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Activity of B-Glucuronidase in Serum, liver- and kidney
tissue in Alloxan-Diabetes.

Summary. The f-Glucuronidase activities in the serum
as well as in liver and kidney tissues were estimated. The
following results were obtained. — 1. The serum f-Glu-
curonidase during diabetic metabolic decompensation was
very high, where an increase of activity of approximately
10 times the one of the control group (around 530 ¢/
100 ml p-hr.) was measured. — 2. The diabetic animals
showed their outstandingly high serum f-Glucuronidase
activities through pronounced polyurea. Relations bet-
ween serum activity and high blood sugar concentra-
tion in respect to urine sugar excretion could not be
ascertained in the results on hand. — 3. In half the dia-
betic animals, the g-Glucuronidase activities of hepatic
and renal tissues were low, whilst the activities in the
rest of the animals tested coincided with the mean values
of the econtrol group.

Lactivité de la béta-glucuronidase dans le sérum et dans
les tissus du foie et du rein dans le diabéte induit par
Ualloxane.

Résumé. Les activités de la S-Glucuronidase dans le
sérum ainsi que dans les tissus hépatiques et rénaux chez
les rats alloxanement diabétiques ont été mesurées. Les
résultats suivants ont été obtenus. — 1. La §-Glucuroni-
dase dans le sérum durant la décompensation métabolique
diabétique est grandement augmentée, alors une activité
tout au plus 10 fois supérieure & celle du groupe de con-
trole (environ 530 ¢/100 ml hre) a été enregistrée. — 2. Les

1961 wurde erstmals iiber das auffillige Verhalten
der Serum-g-Glucuronidase beim menschlichen Dia-
betes mellitus berichtet [3, 4]. Im Zustand der diabeti-
schen Stoffwechseldekompensation ist die Serum-
Aktivitit dieses Fermentes maximal bis auf das Zehn-
fache des Normalwertes erhoht, wobei keine Beziehun-
gen zwischen der Hohe der S-Glucuronidase-Aktivitét
und der zugehérigen Blutzuckerkonzentration resp.
Harnzuckerausscheidung bestehen. Diese Befunde
konnten in jiingster Zeit von Mirrer und Mitarb.
weitgehend bestétigt werden [11].

In der vorliegenden Arbeit sollte iiberpriift werden,
ob die g-Glucuronidase im Serum und zusitzlich in
Leber und Niere beim experimentellen Alloxan-Dia-
betes dhnliche Verdnderungen wie beim menschlichen
Diabetes zeigt.

Methodik

Als Versuchstiere dienten ménnliche Ratten vom
Stamm Sprague dawley mit einem durchschnittlichen Ge-
wicht um 300 g. Die Untersuchungen wurden in zwei Ver-
suchsreihen mit jeweils 4 Tieren durchgefiihrt.

animaux diabétiques montrent leur augmentation des ac-
tivités de la f-Glucuronidase dans le sérum par une polyurie
assez prononcée. Des relations entre activité du sérum
et P'importance de la concentration en sucre, compte tenu
de Vexerétion du sucre dans I'urine, ne peuvent étre re-
connues dans les résultats disponibles. — 3. Chez la moitié
des animaux diabétiques, les activités de la f-Glucuro-
nidase dans les tissus hépatiques et rénaux étaient di-
minuées, alors que les activités chez le reste des animaux
examinés coincidaient avec la moyenne des valeurs ob-
tenues chez le groupe de controle.

Zusammenfassung. Bei alloxan-diabetischen Ratten
wurden die f-Glucuronidase-Aktivitdten des Serums so-
wie des Leber- und Nierengewebes bestimmt. Hierbei er-
gaben sich folgende Befunde: — 1. Die Serum-g§-Glucu-
ronidase ist im Zustand der diabetischen Stoffwechsel-
dekompensation stark erh6ht, wobei maximal eine nahezu
zehnfach héhere Aktivitdt als bei der Kontrollgruppe
(ca. 530 y/100 ml Std) gemessen wurde. — 2. Besonders
hohe Serum-f-Glucuronidase-Aktivitéiten wiesen die dia-
betischen Tiere mit hochgradiger Polyurie auf. Beziehun-
gen zwischen der Serum-Aktivitdt und der Hohe der Blut-
zuckerkonzentration resp. Harnzuckerausscheidung lie-
Ben sich aus den vorliegenden Ergebnissen nicht erken-
nen. — 3. Bei der Hélfte der diabetischen Tiere waren
die g-Glucuronidase-Aktivitdten des Leber- und Nieren-
gewebes erniedrigt, wihrend die Aktivitédten bei den iibri-
gen Versuchstieren den Durchschnittswerten der Kontroll-
gruppe entsprachen.

Zur Erzeugung der diabetischen Stoffwechsellage
wurde den Tieren einmalig 200 mg Alloxan/kg Kérper-
gewicht subcutan injiziert. Alloxan (Fa. Merck) war in
Phosphat-Citrat-Puffer mit einem pH von 4.0 in einer
Konzentration von 40 mg/ml gelsst [9].

