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Chemie, biologische Bedeutung und klinische Anwendung
der Hyaluronidase

Von Dr. H. GIBIAN. Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.G. Berlin-West*)

Vor knapp 10 Jahren erschien an gleicher Stellie ein Uberblick iiber mucinspaitende Fermente?®s).

Inzwischen

wurden speziell liber den Fermentkomplex Hyaluronidase vor ailem im Ausiand zahireiche chemische, biologische

und medizinische Arbeiten publiziert. Nachdem nun die sehr allgemeine biologische und physiologische Bedeutung

der Hyaluronidase erkannt worden ist, nachdem sich ferner in neuerer Zeit auch zunehmend klinische Anwen-

dungsméglichkeiten ersffnet haben, soll iiber dieses in Deutschland bisher immer noch ziemlich unbekannteThema
zusammenfassend berichtet werden.
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I. Die Substrate
Yorkommen

Mucine sind an vielen Stellen tierischer Organe und Sekrete
vorkommende Schleimsubstanzen, die teils Proteine enthalten;
ihre charakteristische hohe Viscositdt beruht jedoch auf ihrem
Gehalt an mucoiden (schleimigen) Polysacchariden. Man kann
sie in embryologischer Hinsicht einteilen in solche epithelialer
und solche mesodermaler Herkunft?®?). Nur die letzteren haben
in vorliegendem Zusammenhang Interesse, da nur die ihnen zu
Grunde liegenden sauren Mucopolysaccharide von der Hyaluroni-
dase gespalten werden?),

Wiahrend der Entwicklung eines befruchteten Eies bilden sich drei
sogenannte Keimblatter, das innere (Entoderm), das 4ulere (Ekto-
derm) und das mittlero (Mesoderm). Aus diesem letzteren entstammt
das Mesenchym, der Masse nach der weitaus groBte Teil des Korpers:
1) Dije unstrukturierte Grundsubstanz, die die Zwischenraume der Zellen
ausfiillt und diese miteinander verbindet; 2} das schon strukturierte, aber
noch wenig differenzierte Bindegewebe; 3) hoher differenzierte, aber noch
unselbstindige Gewebe, nimlich an Organe anderer Herkunft anschlie-
Bende Grundmembrane (unter der Haut, in den Winden der Verdauungs-,
Harn- und Geschlechtswege (Uterus), in der Synovia der Gelenke und
die Hirn- und Rickenmarkshaute); 4) selbstindige Organe wie Xnorpel,
Knochen, Sehnen, die quergestreifte Muskulatur, Blut- und Lymph-
gefaBe.

Wichtigste Bestandteile dieser mesodermalen Gewebe sind,
an basische Proteine salzartig gebunden, die Hyaluronsiure
und die Chondroitinschwefelsdures 224); beide kommen
meist nebeneinander vor®!), erstere vielleicht vorwiegend in
unstrukturierten, letztere mehr in den strukturierten Geweben
(Knorpel! Name!).

Extrem reich an Hyaluronsiure sind Augenglaskérper (hyalin =
glagig)37® 934) mit je nach Tierart sehwankender Konzentrations®¢),
die Wharfonsehe Sulze der Nabelschnur, die Sehnen, der Nucleus pul-
posus der Zwischenwirbelscheiben und die Synovialfliissigkeit der Ge-
lenke®2: 444; 631, 580) Gje kommt fermer vor im Lungengowebedd?, in
verschiedenen Tumoren180+ 366: 380, 362, 433, 588y, dann reichlieh in der
Geschlechtshaut des Affen!1® %87) und im Hahnenkamm?® 278) und vor
allem in der menschlichen und tierisehen Haut, hier zusammen mit Chon-
droitinschwefelsaure3sé, 364, 419, 571, 872)  Letztere wurde im Gegensatz
zu Hyaluronsiure®%) auch in den Winden von Arterien, Arteriolen und
Venen nn’chgewieseniso); hiﬁr und bei 20, 44, 169, 210, 285, 248, 297, 806,‘59,431)
eingehende histoehemische Untersuchungen.

Die ,,Mueoitinschwefelsiure der Cornea (Hornhaut) hat sich in-
zwischen als der Schwefelsiureester der Hyaluronsiure erwiesen3®l: 3823},
Dag die Mucinsubstanzen der Prostatasekrete IIyaluromsiure enthalten,
wurde nur histologisch wahrscheinlich gemaeht®¢!) und erscheint ebenso
fragwiirdig wie ein Vorkommen in Follikelfliissigkeit*4).

*) Nach einem Vortrag vor dem GDCh-Ortsverband Berlin am B. 5. 1930.

Angew. Chem. | 63. Jahrg. 1951 | Nr. 5

Darstellung und Eigenschaften
Chemische Wirkung
Auswertungsmethoden
Aktivatoren und Inhibitoren

Befruchtung Antikdrper

! Unspezifische Inhibitoren

\ Physiologische Bedeutung
Medizinische Bedeutung

I Klinische Anwendung

Haemolytische Streptokokken der Gruppe AZ234, 426, 428) wie
auch der Gruppe C bilden Hyaluronsdure, zum Teil in der Kul-
turldsung, zum Teil zum Aufbau ihrer Kapseln wihrend der
mucoiden Phase; zwischen mucoidem Zustand (KapselgroBe),
Polysaccharid-Gehalt und Virulenz besteht gelegentlich eine ge-
wisse Korrelation2s. 234, 269, 421, 427, 475, 490, 491, 591,

Hyaluronidase-Zusitze zu Kulturen von Cl. bulyricum hemmten
dessen Wachstum und verhinderten die Bildung viscoser Substan-
zend04),

Es sei noch einmal betont, daB Mucine epithelialer Herkunft, also
aus dem Ekto- oder Entoderm stammender Organe, keine Substrate
fiir die Hyaluronidase liefern; es werden also z. B. weder Speichelmucin
noch die Mucoitinschwefelsdure des Magenschleims (trotz &hnlichen
Baues!)24?> 381, 385, 562) pnoch das verwandte Heparin24?, 257. 338, 581)
angegriffen. Andere hier oder in Bakterien vorkommende (neutrale)
Polysaccharide®!?), auch Glycoproteide wie die gonadotropen Hor-
mone®3, 148, 383) giellen keine Substrate fir die Hyaluronidase dar. —
Dagegen scheinen gewisse Blagensteine von Hyaluronidase angreifbare
Mucopolysaccharide zu enthalteni°?), Ebensolche wurden neuerdings
in Kulturen eines Aerobacler aerogenes®®®) und in den Kapseln einer wil-
den Hefe (Torula histolytica) gefundenlol),

Biologische Bedeutung

Die Hyaluron- und Chondroitinschwefelsdure spielen im tie-
rischen und menschlichen Organismus als Hauptbestandteile der
Binde- und Stiitzgewebsgrundsubstanz eine wichtige Rolie: sie
sind von jungen Fibroblasien (Bildungsstelle fasrigen Binde-
gewebes) gebildete3®®) Kittsubstanzen fiir die kollagenen
Fibrillen'44 418, 434, 526, 827, 680) hzw, verbindende Fiillung der
Zwischenzellrdume. Durch Anderung ihres physikalischen
Zustandes wird der Wasserhaushalt des Gewebes sowohl wie
auch der Augen- und Gelenkfliissigkeiten geregelt. Gleicherweise
haben sie Bedeutung fiir den Austausch der Stoffwechselprodukte,
auch indem sie Permeabilitatsinderungen von Membranen, z. B.
Kapillarmembranen, ermdglichen. SchlieBlich bilden sie eine
schiitzende Barriere gegen Infektionen!i?, 221, 356, 368, 879)

Eigenschaften

Die Zusammensetzung der beiden, charakteristisch viscose
Ldsungen gebenden, als Substrat der Hyaluronidase dienenden
optisch aktiven Polysaccharidsduren geht aus folgendem Schema
hervor:

Hyaluronsaure Chondroitinschwefelsdure

= Glucuronsiure = QGlucuronsaure
+ Acetylaminoglucose  + Acetylaminogalactose (Chondrosamin)
(% H,80y + H380
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Die Hyaluronsdure kann, aber muB nicht mit H S0, ver-

estert sein.

Beide SAuren liegen in polymerer Form als langkettige Molekeln (bis
iber 10000 A) mit saurelabilen glukosidischen Eindungen vor und be-
gitzen eine alkalilabile, auf Anhydrid-Eindungen beruhende Uberstruk-
turss, 126, 126, 261, 367, 358)  Dje sich vielfach wiederholenden kleinsten Ein-
heiten bestehen in Glucuronosido-N-acetylhexosaminen, deren
Raumstruktur durch Permethylierung und Perjodat-Abbau sicherge-
stellt werden konnte3?8?: 388), )

Der Polymerisationsgrad ist abhdngig von py, Jonenumgebung3'?),
oxydierenden Agentien®0%) und spezifischen Depolymerasen®¢) und kann
in Praparaten sehr wechseln (Molekulargewicht von 200000 bis zu meh-
reren Millionen®%®). Auch nicht mehr viscose Priparate kénnen noch
hochpolymer sein?°®), Zwischen der von Elektrolyten stark beeinflul-
ten3®!) Vigcositit und der Konzentration einerseits3®’ 293) und dem Po-
lymerisationsgrad andercrseits444: 447) laggen sich nur begrenzt Be-
ziehungen aufstellen, Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
gereinigten Na-hyaluronaten ergaben mit obigen Vorstellungen iiberein-
stimmende Bilder!??- 193), Ein Maf fiir den Hyaluronsiure-Gehalt
einer Losung gewinnt man auf Grund ihrer Eigenschaft im sauren
Bereich mit Pferdcserum (-albumin) photoelektrisch auswertbare Trii-
bungen zu geben3?s, 490, 568

Hyaluronsiure-Proteinkomplexe sind in verdiinnten, neutra-
len Salzlosungen leicht zu lésen, wahrend hierfiir bei Chondroitin- und
Hyaluronschwetelsdure-Proteinverbindungen schon konzentrierte, alka-
lischere Salzldsungen evtl. mit Harnstoff als peptisierendem Reagenz né-
tig sind3e3).

Elektrophoretische Untersuchungen sind bei34. 333. 260, 413, 582)
besehrieben; wegen histochemischer Farbbarkeit siehe?8!, 825). Rgntgen-
bestrahlung mindert die Viscositit reiner Hyaluronat-Lbsung anders als
bei nativer Synovialfiiissigkeit nicht44?).

Hyaluronsdure ist im Gegensatz zu vielen neutralen Bak-
terienpclysacchariden oder auch Glucoproteinen, wie der Blut-
gruppensubstanz A, kein Antigen. Sie ruft also bei Injektionen
keine Bildung von Antikérpern hervor und wirkt auch nicht als
Hapten?247, 384, 490),

Als hochmolekulare Substanz erhéht Hyaluronsdure in vitro
und in vivo die Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit be-
trachtlichso 80, 370),

Darstellung

Hyaluronsdure wird aus Augenglaskdrpern® 318) aus Syno-
vialflissigkeit (Kniegelenk)$?- 383) gder tiblicherweise aus mensch-
licher®s: 174. 573) oder tierischer Nabelschnur? 5% %0) dargestellt,
evtl. auch aus Rousschen Kiikensarkom®e),

Aus dem u. U. unter kurzem Erhitzen hergestellten Extrakt wird
im sauren Bereich mit Aceton oder Alkohol die Hauptmenge als Protein-
Verbindung oder im alkalischen Bercich als Kaliumhyaluronat ge-
fillt216. 344, 426, 474, 509)  Ayg der Riickstandslésung der sauren Fillung,
die kaum noch Protein enthilt, kann unter Pyridin-Zusatz mit Ammon-
sulfat besonders hoch viscose Hyaluronsiure gefillt werden?°%). Ohne
Pyridin oder EiweiBanwesenheit kann Hyaluronsiure mit Ammonsulfat
nicht ausgesalzen werden?°®). Eine Abtrennung von verunreinigenden
Begleitproteinen gelingt auch fermentativ mit Pepsin und Trypsin4?:203),
Um der nativen mdglichst Zhnliche Hyaluronsaure zu erhalten, muB auf
Vermeidung eines pyy liber 7,5 geachtet werden®®?). Auch Adsorbentien
sind zur Reinigung benutzt worden?),

"Mittels Ultrafiltration kann aus Synovialfliissigkeit ein
offenbar nativer Hyaluronsiure-Protein-Komplex gewonnen wer-
den%o8); ein solcher scheint auch in Nabelschnur vorzuliegen2e!),
sog. Hyaluronidin.

