil des strukturierten mesodermalen Gewebes. Zusammen mit Hyaluron-
siure, die allerdings in Blutgefiflen nicht nachgewiesen wurde, und dem beide
Mucopolysaccharide angreifenden Ferment Hyaluronidase spielt sie eine wichtige
Rolle bei den Stiitz- und Transportfunktionen der mesodermalen Gewebe. So
ist das System Hyaluronsiure — Hyaluronidase an Diffusions- und Permeabili-
titsvorgingen im Bindegewebe beteiligt.

Um die Frage nach der Bedeutung der nachgewiesenen Thrombokinaseaktivi-
tit der Blutgefifle weiter zu kliren, erschien es von Interesse, mogliche Bezie-
hungen zwischen der Thrombokinaseeigenschaft und dem Hyaluronsiure-Hyalu-
ronidase-System in der Blutgefiflwand zu untersuchen,

Methodik

Aus blutleer gewaschenen, autoprisch .gewonnenen menschlichen Blutgefiflabschnitten (Aorta,
Vena iliaca communis) wurden durch Extraktion mit physiologischer Kochsalzlésung Gewebs-
thrombokinase-Priparate nach dem Vorgehen von Dam und Glavind (8) hergestellt und
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bei —20° C aufbewahre. Als MaR der Thrombokinaseaktivitit diente die Bestimmung der
Prothrombinzeit nach Quick, wobei ein Teil der ca, 20%igen Suspension des Gefiflpriparates
mit gleichen Teilen eines menschlichen Oxalarplasmas und m/40 CaCle-Losung versetzt wurde.
Das Oxalatplasma vom Blut einer gesunden Versuchsperson war in kleinen Einzelportionen bei
— 207 C vorritig. Es ergab mit einer optimal aktiven Lungenthrombokinase eine Prothrombin-
zeit von 14 Sek. Die Einzelheiten der Methodik wurden frither beschrieben (21).

Zur Priifung der Hyaluronidasewirkung wurden 150 LE. eines im Handel befindlichen
Hyaluronidasepriiparates (Kinetin-Schering, Luronase-Bayer) in 2 ml der frisch aufgetauten
Gefifithrombokinase geldst und ebenso wie eine gleiche Menge ohne Fermentzusatz belassener
Thrombokinasesuspension bei 37° C inkubiert, In regelmifigen Zeitabstinden erfolgte dann in
beiden Ansitzen die Priifung auf Thrombokinaseaktivitit. Die angegebenen Gerinnungszeiten
sind jeweils Mittelwerte von mindestens 2 Parallelbestimmungen.

Ergebnisse

In Abb. 1 sind die MefRergebnisse an 18 Thrombokinasepriparaten aus Aorta
dargestellt. Man sieht, daff die meisten Préparate eine relatiy kurze Gerinnungs-
zeit ergeben. Die Thrombokinaseaktivitit ist relativ hoch und dndert sich wih-
rend der Beobachtungszeit von 90 Min. nach Auftauen der Priparate nicht sicher,
Unter Zusatz von Hyaluronidase ergeben sich meist nur geringe oder ungerich-
tete Abweichungen im Vergleich zu denselben Priparaten ohne Fermentzusatz.

An diesem Verhalten indert sich wihrend der Inkubationszeit von 90 Min.
nichts.
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Abb. 1: Die Thrombokinaseaktivitit von Aortenpriiparaten ljﬂeme-s“n als Prothrombinzeiten eines
Normalplasmas). Offene Kreise = ohne Hyaluronidasezusare; geschlossene Kreise = bei Inkubarion mit
Hyaluronidase,
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Abbildung 2 gibt die Befunde von 19 Thrombokinasepriparaten aus Venen-
wand wieder. Zum Unterschied von den Arterienkinasen schwankt hier die Akti-
vitit von Priparat zu Priparat stirker. Auch ist sie meist geringer als bei den
Arterienkinasen. Ferner macht sich eine gewisse Alterung der Priparate nach
dem Auftauen bemerkbar, so dafl einige Chargen nach 1- bis 2stiindigem Stehen
bei 37° C verlingerte Prothrombinzeiten ergaben. Unter Einwirkung von Hyal-
uronidase zeigt sich anscheinend eine Tendenz zu einer Verkiirzung der Pro-
thrombinzeiten, das heifit zu einer Aktivititssteigerung der Gefafithrombokinase.

sec.

