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Seit den ersten Untersuchungen von Young und Weser (9) haben eine
Reihe von Autoren durch direkte Messung der Abbauraten (1, 9, 10, 11)
Sowie durch Erstellung von Bilanzen (1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) den Abbau
von parenteral applizierter Maltose in vivo tiberpriift. Dabei wurde u. a.
ein gesonderter Transport- und Abbaumechanismus fiir die Maltose erwo-
gen (7). Wahrend fir den Abbau von Maltose nach Spaltung durch eine
Maltase der Glukoseabbauweg angenommen wird, bleibt der Ort der
Maltosespaltung unbekannt.

Die Aktivitatsmessungen von Maltose in den Organhomogenaten kén-
nhen nur in beschrinktem Mafe fiir die Deutung des Abbauortes herange-
zogen werden, weil der intrazellulare Transport von Maltose noch unklar
ist, ausgenommen in der Leber (12). Auffallend war in den vorausgegange-
nen Abbauversuchen die eigentiimliche Kinetik des Maltoseabbaues, die
von der Abbaukinetik infundierter Glukose abweicht (1).

In den nachfolgenden Versuchen sollte geklirt werden, in welchem
Organ die Maltose bevorzugt gespalten wird und ob durch diese organge-
bundene Spaltung die besondere Kinetik des Maltoseabbaues erklart
werden kann.

Methoden

1. Reagenzien

Maltose(dihydrat), Perchlorsiure, Tristhydroxymethyl)-aminomethan z.A., KCl
b.a., Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat z.A., Citronensiure z.A., MgCl,, Folin-
Ciocalteu-Reagenz, Athylenglycolmonomethyliather, Athanolamin, Kieselgel G,
und Urethan DAB 6 von der Firma Merck.

Tridthanolamin, NADP, ATP, Glucose-6-phosphatdehydrogenase (EC 1.1.1.49),
Hexokinase (EC 2.7.1.1) und bovines Serumalbumin als Standard von der Firma
Boehringer, Mannheim.

(U-%C)-Maltose und (U-'*C)-Trehalose von The Radiochemical Centre, Amer-
sham, England.

Maleinsdureanhydrid von der Firma Schuchardt, Minchen. Actinomycin D,
krist. rein von der Firma Serva, Heidelberg. Cycloheximid von der Firma Sigma
Chemicals, St. Louis, USA.
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2. Versuchstiere und Organhomogenate
Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Wistar-Ratten, die vor dem Versuch 20
Stunden lang gehungert hatten, aus dem Zentralinstitut fiir Versuchstierzucht,
Hannover, mit einem mittleren Gewicht von 250 g verwendet.

Préiparation der Organhomogenate

Die in Athernarkose entnommenen Organe wurden mit KCI(0,154 mol/l)-Tris-
Puffer, (50 mmol/1), pH = 7,0, mit einem Potter-Elvehjem-Homogenisator bzw.
einem Ultraturrax homogenisiert. Alle Arbeiten wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

Ultrazentrifugation

10 ml eines 1:20 mit Tris-KCl-Puffer verdiinnten Organhomogenates wurden 60
Minuten bei 100 000 g in einer Beckman L5 65-Zentrifuge zentrifugiert. Danach
wurde die Maltaseaktivitdt im Uberstand und im Sediment nach der unten
beschriebenen Methode gemessen.

3. Enzymaktivititsmessung

Das Prinzip der Aktivititsmessung der Maltase beruht auf der Bestimmung der
freigesetzten Glukose mit der Hexokinase/G6PDH-Methode (13).

Inkubationsansatz

1 ml des Ansatzes enthielt: 75 umol Maltose, 50 umol Maleat-Puffer, pH = 8,0,
und mindestens 25 mg des homogenisierten Organs. Nach Ablauf der Inkubations-
zeit bei 37 °C wurde die Reaktion mit 6 %iger HC1O, gestoppt. Im enteiweiflten und
neutralisierten Ansatz wurde Glukose mit der Hexokinase-Methode (13) bestimmt.
Untersucht wurde die Abhingigkeit der Enzymaktivitdt von der Zeit, von der
Substratkonzentration und vom pH-Wert.

4. Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Lowry et al. (14) mit
bovinem Serumalbumin als Standard bestimmt.

5. Abatmungsversuche
Injektionslésungen

Die Disaccharide wurden in einer Dosierung von 10, 50, 100, 200 mg Maltose/
100 g Ratte und 200 mg Trehalose/100 g Ratte appliziert. Die Injektion erfolgte in
die linke Femoralvene. Bei den Abbaumessungen unter Proteinsynthesehemmung
wurde den Ratten 30 Minuten vor Versuchsbeginn Actinomyecin D (Dosis 10 pg/
100 g Korpergewicht) bzw. Cycloheximid (Dosis 2 mg/100 g Kdrpergewicht) intra-
peritoneal injiziert.

Abatmung von *CO,

1CO, der Ausatemluft der in einem Stoffwechselkifig sitzenden Ratten wurde
mit Hilfe einer zweistufigen Absorptionsreihe aufgefangen. Von einer Wasserstrahl-
pumpe wurde wasserdampfgesattigte Luft durch den Kifig gesogen. Hinter dem
Kafig wurde der Wasserdampf mittels Kieselgel wieder entzogen und das radioak-
tive CO, in einem Gemisch aus Athanolamin und Athylenglycolmonomethylither
(1 + 1) absorbiert. Stiindlich wurden die Gefafle mit der Absorptionsfliissigkeit
erneuert. Aliquot aus beiden Absorptionsstufen wurde nach Zugabe von Diotol im
Szintillationsspektrometer (Berthold-Frieseke) untersucht. Zusitzlich wurde auch
die Radioaktivitdt im Urin und in der Galle bestimmt.
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Operationen

Unter Narkose mit Ather bzw. mit Urethan wurden folgende Operationen durch-
gefuhrt:

'a) Nephrektomie, b) Intestinektomie (Duodenum, Jejunum, Ileum), ¢) Pankrea-
tolienektomie (Milz und ca. 60-70% des Pankreas wurden entfernt), d) Carcas
{(Entfernung von Leber, Darm, Milz, Pankreas).
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Abb. 1. Maltaseaktivitit im Nierenhomogenat von Ratten in Abhangigkeit von der
Substratkonzentration: a) Michaelis-Menten-Kurve, b) Lineweaver-Burk-plot.
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Abb. 2. pH-Optimum der Maltaseaktivitit im Nierenhomogenat.

Ergebnisse

Die Aktivitdtsmessung der Maltase im Nierenhomogenat zeigte, daf3
eine Substratsittigung des Enzyms bei etwa 70-90 mMol Maltose/l
erreicht wurde (Abb. 1a). Die Darstellung nach Lineweaver-Burk ergab
eine Michaelis-Menten-Konstante von 15,6 x 10 Mol/l (Abb. 1b). In den
folgenden Aktivititsmessungen wurde stets eine Substratkonzentration
von 75 mMol/ eingesetzt.

Die pH-Abhingigkeit der Maltaseaktivitat in der Niere ergab ein Opti-
mum bei pH 6 (Abb. 2). Bemerkenswert war, daf3 der Aktivitiatsabfall nach
der alkalischen Seite hin steiler war als nach der sauren Seite.

Setzt man die gesamte Maltaseaktivitdt in den Organen Niere, Muskel,
Leber, Vollblut, Fett, Gehirn = 100% und schlisselt diese anteilig auf
diese Organe auf, so findet man die héchste Maltaseaktivitit in der Niere
(Abb. 3).