Die Chondroitinschwefelsdure wird dargestellt durch
Extraktion von Knorpel mit CaCl,- oder NaOH-Lésung und
nachtrigliche Austillung eiweiBartiger Begleitsubstanzen mit
Chloroform/Amylalkoho]380: 388),

Nitrierte und acetylierte Derivate der Hyaluronsiure geben je nach
Ausgangsmaterial und Herstellungsart selbst noch mehr oder minder
viscose Lasungen. Nur noeh manche Acetate sind teilweise von Hyaluroni-
dase angreifbar, dic anderen Priéiparate hemmen den fermentativen Ab-
bau der Hyaluronsiure teilweise stark1®?, 202),

Il. Die Fermente

Bisher ist es noch nicht gelungen, ein einheitliches Ferment rein
zu gewinnen, das die im vorhergehenden Abschnitt besprochenen
Substrate definiert abbaut. Meist handelt es sich um Ferment-
komplexe, deren Wirkungen beschrieben werden. Trotzdem,
und auch obgleich das Substrat — ob Hyaluronsdure oder Chon-
droitinschwefelsdure — cft durchaus nicht festliegt, wird beson-
ders in der neueren Literatur fast ausschlieBlich von der Hyalu-
ronidase gesprochen, einem Sprachgebrauch, dem wir uns hier
meist anschlieBen werden.
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Vorkommen

Die Hyaluronidasen wurden einerseits auf Grund ihrer mu-
colytischen Wirkungen gefunden: als ,,Mucinasen‘ bewirken
sie Hydrolyse der hyaluronsiure-haltigen Mucine unter Vis-
cositdtsabnahme und Auftreten reduzierender Substanzen. An-
dererseits kinnen sie an ihrer Eigenschaft als ,,Spreading-
faktoren‘ erkannt werden; intradermal injiziert beschleuni-
gen sie die Ausbreitung von Farbstcffen oder von Bakterien,
Viren und Toxinen in der Haut und bewirken damit verstarkte
Laesionen'®?) (erste Publikation),2) (Namengebung),sé 103, 142
238, 239, 584),

Entsprechend der Verbreitung und Bedeutung der Substrate
kommt die Hyaluronidase iiberall dort vor, wo eine Zustands-
dnderung dieser Substrate aufgetreten ist oder erreicht werden
scll: in Bakterien (s. u.) und in Giften von Insekten oder ge-
wissen Schlangen®!a» 110, 112, 128, 337, 588) (der Faktor im Bienen-
gift scll thermostabil und daher anderer Art sein??)). Ferner
kommen Hyaluronidasen vor bei malignen menschlichen und
tierischen Tumorens? 124.170, 347, 433, 498, 530)  a]lerdings ohne ge-
nerelle Beziehung zum histologischen Typ oder dem Entwick-
lungsstadium?24, 433),

Das Vorkommen im Ciliarmuskel (Akkomodationsmuskel des Auges)
und der Irig®#8), ferner im Kammerwasser!80: 358) erscheint fraglich, nach-
dem im Auge Ascorbinsiure vorkommt, die cbenfalls Hyaluronsaure
abbaut (s. u.).

In tierischen Organen sind Spreadingfaktoren sehr weit
verbreitet?s): in gesunder?? 385, 388, dagegen 177y ynd entziindeter
Haut?2!, 328, 326, 392y " in geringen Mengen in den Winden des Ver-
dauungs- und Harntraktes®), in pathologischen Gallenblasen?),
in Milz?®. 3¢5. 38) | ungen, Ovar, Placenta, Hirn, auch Niere und
Leber?s, 111, 276, 330) in Schilddriisenextrakten?9? 339, 611) 'in Hypo-
physenprdparaten (stdarker in denen von Hinterlappen?!)),
im Harn'), im Rachengewebe!?®); im Blutserum?9 . 278) ist we-
gen der Anwesenheit von Inhibitcren (s. u.) ein Hyaluronidase-
Vorkommen nicht sehr wahrscheinlich. Im Synovial- und Pe-
riarticulargewebe konnte keine Hyaluronidase nachgewiesen wer-
den*??). Die Verteilung in den Organen von fetalen und er-
wachsenen Meerschweinchen war nicht sehr unterschiedlich!®4),

Es ist nicht sicher, daB die im letzten Abschnitt berichteten Beobach-
tungen sich alle auf Hyaluronidase beziehen; es gibt auch Spreading-
faktoren, die keine mucolytische Wirksamkeit besitzen, also keine Iy-
aluronidasen sind (8. unten).

Das an Hyaluronidase reichste Organ sind die Hoden von
Sidugetieren und Menschen (Fehlen bei Vogeln, Reptilien und
Amphibien!)s, 111, 286, 423, 454, 521, 535, dagegen 457, 680). In eng-
stem Zusammenhang damit steht das Vorkommen im Sper-
ma?: 129, 266, 286, 2094, 458): Dje Hyaluronidase stammt hier nicht?.
149, 225, 819) aus jrgendwelchen Begleitdriisen, sondern aus dem
Keimepithel des Hodens (s. allerdings4'®)). Dies ergibt sichss. 255)
aus der Abhingigkeit von dessen Entwicklungsstadium??% 513, 819)
der positiven BeeinfluBbarkeit durch Testosteronpropionat4st)
und der Unterdriickung bei kiinstlichem Kryptcrchismus (Fehlen
d. Hoden) oder Hypophysektomie28s. 289), Der Hochstgehalt des
Hodens wird schon beim Auftreten der Spermatocyten, der Vor-
stufe der Spermatozoen, erreicht459.452), Alloxandiabetes ist
ohne EinfluB auf den Hyaluronidase-Spiegel bei Ratten3%).

Der Gesamthyaluronidase-Gehalt des Samens ist im allge-
meinen unabhingig von der Morphologie und Beweglichkeit der
Spermatozoen und geht parallel mit deren Zah]2s:120,131,256,463,481,
483, 499, 887, 688, 678), Dije Spermatozoen enthalten die Hyaluronidase
offenbar in, von der Spermiogenese her, vorgebildetem Zustand;
sie produzieren sie also nicht selbst52?). Ein Teil diffundiert in
das umgebende Samenplasmal?l, 488, 859)  Ejne im Seeigelsperma
gefundene Mucinase diirfte doch wohl keine Hyaluronidase
sein3),

Meist schwicher wirksam?6) als Testeshyaluronidasen und
auch solche aus Blutegeln?) sind die Hyaluronidasen bakteriel-
ler Herkunft?® 369, 579)  Dies ist das letzte Gebiet verbreiteten
Vorkommens®% 111), Thre hdufige Labilitdt oder ihre geringen
Quantititen erschweren die Auffindung hier manchmal sehr3%
426), Sie treten intra- und auch extrazelluldr auf®®). Letzteres
besonders, wenn es sich um mucoide, kapselbildende Stimme
(z. B. verschiedene A-Streptokokken) handelt3es. 429, dagegen 85)
Die in vitro-Hyaluronidase-Bildung steht bei den Bakterien
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nicht in direkter Beziehung zu ihrem Typ oder ihrer Gruppenzuge-
horigkeit (oft bei ein und demselben Stamm variierend!)489)
Es besteht im allgemeinen keine Korrelation zur Pathogenitit8),
Virulenzs® 111, 248, 832, dagegen 482). ynd Wuchsform (mucoid oder
nicht, mit oder ohne Kapsel).

Durch Hyaluronsiure-Zusatz zu den Kulturen z. B. von einigen
Erysipelstimmen33?), konnten die Hyaluronidase-Produktion erhiht4?
334, 339, 466) hzw. Hyaluronidase bildende Mutanten geziichtet werden,
ebenso durch Zusatz von {inhibitorhaltigem!) (s. u.) Serum#*2¢),

Uber das Vorkommen bei verschiedenen Pneumokokken,
Staphylokokken, Streptokokken und Clostridium-Arten wird
beilas, 227, 368, 4083, 428, 437) berichtet_

Durch Hyaluronat-Gaben konnten auch die Cercarien (Jugend-
formen) gewisser Saugwiirmer zur Hyaluronidase-Bildung veranlait wer-
den?93),

Biologische Bedeutung
Stoffwechsel

Der Fliissigkeitsaustausch und die Diffusion der Stoffwechsel-
produktels. 117, 856, 368) zwischen den Zellen und durch die Ge-
fdBwinde sind abhingig von dem Zustand des Kdorpergewebes.
Sie werden also reguliert von dem wechselnden Polymerisations-
grad und damit der Viscositdt der zwischen den Zellen liegenden
und diese verkittenden, an Hyaluronsdure reichen, Grundsub-
stanz. Diese bildet zugleich einen Wasserspeicher, so dafl auch
der Wasserhaushalt des Gewebes und hyaluronséure-reicher
Kaorperflissigkeiten durch die Hyaluronidase beeinfluBt wird.

Wenn auch iiber synthetische Leistungen der Hyaluronidasen
bisher noch nichts bekannt geworden ist (im Prinzip kann jedes
Ferment als Biokatalysator einen Vorgang in beiden Richtungen
beschleunigen), so spricht das sehr verbreitete Vorkommen der
Hyaluronidase im Gewebe doch fiir eine Beteiligung am Ab- wie
auch Aufbau der Grundsubstanz. Gesteuert wird dies auch
hormonal?’8): unter dem EinfluB der Keimdriisenhormone steigt
nicht nur die Hyaluronidase-Produktion der Testikeln (s. u.)
an, sondern auch sehr hyaluronsdure-reiche Organe der sekun-
ddren Geschlechtsmerkmale, wie z. B. Hahnenkamm 3?: 278) und
die Geschlechtshaut der Affenl1s 121,887) vyergrofern sich. An-
dererseits stehen die iibrigen Gewebshyaluronidasen auch unter
dem EinfluB der Schilddriise?’®). Bei deren MiBfunktion ent-
steht das Krankheitsbild des Myxddems oder z. B. ein Pritibial-
tdem (Odem vor dem Schienbein) nach Basedow?!2!: 278, 853, 669—571)
Ubergeordnet darfte jedesmal die Hypophyse sein.

Auch Vitamine greifen vielleicht in den Mucopolysaccharid-Stoff-
wechse] ein; rachitische Knochen sollen erhéhten Glucosamin-Gehalt
wegen vermehrter Chondroitinschwefelsiure besitzen®*2), SchlieBlich
kommen auch nervdse Steuerungsmoglichkeiten in Betracht3??),

Invasionen
. Das Eindringen von Bakterien, bakteriellen und tierischen

Giften in den Kdorper begiinstigen Hyaluronidasen, die diese be-

gleiten, entscheidend. Entsprechend tritt nach intradermaler
bzw. subkutaner oder intramuskuldrer Injektion von Hyaluroni-
dasen ein verstdrkter Spreadingeffekt auf!16.185,320.340,341,366.407,
529, 643, 566, 590), Apn verbrannten Hautstellen ist dieser Effekt
gehemmt®38), Diese durch Hyaluronidase beschleunigte und ver-
mehrte Verbreitung (Diffusion)4: 21, 89, 108, 123, 148, 29, 489, 563) yon
Toxinen, Viren, Bakterien, Impfstoffen, Farbstoffen, gewissen
Tumoren u. a.!''!), wie auch die Verstdrkung allergischer Reak-
tionent’?) in und unter der Haut beruht zweifellos zum groBen
Teil auf einem Abbau der die Gewebsschranke gegen Invasionen
aller Art bildenden Mucopolysaccharidsduren!?'). Doch handelt
es sich bei dem ,,Spreading‘* sicher um einen komplexeren Vor-
gang®?): neben der Diffusion sind Anderungen der Kapillar-
permeabilitat?, 10, 25, 80, 114, 388, 379, 502) peteiligt. Auch die soge-
nannte Kapillarbruchigkeit (Durchldssigkeit fiir groBere Par-
tikel) spielt eine Rolle15),

Eine Beeinflussung dieser letzteren ,,Fragilitit durch Hyaluroni-
dase®®) ist nicht wahrscheinlich: nach intravendser Hyaluronidasegabe
treten keine festen Blutbestandteile ins Gewebe aus!33),