Entsprechend der Angaben von MANCHESTER und YOUNG
[10] standen die Versuchstiere 24 Std vor der Alloxan-
Injektion bei Flussigkeitszufuhr unter Nahrungskarenz.
Zur Vermeidung toxischer Nebenerscheinungen erhielten
die Tiere vom 2.—7. Tag nach Alloxanzufuhr tidglich
4 I.E. Depot-Insulin (Novo-Lente) subcutan, vom 8.~ 10.
Tag 2 I.E./Tag und am 11. und 12. Tag je 1 I.E.
Vorbeugend gegen Hypogyleimien erhielten die Tiere vom
2.—10. Tag nach Alloxanzufuhr 19%ige Glucoselésung als
Trinkflissigkeit. Vom 13. Tag nach Versuchsbeginn ab
wurde kein Insulin mehr gegeben, wihrend Standardfut-
ter (nach Prof. BArNER, Fa. Latz, Euskirchen) und Was-
ser weiterhin in beliebiger Menge angeboten wurde.

Am 17. Tag nach der Alloxaninjektion, zu welchem Zeit-
punkt eine manifeste diabetische Stoffwechseldekompen-
sation bestand, erfolgten die Bestimmungen der 8-Glu-
curonidase-Aktivititen von Serum, Leber- und Nieren-
gewebe, sowie des Blutzuckers und der Harnzuckeraus-
scheidung. Die Tiere wurden durch Nackenschlag getotet
und aus den Carotiden entblutet.

Die Bestimmung der g-Glucuronidase-Aktivitdt er-
folgte nach einer frither beschriebenen Methode, wobei
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die Menge des vom Substrat Phenolphthalein-Glucuronid
fermentativ abgespaltenen Phenolphthaleins colorime-
trisch gemessen wird [2]. Fir die Bestimmung der Serum-
Aktivitdt setzten sich die Ansédtze aus 0.7 ml Acetatpuffer
(pH 5.0), 0.2 ml Serum und 0.1 ml Phenolphthalein-Glu-
curonid (0.01 m, wissrig geldst) zusammen. Fir die Be-
stimmung der Organ-§-Glucuronidase, wurde Leber- und
Nierengewebe mit physiologischer Kochsalzlésung im Ver-
héltnis 1:60 homogenisiert und das Homogenat 10 min
bei 2500 rpm. (~ 800 g) zentrifugiert. Die Fermentaktivi-
tdt wurde in dem Uberstand bestimmnt, wobei sich die An-
sétze aus 0.8 ml Acetatpuffer (pH 5.0), 0.1 ml Homogenat
und 0.1 ml Substrat zusammensetzten. Fiir die Bestim-
mung der Leerwerte enthielten die Ansétze anstelle des
Substrates die aliquote Menge Acetatpuffer. Die Ablesung
der Extinktionen erfolgte mit Filter 546 my im Eppen-
dorf-Photometer. Die Aktivitdten sind in ,,y- freigesetztes
Phenolphthalein/100 ml Serum.Std** resp. in ,,y freigesetz-
tes Phenolphthalein/g Gewebe.Std* angegeben.

Die Blutzuckerbestimmung erfolgte nach der Methode von
HAGEDORN-JENSEN [7, 8].

Ergebnisse

Die fiir die Versuchstiere gleichen Alters und Ge-
wichtes giiltigen Normalwerte betrugen fiir die Blut-
zuckerkonzentration 108 (103—115) mg?,, die 24-Std
Harnmenge 13 (12—15) ml, fiir die g-Glueuronidase-
Alktivitdten des Serums 537 (462—583) /100 ml-Std,
des Lebergewebes 46000 (25500—54000) y/g Gewe-
be-Std und des Nierengewebes 13900 (10400 —18400)
ylg Gewebe-Std.

In Tabelle 1 sind die Befunde von sechs alloxan-
diabetischen Tieren zusammengefaBt, wobei das Aus-
maBl der bestehenden Stoffwechseldekompensation
unterschiedlich stark war. Dieses zeigte sich in einer
Gewichtsabnahme von —11 bis max. —329%, des Aus-
gangswertes, einer Glucosurie von 0.3 bis max. 6.3 g%,
und einer Hyperglycidmie bei 5 Tieren zwischen 185 bis
278 mg9,. Die 24-Std-Harnmenge war bei vier Tieren
mit 39 bis max. 73 ml erhéht, wihrend bei zwei Tieren
die Harnproduktion mit 7 und 12 ml im Normalbereich
lag.

Die Glucuronidase-Aktivitdt des Serums war mit
einer Ausnahme (Nr. 6) auf Werte zwischen 985 bis
max. 4920 9/100 ml-Std erhoht. Demgegeniiber war
das Verhalten der g-Glucuronidase-Aktivititen des
Leber- und Nierengewebes bei den diabetischen Tieren
unterschiedlich. Bei drei Tieren (Nr. 2—4) lagen die
Aktivititen unterhalb des Normalwertes. Die g-
Glucuronidase-Aktivitét des ILebergewebes betrug
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hierbei 11800 und 25000 y/g Gewebe-Std und die des
Nierengewebes 5220, 8500 und 8550 y/g Gewebe- Std.
Bei den iibrigen Tieren (Nr. 1, 5, 6) entsprachen die
Aktivitédten der Leber-8-Glucuronidase denen der Kon-
trollgruppe, wéhrend die Aktivitit der Nieren-f-
Glucuronidase in diesen Féllen etwas oberhalb der
Normwerte (33200, 20000 und 19100 /g Gewebe-Std)
lagen.