110-‘

100+

/
/

%0

@
=

N S

~J
(=]
¥

Prothrombin- [Quick-] Zeit
o
=

BE N2/
Bl N7
VIR, N o

BAT =
[ A7T]1 N O\
AT

VAN, g e

40+
304 o
?‘ o—* e oo
20' & r‘ T H‘:_r: T T
5 10 30 45 60 920 120 min

Inkubationszeit

Abb. 2: Die Thrombokinaseaktivitit von Venenpriparaten (gemessen als Prothrombinzeiten cines

Normalplasmas), Offene Kreise = ohne Hyaluronidase; geschlossene Kreise = bei Inkubation mit Hyal-

uronidase,

Die Einzelbefunde zusammenfassend, sind in Tabelle 1 die Mittelwerte der
Venen- und Aortenpriparate zu den verschiedenen Inkubationszeiten errechnet.
Auch hierbei ergibt sich, daf} die Thrombokinaseaktivitit in der Aorta wihrend
der Beobachtung konstant ist und durch Hyaluronidase nicht beeinflufit wird.
Die vergleichsweise geringere Thrombokinaseaktivitit der Venen wird durch



80 Witte, Bressel, Aktivititssteigerung der Thrombokinase in Blurgefifwinden

Inkubation mit Hyaluronidase gesteigert. Die im Verlauf der Beobachtungszeit
einsetzende Aktivititszunahme der unbehandelten Venenkinasen verlduft unter
Hyaluronidase deutlich verzdgert. Daraus ergibt sich eine mit zunehmender
Inkubationszeit gréfler werdende Differenz der Prothrombinzeiten mit unbehan-
delten und Hyaluronidase-behandelten Venenkinasepriparaten.

Inkubationszeit Min. 5 10 15 30 45 60 90 120
Aorta ohne Hyaluronidase 30,5 31,0 34,0 31,9 31,0 32,0 28,0

Aorta mit Hyaluronidase 3,6 30,9 323 31,9 31,3 326 288
Differenz +1,1 —01 —1,7 =0 +03 +06 X0

Vene ohne Hyaluronidase 46,6 480 486 510 55,2 51,1 60,0 66,9
Vene mit Hyaluronidase 45,1 45,1 455 50,8 530 498 51,3 59,9
Differenz —15 =29 —31 —02 —22 —13 —87 —7,0

Tab. 1: Die Durchschnittswerte der Prothrombinzeiten (in Sek.) von 18 Aorten- und
19 Venenthrombokinasen ohne und mit Inkubation mit Hyaluronidase.

Um die Ergebnisse statistisch zu priifen, faflten wir die Mefiwerte in 2 Grup-
pen zusammen und verglichen die wihrend 5 bis 30 Min. und 45 bis 120 Min.
Inkubationszeit gefundenen Mittelwerte. Wir rechneten jeweils die Differenz
zwischen den Prothrombinzeiten ohne und mit Hyaluronidasezusatz in Prozent
um (Tabelle 2). Die Venenpriparate ergaben 5 bis 30 Min. nach dem Auftauen
ohne Zusatz durchschnittliche Prothrombinzeiten von 48 Sek. Setzt man diese
Prothrombinzeiten = 100%, so erwiesen sich die unter Zusatz von Hyaluroni-
dase gemessenen Prothrombinzeiten im Durchschnitt um 2,0%0 vermindert. Die-
ser Wert liegt innerhalb der Streuung der Untersuchungsserie. 45 bis 120 Min.
nach Auftauen betrugen die Gerinnungszeiten ohne Hyaluronidase im Durch-
schnitt 56,27 Sek., unter der Einwirkung des Fermentes 53,45 Sek. Die durch-
schnittliche prozentuale Verkiirzung der Gerinnungszeiten lag bei 3,3%. Bei einer
Standardabweichung des Mittelwertes von o,, = 1,315 ist diese Differenz sta-
tistisch zu sichern. Unter Einwirkung von Hyaluronidase steigt also die Thrombo-
kinaseaktivitit von Venenwandpriparaten signifikant an.