Die Permeabilitit von Membranen dagegen kann zweifellos
unter dem EinfluB der Hyaluronidase verandert werden, wie sich
aus in vivo- und in vitro-Versuchen an Frosch- und Kaninchen-
linsen, an getrockneten und iiberlebenden Harnblasenmembranen
und an Synovialmembranen ergab4e3. %),
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Intravendse Hyaluronidase-Gaben fithren zum Austritt von Blut-
fliigsigkeit unter Oedembildung!®3) an den Extremititen; gleichzeitiger
intravends gegebener Farbstoff tritt an der Kdrperoberfliche auflo: 135),

DaB es sich bei der Permeabilitdtserh6hung nicht um einen
obiger Diffusionsbeschleunigung im Gewebe analogen Vorgang
eines Mucopolysaccharidabbaues zu handeln braucht, sondern
daB Diffusions- und Permeabilitdtswirkstoff evtl. un-
terschieden werden kdnnen3s% 463,522) scheint moglich zu sein:
manche gereinigte Testeshyaluronidasen rufen im Gegensatz zu
rohen Priparaten*?) und zu Schlangengifthyaluronidasen bei
intradermaler (im Gegensatz zu intravendser!3s 449)) Injektion
kein Durchtreten von intravends gegebenem Farbstoff durch
die Kapillaren in der Ndhe der mit Hyaluronidase behandelten
Hautstelle hervor??: 220, 463, 688),

Die Erhghung der Kapillar-Permeabilitdt hidngt auch mit
dem Auftreten histamin-artiger Substanzen zusammen!ss, da-
gegen aber 135)  bes, im Gefolge von Entziindungserscheinun-
gend8. 351y Jedenfalls verstdrken Histamin-Zus&tze zu gereinig-
ter Hyaluronidase deren Spreadingwirkungs? 522), Dieser Hi-
stamin-Effekt kann allerdings gerade auf einer Enthemmung oder
Freilegung vorgegebener Hyaluronidase beruhen, wonach also doch
wieder letzten Endes Permeabilitdts- und Diffusionswirkstoff
identisch wiren4?),

Eine weitere Klirung liefert die starke Abhingigkeit der
Hyaluronidase-Wirkung in der Haut von mechanischen Fak-
toren wie dem angewandten Druck und dem Flissigkeitsvo-
lumen?'?: 220, 223) Unter einem gewissen Mindestdruck bleibt die
Wirkung der Hyaluronidase in der Haut wegen ihrer nur geringen
Eigendiffusion auf die engste Umgebung begrenzt. Hiernach
wire die enorm groBe Wirkung bakterieller und vieler in klein-
sten Volumina wirksamen Schlangengift-Hyaluronidasen schwer
verstidndlich, wenn nicht durch eine durch Begleitstoffe hervor-
gerufene lokale Entzindung (Histamin-Wirkung; nicht am
toten Tier demonstrierbar!) indirekt der Druck zwischen den
Zellen erhoht wiirde: hierdurch erst wird eine Weiterbeférderung
der Hyaluronidase bewirkt. Damit wird dann der Weg geiffnet
fur nachkommende Giftstcffe oder Erreger?20). Auf gleiche Weise
wirken auch etliche ,,hyaluronatﬁnaktive“ Spreadingfaktoren??3).

Hierzu palt, daf bei experimenteller Infektion von Ratten mit CI.
Welchii die von diesem gebildete Hyaluronidase in den Muskeln erst etwa
gleichzeitig mit der infektiosen Manifestation auftritt®*¢). Ferner ist
bemerkenswert, dal Hyaluronidase vor allem in den Schlangengiften
mit zunachst drtlicher haemorrhagischer und nekrotischer Wirkung auf-
tritt, weniger in solchen mit zentralem Angriffspunktiil),

So offnet die Hyaluronidase den Weg fiir zahlreiche tierische
und Bakterientoxine sowie fiir die Erreger selbst®7, 121,214, 388),

DaB die Spreadingfdhigkeit vieler Bakterien nicht pa-
rallel der in vitro-Hyaluronidase-Bildung geht?¢), mag damit
zusammenhingen, daf diese unter den in vivo-Bedingungen des
»spreadings* eben anders verlduft180). Wichtig ist hier jedoch,
daB an sich harmlose, aber hyaluronidase-bildende Bakterien
die Wegbereiter werden kdnnen filr pathogene nicht hyaluroni-
dase-bildende Keime oder Viren?’?) (Mischinfektion), deren Wir-
kung sonst Ortlich begrenzt bliebe2? 111, 342, 343)

Die Hyaluronidase wirkt hier nicht auf den betreffenden Er-
reger, sondern auf den Wirtsorganismus ein237.549).  Aych ex-
perimentelle Infektionen mit Viren und Bakterien lassen sich
durch gleichzeitige Hyaluronidase-Applikation verstirken2:3. 287,
244, 423, 542) PBej Bakterien (nicht Viren) darf hier allerdings keine
zu geringe Keimzahl angewandt werden; infolge der durch die
Hyaluronidase verstdrkten Ausbreitung wiirde sonst die zur Er-
zielung eines manifesten Infektes nétige minimale Gewebskon-
zentration, diesog. ,, kritische Keimzahl*, unterschritten?08-109,111)
Umgekehrt kann iibrigens gerade eine durch irgendwelche Um-
stinde verminderte Permeabilitdt des Gewebes zu einer sonst
nicht diblichen Keimanreicherung fiithren, wodurch normalerweise
nicht pathogene Keime zu Infekten AnlaB geben konnen (Akne ?)
512

)Mbglicherweise dient die Hyaluronidase den Bakterien auch dazu,
durch Freilegung von Glucosamin aus dem Gewebe des Wirtes sich ein
giinstiges Nihrsubstrat zu beschaffen333, 590),

Das Vorkommen in autolysierenden, kapseltragenden Bak-
terien?s 428) spricht fiir sich selbst.

SchlieBlich ist zu bemerken, daB das AusmaB der Spreading-
wirkung wesentlich abhidngig ist von Art und Zustand des
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betreffenden Gewebes (Alter, Rasse, Geschlecht (1) und Gesund-
heitszustand des Individuums)!® 60,111, 300, 302, 417, 501, 562)  [p
frischem Granulationsgewebe ist sie geringers4).

Eine Herabsetzung der Blutkdrperchensenkungsgesoshwindigkeit durch
einige Hyaluronidase-Priparate3t4: 356) erwies sich als durch Pb-Spuren
bedingt, die noch von der Reinigung herstammten3!). Aueh eine Hem-
mung der Blutgerinnung beruht noch auf Begleitstoffen und nicht auf
Hyaluronidasewirkung57¢), ebenso wie eine Wirkung auf die Fragilitit
roter Blutkdrperehen®$2 15%),

Befruchtung -

DaB das starke Hyaluronidase-Vorkommen in Sdugertestes
und -sperma eine Bedeutung fiir die Befruchtung haben diirfte,
liegt eigentlich auf der Hand?130, 150, 180, 254, 478, 519, 573),

Ein im Sperma vorkommendes, den Schleimpfropf des Cervical-

kanals??®) auflésendes Enzym ist jedoeh mit Hyaluronidase nicht iden-
tisch420),

Nach der Ovulation, dem Aufspringen des Follikels, bleibt

das befruchtungsfihige S4ugetierei noch mit einem Kranz Gra-
nulosazellen umhiilit. Diese ,,Corona radiata‘‘ wird zusammenge-
kittet durch eine wie Hyaluronsidure farbbare gelose Masse!®3),
die unter dem Einflu8 von Sperma*?) und durch Hyaluronidasen
verschiedenster Herkunft aufgelost wird?2ss, 345, 517, 518),

Hiernach kann die Rolle der Sperma-Hyaluronidase fiir die
Befruchtung verstiandlich werden: damit nur ein Spermatozoon
in das Ei eindringen kann, muB erst unter Einwirkung der von
Millionen anderer Spermatozoen herstammenden Hyaluronidase
diese Hiille abgelost oder zumindest aufgelockert werden! Unter
einer gewissen, fiir jede Tierart charakteristischen, Anzahl Sper-
mien im Ejakulat tritt eine Befruchtung tatsdchlich nicht mehr
einl29, 253, 255, 477)_

Eine véllige Abldsung der Corona radiata findet in vivo allerdings
nicht notwendigerweise statt: Auch in noch von Cumuluszellen umge-
benen Ratteneiern wurden schon Spermatozoen aufgefunden? 32s 8%
287, 309, 5i7, 518), Spermienzahl und Hyaluronidasegehalt des Gesamt-
spermas miissen zueinander in innerhalb bestimmter Grenzen liegendem
Verhéltnis stehen!®% 48%), Auch Trypsin bewirkt Denudifikation des
Eies431), jedoch infolge Angriffs auf die Eihaut selbst. Ein soleher tritt
mit Hyaluronidase nicht ein345).

Da Eier anderer Tiergattungen nicht von solchen Cumulus-
zellen umgeben sind, wird das Fehlen von Hyaluronidase dort
verstdndlich!s, 183),

DaB im iibrigen, &hnlich wie das ,,Spreading*, aueh die Befruchtung
ein sehr komplexer Vorgang ist, ist selbstverstindlich. Hierfiir spricht,
daB Zusatz auch hyaluronidase-freier Samenfliigsigkeit bei Kaninehen
die Befruchtungswahrscheinlichkeit erhohen soll®7).

Darstellung und Eigenschaften

Zur Darstellung geht man fast ausschlieBlich von Ho-
den?® 152) aus, zweckmiBig von Stieren. In speziellen Fillen wird
Hyaluronidase aus Sperma#?') oder Bakterienkulturen?4s, 214, 216)
gewonnen.

Begiinstigt wird die Freilegung der offenbar meist intrazelluldr
vorliegenden Hyaluronidase durch vorheriges Gefrieren oder Be-
briiten der Testes bzw. des Spermas?s8. 421, 620),

Auch bei Bakterienkulturen (Streptokokken!®?), Cl. Wel-
chii®12), Cl. perfringens®?), zweckmdBig mit Hyaluronat-Zusatz!®
468)  Welch-Fraenkelbazillus®®)) 148t man es zur Autolyse kommen.
Staphylokokken scheinen nur extrazelluldire Hyaluronidase zu
produzieren®®),

Die Methoden der Reinigung sind die iiblichen der Eiweif-
und Fermentchemie: wiBrige Extraktionen, fraktionierte Aus-
salzungen, Fillungen mit Schwermetallsalzen204 203: 313, 398) Fy].
lungen mit organischen Losungsmitteln?: 169) Adsorption an
Kohle oder dgl.204 312,328) dazu (Elektro-)Dialyse?) und Elek-
trophorese2),

Zur Gewinnung eines Trockenpridparates wird zweckmiBig die
Gefriertrocknung als schonendste Methode benutzt.

Inaktivierung tritt innerhalb einiger Stunden bei 57°, innerhalb
1 min bei 100° ein; ein stirker saures (ea. 3) wie alkalisches (ca. 9) py
zerstbrt die Wirksamkeit ebenfalls, ja schon verhiltnismigig kleine pyy-
Anderungen dureh Pufferzusitze konnen sehédlich wirken. Abhingig
sind diese Reaktionen natiirlich stets vom Reinheitsgrad, der Konzen-
tration und der Art der Begleitstoffe. Zweckmifig werden Hyaluroni-

dase-Losungen bei einem py von 4,5-5,0 bei weniger als 5° C oder ein-
gefroren aufbewahrt?® 180, 346, 550) Fhenso vom Reinheitsgrad ab-
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hingig ist die Inaktivierung durch Réntgenstrahlen4®) und UV-Licht®).
Formaldehyd inaktiviert!é: 4?), ebenso kleine Mengen Jod, durch Arsenit
reversibel?%e),

Trockenprédparate konnen durch Zusiatze von einem aus
Gelatine gewonnenen Polypeptid stabilisiert werden34¢). Wahr-
scheinlich beruht dies jedoch nur auf seinem Wasserbindungsver-
mogen. Durch sorgfiltige Trocknung der schwach hygroskopi-
schen Produkte wird vollige Stabilitdt erreicht (bei 120° fiber
30 min; 57° — wochenlang (eigen¢ Beobachtung)).

Natiirlich miissen die Losungen bei der Herstellung vor In-
fektionen geschiitzt werden (evtl. Zephirolzusitze3¢)). Ver-
stdndlicherweise inaktivieren etliche proteolytische Fermente).