Prozentualer Anteil der Maltase -

aktivitdten in den sechs Organen

100+
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Abb. 3. Relative Maltaseaktivitit in verschiedenen Organen der Ratte. Die Gesamt-
aktivitit der sechs untersuchten Organe wurde gleich 100 gesetzt.
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Maltaseaktivitdt in der Niere

U/g Organ
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Abb. 4. Subzellulare Verteilung der Maltaseaktivitit in der Niere. Die Membran-
fraktion enthilt den grofiten Teil der Maltaseaktivitat.

Obgleich die Aktivitat der Maltase in der Muskulatur niedrig ist, resul-
tiert aufgrund des Muskelgewichts eine Gesamtaktivitit von 10%, was
ungefihr der Hilfte der Gesamtaktivitit der Maltase in der Leber
(Gesamtaktivitat in der Leber = 24%) entspricht. Bemerkenswert hoch
war auch der Anteil der Maltaseaktivitat im Vollblut (10%). Die Aktivitat
der Maltase im Fettgewebe und im Gehirn spielt hingegen eine unterge-
ordnete Rolle (Abb. 3).

Die Maltaseaktivitit in der Niere 1483t sich durch hochtourige Zentrifu-
gation in der Ultrazentrifuge (100 000 g, 60 min) sedimentieren. Offensicht-
lich ist die Maltaseaktivitat strukturgebunden (Abb. 4).

Abbau von Maltose nach verschiedenen Dosen
" iber 2 Stunden (o---0) bzw. 3 Stunden (s—e)
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Abb, 5. Maltoseabbau, errechnet iiber die abgeatmete Menge *CQ,, in vivo in
Abhingigkeit von der applizierten Menge Maltose pro Ratte.
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Abb. 6. Maltoseabbaurate in vivo bei verschiedenen Organexstirpationen, errechnet
iiber die abgeatmete “CO,-Menge. Normaltiere gleich 100% gesetzt. Dosis: 10 mg
Maltose pro 100 g Ratte.

Erganzend zu den Enzymaktivititsmessungen wurden Untersuchun-
gen am Ganztier durchgefithrt. Die Abatmung von *CQ, nach Injektion
von Maltose-U-1C steigt dosisabhangig an. Selbst bei einer Dosis von
200 mg Maltose/100 g Ratte ist eine S#ttigung des abbauenden Systems
nicht zu erreichen (Abb. 5), was der im Nierenhomogenat gefundenen Ky,
entspricht. Bezieht man den Abbau auf den Zeitraum von 2 Stunden, dann
wird mit 200 mg Maltose/100 g Ratte kein echtes Maximum erreicht. Die
Affinitit der Maltase zum Substrat ist also auch in vivo gering.

Parallel zu den Aktivitdtsmessungen war zu priifen, ob durch Exstirpa-
tion einzelner Organe eine Reduktion des Maltoseabbaues erzielt werden
konnte. Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, wird durch Nephrektomie der

Tab. 1. Prozentuale Anderung des Maltoseabbaues in vivo unter verschiedenen
Versuchsbedingungen (Dosis: 10 mg/Ratte).

n 1. Stunde 2. Stunde 3. Stunde
Nephrektomie 3 —-5545 £ 0,57 —39,81+ 8,05 -17,96 + 4,72
Hepatektomie 3 —-16,22 + 5,38 -13,92+ 7,93 + 7,13 6,23
Intestinektomie 3 —39,81+36,14 — 8,98 50,75 + 6,84 +45,80
Pankreatektomie 1 -17,81 —21,46 + 1,18
Carcas 3 —-58,71+ 7,19 —-34,40+11,59 +19,49 +15,14
Ductus-choledochus-
Ligatur 1 -18,51 - 6,57 - 5,79
Gallefistel 1 —66,24 —-30,26 +25,61
Actinomycin-
Cycloheximid 3 -54 60+ 7,09 ~13,27 + 13,70 ~15,02+12,73
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x_'\bb. 7. Maltoseabbaurate in vivo bei verschiedenen Organexstirpationen, errechnet
Gber die abgeatmete *CO,-Menge. Normaltiere gleich 100% gesetzt. Dosis: 200 mg
Maltose pro 100 g Ratte.

