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DER EINFLUSS EINIGER PFLANZENPROTEASEN AUF DAS LEBERGEWEBE

I. Die Succinatdehydrogenaseaktivitat der mit Ficin E_jﬁlg
und Bromelin behendelten Lebermitochondrien

Beim Zartmaechen des Fleisches finden die LL1anzenpx‘oteaﬂen
Ficin, Papain und Bromelin immer mehr und mehr Anwendung
(1,2). Die Literaturangaben iiber ihre Wirkung auf verschi®
dene Organe und Zellstrukturen sind mit Ausnshme histology
scher und histochemischer Untersuchungen gering (3,4). wieé
bekennt, fihrt die Papainbehandlung mit kleinen Enzymmengen
ante mortem zur Erweichung nur des Leber-, Zunéen— und Nie ‘
rengewebes, wahrend die Yus;eln unbeeinflusst blei ben (5)° ‘
Nach Angaben von Moro u.a. (6) wird das Papain vorw1e"end/ )
in den Nieren (144 - 270 mg/kg) und in der Leber (40-60 58
verteilt, wshrend seine Konzentration im ! wuskelgewebe weseﬂ

lich niedriger ist (0 - 5 mg/kzg).

Besonders interessant sind die Untersuchungen von Dienzarli
(7), der eine Hemmung der Succinat-, Cytochrom-, Laktat-
und D-Aminos@ureoxydasesktivitat von mit Tripsin oder pap®
behandelten Lebermitochondrien festgestellt hatte.

Das Froblem eventueller Wirkung der genannten Proteasep Nﬁ
die Membrane und Enzymsysteme der subzellularen otggkthreu

ist noch nicht geklsrt (8). Das Ziel unserer Versuchsreih?
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lat, eine Erlauterung iber diese Frage zu geben. Als Modell
¥urden isolierte Rattenlebermitochondrien, Mikrosomen und
Y8loplesma verwendet.

Diese Vorversuche bilden die Grundlege weiterer. Forschun-
8en ip vivo unter intrevendser Applikation von Ficin, Pepain
Ung Bromelin. Die Untersuchungen der Succinatdehydrogenase-
akt1Vitat von Lebermi tochondrien beruht suf der Tatsache,
Yegg diese Aktivitat als enzymetisches Merkmal fir den funk-
tioflel;en Zustend der Mitochondrien gili.

MATERIAL UND METHODEN

L Pflanze;proteasen - Es wurden wassrige LSsungen von Ficin,
®Pain und Bromelin der Firma "Miles chem. Co New Jersey”
nge'endet. Das Endvolumen der inkubierten Probe war 2 ml
enthielt durchschnittlich 7 mg mitochondrieles Eiweiss.
wze Daten Gber die Konzentration der verwendeten Pro teasen
Tden in yg Enzymeiweiss in 1 ml ausgedruckt.

<\
q <88 Igolieren von Mitochondrien - Die Untersuchungen wur-

R Gber von Rattenleber nach Schneider und Hogeboom (9)
s°li€rte Mi tochondrienpréparate unter Anwendung von 0,18 K
chaPOse nach Johnson und Lardy (10) durchgefihrt. 1 ml
“Spension enthielt ungefahr 14 mg mitochondriesles Eiweiss.

g&ﬂtimmgggsmethode fUr Succipastdehydrogenagesktivitat -

. “urde nach der kolorimetrischen Methode von Slater und

::ner (11) gearbeitet. Als 100 %ige Succinatdehydrogenase-

rOIV1t.t nehmen wir die.Aktivitat der Mitochondrien ohne

‘\t;easebehandlung an. Auf dieser Basis wird prozentuell das

bPe:;:rin bzw. die Hemmung der untersuchten Enzymektivitat
e

4, ;
Dy Beatimmu smethode der proteolytigchen Aktivitat -

® Proteolytische Aktivitat der Pflanzenproteasen wird nach
“n3°n (12) unter Anwendung der Substrate: Casein, Hémoglobin
¥yosin bestimmt.

3.
Wy §ii.&immuggametnode fur Eiweiggmenge - Der Eiwei ssgehalt

iy x
¢ nach Kjeldshl und Lowry (13) bestimmt.

.
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ERGEBNISSE UND BESPRECHUNG

A. Proteolytische Aktivitsat von Ficin, Pepain und Bromelin ~

Aus den Auffuhrungen suf der Abb. 1 geht henvor, dass das ‘

Ficin im Vergleich zu Papain und Brofelin gegeniber dem (&~ ‘

sein, Hamoglobin und Kyoglobin eine wesentliche Aktivitét ‘
«

zeigt.