Pharmakologisch ist zu sagen, daB Hyaluronidase-Prédpa-
rate in den praktisch verwandten Dosen njicht toxisch und frei
von fiebererregenden und sensibilisierenden Wirkungen sind251, 285,
402, 533, 848) Als EiweiBkorper sind sie jedoch Antigene, auch
nach Inaktivierung mittels Formaldehyd (s. u.).

Das Schicksal von intravengs gespritzter Hyaluronidase ist
verschieden: bei schnellem Verschwinden aus dem Biut?3¢) wird
von Ratten!3? 321) nichts oder nur ein Bruchteil im Harn wieder
ausgeschieden im Gegensatz zu Kaninchen und Hunden#2 jedoch 137)

Chemische Wirkung

Die chemische Wirkungsweise der Hyaluronidase besteht in
einem stufenweisen hydrolytischen Abbau der Mucopolysaccha-
ride®3, 339, 359, 366, 590)' .

1) Zunidchst erfolgt Aufspaltung von Anhydrid-Bindun-
gen207. 36, 690) - diese ist begleitet von einem ersten Viscosi-
tdtsabfall und vor allem dem Verlust der Fahigkeit mit Serum-
albumin beim Ansduern ein Gerinnsel zu bilden33 357),

2) Die weitere Hydrolyse zu immer noch polymeren, noch nicht
dialysablen Produkten ist vom Verschwinden der Vis-
cositdt begleitet?0¢) und vom darnach folgenden Ausbleiben
einer Triibung beim Ansduern zusammen mit Albumin. (Die
Viscositdtsminderung der Synovialfliissigkeit ist auch in vivo
nachweisbar nach Injektionen von Hyaluronidase in Ge-
lenked46)).

3) Die néchste Stufe ist die Aufspaltung zu niederen Oligo-

sacchariden, wahrscheinlich aus je einer Molekel Acetyl-

hexosamin und Glucuronsdure bestehenden Disacchariden.

Dies ist verbunden mit dem Auftreten reduzierender Substan-

zen, allerdings erst in ca. 609, der theoretisch moglichen

Menge208),

Die letzte Stufe schlieBlich ist die Aufspaltung zu Mono-

sacchariden.

Soweit Schwefelsdure in der Molekel gebunden war (Hyaluron-

schwefelsdure der Cornea, Chondroitinschwefelsdure), kann

auch diese zu irgendeinem Zeitpunkt noch abgespalten wer-
den.

Am schnellsten verlaufen die Vorgdnge 1 und 2 (Minuten bis

wenige Stunden), 3 und 4 setzen erst darnach ein3®). Im Prin-

zip hat man es also zu tun mit der Wirkung mindestens einer

Depolymerase (1 und 2), einer Mucopolysaccharase (3),

einer Mucooligosaccharase (4) und einer Sulfatase (5). Ob

man es tatséchlich mit einem Gemisch aller dieser Einzelfermente
zu tun hat, oder ob einige prosthetische (Wirk-)Gruppen auf
einem Tréger (Apoferment) vereinigt sind, 146t sich nicht sagen.

Eine Trennung in Co- und Apofermente ist bisher noch nicht be-

schrieben.

Im Zusammenhang mit dieser Wirkungsspezifitdt steht auch
die Substratspezifitit: nicht alle Hyaluronidasen verschie-
dener Herkunft haben den gleichen Wirksamkeitsbereich. Wi#h-
rend rohe Testeshyaluronidase sowohl Hyaluronsiure und deren
Schwefelsdureester wie Knorpel-Chondroitinschwefelsdure (nicht
solche aus Haut, wenig die aus Nabelschnur38)), abzubauen ver-
mag?0e, 249, 318, 366, 492)  wirkt Pneumokokken-Hyaluronidase nur
auf Hyaluronsdure und Hyaluronschwefelsaure3st, 366, 383y Strep-
tokokken-Hyaluronidase schlieBlich kann nur noch Hyaluron-
sdure angreifends).

Offenbar sind in den Hyaluronidasen verschiedener Herkunft
die einzelnen Wirkgruppen in verschiedenem AusmaB vertre-
ten#8?. 468),  Hijermit hdngen auch die Unterschiede der P~
Wirkungsoptima zusammen: fdr Testeshyaluronidase ist es
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ca. 4,5, fiir bakterielle Hyaluronidasen variierend 5,4—7,0499).
(Wegen Abhingigkeit des optimalen py von der Salzkonzentra-
tion siehe338)). Auch die Reaktionskinetik ist bei den verschiede-
nen Hyaluronidasen meist unterschiedlich®?)). DaB die Testes-
hyaluronidase noch ein Nebenoptimum bei ca. py 6 hat, deutet
schon darauf hin, daB es sich hier um einen Komplex von we-
nigstens zwei Fermenten handelt3¢¢). Tatsichlich wird die mu-
cooligosaccharatische Wirkung beim gewdshnlichen Reinigungs-
verfahren vollig abgetrennt. Der Abbau der Hyaluronsiure
bleibt dann mit solchen Fermentpridparaten auf der Disaccharid-
stufe stehen?s: 207). Aper auch hochgereinigte Testes-Hyaluroni-
dase-Priparate waren elektrophoretisch bisher noch nicht ein-
heitlich; sie wirkten auch stets noch viscositdtssenkend und
disaccharidbildend?4),

Eine Auftrennung bakterieller Hyaluronidasen scheint noch
nicht gelungen zu sein. Hiermit tritt stets vollige Spaltung bis
zur Monosaccharidstufe ein388. 383),

Ob es bei der Uneinheitlichkeit der Fermente zweckmidBig ist, die
Hyaluronidasen einfach als ,,Mucopolysaccharasen‘ zu bezeichnen®??),
seheint doch fraglich zu sein. Besscr wire es wohl zur Klassifizierung der
ganzen Gruppe den alten Begriff ,,Mesomucinasen 148} wieder aufzu-
greifen, Es wiirde dadurch zum Ausdruck gebracht, daf nicht nur
Hyaluronsiure das Substrat ist, andererseits aber die Abgrenzung gegen
die nicht angreifbaren epithelialen Mucopolysaccharide gegeben.

Eine in Testespriparaten vorkommende {3-Glucosaminase!®s, 126)
hat mit Hyaluronidase nichts zu tun24®),

Wie fiir Fermente iiblich, ist die Wirkung der Hyaluronidase
stark von der Temperatur (Optimum 30—40°), dem py (s. 0.)
und dem Milieu abhingig?% 178 314,317,391, 577)  Bei letzterem
spielen die Saizkonzentration und die Anwesenheit von Aktiva-
toren und Inhibitoren (s. u.) eine groBe Rolle. Fiir rohe, nicht
inhibitorfreic Hyaluronidase ist charakteristisch die Bindung
ihrer Wirksamkeit an eine optimale Salzkonzentration, die
nicht wesentlich fiber- oder unterschritten werden darf. Dies
kann vielleicht Bedeutung fiir die physiologische Steuerung der
Hyaluronidase im Organismus haben.

Auswertungsmethoden

Auf Grund der vorher beschriebenen biologischen und che-
mischen Wirkungen der Hyaluronidase ergeben sich nun folgende
Bestimmungs(Test-)methoden:

1) Chemische Teste

a) Viscosititsminderungstest (viscosity reducing = v. r.)

b) Bestimmung der Zunahme reduziercnder Substanzen, evtl. speziell
des Glucosamins

¢) Mucingerinnsel-Verhinderungstest (mucin clot prevention = m.c.p.)

d) Ringtest (qualitativ)

e) Tritbungsverminderungstest (turbidity reducing = t. r.)

Biologische Teste

a) Farbausbreitungstest (spreading)

b) Quaddeltest

c) Decapsulationstest

d) Ratteneitest

o) Haematokrittest

f) qualitativ histochemischer Nachweis.

Zu allen Testarten ist zu bemerken, daB sie natiirlich nur un-

ter genauestens festgelegten Bedingungen (Temperatur, Zeit, py,

Salzkonzentration, Pufferart, absol. Konzentration und Art des

Substrates) durchgefiihrt werden kdnnen.

Z. B. kann Streptokokken-Hyaluronidase wegen ihrer Unstabilitat
im sauren Bereich nur bei py; 7 viscosimetrisch getestet werden®!!).

1a) Der v.r.-Test ist der einfachste. Man braucht nicht not-
wendigerweise ein Viscosimeter, sondern eine kapillar ausge-
zogene Pipette mit 2 MeBmarken und ein guter Thermostat ge-
nﬁgen VO”auf‘D’ 88, 87, 204, 207, 211, 245, 2893, 577, 578)' ES Wﬂ'd meist
die sog. ,,Halbwertszeit* bestimmt: das ist die Zeit, die das Fer-
ment wirken muf, damit die Auslaufzeit des Viscosimeters das
Mittel zwischen Losungsmittel- und Ausgangswert erreicht. Der
reziproke Wert gibt dann ein MaB fiir die Fermentstirke!?a. 188,
315,317)  |n Grenzen besteht Unabhingigkeit von der Substrat-
konzentration; bei EnzymiiberschuB bzw. niedriger Substrat-
konzentration wird die Reaktion abhingig von dieser’*), alsc
nuflter Ordnung®?). Dies entspricht den iiblichen Wirkungsme-
chanismen von Fermenten.

Zwei Hyaluronsiure-L&sungen gleiocher Vigcositdt kdnnen véllig ver-
sohieden soin: die eine enthalt verhdltnismaBig wenige, aber hochpoly-
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mere Molekeln, die andere umgekehrt viele niederpolymere. Der Ver-
lauf der Viscosititsabnahme und der Proportionalititshereich?0%, 2%°4)
werden daher bei beiden Ldsungen véllig verschieden sein, so dal die
Ergebnisse nicht zu vergleichen sind.

Man kann auch die relative Viscositdtsdnderung nach einer
bestimmten Zeit messen, die in gewissen Grenzen dem Logarith-
mus der Enzymkonzentration proportional ist5?4).

1b) Man bestimmt wie iiblich die reduzierenden Substanzen
und berechnet sie als ,,Glucose‘. Die Reaktion dauert lange
und liefert nur an Hand von Standardkurven auswertbare Ergeb-
nisse204, 207, 238, 489)_

Die mogliche Gesamtmenge zu bildender ,,Glucose*’ ist fiir jedes Fer-
ment, jo nach seiner Zusammensetzung aus den verschiedenen Teilwirk-
gruppen, verschieden.

Ic) Der sehr empfindliche m.c.p.-Test beruht auf der Eigen-
schaft der nativen Hyaluronsdure, mit angesfiuertem Serum ein
Gerinnsel zu geben. Bei der Herstellung von hierfiir geeigne-
tem Natriumhyaluronat muB8 zur Vermeidung vorherigen Ab-
baues ein stirker alkalisches py vermieden werden3s?),

Durch Reihenverdiinnungen bestimmt man die zur Verhin-
derung eben nitige Hyaluronidasemenge!® 43%) Verbessert wird
der Test durch Verwendung kristallisierten Serumalbumins338).

Eine Variation dieses Testes stellt die Beobachtung des Verschwin-
dens der ,,Spinnbarkeit* (Fadenbildungsvermdgen) von Synovial-
fliissigkeit unter Hyaluronidase-Einwirkung dar!®?), evtl. unter Kongo-
rot-Zusatz zur besseren Sichtbarmachung??).

1d) und e) Auch nach Verschwinden des Gerinnselbildungs-
vermggens verbleibt noch das Auftreten einer Triibung auf Zu-
satz von saurem Pferdeserum.zur Hyaluronsdure (Ringbildung
im Reagenzglas?™)). Die Triibungsverminderung nach Einwir-
kung von Hyaluronidase kann turbidimetrisch gemessen wer-
den4s: 88, 88, 218, 217, 259’ 288, 390, 491, 550, B51, 587). Als Substrat kann
hier auch gereinigte Hyaluronsiure genommen werden, die nicht
nur kein Gerinnsel mehr gibt, sondern auch nur mehr wenig vis-
cos ist3s?), '

2) Allen biologischen Testen gemeinsam ist natiirlich der viel
gréBere Unsicherheitsfaktor aller solchen Auswertungen. Dazu
kommt noch, da8 die jeweils zugrunde liegenden Vorgénge lingst
nicht so eindeutig wie bei 1) sind. Wegen der Komplexitit der
Vorginge werden verunreinigende Begleitsubstanzen der Hyalu-
ronidasen bzw. auch deren varijerende Zusammensetzung selbst
evtl. von groBem EinfluB auf das Ergebnis sein (vgl. z. B. 1%%)).
Dies gilt besonders fiir den

2a) Spreading-Test. Man injiziert unter genau festzule-
genden Bedingungen Tusche-, Trypanblau- cder Haemoglobin-
Losungen mit und ohne Hyaluronidase in die Haut und stelit
nach einer bestimmten nicht zu langen Zeit die GroBendifferenz
der beiden Farbflecke fest? 11,18, 248,372)  Man kann auch die
minimale, zur Erzielung eines Effektes ndtige Hyaluronidase-
Konzentration bestimmen3®?), oder man miBt die Zeit bis zum
Verschwinden durch Fluorescein-Beigabe hervorgerufener Fluor-
escenzbol),

Bei diesem Test besteht nur in begrenztem Gebiet eine lineare
Beziehung zwischen dem Logarithmus der Dosis und der Wir-
kung4%). Der EinfluB rein mechanischer Faktoren wie des
Druckes und des Injektionsvolumens macht sich stark bemerkbar.

