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Ebenso wie andere Untersucher [28Ö30] haben wir
[18Ö20] bei arteriosklerotischen GefÑÜerkrankungen eine
signifikante ErhÄhung der Plasmaphosphatidfraktion Colamin-
Kephalin beobachtet. Da bislang keine Angaben Çber die
SpezifitÑt dieses Befundes vorliegen, sind hierzu systemati-
sche Untersuchungen aufgenommen worden. Im Rahmen
dieser Arbeiten wurde unter anderem das Verhalten der
Plasmaphosphatide nach Applikation oraler Ovulationshem-
mer nÑher untersucht, da oestrogen- und gestagenhaltige Anti-
konzeptiva KonzentrationsÑnderungen verschiedener Plasma-
lipide und Lipoproteide bewirken sollen [2, 5, 6, 14, 21, 45, 46].

Probanden und Methodik

Die Bestimmung der Plasmaphosphatide erfolgte bei
25 stoffwechsel- und kreislaufgesunden Frauen um den
20. Cyclustag, die Çber mindestens 3 Cyclen ein orales Anti-
konzeptivum (Eugynon) eingenommen hatten, sowie bei
25 gesunden, regelrecht menstruierenden Frauen um den
20. Cyclustag und an 25 gesunden jungen MÑnnern. Es wurde
in allen FÑllen der Gesamtphosphatidgehalt sowie die Lyso-
lecithin-, Sphingomyelin-, Lecithin- und Colamin-Kephalin-
Konzentration im Plasma dÇnnschichtchromatographisch be-
stimmt. Hinsichtlich der methodischen Einzelheiten wird auf
frÇhere Darstellungen verwiesen [18, 20]. Die einander ent-
sprechenden Mittelwerte sind anhand des t-Tests verglichen
worden.

Ergebnisse

1. Alter

Das Durchschnittsalter der weiblichen und mÑnnlichen
Kontrollpersonen betrÑgt 24 und 26 Jahre, das der Frauen,
die ein orales Antikonzeptivum eingenommen hatten, 25 Jahre.

2. Plasmaphosphatide

a) Ausbeute. Die dÇnnschichtchromatographische Auf-
trennung der Plasmaphosphatide ergibt das bekannte Ver-
teilungsmuster [18Ö20]. Die Differenz der durch direkte
Bestimmung aus den Gesamtlipidextrakten und der durch
Addition der dÇnnschichtehromatographisch getrennten Phos-
phatidfraktionen erhaltenen Gesamtphosphormengen betrÑgt
bei den Kontrollgruppen im Mittel Ö 1,32% (Frauen) und
Ö 0,16% (MÑnner). Bei den Frauen, die ein orales Antikonzep-
tivum eingenommen hatten, ergibt sich eine mittlere Differenz
von Ö0,33%. Ein nennenswerter Substanzverlust wÑhrend
des Analysenganges ist also bei keiner der untersuchten Grup-
pen eingetreten. Im Gegensatz zu frÇheren Untersuchungen
[18Ö20] konnten jetzt gelegentlich im Startgebiet der DÇnn-
schichtplatte Phosphatidspuren erfaÜt werden. Der Phosphor-

gehalt dieser Areale macht im Mittel jedoch weniger als 0,5%
der Gesamtphosphormenge aus. N .

b) Phosphatidfraktionen. Die Einzelwerte und die statisti-
schen Beziehungen sind der Tabelle zu entnehmen. Die

mittleren Gesamtphosphatidkonzentrationen zeigen keine

Unterschiede in den drei untersuchten Kollektiven. Die

* Die -Untersuchungen wurden mit UnterstÇtzung der

Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefÇhrt.
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Tabelle. Mittelwerte und Standardabweichung (8) in mg/100 ml
fÇr Gesamtphosphatide (GP), Lysolecithin (LL), Sphingo-
myelin (Sph), Lecithin (Le) und Colamin-Kephalin (CK) bei
MÑnnern (M), Frauen ohne Antikonzeptivum (F) und Frauen

mit einem oralen Ovulationshemmer (0)
Die mit einem * gezeichneten Werte sind auf dem 0,5%

