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Histochemical Evidence o/ Leucine Aminopeptidase Activity in Human Skeletal 
Muscle in Myopathies 

Summary. With available histochcmical methods, activity of lcucine aminopeptidase is 
evident in human skeletal muscle only in those myopathies with proliferating connective 
tissue, not in normal muscle. In myopathy with proliferating connective tissue leucine amino- 
peptidase activity is only seen in the connective tissue, not however in the muscle fibre 
itself. 

Zusammen/assung. Der histochemische Nachweis einer Leucin-Aminopeptidaseaktivit~t 
gelingt in der menschlichen Skeletmuskulatur nur dann, wcnn es im Rahmen der verschie- 
densten pathologischen Prozesse zur Entwicklung eines proliferierenden oder entz/indlich 
infiltrierten Bindegewebes kommt. 

Im Muskelparcnchym l~Bt sich in der Regel keine Leucin-Aminopeptidase-Aktivit~t 
naehweisen. 

Die Tatsache, dab BoIs (1964) in. der Muskulatur dystrophischer Miiuse, und 
hier vor allem in Bezirken mit vermehrter  Bindegewebsentwicklung, eine erh6hte 
LeucimAminopeptidascaktivit~t histochemisch und biochemisch nachweisen 
konnte, gab den Anlal], an bioptisch gewonnener menschlicher Skelctmuskulatur 
bei verschiedenen Muskelerkrankungen histochemische Untersuchungen zum 
Nachweis dieses Enzymes anzustellen. 

Die als Exopeptidasc zu klassifizierende Leucin-Aminopeptidase (LAP) 
greift Peptide an, die Leucin enthalten, und spaltet bier efile freie Aminogruppe 
ab. Fiir den histochemischen Nachwe~s ste]len die Beta-Naphthylamide yon 
Ircien oder acylierten Aminos/iuren sehr gute Enzymsubstrate  dar. Ihre An- 
wendnng geht auf Go~o~I (1954) zurfick, der Glycin- und Alanin-Beta-Naphthyl- 
amid zur histochemischea Darstellung yon Amiaopeptidasen heranzog, w~hrend 
G ~ ] ~  T u. Mitarb. (1955) sp/iter ffir den ~ui3erst empfindlichen Nachwcis der 
Leucin-Aminopeptidase das L-Leucin-Beta-Naphthylamid einffihrtcn. Zur Sicht- 
barmachung der Reaktion wird mit Diazoniumsalzcn die Entwicklung eines Azo- 
Farbstoffes errcicht, ttierzu hat  sich am besten das Fast-Blue-B bew/~hrt. 

Das pH-Opt imum ffir die histochemische Reaktion liegt, bedingt dutch die 
gleichzeitige Azo-Kupplung, zwischen 6,5 und 7,1, w~hrend das Optimum der 
Aminopeptidaseaktivit/~t nach Untersuchungen yon S~IT~ und S~ACKMAZ¢ (1955) 
zwischen pH 8 und 9 liegt. In  eingehenden biochemischen Analysen konnten 
S Y L v ~  und BoIs (1962/63) zcigen, dab bei Anwcndung der l~e~ktion am Skelet- 
muskel eine im Vergleich mit anderen Organen nur sehr gcringe LAP-Aktivit/~t 
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zu verzeiehnen war, wobei an dem positiven l~esultat aueh in Spuren eine Prolinase 
und  eine metallabhgngige Gruppe yon  E nz ymen  beteiligt war. tI istoehemiseh 
war am normalen Skeletmuskel erst naeh einer partiellen Autolyse eine sehwach 
positive t~eaktion zu erzielen. Dieser Befund steht  in ~bere ins t immung mit  den 
Untersuehungen von OGATA nnd MoRI (1963), denen am frischen Kryostatsehnitt 
der menschlichen Muskulatur kein histochemischer LAP-Naehweis gelang. 

Unter  physiologisehen Bedingungen gelingt beim Menschen die histoehemisehe 
LAP-Reak t ion  vor allem in Speieheldrfise und Sehweigdrfisen, im Magen-Darm- 
t rakt ,  im Pankreas,  in der Niere, im Ovar~ im Endometr ium,  in der roten Pulpa  
der Milz, in der Epidermis und in den neutrophilen Granuloeyten (ADAcI~I und 
MO~TAGNA, 1967; BV~STO~ und FOLK, 1956; GL~S~ER, Bu t~sTo~  und 
M ~ Y ~ ,  1959; C~Awso~D und S~LmMAX; ROSE~HOTZ und WATT~SE~O, 1961). 

Daneben abet  finder sieh eine positive LAP-I{eakt ion aueh bei einer l~eihe 
yon  neoplastisehen, entziindliehen und mit  Bindegewebsproliferation einher- 
gehenden Prozessen (Mo~Is, NACgLAS und SELm~AN, 1958; B~Aus-FA~co,  
1957; Btr~s~oNE, 1956). Sie seheint unter  diesen Bedingnngen an eine besonders 
hohe proteolytisehe Aktiviti i t  eines entzfindliehen oder tumor6s infiltrativen 
Prozesses oder insbesondere an eine beginnende Bindegewebsentwieklung mit  
Fibroblasteneinwanderung gekoppelt  zu sein. 