Bei konstantem Volumen tritt bei Erreichung einer gewissen Grenze
keine weitere Erhohung der Wirkung ein. Die Hyaluronidase diffundiert
nur bis zu einer durch den Druck bestimmten Entfernung von der In-
jektionsstelle. Auch weitere Steigerung der Enzymkonzentration be-
wirkt dann keine Anderung mehr?2%). Auf die Bedeutung entziindlicher
Begleiterscheinungen wurde oben schon hingewiesen.

2b) Es wird die Zeit gemessen, die bis zum Verschwinden von
Quaddeln vergeht, die durchintracutane Injektion von Losungen
mit und ohne Hyaluronidase entstanden sind!®). Wesentlich ver-
bessert wird der Test durch Messung der Quaddelflédche an der
Hautinnenseite der 20 min nach intradermaler Injektion getéteten
und gehduteten Tiere?#8), wobei die kurze Reaktionszeit sehr we-
sentlich ist?23),

2c) Die Auflosung der hyaluronsiure-haltigen Kapseln von
geeigneten Streptokokken-Kulturen (A oder C)40) durch Reihen-
verdfinnungen von Hyaluronidase kann als MaB ftir diese ge-
nommen werden!és, 188, 335),

Dieser Test ist wegen seiner Unabhangigkeit triibenden oder viscosen
Begleitsubstanzen gegeniiber fiir die Testung von Serum- und Kdorper-
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fltissigkeiten besonders geeignet, woenn such zum t.r.-Test keine direkte
Parallelitat zu besteben scheint!®?),

2d) Ebenso kann die Zeit beobachtet bzw. die Hyaluronidase-
Verdiinnung bestimmt werden, die noch eben zur Ablgsung der
Cumuluszellen (Follikelzellen, Corona radiata) vom Rattenei
(,,Denudification‘‘) fiihrtz84).

2e) Intravents gegebene Hyaluronidase fihrt zum Austritt
von Blutfliissigkeit durch die Kapillaren und damit zur Blutein-
dickung. Diese wird an Hand des Haematokrits gemessen, der
das Volumenverhiltnis von Plasma zu roten Blutkdrperchen an-
gibt; sie liefert dadurch wieder ein MaB fiir die Hyaluroni-
dase!3s),

2f) SchlieBiich beruht ein qualitativer Nachweis von Hyalu-
ronidase auf der Verinderung der Fdrbbarkeit von histologi-
schen Schnitten nach Hyaluronidase-Einwirkung??, 44, 210, 278, 281,
561, 580),

Wie schon aus dem Vorherigen hervorgeht, wird man eine
strenge Parallelitdt der nach verschiedenen Methoden gewonnenen
Testergebnisse nicht erwarten diirfen. Sowohl die Hyaluronidase-
praparate selbst wie die Substrate sind dafiir zu uneinheitlich wie
auch die Grundlage der einzelnen Testmethoden zu verschieden
(auch sind z. B. der m.c.p.- und der v.r.-Test wesentlich stérker
salzabhingig als die reduktometrische Methode3)).

Trotzdem diirfte die gemeinsame Basis aller Teste bzw. der
dazugehérigen Vorginge doch die Wirkung ein und desselben
Fermentkomplexes sein®, 148, 204,207) Zweifel z. B. an der Identi-
tit des oder zumindest eines fiir das Zustandekommen des Sprea-
dingeffektes wichtigen Faktors mit der den v.r.-, m.c.p.- und t.r.-
Test gebenden Mucinase bestehen nicht mehr. Bei geeigneter An-
gleichung dieser letzteren Teste an die physiologischen Bedin-
gungen des Spreading-Testes (py; zwischen 6 und 7 bei der Ein-
wirkung der Hyaluronidase!) tritt Ubereinstimmung der MeBer-
gebnisse auf32®),

Zwischen Ratteneitest und t.r.-Test besteht gute Parallelitat?84),
ebenso zwischen Triibungs- und Gerinnseltest?!?), wihrend zwischen
m.e.p.- und v.r.-Test bei Hyaluronidasen verschiedener Herkunit oft groBie
Diskrepanzen auftretenté’). Betont muf jedoch noeh werden, daB wohl
alle hyaluronsiure-abbauenden Fermente spreading-Wirkung besifzen;
umgekehrt brauchtein Spreadingfaktor keine Hyaluronidase zu sein236,385),

Aus den verschiedenen chemischen Testverfahren werden sog.
,, Viscositdts-, Gerinnsel- und Triibungseinheiten (v.r., m.c.p.
und t.r. units) abgeleitet. Untereinander kann man bei diesen
keine feste Relation angeben: verwendet man z. B. einmal eine
hdchst viscose, unter Vermeidung von Alkali, hergestelite Hyalu-
ronsdure und ein anderes Mal eine wie gewdhnlich gewonnene,
etwa 10 mal geringer viscose Sdure als Substrat, so &ndert sich
das Verhiltnis von v.r.- zu t.r.-Einheit um das etwa 80-fache®7)!
Sclange es also keine internationalen Standardprdparate von
Hyaluronsdure wie von Hyaluronidase zu Vergleichszwecken
gibt, kdnnen die Angaben verschiedener Laboratorien nur be-
grenzt zueinander in Beziehung gesetzt werden®). Zweckmifig
wird man bei jeder Auswertungsmethode stets irgend ein Kon-
trollpraparat als Standard mitlaufen lassen.

Aktivatoren und Inhibitoren

Die Hyaluronidase-Wirkung wird wesentlich vom Milieu be-
einfluBt; neben der lonenkonzentration spielt die Anwesenheit
von beschleunigenden oder hemmenden Faktoren eine ausschlag-
gebende Rolle.

Spezifische Aktivatoren sind noch nicht bekannt geworden,
wenn man von einer gewissen glinstigen Wirkung von Ca-lonen®??)
absieht. Speziell im Spreading-Test glinstig wirkende Agentien
wie Lecithin, Pepton*!s), Glycerin, Triacetin, As,O, dtirften wohl
meist tiber einen sekundiren Histamin-Effekt wirken (s. o0.).

DaB Stoffe, die selbst schon eine Viscesitdtsminderung der
Hyaluronsdure hervorrufen, auch das Spreading begiinstigen oder
sogar ein solches schon allein bewirken konnen, ist versténdiich.

Der Reaktionsmechanismus solcher , kiinstlichen Fermente
ist allerdings ein vollig anderer: z. B. werden auch andere Sub-
strate, wie epitheliale Schleime%9) und Stirke??) angegriffen.
Bei der Einwirkung von Vitamin C (bes. bei H,0,- oder Cu-Zu-
satz)dez 470) treten keine reduzierenden Substanzen auf. Dies
wurde inzwischen auch hinsichtlich des Einflusses der Diazosul-
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“leicht aber Schwermetallkomplex-Bildung3s®)),

fonate nachgewiesen3®?), In Zhnlicher Weise wirken diazotierte
Proteine®) viscositdtsmindernd und spreading-erhShend, ferner
etliche reduzierende Substanzen wie Phenylhydrazin/H,0,,
Thioessigsdure und Bisulfit, Cystein und Glutathion!’s) (viel-
weiter Hist-
amin*® %77) und Adrenalin®??’). Das letztere wirkt allerdings
nicht als Spreadingfaktor, sondern hemmt hier sogar® 241), st4r-
ker noch als das zugehdrige Chinon Adrenochrom?) bei paren-
teraler (unter Umgehung des Verdauungstraktus) Anwendung;
moglicherweise geht die Wirkung iiber die Nebennierenrinde
(NNR) (s. u.). Mit luteinisierendem Hormon vorbehandelte
Kaninchen zeigten verstirkten Spreadingeffekt301,303)

Bei Permeabilitdtsversuchen an Membranen wirkte Desoxy-
corticosteronacetat (Cortiron) besonders stark durchldssig-
keitserhohend 493, 4%¢) ohne durch eine gleichzeitige Hyaluroni-
dasegabe verstirkt zu werden. Bemerkenswert ist, daB an mit
Toluol, Xylol u. 4. bepinselten Hautstellen intravends gegebener
Farbstoff durch die Kapillaren austritt®'). Hg-haltige Diuretica
(z. B. Salyrgan) besitzen interessanterweise ausgesprochene
spreading-Wirkung und beschleunigen auch die Ab- und Resorp-
tion subkutan gespritzter Losungen und Kolloide!??),

Beiden Inhibitoren unterscheidet man zweckmiBig 3 Grup-
pen: 1) definjerte Verbindungen; 2) spezifische Antikorper und
3) unspezifische, thermolabile proteinahnliche Inhibitoren. 2) und
3) finden sich vor allem im Serum.

Die Auswertung der Inhibitoren erfolgt nach entspr. Variierung einer
der dblichen Testmethoden216, 216, 284, 238, 439, 573) g wird entweder
in Reihenverdinnungen die zur Erzielung eines Effektes notige Minimal-
dosis bestimmt; oder es wird die prozentuale Wirksamkeitsminderung
im Vergleich zu einem Kontrolltest angegeben'?¢); oder aber der Ab-
solutwert des inaktivierten Ferments wird in Hyaluronidase-Einheiten
ausgedriickt?!5). Die Angaben sind natiirlich abhingig von der absoluten
Konzentration, bei der die Messung ausgefiihrt wird.

Bei der Verschiedenheit der Grundlagen, auf denen die Hy--
aluronidase-Testmethoden beruhen, ist ein Inhibitor in verschie-
denen Testen nicht unbedingt gleich wirksam?3.372): Vitamin C
z. B, wirkt im Triibungstest hemmend??), im Viscositits- und
spreading-Test dagegen selbst als kiinstliches Ferment (s. o.).

Als Inhibitoren bekannter Zusammensetzung wirken
zahlreiche Phenole®®), abhidngig von der Zahi der OH-Gruppen und
der Linge der Seitenketten (z. B. 0,19, Hexylresorcin 300 mal
so stark wie 10 %, Salicylat).

Die Hyaluronidase-Hemmung durch Salicylat wurde ein-
gehender untersucht im Hinblick auf seine Verwendung bei rheu-
matischen Erkrankungen (s. u.). In vitro trat keine Hemmung
auf bei Konzentrationen, wie sie bei therapeutischer Anwendung
im Organismus zu erwarten wdaren0% 171,297, 425,623)  Aych in
vivo wurde die Hyaluronidase-Wirkung auf durch Hyaluron-
sdure erhéhte Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit durch
Salizylat nicht gehemmtb84),

Die spreading-Wirkung subkutan gegebener Hyaluronidase
wird andererseits gestért durch intravends oder per os verab-
reichtes Salicylats?- 194, 195, 196, 500, 501)  Djes richtet sich aller-
dings nur gegen das durch Histamin verstirkte Spreading52?),
sei es, daB Histamin zu gereinigten Hyaluronidasen zugesetzt
wurde, die frei von permeabilitdtssteigernder Wirkung waren
(s. 0.), sei es bei rheumatischen Erkrankungen (s. u.)'%1), sei es,
daB ungereinigte Hyaluronidase-Pridparate bzw. speziell Schlan-
gengift-Hyaluronidasen verwandt werden (s. 0.). Ebenfalls hem-
mend wirkt Salicylat auf experimentelle Infektionen von Kii-
kenembryonen mit Hyaluronidase-Bildnern42), Auch eine im
Harn erscheinende Salicylsjure/Gentisinsdure-Verbindung wirkt
hemmend?37 #8) ferner das Chinon der Gentisinsiure als mog-
liches Stoffwechselprodukt der Salicylsdure2e?).