Ansatz m (Sek.) Differenz
/4 T T P

5 bis 30 Min.
Inkubation ohne Hyaluronidase 48,01
Inkubation mit Hyaluronidase 45,58 — 2,0 2,051 0,97
45 bis 120 Min.
Inkubarion ohne Hyaluronidase 56,27
Inkubation mit Hyaluronidase 53,25 —33 1,315 2,703 0,01—0,02

Tab. 2: Statistische Priifung der Befunde an Venenpriparaten. m = Mittelwert der
Prothrombinzeiten, Mittelwert und mittlere Abweichung der Differenz beider Versuchs-
ansiitze, t-Verteilung und Wahrscheinlichkeit P,
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Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen nahmen ihren Ausgang von dem Nachweis
einer deutlichen Thrombokinaseaktivitit in den Blutgefifiwinden sowie von
Beobachtungen iiber Hyaluronsiure-Hyaluronidase-Einfliisse auf die Thrombo-

kinasefunktion.

Page und Mitarbeiter (1) beschricben eine thromboplastische Akrivicit von Hyaluronar,
Nach Fiala und Mitarbeiter (10) sowie Pellegrini und Masoni (15) fiihrt Hyal-
uronidase durch Einwirkung auf thromboplastische Komponenten zu einer Blutgerinnungshem-
mung. In gewissem Gegensatz dazu stehen die Untersuchungen von Baserga, de Nicola
und Vahi (4), die nach Hyaluronidase in vitro und in vive einen gesteigerten Prothrombin-
verbrauch im Consumptionstest nachwiesen.

In den Blutgefifiwinden kommt als saures Mucopolysaccharid Chondroitin-
schwefelsiure vor, die aus Glukuronsdure, N-Acetylaminogalaktose und Schwe-
felsiure aufgebaut ist und im Kérper in nativer Form als Makromolekiil von
hochpolymeren Ketten vorliegt. Besonders enge Beziehungen bestehen zur Basal-
membran des Endothels, zu den Kittsubstanzen der elastischen Membranen und
zur Gefifladventitia (18, 19).

An welche Gewebs- oder Zellstrukturen die Thrombokinaseaktivitit (7) in
der Gefiflwand gebunden ist, lifit sich bisher nicht entscheiden. Wir fanden, daf§
sowohl in der Adventitia als auch in den iibrigen Wandschichten Thrombokinase
nachzuweisen ist (21).

Wie kann man sich nun die Steigerung der Thrombokinaseaktivitit in der
Venenwand durch Hyaluronidase vorstellen? Es ist moglich, daff die Gewebs-
thrombokinase zum Teil durch Mucopolysaccharide gebunden oder inaktiviert,
maskiert ist, nachdem die Mucopolysaccharide als Anion mit Eiweifl (und Ca™)
im Gewebe kolloidchemisch als Trikomplex-Koazervate vorliegen (6). Eine De-
polymerisation der Kohlenhydratgruppen kénnte die Thrombokinase frei wer-
den lassen. Diese Ansicht wird durch Beobachtungen von Kaliampetsos
(14) gestiitzt, der fand, daf es aus Hyaluronidase-infiltrierten thrombokinase-
reichen Geweben weniger blutet. Er erklirte diese Erscheinung mit einer Frei-
setzung von Gewebsthrombokinase durch Hyaluronidase.

Eine zweite Moglichkeit der Wirkung ldfit sich in einer Ausschaltung von
Thrombokinasehemmstoffen durch Hyaluronidase suchen. Sie ergibt sich aus
der Verwandtschaft der hier zur Diskussion stehenden Mucopolysaccharide mit
Heparin. So ist von mehreren Autoren eine Heparin-inhibierende Wirkung von
Hyaluronidase beschrieben worden (4, 13). Mit dem Vorkommen geringer Men-

gen von Heparin in den Blutgefifiwinden kann gerechnet werden (5).