Unsere Untersuehnngen am Muskel r iehteten sieh somit insbesondere darauf, 
ob im Rahmen  yon  Muskelaffektionen, die mit  Entzi indung oder Bindegewebs- 
entwieklung einhergehen, dureh die histoehemisehe LAP-Reak t ion  zus/~tzliehe 
AussagemSgliehkeiten zu erzielen sind. 

Methodik 1 

Es wurde bioptisch gewonnene Skeletlnuskulatur yon folgenden Muske]kr~nkheiten 
untersucht: 

1. Dystrophi~ musculorum progressiva. 
2. Entzfindliche Muskelaffektionen (Polymyositis, Herdmyositis). 
3. Muskelaffektionen im Sinne einer neurogenen A~rophie. 
D~s Gewebe wurde unmittelbar nach der Entnahme durch Eintauchen in flflssigen SLick- 

stoff eingefrorea und anschlieflend ill der Tiefkfihltruhe bei minus 60 ° C aufbewahrt. An den 
im Kryostaten angefertigten Schnitten yon 10 ~z Dicke wurde der Leucin-Aminopeptidase- 
Nachwei8 n~ch der Methode yon NACI~LAS, CRAWrOt~I) und SEI~IOMAI~ (1957) mit L-Leucyl- 
Beta-Naphthylamid als Substrat und Fas~-Blue-B ~ls Diazoniumsalz bei einer Inkubations- 
zeit yon 2 Std bei 37 ° C durchgeffihrt. 

Als Vergleichsuntersuchung wurde jeweils versucht, die unspezi/ischen Esterasen mi~ 
Bromindoxylacetat nach der Methode yon HoLT und WIT~ISRS bei einer Inkubationszeit yon 
2 Std bei 37 ° C nachzuweisen. 

Ergebnisse 

Ein Nachweis der L AP  gelang in allen nntersuehten Fgllen fast nie in den 
Muskelfasern selbst, sondern nur  im Bereieh des Bindegewebes. 

Bei der progressiven Muskeldystrophie fiel die histochemisehe Reakt ion um so 
st/irker aus, je mehr  der bindegewebige U m b a u  des Muskels fortgeschrit ten war, 
oder je deutlicher das Bild yon ,,entztindliehen" Abrgumreakt ionen begleitet 
war. Abb. 1 zeigt einen dystrophischen Muskel mit  erheblichem myosklerotisehem 

Die Arbeit wurde mit Un~erstiitzung der Friedrieh Bgur-Stiftung, Miinchen, und der 
Deutsehen Forsehungsgemeinsehaft durehgefiihr~. 
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Abb. 1. Progressive Muskeldystrophie mit hoher LAP-Aktivit/it an Stellen mit bindegewebiger 
Proliferation im Skeletmuskel. LAP-Naehweis mit L-Leuein-Beta-Naphthylamid ~ Fast- 

Blue-B, Vergr. 100 × 

Abb. 2. Granulomat6se Myositis bei Sarkoidose; LAP-Nachweis mit L-Leucin-Beta-Naphthyl- 
amid ~- Fast-Blue-B, Vergr. 100 × 

U m b a u  und  unterschiedlichen Faserkalibern.  Der LAP-Nachweis f indet sieh 
vor allem in den brei ten Bindegewebssepten, wobei fleckigstr/~hnige S t ruk tu ren  
zur Darstel lung kommen.  

Bei den entziindlichen Prozessen zeigte sich im Bereieh der Inf i l t ra te  eine 
positive Reaktion.  Abb. 2 beweist dies bei einer Herdmyosi t is  im l~ahmen eines 
Morbus Boeck. I t ier  kommt  es nicht  n u t  zum Naehweis einer Aktivit~tt im rein- 
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Abb. 3 u. 4. Progressive Muskeldystrophie; LAP-Nachweis mit L-Leucin-Bets-Naphthyl- 
amid @ Fust-Blue-B. In Abb. 3 feinkSrniger Niedersehlag des Azofarbstoffes innerhalb der 

Faser. In Abb. 4 grobe Anf~rbungen am t~ande der Fasern. Vergr. 450 × 

netz igen Bindegewebe,  sondern  teilweise auch in den Zellen des entz i indl ichen 
In f i l t r a tes  selbst.  