Hiernach wird die Hemmwirkung von Antihistaminicis ver-
standlich3?’ 4%8) die auch im Haematokrit-Test1%¢), nicht jedoch
in vitro auftritt4oo, 496, 508)

DaB nitrierte oder acetylierte Hyaluronsdure-Derivate hem-
mend wirkenl57, 202, 432) - kgnnte mit einer Konkurrenzreaktion
erklart werden. Ob das gleiche fiir Heparin33s: 467,600, 523) 2y,
trifft, ist unsicher. Desulfoniertes Heparin wirkt nicht mehr als
{nhibitor, da anscheinend nur saure Polysaccharide Hemmstoffe
darstellen kdnnen3®¢). Bemerkenswert ist, daB das wie He-
parin blutgerinnungshemmend wirkende synthetische Dicumarol
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ebenfalls ein Hyaluronidase-Inhibitor ist'?), dhnlich wie andere
Anticoagulantia (Pclysulfonate u. a.)4 85),

Auf die Bedeutung der Kapillarfragilitdt far Diffusions-
vorgdnge wurde oben hingewiesen. Es war naheliegend4¢), solche
Substanzen auf Hyaluronidase-Hemmwirkung zu priifen, die die
Fragilitdt herabsetzen: dies sind die Vitamin P-Substanzen,
Glucoside von Flavon-Derivaten™), die in Citrusfriichten vor-
kommen. Von diesen war das Rutin in vitro und in vivo tatsich-
lich wirksam'”- 2%) nicht jedoch im Haematokrittest'3?). Hes-
peridin hemmte in vitro erst nach Vitamin C-Zusatz!?), seine
Derivate (Sulfat, Phosphat) jedoch schon ailein!®): In vivo
hemmte Catechin, besonders zusammen mit Vitamin C418),

Auch Haemin und Bilirubin wirken inhibierend; letzteres ist wahr-
scheinlich verantwortlich fiir die Hemmwirkung von Galle®?%). Weiterhin
hemmt Germanin!®). Zu beachten ist, daB als Ldsungsmittel benutztes
Propylenglykol im spreading-Test hemmt??¢). Uber spreading-Hem-
mung durch Ca-Gluconat und Urethan liegt eine Reihe &lterer Arbeiten
vor'43),

Von allgemeinerem Interesse sind die von Sterinen bewirkten
Hemmungen®??) im Hinblick auf eine mdgliche hormonale Steu-
erung der Permeabilitdtsvorgdnges #4). Im Viscositdtstest sind
Cholesterin, Progesteron, Oestron, Testosteron u. a. nahezu un-
terschiedslos, Cortiron etwas stirker, noch in extremen Ver-
dannungen wesentlich aktivitdtsmindernd (eigene Beobachtung,
dagegen?®),

Im Permeabilititsversuch an Harnblasen- und Synovial-
Membranen#®3. 4%4) waren Extrakte der Nebennierenrinde (NNR)
stark hemmend gegen Hyaluronidase ({brigens auch im sprea-
ding-Test, s. u.). Gleiche Wirkungen wurden erzeugt durch das
iibergeordnete adrenocorticotrope Hormon. Als eine wirksame
Komponente der NNR wurde das Cortisone (Compound E)
(vgl. 20,231) erkannt, wihrend das ebenfalls NNR-aktive Cor-
tiron hier die Hyaluronidase nicht hemmte, sondern im Gegen-
teil selbst permeabilititsaktiv war (s. 0.). Andererseits wirkte
21-Acetoxypregnenolon noch stérker als Cortisoneds),

Gemessen wurde beim in vivo-Versuch die Zeit, die ein gleichzeitig
ins Kniegelenk gespritzter Farbstolf zum Durchtritt dureh die Synovial-
membran bis zur Ausscheidung im Urin benétigt.

Nicht nur hemmend in diesem Test, sondern sogar die Rich-
tung der Permeabilitit umkehrend wirkten Sterine mit weib-
licher Hormonwirkung, wie Oestron, Equilin und Equilenin.

Dies wirft ein Licht auf Beobachtungen, nach denen sowohl
die Infektionshereitschaft wie die Ausbreitung von Farb-
stoffen in der Haut von Sexualhormonen beeinfluBt wird (Cyclus,
Schwangerschaft)sol, 303, 514—516) . Umgekehrt ist vor der Pubertit
die Infektionsbereitschaft groBer (Kinderkrankheiten !)1'8). Ebenso
ist die Farbstoffausbreitung in der Haut bei nebennierenlosen
Tieren verstdrkt4os 410) beide Male wegen Fehlens der entsprechen-
den Sterine. Tatsachlich hemmt NNR-Extrakt den Durchtritt von
intravends gegebenem Farbstoff durch die Kapillaren®: 90, 350),
Entsprechend wird im spreading-Test die Hyaluronidase durch
NNR-Extrakte gehemmt49® 412) vielleicht auch durch Cortiron +
Vitamin C5°'), Gleiches bewirkt Stimulierung der NNR durch
Morphin 5¢-327) oder Adrenalingaben®®) und anscheinend auch
durch Klimadnderungen (Temperaturerhfhung)ss.327.409)  Tem-
peraturerniedrigung (Eisbeutel!) verstirkt umgekehrt das Sprea-
ding (Erkéltungen)$ot).

DaB die hemmende Wirkung eines S cho o ks (,,Alarmreaktion*, z. B.
nach Colchicin-Gaben4#3)), nicht iiber die NNR zu gehen braucht, wurde
an NN-losen Ratten wahrscheinlich gemacht, denen man Verletzungen
beibrachtes8s). Hier trat trotz fehlender NN eine Hemmung des sprea-
ding-Testes auf. Nach Riickenmarksdurchtrennung ist die Gewebs-
permeabilitit vermindert?42), &hnlieh nach Hypophysenvorderlappen-
extrakt- und Parathormongaben374).

DasB ein groBer UberschuB Hyaluronsiure die Hyaluronidase
inaktivieren kann3®?), diirfte mit einer Substratvergiftung er-
kldrbar sein292). Sulfonamide und Penicillin hemmen nicht!s),

Antikorper

Da die Hyaluronidasen echte EiweiBverbindungen sind,
stellen sie natiirlich Antigene dar. Bei wiederholter Injektion
konnen in f(blicher Weise Antiseren. erhalten werden, die

spezifische Antikdrper gegen die benutzte Hyaluronidase ent-
halten 16, 61, 613, 115, 405, dagegen 227)_
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. stabil®® 174),

Diese sind nicht nur gegen Testes- und Bakterienhyaluronidasen,
sondern bei Testeshyaluronidasen auch je nach Tierart verschieden und
spezifisch19¢), Die Testeshyaluronidaseproduktion ist bei immunisierten
Tieren nicht verindert!?®), ebensowenig ist der Ratteneitest mit Eiern
immunisierter Tiere gestdrt8s).

Bemerkenswert ist, daB menschliches Normalserum {iblicher-
weise eine gewisse Menge AntikOrper gegen Hyaluronidase hae-
molytischer A-Streptokokken!®s 164, 848, 847y ynd von Pneumo-
kokken®3) enthilt. Es handelt sich offenbar um eine nattrliche
Immuniti4tinfolge des allgemeinenVorkommensder betr.Bakterien.

Die Antikdrper sind wie iiblich ,,thermostabil*, d. h. sie wer-
den bei halbstiindigem Erw#rmen auf 56° nicht zerstort. Beim
Menschen sinkt im ersten Lebenshalbjahr ihre Konzentration
(noch passive Immunitdt von der Mutter her); bis zum 20. Jahr
steigt sie dann auf ihren Hochstwert an, der erst im hohen Alter -
abzusinken beginnt!e2 217, 41, 442}  Diese Antikdrper wandern
bei der Elektrophorese mit der Globulin-Fraktion des Serums3®),
Sie finden sich daher auch in Trocken-y-Globulin-Priparaten!®?).

Nattirliche Antikorper gegen andere hyaluronidase-erzeugende
Bakterien kommen anscheinend nicht vor. Zumindest sind sie
nicht in meBbaren Mengen im Serum vorhanden, sei es wegen
ihrer gr6Beren Unstabilit4t oder wegen unzuldnglicher Hyaluroni-
dase-Produktion dieser Erreger.

Es wurde einmal eine ,,biologische‘* zeitweilige Sterilisierung durch
Injektion von Spermapraparaten untersucht®®4). Die dabei aufgetretene
spermatotoxische Wirkung des Cervicalsekretes hat natiirlich nichts mit
einer Hyaluronidase-Neutralisierung zu tun. Ebensowenig Beziehung
dazu hat die spermaagglutinierende Wirkung von Sperma-Antiserum®e4).

Verstdndlicherweise ist der Serumspiegel dieser spezifischen
Inhibitoren stark erhéht bei und nach Streptokokken- bzw.
Pneumokokkenerkrankungen aller Art!é4 215, 843) (7 B, Schar-
]achlo2, 103, 217)’ rheumatisches Fieberlu. 217, 218, 280, 439, 440, “2)’
Bakteriaemie®¥) und Pneumonie®#)). Es ist dies ein Zeichen einer
typischen Abwehrreaktion gegen eine bestehende oder vorauf-
gegangene Uberschwemmung mit diesen Erregern und deren
Toxinen. Besonders erhght ist der Inhibitorspiegel in der Re-
konvaleszenz!®), im {ibrigen geht er parallel dem Krankheitsver-
lauf21s, 543),

Unspezifische Inhibitoren

Neben den vorgenannten globulin-dhnlichen, thermostabilen
AntikSrpern finden sich in allen Seren (ferner Rindernieren5’®)
und menschlichem Ascites (Bauchwasser®?)) noch unspe-
zitische, thermolabile Inhibitoren2 94,186, 178,335, 443)  Fs sind
proteinihnliche Korper, die bei der Elektrophorese mit der Al-
bumin-Fraktion wandern? 3%),  Sje sind in dem Sinne unspe-
zifisch, als sie zwar gegen Hyaluronidasen beliebiger Herkunft
wirksam sind, allerdings nicht gleich stark, so da8 insofern doch
eine gewisse Spezifitdt zu bestehen scheint284,3%), Dies konnte
zwar auch auf Begleitprodukte der betreffenden Hyaluronidasen
zuriickgefiihrt werden, wie z. B. Proteasen, die Inhibitoren
mit Eiweifcharakter zerstéren kénnen?200. 201, 202, 876, §76)  Hierauf
deutet eine entsprechende Wirkung von Papain hin.

Obige Inhibitoren werden im Gegensatz zu den Antikdrpern nach
30 min bei 57° zerstdrt, ebenso bei mehrtigigem Aufbewahren des Serums
im Eisschrank. Bei —20° bleiben sie jedoch gelegentlich iiber Monate
Der Serumspiegel ist beim Menschen praktisch unab-
hangig von Alter und Geschlecht!82; 208)  vyjelleicht nur bei Mannern im
zeugungsfihigen Alter etwas erniedrigt®®). -

Die Reaktion zwischen diesen Inhibitoren und den Hyaluroni-
dasen ist Zeit-, Temperatur- und Milieu-abhingig?2).

Um Fermente (,,Antinvasine‘‘181, 198)) handelt es sich nicht®?- 99 35¢).
die Hemmuag erreicht z. B. auch bei Anwesenheit grofler Hyaluronidase-
Mengen schon nach wenigen Minuten ihren Endwert; bei niederer Tem-

peratur ist die Hemmwirkung grdfer als bei hoherer; nach einiger Zeit
tritt spontan partielle Reaktivierung ein!®®),

Diese [nhibitoren bediirfen flir eine optimale Wirkung be-
stimmter Mg-lonenkonzentrationen!® 161,178). andererseits wird
durch schwermetallbindendes Phosphat bzw, Oxalat ihre hem-
mende Wirkung verhindert bzw. sogar riickgingig gemacht!®s
202, 578),

Bei Versuchen hiermit muB man also auf Verwendung geeigneter
Puffer, z. B. Borat oder besonders Veronal, achten, darf kein Citratblut
nehmen und sollte Verdiinnungen mit Mg-haltigen Losungsmitteln an-
setzen. Von der Phosphatgegenwirkung macht man Gebrauch, wenn

man mit Streptokokken-Hyaluronidase auf spezifische und unspezifische
#sthibitoren nebeneinander priifen und nicht erhitzen will,



Um eine Konkurrenzreaktion handelt es sich bei dieser un-
spezifischen Hemmung nicht'?8), Trotz dhnlicher Eigenschaften
der Serummucoproteinen bei der Elektrophorese hemmten
diese nach Isolierung nicht. Dementsprechend war bei gewissen
Krankheiten (kindlicher Nephrose) der unspezifische Inhibitor-
spiegel im Serum erh8ht, dagegen der Mucoproteinspiegel er-
niedrigt183), Es ist naheliegenderweise auch schon eine Be-
ziehung zu ebenfalls thermolabilen Serumkomplementfraktionen
vermutet3) und auch wahrscheinlich gemacht worden!6?, 547),

Physiologische Bedeutung der Inhibitoren

Die mogliche Bedeutung definierter Hemmstoffe wurde schon
zusammen mit diesen besprochen. Das Vorkommen der Anti-
kérper im Serum stellt als Immunisierung eine spezifische Schutz-
vorrichtung des Korpers dar.