Maltoseabbau (Dosis: 10 mg/100 g Ratte) in der ersten Stunde um 55%
reduziert. Ein dhnlicher massiver Effekt wurde nur im eviszerierten Ver-
suchstier erzielt (58,7%). In den folgenden Stunden der Untersuchung
ging die prozentuale Hemmung des Maltoseabbaues im Vergleich zu den
Kontrolltieren erheblich zuriick (Abb. 6). Bei Hepatektomie, Pankreatek-
tomie, Intestinektomie, eviszeriertem Versuchstier und bei Drianage der
Galle wurde in der 3. Stunde eine gegeniiber der Kontrolle gesteigerte
Abbaurate von Maltose erzielt. Bei einer hoheren Maltosedosis (200 mg
Maltose/100 g Ratte) ergibt sich ein anderes Abbaumuster, wobei hier
(Abb. 7) die Nephrektomie eine mit der Zeit zunehmende prozentuale

Ausscheidung von injizierter Maltose im Harn

.IO
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Abb. 8. Ausscheidung der injizierten Maltose im Harn bei Ratten unter verschiede-
nen Versuchsbedingungen. Dosis: 10 bzw. 200 mg Maltose pro 100 g Ratte. Zeit: 3
bzw. 6 Stunden.
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Reduktion bewirkt. Auch bei Hepatektomie ist die Reduktion bei der
hoheren Maltosedosis ausgepragter.

Die Ausscheidung von injizierter Maltose im Harn betragt bei norma-
len Versuchstieren innerhalb von 3 Stunden und bei einer Dosis von
200 mg Maltose/100 g Korpergewicht rd. 19% (Abb. 8).

Bei Hepatektomie, Intestinektomie und bei eviszerierten Tieren ist
eigentiimlicherweise die Ausscheidung auf 15 und 16% vermindert. Redu-
ziert man die Maltosedosis, dann fillt auch der prozentuale Anteil der im
Harn ausgeschiedenen Maltose ab. Bei 10 mg Maltose/100 g Korperge-
wicht werden bei normalen Versuchstieren und bei Hepatektomie etwa
5% der injizierten Dosis im Harn ausgeschieden.

Die Ausscheidung von injizierter Maltose in der Galle ist gering. Das
Maximum der Ausscheidung von Maltose in der Galle wird in der 3.
Stunde erreicht und betrigt weniger als 0,2% der injizierten Dosis (Abb. 9).
Danach fallt die Maltoseausscheidung mit der Galle ab. Die Ausscheidung
der Maltose in der Galle ist keine Funktion des Blutspiegels.

Die Abbaurate von Trehalose betrug ca. 10% des Maltoseabbaues.

Diskussion

Die gefundene Maltaseaktivitit in den Organen bzw. Geweben der
Ratte sind weitgehend vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Autoren
(2, 3, 7. Abweichende Maltaseaktivititen finden wir in Niere und Vollblut
(2, 3, 7, wobei diese Differenzen auf den unterschiedlichen Aufschlufl des
Gewebes sowie auf verschiedene Substratkonzentrationen zuriickgefiithrt
werden. Die organbezogene Gesamtaktivitat der Maltase zeigt die Nieren
als den Ort der hochsten Maltosespaltung. Die Maltaseaktivitat ist dort
strukturgebunden. Unsere Befunde bestatigen die Versuche von George
und Kenny (3), die im Burstensaum von proximalen Tubulusepithelien
Maltase- und auch Trehalaseaktivitit lokalisieren konnten.

