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Glyoxalase I (GLO) in Human Tissues 

Summary. In 49 autopsies (23 samples of tissue per case--skin, skeletal 
muscle, cerebrum, cerebellum, tongue, tonsil, submandibular gland, thyroid 
gland, lymph node, lung, heart, stomach, small and large intestine, liver, 
spleen, suprarenal gland, kidney, prostate, testicle, uterus, uterusleiomyoma 
and bone marrow) identical GLO phenotypes with analogous blood pattern 
were found. 

Key words: GLO-phenotypes of tissues, identification - Blood groups, GLO in 
human tissues 

Zusammenfassung. Bei 49 Obduktionsf~illen entsprach der GLO-Phfinotyp aus 
je 23 Gewebsproben (Haut, Skelettmuskel, Grog- und Kleinhirn, Zunge, 
Tonsilla palatina, Glandula submandibularis, Schilddrfise, Lymphknoten, 
Lunge, Herz, Magen, Dt~nn- und Dickdarm, Leber, Milz, Nebenniere, Niere, 
Prostata, Hoden, Uterus, Uterusleiomyom und Knochenmark) vollstgndig 
dem des entsprechenden erythrozytfiren Musters. 

Sehliisselw6rter: GLO-Gewebeph~inotypen, Identifikation - Blutgruppen, 
GLO-Nachweis in Geweben 

Ftir die Identifikation und die biologische Spurenkunde ist die individuelle 
Prfigung menschlicher K6rpergewebe von groger Bedeutung. Beztiglich genetisch 
determinierter Enzympolymorphismen sind jene von gesteigertem Interesse, die 
informationsstark und relativ umweltstabil sind und bei denen der erythrozyt~ire 
Phfinotyp dem der K6rpergewebe entspricht bzw. wo dieser trotz gewebsspezi- 
fischer Fraktionen zweifelsfrei erkennbar bleibt. 

Im Vergleich zum Blut sind menschliche K6rpergewebe diesbeziiglich nur 
lt~ckenhaft untersucht. Die Praxis zeigt jedoch, z. B. bei Verkehrsunf~illen, Sexual- 
u.a. Gewaltverbrechen sowie bei Katastrophensituationen, dab eine Zuordnung 
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yon Gewebs- und  Sekretspuren sowie yon Leichenteilen zu bes t immten Personen 

oder auch Spuren unerlfil31iche Forderung  bleibt. 
Wi t  haben  unter  diesem Aspekt menschliche Gewebsglyoxalase I (GLO)  in 

der Stgrkegelelektrophorese untersucht .  

Material und Methode 

Von 49 menschlichen Leichen (28 M~inner, 21 Frauen) wurden neben Herzblut folgende 
Gewebsproben bis 100h p.m. entnommen und aufbereitet: Haut, Skelettmuskel, Grog-und 
Kleinhirn, Zunge, Tonsilla palatina, Glandula submandibularis, Schilddrfise, Lymphknoten, 
Lunge, Herz, Magen, Dfinn- und Dickdarm, Leber, Milz, Nebenniere, Niere, Prostata, Hoden, 
Uterus, Uterusleiomyom und Knochenmark. 

Gewebsaufbereitung 

Abprgparation des Hfill- und Fettgewebes, Grobzerkleinerung in 1-2ram dicke Scheiben, 
10 min spt~len unter Leitungswasser, abgetropfte Proben mit einer Schere im Becherglas weiter 
zerschneiden, bei -20°C ca. 24-48 h frosten, im gefrosteten Zustand rein zerkleinern, je 5 ml 
Organmaterial mit 1 ml Aqua bidest, verdtinnen und im Potter-Homogenisator homogeni- 
sieren, 1 rain mit Toluol schfitteln und 30 rain zentrifugieren (4000 U/rain); stfirker fetthaltige 
Proben 2 rain mit Toluol schfitteln und erneut zentrifugieren, Abheben der w/igrigen Phase, bis 
zum Verimpfen bei -20°C frosten. 

Elektrophorese 

Die methodischen Angaben von K6mpf et al. (1975) wurden folgendermagen umgesetzt: 
Kathodenpuffer: 0,2M Tris, 0,15M, Histidinmonohydrochlorid, pH 7,8. 
Anodenpuffer: 2:1 verd~innter Kathodenpuffer. 
Gelpuffer: 0,033 M Tris, 0,025M Histidinmonohydrochlorid, pH 7,8. 
12%iges Stfirkegel, Geldimensionen: 35 × 14 x 0,6 cm, als Gelbrficken 3 mm dicke Viscose- 
schwammt~icher, Verimpfung auf Filterpapierpl~ittchen 6 × 5 mm (Filtrak 6 S oder Schleicher u. 
Schiill Nr. 601) 9 cm entfernt vom Kathodenende, Kathodengef~ig dreiteilig, Anodentrog zwei- 
teilig, Feldst~irke 12V/cm, Trenndauer 18h, Temperatur 2-4°C. 

Inkubation 

Die Detektion der Enzymaktivit~it erfolgte nach Kaplan (1968) zwischen 8 und 18 cm anoden- 
wfirts der Impfreihe in 2 Schritten. 

1. Enzymreaktion: 2 Lagen Filterpapier werden getr~inkt mit 10mi 0,25M Phosphatbuffer 
(pH 6,8), der 16 mg reduziertes Glutathion und 6 Tropfen Methylglyoxal (40%ige L6sung in 
Glyzerin) enth/ilt. Einwirkung ca. 45 rain bei 37°C. 

2. Farbreaktion: Agarsandwichtechnik, 25 ml 0,1 M Tris-HC1-Puffer (pH 8,4) enthalten 10mg 
MTT und 6 mg DCIP; Orte der Enzymaktivitgt erscheinen nach ca. 30 min hellblau-grfinlich bei 
dunkelviolettem Grund. 