Niveau, die mit ** versehenen Daten auf dem0,1% Niveau signi-
fikant verschieden (* = 0,005> 2 P> 0,001; ** = 2 P< 0,001)

GP LL Sph Le CK

M 129,98 9,55 26,54 89,14 * 4,75
s= 21,59 s=145 s=5,0%2 s=18,13 sÖ 1,14

F 137,32 10,22 27,94 94,89 * 4,27 **
s=15,72 s=184 s=3,07 s= 13,98 s = 1,37

o 144,13 10,26 29,40 97,37 7,10**
s= 22,01 s= 252 s=5,55 s= 16,837 s = 3,39

Mittelwerte fÇr Lysolecithin, Sphingomyelin und Lecithin
verhalten sich bei Frauen mit und ohne Ovulationshemmer
gleich. AuffÑllig aber ist eine signifikante Steigerung der
mittleren Colamin-Kephalin-Konzentration bei Frauen mit
einem Antikonzeptivum gegenÇber den nicht behandelten
Probandinnen. Die mittleren Lecithinwerte von MÑnnern und
Frauen weisen eine formal signifikante Differenz auf, nicht
dagegen die zugehÄrigen Mittelwerte der Çbrigen Phosphatid-
fraktionen.

Besprechung der Befunde

Seit EinfÇhrung der hormonellen Antikonzeption hat sich
gezeigt, daÜ unter einer solchen Medikation die verschiedensten
klinisch-chemischen Parameter verÑndert werden. Wilbert
u. Mitarb. [44] haben hierÇber zusammenfassend berichtet
(s. auch [4, 7, 22Ö24, 31, 32, 41, 47]). Wenn es auch unwahr-
scheinlich ist, daÜ allen bisher erkannten Verschiebungen ein
pathogenetischer Stellenwert zukommt, sollten die vorliegen-
den Beobachtungen doch dazu fÇhren, Untersuchungen Çber
Pathogenese und Folgen solcher áNebenwirkungenà aufzu-
nehmen. Hier sollen nur die durch orale Antikonzeptiva aus-
gelÄsten VerÑnderungen im Fettstoffwechsel interessieren, die
nach den bisherigen Mitteilungen sÑmtliche Fettfraktionen
betreffen.