Die Aktivitdtsmessung der Maltase in den Organhomogenaten ist kri-
tisch zu bewerten, weil der Verteilungsraum der Maltose darauf hinweist,

o, Ausscheidung von injizierter Maltose
durch die Galle
Dosis: 10mg /100 g Ratte
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Abb. 9. Ausscheidung von Maltose in der Galle bei einer Dosis von 10 mg Maltose
pro 100 g Ratte.
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daf Maltose nicht in die Zellen und somit nicht an den Ort der Maltaseak-
tivitit (Lysosomen?) gelangen kann. Ausgenommen von diesen Organen
ist die Leber, da in der isoliert perfundierten Leber der Ratte Maltosespal-
tung nachgewiesen wurde (15, 12). In unseren Untersuchungen konnte
zudem eine Ausscheidung von Maltose in die Galle gezeigt werden. Insge-
samt ist aber davon auszugehen, daf3 die Maltose bevorzugt extrazellular,
némlich durch die membranstindigen Maltasen der proximalen Tubulus-
epithelien, gespalten wird. Dementsprechend findet man eine deutliche
Reduktion des Maltoseabbaues in nephrektomierten Ratten. Andererseits
gibt es ein wirksames extrarenales Maltasesystem. Hier wird angenom-
men, daB die Aufspaltung der Maltose in der Leber erfolgt. Entsprechend
hoch ist auch die Reduktion des Maltoseabbaues durch Hepatektomie,
4,49% in der ersten Stunde bei einer Dosis von 200 mg Maltose/100 g Ratte.
Die Versuchsergebnisse deuten darauf hin, daB die beiden Maltasesy-
steme eine unterschiedliche Affinitit zum Substrat besitzen. Bei Abbau-
versuchen in vivo ist allerdings der veranderte Allgemeinzustand der
Versuchstiere infolge Operationsstre3 mit einer eventuellen Abbauhem-
mung der Glukose und weiterhin die jeweiligen Kreislaufverhaltnisse als
quantitativ nicht abwiagbare Storfaktoren zu bedenken.

Die Sattigung des Maltose-abbauenden Systems ist in vivo, selbst bei
einer Dosis von 200 mg Maltose/100 g Ratte, nicht zu erreichen. Der Grund
liegt in der niedrigen Affinitit der Maltase zum Substrat und der charakte-
ristischen, verzdgerten Abbaukinetik.

Bei diesen hohen Dosen wird ein Maltoseabbau in vivo von rd.
70-80 mg Maltose/kg Ratte und Stunde erreicht. Dieser Wert ist erheblich
hoher als beim Menschen, wo nur Abbauraten von 25-30 mg Maltose/kg
Kérpergewicht und Stunde gemessen wurden (1).

Der verzigerte Abbau der Maltose, die eigentumliche Sattigungskine-
tik in vivo und die iiberwiegende Maltaseaktivitit in der Niere legen
folgenden Abbauweg nahe:

Die Maltose gelangt aus dem Blut durch glomerulére Filtration in den
Primirharn und wird am Birstensaum der proximalen Tubulusepithelien
durch die dort lokalisierten Maltasen in Glukose gespalten. Die freige-
setzte Glukose wird riickresorbiert und kann nunmehr verschiedenen
Geweben als Substrat dienen. Bei der Verwendung von radioaktiver
Maltose bedingt dieser Spaltungsmodus eine charakteristische Kinetik.
Die rilckresorbierte radioaktive Glukose verteilt sich zunéchst im Gluko-
sepool, dessen spezifische Radioaktivitit kontinuierlich ansteigt. Aus die-
sem Glukosepool wird in steigendem MaBe radioaktive Glukose zum
1CO, oxidiert. Diese “CO, verteilt sich seinerseits im CO,-Pool des Orga-
nismus und wird nach entsprechender Durchmarkierung dieses Pools in
der Atemluft erscheinen. Ein weiteres Argument fiir einen derartigen
Abbauweg liefert die Abbaukinetik einer N-acetylierten Aminosaure,
némlich von N-Acetyltyrosin. Infundiert man N-Acetyltyrosin stoffwech-
selgesunden freiwilligen Probanden und mifit die Abbaurate, so erhalt
man die gleiche verzdgerte Abbaukinetik wie bei der Maltose (Abb. 10).
Von N-Acetyltyrosin ist aber bekannt, daf3 die Spaltung der Sdureamid-
bindung durch Acylasen in den proximalen Tubulusepithelien erfolgt (4).