Abb. 1 |

Die parallelen Untersuchungen der drei EBnzyme bei gzleichen
bedingungen benotigen wir bei der Gegenﬁberstellung deren
¥irkung auf die Succinetdehydrogenaseektivitat von Leber-
mitochondrien.

B. Der Einfluss der Ficin-, Papain- und I:Sromelinkonzent;ﬁﬁyﬂ
auf die Succinatdehydrogensgesaktivitat der Lebermitocho®
drien - Bei verschiedenen Konzentrationen der verwendé”

ten pflenzlichen Irotessen wurden die Mitochondrien 30 Mi-

nuten bei 37° C inkubiert, wonach die Succinatdehydrogeng”

seaktivitst bestimmt wird. Die Ergebnisse daraus sind gré”
phisch auf 4bb. 2 darzestellt.

Ahb 42 ‘

Die Dgaten weisen darasuf hin, dass sich die uuccingtdehdeO'
genaseaktivitat bei kleinen Enzymkonzentretionen bedeutend
erhoht. Der hochste Grad des Aktivierens wurde bei Konzen~ |
trationen von 200 42 Papain/ml und 400 4g Ficin oder Bro~ \
melin/ml erreicht. Bei hcoheren Konzentrationen tritt eine
Hemmung euf, indem bei Konzentrationen von 2 ,000 g Iapaln

und 4,000 4g ficin oder Bromelin in 1 ml die mnzyma%tlvita
vollig unterdrickt wurde. Also von den drei Enzymen "eluhne
sich des Fapain durch eine hohere Wirkung sowohl in ‘*nsicr1 \
auf Aktivierungs- als auch auf Hemmungsgrade der Su
dehydrogensseaktivitat sus. s kann angenommen werden, d8s?
das Papain und die Ubrigen untersuchten Protessen bei nie”
drigen ronzentrationen nur auf begrenzten Bereich 4 ':if‘
chondrienmembrane einwirken kSnnon, wodurch ihi

tat veréndert wird. Es ist nicht susgesch Jer $ i |

chondrienfragmente existieren, jeren Succinatdel nes



8ktivitat im Vergleich mit dieser der intekten Lebermito-
thondrien hGher ist.

énderaeits besitzen das Fapain bei Konzentrationen uber
300'“8 und des Ficin oder das Bromelin uber 800 4g in 1 ml
®inen gut ausgedrickten Hemmungseffekt. #shrscheinlich ist
der Qbergang des Aktivierens zum Inhibieren der Succinat-
dehydrogenase durch eine tiefere Destruktion der mitochon-
dri&len Strukturen, die in das Eiweiss eingreift, begrﬁndet.

Dieﬂe Ergebnise entsprechen den Daten fur eine verhaltnis-
U88sig grosse Widerstandsféhigkeit, die bei der Fregmen-
tat10n der Elektronentransportkette in den mit Trypsin be-
handelten liitochondrien (14) festegestellt wurde.

. Qgiische Dich&e der mit Papain behandelten mitochondria-

v den Suspension-- Mitochondriale Suspension wurde mit

‘Ozﬂrigen Papainlosungen verschiedener Konzentration (200,

nut, 600, 800 und l,OOO’ugoin 1 ml) behandelt. Nach 30 Mi-

400°n Vorinkubation bei 37° C wurde die optische Dichte bei
nm gemessen (Abb. 3).

Abb. 3

Die SCherfe Senkung der optischen Dichte bei etwa 600 g
x‘fﬁin/l ml und daruber ist durch Hydrolyse der mitochon-
8len Eiweisstoffe und entsprechende Beschadigung der
VOzochondrien verursacht. Ein ahnlicher Effekt wurde such

Dianzani beobschtet (7).

q

?Zi :nserén Un@ersuchunger muss auf eine Korelation zwischen
B aP?inkgnzentfation, bei der sich die Succinatdehydroge=-
@ktivitat erhOht, und der Stabilitat der mitochondrialen
a::g;nsion hingedeutet wgrden. Die eingehende Forschung dis-
@tsache wird zur Klsrung des Mechanismus vom Aktivieren
ax Succinstdehydrogenasesk tivitat beitrsgen.