Nach Applikation eines oestrogen- und gestagenhaltigen
Antikonzeptivums ist von der Mehrzahl der Untersucher [6, 14,
45, 46] eine ErhÄhung der Triglyceridwerte im Blut gefunden
worden, wÑhrend Kaffarnik u. Mitarb. [21] keine ânderung
des Triglyceridspiegels nachweisen konnten. Nach parenteraler
Applikation eines synthetischen Depot-Gestagens kam es da-
gegen zu einer signifikanten Senkung des Triglyceridspie-
gels [11]. Hiernach sind also differente Wirkungen von Oestro-
genen und Gestagenen auf den Lipidstoffwechsel anzunehmen.
Dies gilt insbesondere fÇr die verschiedenen Antikonzep-
tiva mit ihrem unterschiedlichen Gehalt an beiden Hormon-
fraktionen. Neben der ErhÄhung des Triglyceridspiegels ist ein
Anstieg des Serumcholesterinspiegels beobachtet worden [2,
45, 46]. Andere Untersucher sahen dagegen keine Verschiebung
der Cholesterinkonzentration, fanden aber bei Verlaufsbeob-
achtungen einen passageren Anstieg der freien FettsÑuren [21].
DarÇber hinaus ist, entsprechend der Triglycerid- und Chole-
sterinwerterhÄhung, eine Zunahme der LDL-Fraktion auf-
gefallen [2, 45, 46] und eine Vermehrung der Gesamtphospha-
tide [2, 21]. Brody u. Mitarb. [5, 6] fanden bei fraktionierter
Aufarbeitung der Plasmaphosphatide dann einen Anstieg der
Leeithin- und Colamin-Kephalinfraktion sowie einen Abfall
der Lysolecithin- und Sphingomyelin-Konzentration. Die
eigenen Untersuchungen zeigen zwar auch eine geringe, jedoch
keine signifikante ErhÄhung des Gesamtphosphatidgehaltes
nach hormoneller Antikonzeption. Auffallend aber ist bei der
fraktionierten Aufarbeitung der Plasmaphosphatide eine signi-
fikante Steigerung der Colamin-Kephalin-Fraktion, wÑhrend
die Fraktionen Lysolecithin, Lecithin und Sphingomyelin im
Mittel durch das von uns verwendete Antikonzeptivum nicht
beeinfluÜt werden. Es liegt hier also ein prinzipiell gleich-
artiges Phosphatidmuster vor wie bei Patienten mit einer
manifesten Arteriosklerose [18Ö20]. Ein Vergleich mit den
von Brody u. Mitarb. [6] vorgelegten Befunden ist nur bedingt
mÄglich, da die von den genannten Autoren untersuchten
Patientinnen Antikonzeptiva mit anderen Oestrogen- und
Gestagenkonzentrationen benutzten als die Frauen unserer
Studie. Gleiches gilt fÇr die in der Literatur niedergelegten
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unterschiedlichen Angaben Çber das Verhalten der anderen
Fettfraktionen unter oralen Ovulationshemmern. Es erscheint
deswegen notwendig, entsprechende Untersuchungsserien fÇr
jedes der vorhandenen Antikonzeptiva aufzunehmen, da je
nach Konzentration der Oestrogen- und Gestagenkomponente
mit unterschiedlichen Auswirkungen auf den Fettstoffwechsel
zu rechnen ist.

Åber die Ursachen der hormonell bedingten Verschiekun-
gen im Fettstoffwechsel bestehen noch keine gesicherten Vor-
stellungen. Dieser Problemkreis erscheint jedoch ebenso ab-
klÑrungsbedÇrftig wie die Frage nach den mÄglichen Folgen
solcher ânderungen der Lipidkonzentrationen; dieses um so
mehr, als es sich bei der erhÄht gefundenen Phosphatidfraktion
Colamin-Kephalin um eine gerinnungsaktive Substanz han-

delt [3, 8, 9, 15, 26, 35Ö40]. In diesem Zusammenhang er-

scheint dann auch die unter hormoneller Antikonzeption ver-
schiedentlich beobachtete VerkÇrzung der Gerinnungszeit bei

allerdings gleichzeitiger Aktivierung des fibrinolytischen

Potentials [1, 13] und die derzeit noch umstrittene Frage nach

dem Kausalzusammenhang zwischen Einnahme von Ovu-

lationshemmern und ThrombosehÑufigkeit [10, 12, 13, 16, 17,

24, 25, 27, 33, 42, 43] von besonderem Interesse. Andererseits

ist die von uns gefundene Konzentrationssteigerung der Phos-

phatidfraktion Colamin-Kephalin nicht sehr erheblich. Auch

unter BerÇcksichtigung ihrer gerinnungsfÄrdernden Wirkung

kann hierdurch allein noch keine ThrombosegefÑhrdung ge-

geben sein. Diese kÄnnte jedoch dann bestehen, wenn weitere

prÑdisponierende Faktoren hinzutreten, wobei einem GefÑÜ-

wandfaktor und der ebenfalls durch Antikonzeptiva beein-

fluÜbaren PlÑttchenklebrigkeit [34] eine besondere Bedeutung

beizumessen ist.