Fallit man diese Befunde zusammen, dann erfolgt der gréfite Teil der
Maltosespaltung in der Niere. Eine Sattigung des abbauenden Systems
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Abb. 10. N-Acetyltyrosin, zeitlicher Verlauf des Blutspiegels, der Harnausschei-
dung und der Abatmungsrate nach intravenéser Injektion von 535 mg N-Acetyl-
tyrosin.

mit Maltose ist wegen der indirekten Messung des Abbaues (Maltose-
Glukose-CO,) nicht zu erreichen und aufgrund der in vitro bestimmten Ky,
nicht zu erwarten. Die Maltosespaltung in der Leber wird aufgrund der
Enzymaktivitdtsmessungen und der Abatmungsversuche als niedriger
bewertet. Die eigentiimliche Abbaukinetik ist durch die {iberwiegende
Spaltung der Maltose in der Niere zu erkliaren. In diesem Sinne ist bei
Diabetikern durch die bestehende Glukosurie und Polyurie eine erhéhte
Ausscheidung von Maltoseglukose im Harn und eine stiarkere Verdiin-
nung der markierten Glukose zu erwarten, wie es in einer friheren Arbeit
gezeigt werden konnte (1).

Zusammenfassung

An Ratten wurden Versuche zur Klarung der Frage nach dem Ort der Maltose-
spaltung durchgefiithrt. Die in Organhomogenaten gemessenen Maltaseaktivititen
waren relativ und absolut am hochsten in der Niere, gefolgt von Leber und Vollblut.
In Fettgewebe, Muskel und Gehirn findet man nur eine geringe Maltaseaktivitat.
Das pH-Optimum der Nierenmaltase liegt bei pH = 6,0, ihre Michaelis-Menten-
Konstante fiir Maltose betragt 15,6 x 103 Mol/l.

Bei Abbauversuchen in Ratten war eine Sattigung des abbauenden Systems
auch mit einer Dosis von 200 mg Maltose/100 g Ratte nicht zu erreichen. Nephrekto-
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mie reduziert den Maltoseabbau um 55% in der ersten Stunde. Die Ausscheidung
von Maltose iber die Galle ist mit 0,2% der injizierten Dosis unbedeutend.

Aufgrund der erhobenen Befunde wird folgender hauptsiichlicher Abbauweg
der Maltose vorgeschlagen: glomerulire Filtration der Maltose, Spaltung der Mal-
tose zu Glukose durch membranstindige Maltasen des Biirstensaumepithels,
Resorption der Glukose, Oxidation der Glukose zu CO,. Zusitzlich wird ein extra-
renales Maltasesystem in der Leber angenommen. Der Trehaloseabbau betriagt nur
ca. 10% des Maltoseabbaues.

Summary

The major maltase activity was found in the kidneys, followed by liver, muscle
and blood. Only low maltase activity has been found in adipose tissue, muscle, and
brain, The pH-optimum of kidney maltase was at pH = 6.0, the Michaelis-Menten
Constant was measured to be 15.6 x 107 mol/L

Even with a dose of 200 mg maltose/100 g body weight saturation of the
hydrolysing system could not be attained in living rats. In nephrectomized rats the
maltose oxidation was reduced to 55%. Only 0.2% of the applied maltose is excreted
into the bile. According to our results the following main pathway of metabolism of
maltose is suggested: glomerular filtration of maltose, hydrolysis of maltose to
glucose by maltases which are localized in the membrane of the kidney brush
borders, absorption of glucose, oxidation of glucose to CO,. In addition an extrare-
hal maltase activity is considered in the liver.

The metabolism of injected trehalose was only 10% when compared with the
metabolism of maltose.
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