Die Bedeutung der thermolabilen Inhibitoren liegt beim Men-
schen darin, daB sie anscheinend einem ganz allgemeinen
Abwehrmechanismus des Korpers angehfren!20, 182 189, 443),
dieser richtet sich gegen Invasionen aller Art, soweit sie durch
Hyaluronidase katalysiert werden konneni® !98)  Hierher ge-
héren also nicht nur Infektionen mit hyaluronidase-produzieren-
den Erregern, sondern auch solche von Viren!?4 168) ynd manche
bosartige Gewebswucherungen (s. u.).

Allerdings beruhen die meisten Beobachtungen iiber eine unspezifi-
sche Hemmwirkung von Serum auf der chemischen oder biologisehen
Auswertung von Ansdtzen, bei denen vorher Inhibitor{(Serum) und
Hyaluronidase in vitro aufeinander eingewirkt hatten. ks wurde nun
versucht, diesen Vorgang auech in vivo ablaufen zu lassen: in geringem
Volumen wurden gleichzeitig Hyaluronidase und Serum in die Haut in-
jiziert und naeh verschiedenen Zeiten Farbstoff als Indikator nachgege-
ben: es war keinerlei Hemmung zu verzeichnen?2é). Ahnliches ist schon
seit lingerem fiir spezifische Antiseren bekannt?2é, 372),

Im Hinblick auf die Komplexitiat aller biologischen Teste,
wie ganz besonders der spreading-Versuche, scheint aber der ge-
genteilige SchluB nicht berechtigt, daB die thermolabilen Inhi-
bitoren keine Bedeutung fir dic Physiologie oder Pathologie
besdBfen. Dieser Inhibitorspiegel geht eindeutig parallel mit dem
Temperaturverlauf, mit der Blutkdrperchensenkungsgeschwin-
digkeit'®?) und den allgemeinen Erscheinungen?) zahlreicher Er-
krankungen wie akutes rheumatisches Fieber®d 182.18%) (die ne-
gativen Ergebnisse von 1) diirften auf der Verwendung von
Oxalatplasma beruhen), maligne Tumoren!s, 167, 175. 464) = peson-
ders metastasicrende Carcinome?°®), Impfungen'®), Virus- und
bakterielle Hautinfektionen!®), Poliomyelitis'™), anaphylakti-
scher Schock im Falle der gleichzeitigen Ausldsung gewisser la-
tenter Infektionen (Encephalitis!?®)).

Nachdem auch eine Parallelitit zur Uterusriickbildung nach
der Geburt (nicht zum Schwangerschaftsverlauf) und zum Men-
strualcyclus?0?), besteht, scheint diese Inhibitorvermehrung tat-
sdchlich ein Spiegel von Gewebszerstdrungen aller Art zu sein?8?),
Dementsprechend senkt Behandlung von chronischem rheuma-
tischem Fieber z. B. mit adrenocorticotropem Hormon den Inhi-
biterblutspiegel parallel der BKS und der Zahl der Eosinophi-
len®ss 178, 184),

Medizinische Bedeutung

Weit verbreitete Gewebsstérungen sind die rheumatischen
Erkrankungen?¢), die in einer krankhaften Verdnderung des Binde-
gewebes bestehen (evtl. im Gefolge von Streptokokken-Infektio-
nen, ,,rheumatischem Fieber“). Dem konnte eine erhdhte Aktivi-
tit der Gewebshyaluronidasen zu Grunde liegen®s 115, 185, 263, 268),
In den betroffenen mesenchymalen Geweben sind &hnliche Ver-
#nderungen zu beobachten wie nach Einwirkung von Hyaluroni-
dase (vgl. a. 8.45%)), Maoglicherweise spielen die Chondroitin-
schwefelsdure und ihre Proteinkomplexe eine noch gréBere Roile
wie die Hyaluronsiure®?: 59), GroBen EinfluB wird gerade hier
das Ionenmilieu haben3"®),

Andererseits war der unspezifische Inhibitorspiegel bei Rheuma-
kranken (nicht rheumatischem Fieber!) nicht erhoht!®®); auch verlief
der spreading-Test bei normalen und rheumakranken Kindern nieht
unterschiedlich?:4), Ferner ist nicht Hyaluronsiure der Grund fiir die
hier erhohte Blutkérperchensenkungsgesehwindigkeit®®4). Fiir cine Be-
teiligung histamin-artiger Substanzen an der Aetiologie des Rheumas
sprechen die oben erwiahnten Salizylatwirkungen.

Bei rheumatoider Arthritis (Gelenkrheumatismus) befin-
den sich Gelenksmembtranen und Gelenksfliissigkeit in anormalem
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Zustand#47 448); letztere ist volumenm&Big vermehrt und nied-
riger viscos. Auch dies kann als Folge anormalen Funktionierens
der Hyaluronidase betrachtet werden?3ss: 481). Moglicherweise han-
delt es sich jedoch weniger um cinen verstdrkten Abbau, als um
eine Storung bei der Produktion der Hyaluronsdure4?, 448, &),
es liegt mehr depolymerisierte S&dure als normal vor, so-
wohl insgesamt wie im Verhdltnis zur Gesamtmenge. Bei trau-
matischen (durch Verletzung entstandenen) Schdden dagegen
ist der Hyaluronsduregehalt der Synovialfliissigkeit erniedrigt3ss).

Auf die mégliche Bedeutung der NNR-Hormone beziiglich der
anormal hohen Permeabilitait der rheumatischen Gelenksmembran sei
nur kurz hingewiesen (s. 0.)493» 494}, Der auch hier giinstige Einfluf von
Salizylat beruht vielleicht auf einer geeigneten Stimulation der NNR?®8),

DaB Stérungen im Wasserhaushalt des Gewebes, z. B. ge-
wisse Oedembildungen5?® 572) im Zusammenhang mit abnormen
Reaktionen des Hyaluronidase/Hyaluronsdure-Systems stehen
diirften, wurde schon erwihnt,

Tatsichlich steht die Viscositit der hyaluronsiure-haltigen Gelenks-
fiiissigkeit in Beziehung zum AusmaB gleichzeitiger, peripherer Ode-
me444), Ferner ist bei Nephritis (Nierenentziindung), bei Pyodermitiden
(eitrige Hautentziindungen) und Zuckerkrankheit die spreading-Reak-
tion in der Haut anormal®®®), ebenso wie bei Alloxandiabetes5?),

Moglicherweise handelt es sich um Auswirkungen tibergeord-
neter Schilddriisenhormone (s. 0.). DaB wohl auch Genitaldriisen
und NNR eine Rolle spielen, geht aus der oben besprochenen Be-
einflussung des Spreadings durch Sexual- und NNR-Steroidhor-
mone hervor.

Es ist nicht unwahrscheinlich, da8 auch das Wachstum ge-
wisser Geschwiilste Beziehung zu einem gestdrten Hyaluroni-
dase/Hyaluronsdure-System hat. Hierfiir spricht einerseits die
erhéhte Hyaluronsdure-Produktion bei den oben erwidhnten Tu-
moren und Sarkomen, andererseits der vermehrte Hyaluronidase-
Gehalt zahlreicher menschlicher und tierischer Geschwiilste, so-
wie der hierbei erhohte unspezifische Inhibitorspiegel im Serum.
Ob es sich bei der Hyaluronidase-Wirkung hier um die Grundlage
bzw. eine Verstdarkung der Invasivitdt handelt (wie entsprechend
bei Bakterien) oder ob durch die Hyaluronidase die Nahrstoff-
zufuhr und indirekt dadurch das Wachstum verstirkt wird4?),
ist offen.

Die Ausbreitung einiger kiinstlich transplantierter Tumoren meso-
und aueh epithelialer Herkunft wurde jedenfalls durch Hyaluronidase
begiinstigt!1e, 186, 240, 404, 804, 503, B36)  Andere Transplantate blieben
vollig unbeeinfluBt®?, 83, 497),  Eine gelegentlich beobachtete Hemmung
B, 104, 438, 538) beruht nicht auf dem Hyaluronidase-Gehalt der benutz-
ten Testesextrakte!!!). Ob bei Pemphigus eine Hyaluronidase-Storung
vorliegt, ist fraglich30s),

Die Bedeutung!!s. 121,158y des Zustandes der Bindegewebs-
barriere fir die Anfélligkeit gegeniiber Invasionen aller Art wurde
schon besprochen wie auch die Erh6hung des unspezifischen In-
hibitorspiegels bei Infektionen. Dann sei noch einmal an die
Wichtigkeit des Ionenmilieus erinnert (Konzentration; Phosphat
und andere enthemmende lonen): es wire denkbar, daB der Kor-
per durch geeignete Anderungen auch auf diesem Wege in den
Hyaluronidase-Mechanismus eingreifen kann. Auch diesbeziig-
lich ist vielleicht die Hemmwirkung von NNR-Extrakten und
Sterinen bedeutsam. Auf die mogliche Rolle der Oestrogene zur
Verminderung der Infektionsbereitschaft wurde schon hingewie-
sen. Z. B. hemmen Oestrogene die Ausbreitung von Lungentuber-
kulose, wéhrend luteotropes Hormon und Hyaluronidase diese
beschleunigen?é. 390, 301y Daf gegen Infektionen mit Hyaluroni-
dase-Bildnern der spezifische Antikdrpergehalt des Serums von
Wichtigkeit ist, liegt in der Natur der Sache.

Hiernach kdnnte eine erhhte Infektionsbereitschaft auf einer
erhthten Gewebs-Hyaluronidase-Tatigkeit oder auf verminderter
Inhibitorproduktion beruhen. Dies selbst konnte ortliche oder
zentrale Ursachen haben. U. a. fithrt Untererndhrung zu einer
Erniedrigung des unspezifischen Seruminhibitorspiegels5),

Auch Stdrungen der Fortpflanzungsfdhigkeit kiénnen
schlieBlich mit gestérter Hyaluronidase-Produktion zusammen-
hédngen, wodurch gewisse Formen ménnlicher Sterilitdt verstdnd-
lich werden: bei Oligospermie, wo vdllig normale Spermatozoen,
jedoch in geringerer als normaler Anzahl, vorhanden sind, reicht
die von diesen gelieferte Hyaluronidase eben nicht mehr aus, um
die Corona radiata aufzulockern und so einem Spermatozoon das
Eindringen in die Eizelle zu ermdglichen.
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Ferner sind seltene Fille mit normalen Spermienzahlen beschrieben
worden?®3), wo, ohne besondere morphologische Anzeichen, keine Hyalu-
ronidase anwesend war. Ob die Verflissigung des Spermas beim Stehen
auf seinem Hyaluronidase-Gebalt beruht®®!), erscheint doch zweifelbaft.

Anzeichen dafiir, daf sterile Frauen etwa einen hoheren Inhi-
bitorspiegel im Blut h&tten, sind bisher nicht gefunden wor-
den!s1s 275, 284),

Auch scheint ein Durchtritt von Serum und damit von Inhibitoren
in die Uterusfliissigkeit iiblicherweise nicht zu erfolgen. Nach experimen-
teller Immunisierung von Ratten war nur selten in der Uterusfliissigkeit
eine Hyaluronidase-Hemmwirkung festzustellen?83).