Zusammenfassung. Bei 25 Frauen, die Çber mindestens
3Monate ein Antikonzeptivum (Eugynon) eingenommen
hatten, wurden die Plasmaphosphatide dÇnnschichtchromato-
graphisch bestimmt. Dabei zeigte sich eine signifikante Steige-
rung der gerinnungsaktiven Fraktion Colamin-Kephalin. Die-
ser Befund wird im Hinblick auf den zur Zeit noch umstrittenen
Kausalzusammenhang zwischen Einnahme von Ovulations-
hemmern und ThrombosehÑufigkeit diskutiert.

Summary. Plasma phospholipid levels were measured by
thin-layer chromatography in 25 women who had taken
contraceptives (Eugynon) for at least 3 months. There was
a significant increase of the active clotting colamin-kephalin
fraction. This finding is discussed in view of the as yet contro-
versial relation between the application of contraceptives and
the incidence of thrombosis.
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Durch die Arbeiten von Buddecke, Kirk, Platt u.a. wurde
die Existenz zahlreicher Enzyme in der Aortenwand von
Mensch und Tier nachgewiesen [4Ö6, 8]. So konnte vor allem
durch die Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Buddecke
[5, 6] der Nachweis der am Abbau von Mucopolysaccharid-
Proteinkomplexen beteiligten Enzyme in der Aortenwand des
Rindes erbracht werden. Nur wenige Ergebnisse liegen bisher
Çber den Proteinstoffwechsel in GefÑÜwÑnden vor. Intra-
cellulÑre proteolytische Enzyme (Peptidyl-Peptid-Hydrolasen),
sog. Kathepsine, konnten bisher von Bavina und Kritsman [1]
in GefÑÜwÑnden von Kaninchen, von Kirk [4] in menschlichen
Aorten und Coronararterien und von Buddecke und Reich [3]
in derAortenwand des Rindes nachgewiesen werden. AktivitÑts-
messungen kollagenolytischer Enzyme in der Aortenwand
liegen bisher nicht vor. In den vorliegenden Untersuchungen
sollte daher versucht werden, mit Hilfe einer von Strauch
u. Mitarb. [9Ö11] entwickelten Methode den AktivitÑtsnach-
weis eines kollagenolytischen Enzyms in der Aortenwand des
Schweins zu erbringen.

Methodik

Die Aorten wurden frisch vom Schlachthof geholt, von
anhÑngendem Fettgewebe befreit und zur Ermittlung eines
optimalen Extraktionsmittels zunÑchst mit verschiedenen
LÄsungen (Agq. dest., physiol. NaCl-LÄsung, Citrat-Phosphat-
Puffer u.a.) homogenisiert. Das Homogenat wurde anschlieÜend
einer Citrat- und fraktionierten AmmoniumsulfatfÑllung unter-
worfen.

Als weiterer Reinigungsschritt folgte eine SÑulen-
chromatographie an Sephadex G 100. Als Substrat fÇr die
AktivitÑtsbestimmung der Peptidyl-Peptid-Hydrolase diente
das Hexapeptid 4-Phenylazobenzyl-oxycarbonyl-L-Prolyl-L-
Leucyl-Glyeyl-L-Prolyl-D-Arginin-OH, das Ö wie aus frÇheren
Untersuchungen hervorgeht [7| Ö durch Pepsin, Papain und
Trypsin sowie Kathepsin nicht gespalten wird. Als Eichsub-

stanz wurde das Tripeptid 4-Phenylazobenzyl-oxycarbonyl-
L-Prolyl-L-Leucin verwendet. Die Spaltung des Hexapeptids
erfolgt zwischen den beiden AminosÑuren Leuein und Glyein,

* In der Enzyme Nomenclature, Elsevier Publ. Comp.,

Amsterdam, 2nd Ed., 1965, ist der systematische Name nicht

verzeichnet.
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Abb. 1. pH-Optimum (A) fraktionierte Ammoniumsulfat-
fÑllung (B) und Lagerungsversuch (Homogenat) (C) der

Peptidyl-Peptidhydrolase der Schweineaorta
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Das entstandene Tripeptid wird nach Extraktion mit âthyl-
acetat bei 320 nm spektrophotometrisch bestimmt. Als Enzym-
aktivitÑtseinheit (IU) ist die Enzymmenge definiert, die die
Umsetzung von 1 áMol pro Minute mg Protein bei 37åC
katalysiert.