Besprechung

Nach den vorliegenden Befunden ist die Aktivitdt
der Serum-g-Glucuronidase beim experimentellen Allo-
xan-Diabetes in ungefihr gleichem Ausmaf wie beim
menschlichen Diabetes mellitus erhéht. Maximal
wurden bis auf das Zehnfache des Normalwertes ge-
steigerte Aktivitdten gemessen. Beziehungen zwischen
der Hé6he der Serum-f-Glucuronidase-Aktivitdt und
der Hohe der zugehorigen Blutzuckerkonzentration
oder Harnzuckerausscheidung lassen sich aus den Er-
gebnissen nicht ableiten. Demgegeniiber ist hervor-
zuheben, daf die Versuchstiere mit den Symptomen
einer schweren diabetischen Stoffwechseldekompen-
sation und insbesondere einer hochgradigen Polyurie
die hochsten Serum-g-Glucuronidase-Aktivitdten zeig-
ten, wihrend die Fermentaktivitdt bei zwei diabeti-
schen Tieren ohne gesteigerte Harnproduktion (Nr. 5,
6) einmal im Normbereich und im anderen Fall nur auf
das Doppelte der Norm erhdht war.

Die p-Glucuronidase-Aktivitdten der Leber und
Nieren wiesen eine relativ grofe Schwankungsbreite
auf, wobei die. Werte fiir das Lebergewebe (12000—
56000 y/g Gewebe - Std) etwa doppelt bis vierfach hoher
als die des zugehorigen Nierengewebes (5500—
33000 y/g Gewebe-Std) lagen. Beim Alloxan-Diabetes
waren die Aktivitdten der Organ-g-Glucuronidasen in
der Hilfte der Fille niedriger als die der Kontroll-
gruppe. Hierzu ist insbesondere der Befund bei Tier
Nr. 4 mit einer Fermentaktivitit der Leber von nur
11800 y/g Gewebe-Std und einer Aktivitdt des Nieren-
gewebes von 5220 y/g Gewebe- Std hervorzuheben. Bei
den iibrigen diabetischen Tieren war die Organ-S-
Glucuronidase im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
erh6ht.

Aufgrund dieses Verhaltens erhebt sich die Frage,
ob die erhohten Serum-g-Glucuronidase-Aktivitéiten
durch eine pathologisch gesteigerte Zellpermeabilitdt
(z.B. von Leber, Niere und Pancreas) zu erklédren sind,

Tabelle 1. Verhalten von Blutzucker, Harnzucker, 24-Std-Harnmenge und B-Glucuronidase-Alktivitds von Serum, Leber
und Nieren beim Alloxan-Diabetes der Ratte

‘Tiergewicht Gewichte- Blut- Harn- Aceton  Harn- B-Glucuronidase-Aktivitéit

Protok. Nr., Nr. Vers. Vers. verlust zucker zucker i. Harn menge Serum Leber Niere

: Beg. Ende (in %) (mg %) € %) (ml/ (y/100 (v/g Ge- (v/g Ge-
24 Std) ml-Std) -webe-Std) webe- Std)

IV/24/6/64 1 250 170 —32 278 6.3 [4] 73 3480 50000 33200
11/12/5/64 2 300 230 —24 255 3.0 %} 65 4080 25000 8500
1/12/5/64 3 260 210 —19 206 2.2 %] 56 2270 25000 8550
TIT/12/5/64 4 220 180 —18 186 2.4 %) 39 4920 11800 5220
11/24/6/64 5 370 330 —11 117 0.3 %) 12 985 40500 20000
I/24/6/64 6 300 250 —17 185 0.8 %) 7 480 45000 19100



Vol. 2, No. 3, 1966 R.E. DoaRMANN und M. K68LER: Die -Glucuronidase-Aktivitit im Serum 197

wodurch eine Verschiebung der Enzymkonzentration
vom intracelluldren in den extracelluliren Raum er-
folgen wiirde. Unter dieser Vorstellung wire jedoch zu
fordern, daB3 beim Diabetes mellitus auch die Aktivi-
tiaten anderer Fermente im Blut erhoht sind. Da jedoch
bei dieser Erkrankung keine gesteigerten Serum-
Fermentkonzentrationen — insbesondere der sog.
leberspezifischen Fermente — nachzuweisen sind [1,
12], liegen den beschriebenen Verfinderungen der -
Glucuronidase im Zustand einer diabetischen Stoff-
wechseldekompensation wahrscheinlich komplexere
Storungen, z.B. Anderungen im Rahmen des Glucu-
ronidstoffwechsels [5, 6, 13] zugrunde.
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