Eine Theorie fiir die Tatsache iberschiissiger Knaben-
geburten nach Kriegen und in Notzeiten wurde in diesem Zu-
sammenhang gegeben??8),

Die Unterernihrung fithrt zu verminderter Hyaluronidase-Produk-
tion®4?), Die Freilegung des Eies erfolgt daher nur unvollstindig. Die
kleineren ménnlichen Androspermien haben dadurch vielleicht eine gro-
Bere Wahrscheinlichkeit durch die noch viscosen Schichten durchzu-
dringen als die groBeren, schwerer bewcglichen Gynospermien.

Klinische Anwendung

Fiir die klinische Auswertung®® 3%) der vorstehend beschrie-
benen chemischen und biologischen Eigenschaften und Zusam-
menhédnge des Hyaluronidase/Hyaluronsdure-Systems ergeben
sich nun folgende zundchst theoretische Moglichkeiten:

1) Fille einer mangelnden oder zu geringen Hyaluroni-
dase-Aktivitdt infolge Fehlens der Hyaluronidase oder zu
starker Hemmung. Hier-wird man durch kiinstliche Hyaluroni-
dase-Zufuhr echte Substitutionstherapie treiben konnen.

2) Fille zu groBer Hyaluronidase-Aktivitdt bzw. zu
geringer oder fehlender Inhibitorwirkungen. Hier kann evtl
durch kiinstliche Hemmkérperzufuhr Abhilfe geschaffen werden.

Sowchl bei 1) wie bei 2) wie auch bei Stdrungen, die mdgli-
cherweise auf fehlerhafter Synthese der Hyalurons#ure bzw. Chon-
droitinschwefelsdure beruhen, ist an eine kiinstliche Regulierung
durch Gaben tibergeordneter Hormone zu denken®°!). Eventuell
konnte auch eine Umstimmung des Salzhaushaltes wirksam wer-
den.

3) Hyaluronidase-Prdparate koénnen weiterhin dienen als
Hilfsmittel

a) zu diagnostischen und prognostischen Zwecken,

b) zu Zwecken erleiebterter und beschleunigter Punktion von Kérper-
fliissigkeiten
und alg Wichtigstes

¢) als bedeutsames Hilfsmittel fiir die parenterale, nicht intravenose
Infusion von Fliissigkeiten und Zufuhr von Medikamenten486,533)

Als Beispiel zu 1) sind gewisse Formen mannlicher Sterilitat
zu nennen, die in mangelndem oder véllig fehlendem Hyaluroni-
dase-Gehalt des Spermas begriindet sind (z. B. Oligospermie).

Wie an Karinchen gezeigt werden konnte, kann die zur Aufrecht-
erhaltung der Befruchtungswahrscheinlichkeit nétige Spermienzahl
herabgesetzt werden dureh Beigabe von Hyaluronidaset??).

Solange iiberhaupt lebende Spermien vorhanden sind (also
natiirlich nicht bei Azoospermie), erhdhen Hyaluronidase-Gaben
die Konzeptionswahrscheinlichkeit (beim Menschen 273: 274, 275, 481,
dagegen1d, 199, 537):  hei kiinstlicher Besamung von Tieren 272 483,
dasegenes)).

Forner konnen mucinése Hautinfiltrate!®?) und XKnotehen beim
Praetibialddem?®?®) mit Hyaluronidase beseitigt, beim Glaucom der
Augendruck erniedrigt werden2??, aber 435)  SchlieBlich konnte intra-
peritoneale Verabreichung von Hyaluronidase bei Versuchstieren Schutz
gegen Infektion mit Streptokokken bieten, deren Virulenz auf ihrer
hyaluronsiure-haltigen Kapsel beruhte3®).

'Zu 2) Hierher gehoren vielleicht gewisse rheumatische
Erkrankungen, bei denen durch Hormongaben der Zustand
der Mucopolysaccharidsdiuren des Bindegewebes geeignet ver-
dndert wiirde. Mdoglicherweise hat eine neuerdings angegebene
Verwendung von Glucuronsdureanhydrid als Antirheuma-
ticum eine dhnliche Bedeutung?®?).

Ferner kann vielleicht eine zu groBe Infektionsbereitschaft
herabgesetzt werden durch Gaben entsprechender Hormone, die
die spreading-Wirkung hemmen. (Bekannt ist, daB die Wider-
standskraft gegen Infektionen bei NN-losen Tieren herabgesetzt
ist).

Hyaluronidage-Inhibitoren kiénnen moglicherweise als Antikon-
zeptiva Verwendung finden4®?), ferner gegen Infektionen durch den
Rachenraum#°!),
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Zu 3a) Die Priufung des Zustandes von Gewebe und
Membranen mittels Hyaluronidase-Einwirkung (spreading-Test,
Permeabilitdtstest) kann klinisch interessierende Aufschliisse
bringen. Ein Gleiches trifft zu auf die Bestimmung des spezifi-
schen (serologische Diagnose von Infektionen2!¢)) wie auf die des
unspezifischen Inhibitorspiegels (allgemein bei Erkrankungen
aller Art?82)).

Die Bestimmung der Anwesenheit von Hyaluronidase ist zur Friih-
diagnose von Wundinfektionen vorgeschlagen worden334: 342, 343) vgl.
2. 307} und %°8). Forensisch kann der Hyaluronidase-Gehalt zum Nach-
weis von Spermafiecken benutzt werden250. 483, 456, 457, 458) Daf die
Zeugungsfihigkeit mit einem Test auf Hyaluronidase-Gehalt des Serums
gepriift werden kann, wurde schon erwihnt.

Zu 3b) Hyaluronidase-Zusdtze kénnen die Punktion von
Peritoneum (Bauchfell), Pleura (Brustfell) und Gelenken wesent-
lich erleichtern3®s: 3%¢). Ferner haben Hyaluronidase-Injektionen
bei Hydrocephalus durch Erleichterung der Fliissigkeitsabsorp-
tion eine weitere Erhdhung des Kopfumfanges verhindern
konnen224). Ahnlich konnen auf diese Art und Weise Haema-
tomes®) und moglicherweise auch Adhédsionen nach Traumen
(gewaltsame Verletzungen) beseitigt werdens®s: 541),

Zu 3c) Die derzeit wichtigste Indikation der Hyaluronidase
ist, intradermale oder intramuskuldre Injektionen oder subcutane
Infusionen zu erleichtern und wesentlich zu beschleuni-
gen'ss).

Héufig ist parenterale Flissigkeits- oder Medikamentenzu-
fuhr erforderlich, aber der Weg ftiber die iibliche intravendse In-
jektion nicht gangbar: bei groBflichigen Verbrennungen, bei
schlecht ausgebildeten (Kinder!) oder kollabierten Venen muB
subcutan infundiert werden (,,Hypodermoclysis‘)224).

Hyaluronidase-Zusdtze vermindern im allgemeinen die sub-
jektiven Beschwerden, beschleunigen aber vor allem die Absorp-
tion ins Gewebe und die Resopption in den Kreislauf um ein
Mehrfaches#! 53), was lebensrettend wirken kann.

Zur Infusion?®? 251) kénnen gebracht werden?ée. 533a) Sa[z-158),
Glucoseldsungen?'?), Blutplasma2?4), glige Losungen??), Medika-
mentedds: 485, 554) ynd Rontgenkontrastmittelss: 46, 159, 201, 407, 503)
(diese evtl. zur Urographiel).

Ublicherweise wird die Gesamthyaluronidase-Menge mit den ersten
cm?® der zu infundierenden Losung injiziert. Das Hauptgebiet der An-
wendung ist die Kinderheilkundes® 48, 188 633y 5 B, hei Siuglingen mit
Austrocknungserscheirungen infolge Pigrtner- oder Darmverschlufl, bei
Frithgeburten u, a. m. :

Die Resorption in den Blutkreislauf ist, trotz ungestérter Absorption
in das Gewebe, nur bei einem Plasmaproteinmindestblutspiegel von ca.
5-69% gewihrleistetf33. 534) Allgemein wird im Vergleich zur intrave-
nosen Applikation von Medikamenten der Maximalblutspiegel erst spiter
erreicht, bleibt dann jedoch protrahiert hoher!?). Da Testeshyaluroni-
dase auch den Hyaluronschwefelsdureester der Cornea angreift, so ist
beim Bespiilen hiermit also auch eine Zufuhr von Medikamenten dorthin
ermdoglicht4®?). Die durch eine einmalige IIyaluronidaseanwendung
gedffnete Gewebsbarriere bleibt etwa "12 Stunden offen und ist erst
nach rund 48—96 Stunden wieder restituiert?22,251,534),

Bei der Anwendung der Hyaluronidase zusammen mit Lokal-
anaestheticis (vor allem in Zahn- und Augenheilkunde) tritt
rdumlich verbreiterte Wirkung ein. Die damit verbundene zeit-
liche Abkiirzung kann durch Adrenalin-Zugaben kompensiert
werdens, 262, 265, 286, 298)_

Bei Instillation z. B. von Penicillin in Kdrperhohlen mit ent-
ziindeten Schleimhduten, wie der Stirnhohles19), fithrt Hyaluroni-
dase-Beigabe wie auch bei Anwendung mit Darmklystieren3se)
ebenfalls zu einer beschleunigten Ab- und Resorption.

Wenn man nieht gerade in 6rtliche Infekte der Haut hineininjiziert,
bedeuten sie keine Kontraindikation: die Hyaluronidase iiberschreitet
die in solchen Fillen bestebende Fibrinbarriere nicht224, 486, 865). giche
dagegen?®?). Auch bei generellen Infektionen filhrt Hyaluronidase-An-
wendung im allgemeinen nicht zu einer Lokalisation von Laesionen 488:565),
auber vielleicht bei gowissen Virusarten?3%),

Wesentliche Nebenerscheinungen nach Hyaluronidase-
Anwendung sind bisher nicht bekannt geworden (s. allerdings267).
Es sind keinerlei physiologische Verdnderungen festgestellt
worden*t: 48" 251, $332, 534, 548y Mit allergischen Erscheinungen
braucht wegen des erhohten Reinheitsgrades der Priparate
jetzt praktisch nicht mehr gerechnet zu werden2'4 224, 251, 583,
831), Die pharmakologische Priifung®s 548) bedient sich tiblicher
Methoden.



Zusammenfassung

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB das Hyaluron-
sdure/Hyaluronidase-System cffenbar von sehr aligemeiner bio-
chemischer und physiologischer Bedeutung ist. Viele Erscheinun-
gen lassen sich zwar nicht ausschlieBlich hieraus deuten, jedoch
hat man, der Methode der naturwissenschaftlichen Erkenntnis
gemiB, wenn nicht den, so doch einen mdoglichen neuen
Aspekt gefunden flr deren Erkldrung.

Zugleich ergeben sich Folgerungen fir eine praktische An-
wendung in der Medizin auf verschiedenen klinischen Ge-
bieten.

SchiieBlich soll noch angemerkt werden, dal, in Parallele zu dem
hier behandelten Komplex der mesodermalen sauren Mucopolysaccharide
und ihren dazugehorigen Fermenten, vermutlich auch zu den ekto- bzw.
entodermalen Mucopolysacchariden entsprechende Fermente existieren.
Wenn auch solche im Korper selbst bisher noeh nicht entdeckt worden
sind, wurden bei Choleravibrionen und Closiridium welchit u. a. Mucinasen
gefunden, die verschiedene Driisenmucine {Speichel, Rachen-, Magen-
schleim u. a.) depolymerisieren43 47), Vielleicht liegt hier auch ein In-
vasionsmeehanismus vor, entsprechend dem der hyaluronidase-produ-
zierenden Bakterien, Erwihnt werden soll hier noch das ,,rezeptorzer-
storende Enzym* der Choleravibrionen und des Grippevirus, das auf die
ebenfalls mucopolysaccharid-haltigen Virusrezeptoren der Zelloberflichen
(z. B. von roten Blutkdrperchen} einwirkt*®).
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Nachtrag b. d. Korrektur: Inzwischen sind weitere rund 70 meist

neueste Publikationen uns bekannt bzw. zuganglich geworden, deren
Titel vom Verfasser angefordert werden kénnen. Hingewiesen soll
nur werden auf M. E. Freeman u. Mitarb., J. biol. Chemistry 186,
201-06 [1950] (Reinigung von Testhyaluronidase) und A, Obal,
Arztl. Wschr. §, 804—10 u. 831--36 [1950] (Cberblick {iber geschlechts-
unspezifische Wirkungen der Oestrogene in Beziehung zum Hyaluron-
sdure/Hyaluronidasesystem).
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