Auch  bei  der/ortgeschrit tenen Denervationsatrophie f inder  man  im Bindegewebe 
eine deut l iche  Aktivit~tt  der  LAP.  Bei einer fr ischen neurogenen At rophie  dagegen 
f/~llt die R e a k t i o n  genauso,  wie a m  normalen  Musket,  nega t iv  aus. Nur  in ganz 
wenigen Fal len ,  wo einzelne Fase rn  d ich t  yon  inf i l t r ie rendem Bindegewebe ein- 
gescheidet  waren  und  sich auch im histologisehen P r ~ p a r a t  im Faser f imeren  
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zumindest teilweise nekrotische Ver~nderungen nachweisen liel~en, zeigte sich 
gelegentlieh auch dort eine positive LAP-Reaktion. Ob es sieh hierbei urn eine 
wirklich faserst/indige Enzymaktivi t~t  in zugrunde gehenden Muskelfasern im 
Rahmen einer Proteolyse handelt oder nur um Diffusionsartefakte aus dern 
urngebenden Bindegewebe, erscheint zurnindest problematiseh. 

In  einigen Fiillen zeiehnen sieh im Faserinneren klar abgrenzbare, fein ver- 
teilte Niedersehl/~ge des Azo-Farbstoffes ab (Abb. 3), yon denen man nicht ohne 
weiteres annehrnen kann, dab es sieh urn Artefakte handelt, in vielen anderen 
F/~llen aber zeigen sich nur am Faserrande in der N~he eines deutheh LAP-posi- 
riven Bindegewebes grobk6rnige, konfluierende Anfi~rbungen, deren Klassifi- 
zierung als Diffusionsartefakte rnit wesentlich gr66erer Sicherheit getroffen 
werden kann (Abb. 4). 

In  keinem der untersuchten Pr~parate konnte rnit der Methode naeh ttOLT 
und W I T ~ S  (1958) unter Verwendung yon Bromindoxylacetat  der Naehweis 
yon unspezifisehen Esterasen erbracht werden. Dadurch wird die Spezifit~t des 
LAP-Nachweises unterstrichen. 

Disknssion 

In  vorliegenden Untersuchungen l~Bt sieh in der menschlichen Skeletmusku- 
latur nur im Bereieh emes proliferierenden oder entziindlieh infiltrierten Binde- 
gewebes eine positive LAP-l~eaktion nachweisen. Bei genauerer Analyse erseheinen 
vor ahem die Fibroblasten, die neutrophilen Granuloeyten und Histioeyten die 
fiir den positiven Ausfall der Reaktion verantwortlichen Zellelernente zn sein. 
I m  intakten Muskelparenehym, das auch in bioehemisehen Analysen yon Ho- 
rnogenaten nur relativ wenig LAP enthglt, erreieht man auch beirn Angebot 
des geeigneten Enzyrnsubstrates histoehernisch keine naehweisbare Reaktion. 
Inwieweit das Enzyrn norrnalerweise in inaktiver oder topoehemiseh gebundener 
Form vorliegt und erst beim Einsetzen einer Faserproteolyse in eine reagible 
Form iibergefiihrt wird, rnuB hypoChetisch bleiben. 

Jeden/alls stellt der positive Aus]all der LAP-Reaktion in keiner Weise ein 
spezi/isches Kriterium /iir die Dystrophia musculorum progressiva dar. Das histo- 
pathologisehe Bild dieser Erkrankung ist insgesamt sehr uneinheitlieh und geht 
in mehr oder minder starkern Mage rnit Bindegewebsproliferation oder aber mit  
sekund/~r entzfindlichen Zeiehen und cellul~ren Abr/iurnph~nomenen einher. 
Sicher ist die Ansieht von B o v u ~  nnd GOLAI~Z (1959), da6 die prim/ire patho- 
genetische St6rnng bei der Muskeldystrophie irn Bindegewebe zu suehen sei, zn 
einseitig. Viel eher k6nnte die Bindegewebsproliferation bei vielen Forrnen dieser 
Erkrankung als Versuch zu deuten sein, den Abstrom von Muskelproteinen aus 
den Fasern einzud/immen. Inwieweit der zunehrnenden LAP-Aktivit/~t, die ver- 
mutlich in den Abbau dieser Proteine eingreift, insofern eine pathogenetische 
Bedeutung zukomrnt, als durch den Abbau yon L-Polypeptiden antigen nnd 
immunogen wirksame Stoffe entstehen, die schlieBlich zum Auftreten der zell- 
fixierten Antik6rper gegen MuskeleiweiB fiihren, bleibt weiteren Untersuehungen 
iiberlassen. Jedenfalls k6nnte diese Hypothese dureh Allergiestudien yon Dr. 
W~cK bei Hautkrankhei ten eine Stiitze fin@n, wo sich n/~mlich ergab, dab bei 
kiinstlichen Polypeptiden als Antigene nur L-Polypeptide wirksam sind, die 
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nur  bei Anwesenhei t  einer L-Peptidase ents tehen k6nnen.  Uber  die yon uns 
~ngestell ten Unte r suchungen  bezfiglich zel lgebundener Ant ik6rper  bei ver- 
schiedenen Myopath ien  wird an ~nderer Stel]e berichtet  werden. 
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