In der Aorta lief sich durch Hyaluronidase die Thrombokinaseakiivitic nicht beeinflussen.
Das kann mehrere Griinde haben. Entweder lagen in den Aortenpriiparaten keine Hyal-
uronidase-angreifbaren Substanzen vor. Dem widerspricht der Befund von Chondroitinschwefel-
siure C in der Aorta, die zum Unterschied von der daneben nachgewiesenen Chondroitin-
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schwefelsiure B durch Testes-Hyaluronidise depolymerisiert wird (12). Es kann deshalb ver-
mutet werden, dafl in der Aorta dic Gewehsthrombokinase nicht an Mucopolysaccharide gebun-
den vorkomme.

Aus den aufgefundenen Beziehungen zwischen der Gewebsthrombokinase
und dem Hyaluronsiure-Hyaluronidase-System in den Blutgefiflwinden er-
geben sich einige pathophysiologische Fragen. Die bisher wichtigste Funktion
der Gewebsthrombokinase wurde in der Ausiosung der Himostase bei Gefifi-
verletzungen gesehen (16). Sie wird nicht von allen Untersuchern fiir gesichert
gehalten (Roskam, Hugues [17]). Daneben schreibt man der Gewebs-
thrombokinase eine Mitwirkung bei entziindlichen Fibrinausfillungen in Exsu-
daten zu (Ehrich [9]). Bei entziindlichen Prozessen spielt eine Anreicherung
von Hyaluronidase eine pathogenetisch wichtige Rolle. Da wir sahen, dafi durch
sie Gewebsthrombokinase aktiviert werden kann, ergibt sich hier eine Verbin-
dung verschiedener Vorginge der Entziindungspathologie, die fiir die Blutgefifle
in erster Linie bei der Thromboseentstehung Bedeutung haben diirfte. Die Hyal-
uronidase kann hier nicht nur Mucopolysaccharide abbauen und damit die
Permeabilitit steigern, sondern auch Gewebsthrombokinase aktivieren, die wegen
der vermehrten Durchlissigkeit in einem gréfleren Bereich wirksam wird.

Die gefundenen Zusammenhinge lenken so unsere Aufmerksamkeit von
einer neuen Seite auf die Pathophysiologie der Blutgerinnung im Kérper, iiber
die wir bisher noch recht wenig wissen.

Zusammenfassung

Es wurde der Einfluf von Hyaluronidase auf die Gewebsthrombokinase in
Extrakten von menschlichen Blutgefifien untersucht. Die lagerungsstabile
Thrombokinaseaktivitit aus Aorta wird durch Hyaluronidase nicht verindert.
Dagegen erfihrt die Thrombokinase aus Venenwand, die meist weniger aktiv
und lagerungslabiler ist, durch Inkubation mit Hyaluronidase eine signifikante
Aktivititssteigerung. Daraus ergeben sich Zusammenhinge zwischen Gewebs-
thrombokinase und dem Hyaluronsiure-Hyaluronidase-System in der Blut-
gefiflwand, deren pathophysiologische Bedeutung diskutiert wird.

Summary

The influence of hyaluronidase on tissue thromboplastin obtained by extrac-
tion of the wall of blood vessels was investigated. The activity of aortic
thromboplastin is not altered by hyaluronidase. On the contrary the labile
and less active thromboplastin of the vascular wall of veins is activated by
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incubation with hyaluronidase. The authors conclude that a connection exists
between tissue thromboplastin and the system hyaluronic acid-hyaluronidase.
The pathophysiological importance of this finding is discussed.

Résumé

L’action de la hyaluronidase sur la thrombokinase tissulaire extraite des
parois des vaisseaux sanguins est étudiée. L’activité de la thrombokinase de
’aorte, qui est stable, n’est pas modifiée par la hyaluronidase. Par contre la
thrombokinase extraite des parois des veines, qui est généralement moins active
et plus labile, subit, au cours d’une incubation avec la hyaluronidase, une nette
activation. L’auteur conclut & une relation entre la thrombokinase tissulaire et
le systéme acide hyaluronique-hyaluronidase et on discute 'importance patho-
physiologique.
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