Ergebnisse

Von den eingesetzten Extraktionsmedien: Aq. dest.,
physiol. NaCl-LÄsung und Ca-Acetatpuffer, pH 7,2, wurden
nach Homogenisierung mit 0,01 mol Ca-Acetatpuffer, pH 7,2,
die hÄchsten spezifischen AktivitÑten gemessen. Das pH-Opti-
mum liegt Ö in Åbereinstimmung mit frÇheren Unter-
suchungen [7] Ö zwischen 7 und 8 (Abb. 1). Eine fraktionierte
AmmoniumsulfatfÑllung (Gew./Vol.-%) ergab die hÄchste spe-
zifische Peptidyl-Peptid-Hydrolase-AktivitÑt in der Fraktion
30Ö50% (Abb. 1). Die Anreicherung ist bei diesem Schritt
sehr gering. Ebenso bringt eine sÑulenchromatographische
Reinigung an Sephadex G 100 nur dann eine Anreicherung der
spezifischen EnzymaktivitÑt, wenn der Chromatographie-
schritt nicht lÑnger als 4Ö6 Std dauert. Das Ergebnis des
Lagerungsversuchs der Schweineaorta geht aus Abb. 1
hervor. Eine Lagerung des Homogenats bei Ö25åC lÑÜt
wÑhrend eines Zeitraums von !/, Jahr keinen signifikanten
AktivitÑtsabfall erkennen, wenn Ca-Acetatpuffer (0,01 mol,
pH 7,2) als Extraktionsmittel verwandt wird. Einfrier/Auftau-
schritte (bis zu 3x) ergeben gegenÇber Direktbestimmungen
keine hÄheren spezifischen AktivitÑten. Die Ergebnisse zeigen
die Bedeutung der Ca*+t-Ionen fÇr die Stabilisierung des
Enzyms.

Diskussion

Die Existenz von intercellulÑr gelegenen Proteoglycanen
und Skleroproteiden erfordert spezifische Enzyme, die den
Abbau der einzelnen Substrate Ö HyaluronsÑure, Chondroitin-
sulfate, Kollagen und Elastin Ö katalysieren. In zahlreichen
Arbeiten wurde der Nachweis der am Abbau von Mucopoly-
saccharid-Proteinkomplexen beteiligten Enzyme in der Aorten-

wand erbracht [3Ö6, 8]. Untersuchungen zum Kollagenstoff-
wechsel der Aortenwand beschrÑnkten sich bisher auf Konzen-

trationsbestimmungen des Skleroproteids in AbhÑngigkeit von

der Lokalisation (Aorta thoracica, Aorta abdominalis), vom

Alter und von arteriosklerotischen UmbauvorgÑngen der GefÑÜ-

wand [2]. Zur Aufrechterhaltung der GefÑÜwandstruktur ist

ein ásteady stateç erforderlich, d.h., daÜ Kollagen-Syn-
these und -Abbau im Gleichgewicht stehen. Messungen der
Inkorporationsraten von !C-Prolin und C-Glycin lassen
gewisse RÇckschlÇsse auf die Kollagen-Synthese zu. AktivitÑts-
messungen kollagenolytischer Enzyme wurden vor allem durch
die Arbeitsgruppe um Strauch und Gries [9] durchgefÇhrt. Als
Substrat fÇr die áKollagenaseç-AktivitÑtsbestimmungen
diente das Hexapeptid PZ-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg-OH. Dieses
Substrat weist die im KollagenmolekÇl enthaltene Sequenz
Ö Pro-Leu-Gly Ö auf und scheint damit geeignet, Aussagen
Çber die Spaltung bestimmter Abschnitte des KollagenmolekÇls