D,
pp. 8¢ Einfluss der Vorinkubationszeit - Die Wirkung der
hy @nzenproteasen auf die Succinatdehydrogensseaktivitat
gt von deren Vorinkubationszeit mit den Mitochondrien ab.
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Di . Versuchewurden unter Enzymkonzentration durchgefuhrt
iie bei einer Vorinkubationszeit von 30 Min. ein mexim
Aktivieren der Succinatdehydrogenaseaktivitat bzw. unge-
féhr 50 % Hemmung gewahren (4bb. 4).

Abb. 4

Die Proben mit erhohter Succinetdehydrogenasesktivitat bel
30 Min. Vorinkubation unter 200 g Pepain oder Bromelin

in 1 ml zeigen eine schwache Hemmung nach Verlangerung der
Vorinkubationszeit suf 60 Minuten. Die beobachtete Hemmuné
bei 30 Min. Vorinkubation unter ZOOng Pepein oder Bromell
in 1 ml verstérkt sich bis zu vollem Inhibieren der Succi-
natdehydrogenesesktivitét, wenn die Vorinkubationszeitleuf
60 Minuten verléngert wird. Dareus ist zu schliessen, des®

die Verenderungen der Mitochondrien zur Storung der Atmupné”

kette fuhren konnten.

«

Die Ergebnisse unserer Forschungen, die unter verschiqdenel

Konzentrationen der Pflanzenproteasen durchgefuhrt wordeP
sind, zeigen zwei quantitativ verschiedene Effekte: Aktivie
ren oder Hemmung. Diese Veranderungen der Succinatdehydr®”
genaseektivitat der mit Ficin, Fapein und Bromelin behan”
delten Lebermitochondrien sind durch den Ablauf der Prote€”
lyse begrundet. Die Art der hervorgerufenen Destruktion ae’
Mitochondrienmembrane und Enzymsysteme erfordert weitere
eingehende Untersuchungen.
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uit Oujyia mpuHATa 3a 100%, B OTHOMmEHUM

3. MeTos yCTAHOBNEHMA MpPOTE

I
i

POTEONMTNYECKAA GKTHBHOCTH PACTUTENBHHX

ycraHoBieHa mo MeToxy AHcoHa /I2/ mpu cyGcTpaT:

Ha, reMorJoOKHa ¥ MUO3UHA.

BOZE (UIINHA, NamnauHa u

Chem.Co. Cliftor Iew Jersey". KOHEUHHii 00BeM MHKYyOAn-
OHHOWd CMECHM COCTABIFI 2 MJ U COLEPHAN B CPELHEM 7 MT

MUTOXOHZDHANBHOTO O€JKa. /[AHHHE O KOHIEHTPAIUU MCHOAB30-
B8HHHX MpOTEAs MpEeLCTABIEHH B Ag; €H3MMHOM O€JIKE Ha

I Ma pe“““;OHnoﬁ cuecnu.

o

OCyXIeHUe

A. [IpOTEONNTNYECKAA AKTMBHOC TE
OpOMEJNMHE

/

JKCIE pUMEHTANBHHE JaHHHe (puc.l) BHPAXanT 3HAUMTENB-
HYD MPOTEOJNNUTUYECKYD aKTUBHOCTH QUIMHA MO CDPABHEHUD C
ManauHOM ¥ OPOMEJNMHOM MO OTHOWNEHMD K cy0CTpaTaM Ka3euHa,
reMOTIOOMHa ¥ MMO3MHA.

llaHHHEe MapannenbHEX MCCJEZOBaHUIl TPeX SH3MMOB npu
OZMHAKOBHX KOHUEHTPAOMAX ¥ MPOYUX DABHHX YCNOBMAX COMO-

CTABNANNCE C ZAHHHMM MX BIMUAHUA HA CYKIMHATAETNAPOTEe Ha3~




HyO axTuBHOCTH MUTOXOHZPMI MeuyeHu,

b. BuusHue KOHUEHTpAUWN (QUlIUHA, manauwHa u
OpoMesuHa Ha CYKIMHATAETHAPOTI6HA3HYD
SKTUBHOCTD MUTOXOHADUN neyeHm

MuToxoHZpUN mMeveHn MHKyGmposamu mpu 37°C B nponoaxe -
Hie 30 mux. NpY DA3MNYHHX KOHUEHTPAUMUAX MCHO0Jb30BAHHHX
Pacrurensunx npoTeas, Mocje YEro ONPEAEJNANM CYKUUHATAE—
Pﬁnporeﬂaaﬂyw AKTUBHOCTh. [[ONyYEHHHE pe3yABTATH rpafuye-
CkM BHpaxeHH Ha puc.2.