Irritationsversuche 

In 2 Versuchsreihen wurde der Einflug verschiedener Substrate auf erythrozyt~ire und musku- 
l~ire GLO-Aktivit~it getestet. Tabelle 1 weist die Konzentration der unter 1. bis 6. aufgefiihrten 
Verbindungen in den untersuchten Proben der 1. und 2. Versuchsreihe aus; von den unter 7. bis 
10. genannten Eiweigpr~iparaten und Aqua bidest, wurde je 1 Volumenteil zu je 9 Volumen- 
teilen Inkubationsmedium bzw. Hfimolysat oder Muskelextrakt hinzugefiigt. 
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Tabelle 1 

Testsubstanzen Konzentrationen 

1. E 600 
2. EDTA 
3. Mn C12 " 4 H20  

4. NaF 
5. MgSO4 - 7 H20 
6. Na2HAsO4 - 7 H20 
7. Inaktiv. Humanalbumin 
8. Inaktiv. Kfilberserum 
9. Inaktiv. AB-Serum 

10. Aqua bidest. 

10 2M 
2x 10-3M 

10 3M 
2x 10-3M 
2x 10-3M 
2x 10-3M 
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1. Versuchsreihe: Nach Zugabe der Testlasungen zum Inkubationsmedium der Enzymreaktion. 

2. Versuchsreihe: Nach Zugabe der Testl0sungen zu den Hfimolysaten bzw. Muskelextrakten 
Frosten der Proben bei -20°C, sechsmaliges Auftauen f~r je 6-8 h im Verlauf yon 14 Tagen, 
dann verimpfen, Inkubation in fiblicher Weise. 

Ergebnisse und Diskussionen 

Alle untersuchten Proben waren GLO-aktiv.  Bei jedem Kasus wurde von allen 
Gewebe~ der gleiche GLO-Ph/inotyp angezeigt, der ohne Ausnahme vollstfindig 
dem des Erythrozytenh~imolysats entsprach (Abb. 1). Das galt auch ffir Extrakte 
aus Uterusleiomyomen. Untersuchungen an malignen Tumoren und ihren Meta- 
stasen sowie bei Systemerkrankungen sind in Vorbereitung. 

Dagegen waren quantitative, offenbar gewebsbedingte Differenzen aufffillig; 
muskulgre Organe verschiedenster histomorphologischer Gliederung erwiesen 
sich krfiftig GLO-geprfigt (z. B. Skelettmuskel, Herz, Zunge, Uterus, Prostata), 
wfihrend z.B: Haut  und Leber das Enzym relativ schwach hervorbrachten. 
Extrakte aus Schilddriise, Nebenniere und Darm ergaben bei stfirkerer Schlep- 
penbildung oftmals keine verwertbaren Auftrennungen. 

Die 3 beobachteten Ph~inotypen der Gewebsglyoxalase wiesen gleiche alte- 
rungsbedingte Modifikationen auf wie die erythrozytfiren GLO-Muster  (St6hl- 
macher 1977). 

Bei den Untersuchungen der 1. Versuchsreihe bewirkte im Zymogramm keine 
der Testsubstanzen eine deutliche Aktivierung bzw. stfirkere Hemmung der 
EnzymaktivitM. In der 2. Versuchsreihe wiesen jene Proben, die Manganchlorid, 
inaktiviertes K/ilberserum oder Natriumhydrogenarsenat  enthielten, vergleichs- 
weise etwas hahere RestaktivitMen auf als die entsprechend mit Aqua bidest. 
verdiJnnten Prfiparationen - -  die Spots waren krfiftiger und klarer abgegrenzt. 

Dagegen gingen vom NaF,  E 600 und EDTA offenbar hemmende Einfliisse 
aus. Korrespondierend dazu teilten Mannervik et al. (1973) mit, dab Chelat- 
bildner die Glyoxalase I hemmen und zweiwertige Kationen (Mn ++, Mg ++, Ca ++) 
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1 2 3 ;:4 5 ;6 ? 8 9 1 0  ! 1 : 1 2  13:14 !5 

Abb. 1. GLO-Muster aus Gewebsextrakten von 30bduktionsffillen. 1-5: 2@ihriger Mann, Tod 
durch Erhgngen, Obduktion 98 h p.m. 1 Skelettmuskel, 2 Prostata, 3 Haut, 4 Magen, 5 Leber; 
gealterter Typ 1-1. 6-10: 42jfihrige Frau, Tod durch Kohlenmonoxidintoxikation, Obduktion 
22 h p.m. 6 H/imolysat, 7 Grol~hirn, 8 Glandula submandibularis, 9 Uterusleiomyom, 10 Uterus; 
Typ 2-1. 10-15: 61j/ihriger Mann, Tod infolge SHT, Obduktion 31h p.m. 11 Niere, 12 Lunge, 
13 Zunge, 14 Herz, 15 Hoden; Typ 2-2 

auf  sie reak t iv ie rend  wirken.  Mar t in  und  Ot t  (1976) haben  den Aktivit~itsverlust 
des Enzyms durch  Zugabe  von R inde ra lbumin  aufhal ten  k6nnen.  

Mi t  der  M6gl ichkei t ,  die GLO-Akt iv i t f i t  fiber l~ingere Zeit  zu erhal ten  und zu 
reakt iv ieren,  mit  der  Er fahrung,  da6 es sich um ein in fo rmat ionss ta rkes  System 
handel t  und  der  Erkenntnis ,  dal3 Blut-  und  Gewebe typ  identisch sind, k6nn te  
dieses Enzymsys tem fiir Spurenkunde  und Iden t i f ika t ion  durchaus  Bedeutung  

erlangen.  
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