PesynpraTH onnToB MOKA3HBAKNT, UYTO [PN HU3KMX KOHOEH-
paumax NpoTeoNnUTHYECKUX 3H3MMOB (oT I00 Zo 400/¢g/un)
SHAYNTE IBHO MOBHWAETCS CYKIMHATAETUADOTEHA3HAA AKTUBHOCTS.
Mchumanbﬁuﬁ 3(QPeKXT aKTUBMPOBAHMA OHJ MOJIYYEH MPH KOHIEH-
TPayuy Zoq/g /MII TanauHa M 4004§y /M QUIIMHA @AM OpUMEJIu—
ha, llpy Gonee BHCOKUX KOHUEHTpaUuAX HacTynaeT MHrUOMpOBa-
H“e. A NOJNHOE NPHOCTAHOBIEHNE SH3NMHOI BKTUBHOCTHM OHIIO
zlOCTm‘HyTo NpY KOHLEHTpaun ZOOO/ﬁz/Mn namnauHa mu
%000 /Mn QuumHa WM GpoMesnuHa. Cnezosa'® nbHO, M3 Tpex
DaCTMTeHBHHX npoTeas namavH ABNAECTCHA HaMO0JNEE AKTUBHHM
fay g OTHOWEHUM AKTUBH3UPOBAHUA, TAK W B OTHOWEHWUM MHTM-
G“DOBaHuﬂ CYKIMHATAETUADOTEHA3HO! AKTUBHOCTH. JTH ZAHHHE
e KOOpavHNpYTCA ¢ aKTHBHOCTED npoTeas B OTHOWEHUM CyO-
chaTOB KasenHa, redornoOuHa M MuosmHa (CM.puc.I).

MoxHo zomycTuTs, uTO mamaMH M MPOYME MCCJIENOBAHHHE MPO-
Teagy HPM HUBKMX KOHI€HTPAIMAX YACTMYHO MOBLEXZANT MUTO-

xoﬂﬂpnanbﬂym MEMOpaHy, 4TO MPUBOZMT K YBENHUEHMD €€ Mpomy-
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CKAEMOCTHM. He MCKIOYEETCA TAKKE BO3MOXHOCTH MONYYEHMA
MUTOXOHADHANBHHX ()PATMEHTOB, CYKUMHATAETHAPOTEHA 3HAA
8KTHBHOCTE KOTODHX 00J€6 BHCOKA M0 CDABHEHMED C AKTUB—
HOCTBI MHTAKTHHX MUTOXOHZpHIt.

C Zpyroit CTOPOHH MANAWH B KOHUEHTDALMN CBHUE
600 4g/Mn1 ¥ QUUUH UAM OPOMETUH B KoHueHTpaﬁmm CBHIIE
SOQ/E’/MH OKa3HBANT BHPAKEHHH! MHTUOUTOPHHA 3PPexT. BE~
POATHO 3TOT MNEPEXO0Z OT AaKTMBMBALMN K WHTUOUPOBAHMD CYE~™
UMHATAETUAPOT€HA 3HOY AKTUBHOCTH ABIAETCH DE3YNHTATOM
GoJee TIiIyOOKOTO MOBPEKIE HUA MUTOXOHADNAIBHHX CTPYKTYPs
ZOCTUTANLETO MOPaXEeHUA SH3UMOB OEJNKOB. ITH pe3ynb~
TaTH COTJIACYWTCA C JAHHHMU O CPABHUTENBHO BHCOKOH ‘J'CTO"’Jr
YMBOCTH CYKUMHATAETUAPOTEHA3H, YCTAHOBIEHHO{t mpu gpar-
MEHTANUN SNEKTPOHP-MEPEHOCAME Uenu B MUTOXOHAD UK , 06-
padaTHBaeMne TpmncuHom /I4/.

B. OnTuueckas MJIOTHOCTH MUTOXOHZPUATIHHO
CYyCHeH3uun, 00paCaTHBAEMO)l MANAMHOM

MuToXOHApHaNbHAA CYCMEH3UA 00PAGATHBANACH BONAHKMA

: L 005
PacTBOpaMu nanamHa pasmuuHOl KOHIEHTpanum (200, 400, 6t
On
o

800 u I000 g /un). llocne 30-MuuyTHOHR VHEYOauum npu 3
,/' )

WSMEDPAJNACH OMNTHYECKAA MIOTHOCTH NpM 400 HM (puc.3).

UMJIBHOE YMEHBIUIEHUE ONTUYECKOU MIOTH CCTH MUTOXO

PUaNIBHON CYCHNEH3UM MpPHM KOHLUEHTpanum namaunHa 8 600 #

o T VAR nas m p A TTrTT T a SR RS vfi‘(‘e’
hc@/ﬁ? /Ml yKasuBaeT, 4T0 HACTymMia cymecTBeHHasa neV
v
: - B
MEH8 — BEPOATHEE BCETO T'MAPOAU3 MUTOXOHAPUANBHHX OeHKO

W COOTBETCTBYOWAA AECTPYKUUA MUTOXOHAPHit. [ozoGHHM




fexr naomwzanm /[waHsaHu /7/. MoXHO OTMETHTH KOppend-
UMD MEXZY KOHUEHTpalMAMK MAanayHa, NpyU KOTOPHX HAOI0-
ZIaeTCA AaKTUBM3ALMUA CYKIMHATAETUADOTEHA3HO! aKTUBHO-
CTu (puc.2) M CTACMIBHOCTH MUTOXOHZPMANEBHON CycmeH-
3un (puc.3). MlozpoOHOE MBYyYEHME ITOTO0 (AKTa NOMOEET
VACHUTH MEXaHWU3M 8KTUBM3ALUM CYKLUMHATAETHAPOTEHA3KCa.

I'. BamsHUe BPEMEHHW NpeZMHEYOalnn

lelficTBue pacTUTENBHHX NMpPoT€a3 HA CYKUWHATAETHA-
POreHa3HY® AKTUBHOCTH 33aBUCUT OT BPEMEHN MX MPEANHKY-
Cauuy ¢ MUTOXOHZPUAMM. ONHTH NMPOBOAWIN C KOHIEHTpAnH-
fIM 2H3UMOB, oCecneuuBabuuMy 3a 30 MUH. MPEAMHKYOALUH
MaxcuManbHoe aKTuBMpoBaHMe (50% MHTMOMPOBAHUA) (pUC.4).

llpn yzanuHeHuM npezuMHKyocauum A0 60 MUH. NPU KOHUEH-—
Tpanun ZOO/f’ nanauHa unm OpoMesuHA HA I MJI HAOAWZaEeT-
CAl MHTMOMPOBAHME CYKLMHATZETMAPOTEHA3HOI AKTUBHOC TH.
Ipu rex e YCIOBUAX MHTMOUTOPHHHA 3(HEKT, MONYYEHHHH
Sa 30 mui. mpeAMHKyGauuu NPy KOHUEHTDAUUM B Ioogggyun
NanayHa uam OpoMeNuMHA YriayOnAeTcs A0 MOJHOTO WMHT'MOMPO-
BaHUA CYKUMHATAETUAPOTEHA3HOK aKTUBHOCTU MpU 60-MUHYT-
HO#t npezmHKyGamum.

CnenoBaTe nbHO, Npy COJE€ MNPOZAONKMTENBHON INpEAMH—
KyGaumm, Kax ¥ CjefoBayo OH OXUAATH, MEPEMEHH B MUTO—
XOHZpPUAX YyLAYONAWTCA L0 CTENEHN HADYWEHUA SJIEKTDPOHHO=
TpaHcnopTHON (YEKUMM ANXATEIBHOW 1MemH.

Pe3ynbTaTH Hauux MCCAEAOBAHMHA, MNPOBEZE HHHX B WH-

POKoM zZmanasoHe KOHHEHTpauu# pacTHTENBHHX MPOTEA3,
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YKA3HBANT HAa ZBA KAue€CTBEHHO DPABJIMYHEX 3¢
BUPOBAHMUE WM MHTUOUPOBAHME . [lepEMEHH B CYKIUHATAETHN
pOTeHAa3HO!t AKTUBHOCTU MMUTOXOHZDWA MEYEHU, 0OD:

CM 3aBMCHI

Hi MX TUAPOIUTUYECKOTO 3pjeKTa. Xapaxkrep, HacTynusiei

B 3TUX YCJIOBMAX ZECTPYKUMA MUTOXOHADWANBHOH MEMOPaHH

¥ DH3UMHHX CUCTEM TpPeOyET YIIAyOJEHHHX MWCCIEAOBaHMA,




