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1D e o : - . 5
g \i( vorliegende Arbeit ist eine Fortsetzung der Untersuchungen iiber
lelm*' von Ficin, Papain und Bromelin auf die Enzymaktivitit von

)u \ . . 8 .

o S€webe, unter besonderer Berucksichtigung der Succinatdehydro-
Naga- " i ; o

5 Caktivitit (1), iber die Atmung ferner die Oxydationsphosphorilierung

\<

all ]“\“numl\mlmt der Lebermitochondrien (3) wie auch iber Aldolase-,
a \ ol e o

. 1che Phosphatase- und Glykose-6-Phosphataseaktivitit (4) und Trans-
Maseaktivitit (5).

"8enstand unserer Arbeit ist die Zytochromoxydaseaktivitit der Le-
n“l()dmn(h‘u 'n nach Behandlung mit Ficin, Papain und Bromelin.
>kanntlich spielt die Zytochromoxydase (E.C.I.9.3.1) eine kataly-
Rolle bei der Reaktion:

: 2 *rozytochrom C + 4 H+ O, — 2 Ferizytochrom C 4 H,0 (14, 21).
den afh einiger Autoren tritt das Desitegrieren bestimmter Systeme von

g “Nzymprofil der Mitochondrien als Folge der proteolytischen W 11'1\'11115\r
;W

N (]](A

I(l\ Zu entsprechenden Verdnderungen der Enzymaktivitat fithrt (10,
2 1 diesem Fall ist auch eine Destruktion der mitochodrialen Membrane

Erw,
arten, welche gleichzeitige Verinderungen der Zytochromoxydaseak-

at 1
ervorrufen kénnte. Dariiber hinaus ist die Mq yglichkeit zur eventuellen

\'I]\un“ der

s
1\\( -SC h]

i\lt
l]\
- Pflanzenproteasen auf das Enzymeiweiss auch noch nicht
0ssen, was auch zur Verdnderung deren Aktivitiat fiiren konnte.

MATERITAL UND METHODEN
Sl
lln

(Jlg.]’C] Von 6—8 Monaten und Korpergewicht von 120—150 g verwendet.
! \\'111«1( die

l);l\ I
ter

solieren mitochondriellen Fraktion: Dazu wurden weisse Ratten

o Leber isoliert und homogenisiert.

n\{ l litochondrien wurden nach der Methode von Hageboom (15) unter
T . &

UNg von 0,25 M Saccharose isoliert.
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hach

2. Bestimmungmethode fiir Zytochromoxydaseaktivitit. Es wurde 1

der manometrischen Methode von Slater (19) bei Gesamtmenge des Reaktion®"
gemisches in den einzelnen Gefisschen von 3,3 ml gearbeitet.

Die manometrischen Ablesungen wurden je 5 Minuten im Interval von il
Minuten durchgefithrt. Die bemissenen Werte sind durch [\'untmlll»1’(»1‘}’”.
korregiert. Die erhaltenen Ergebnisse sind auf mg Mitochondrieneiwe
bezogen, was einem frischen Lebergewebe von 40—50 mg entspricht.

3. Proteasen. Verwendet wurden hoch aktive Priaparatate der thﬂ_
genannten Pflanzenproteasen — Ficin der Firma Calbiochem — Los A\”.‘J"HOT
USA, Papain und Bromelin der Firma Miles Chemical Company — NES
Jersey USA. Die Konsentration der Proteasen ist in g Enzymeeiweiss bezoge”

auf ml Reaktionssubstrat ug/ml ausgedriickt. Zytochrom C von der Firm?
»Reanaly.
ERGEBNISSE UND DISKUSSION
nd

Durch Behandlung der isolierten Lebermitochondrien mit Ficin, Papain !
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J.;mmvlin bei unterschiedlichen Bedingungen wurde gezielt den Einfluss der
]‘rmlt“n})1’(:1v;\.<<‘n auf die Zytochromoxydaseaktivitit zu kldren.

Die Auffiihrungen auf die Figur I ziegen den Einfluss verschiedener

)ritink(»112(*1111‘;1‘[1011(‘11 auf die Enzymaktivitat der Zytochromdxydase. Fig 1.

Zur Kontrolle dienen Mitochondrien, die nicht mit Papain behandelt wur-

Qey . - . : . .
3 ! Die obengenannten Ergebnisse bilden die Grundlage zu schliessen, dass
Uig

Pa}

au*sl‘f{tl\'ti(;(r]lv \\vil'%\’llllf\" ~von PZL})(L..IH auf udiv Z)'1<)(‘h)romvox\'}htsv;tkti\‘i'tiit
\‘(m“ 1: l(&\ﬂln‘:h \'ug SL‘lI'{(‘l‘ }\()111(~11U‘;11’1011 abhidngt, so z.B. ?»15* AI\()nzentr&tlon
(ALs: T“ ug/ml wird Erhohung der Zytochromoxydaseaktivitit beobachtet
];Qn\“\‘ll*‘l‘cn von 86 9,), wihrend bei Konzentrationen von 800 ug/ml, Inhibi-

Sttt (73 9).
Qig(ii‘ﬁ;ndvrs auffalend ‘ist (liv .’1‘211.\'2[(7110, dass die _E.i\\”'vi.\'sstmkt}n‘on, (1.iL‘ in
iy Al.\{l}l‘lﬂl('llll(tl}“\" mit dr A/}'l’()(‘hl‘()Iﬂ().\j}:dds:(‘llktl\'lltlLt stehen, n g‘.t*\.\.wsscnl
‘ Smr?n\\1«;({1&»1:\'tlesiizwhlgw sm('l‘, &}S, L]\ diejenigen, die (m.dcr i\ktn‘ltat von

‘lataminotransferase (AAT, GOT) und der Alaninaminotransferase

1/ - .
‘\I,MI’[U) gebunden sind.
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Dies wird durch die folgenden Daten bestitigt: unter glclchbhﬂlxndt
. . . r . . (N 10110
Bedingungen fithrt eine und dieselbe Konzentration von Papain (800 ug/™
-1 - e - g 99 0/ A il

zu Inhibieren von 72 9, der Zytochromoxydaseaktivitit, —33 9, der Alam!

aminotransferase und 4 9, der Aspartataminotransferaseaktivitit.

Auf Fig. 2 sind die Versuchsangaben iiber den Einfluss von Ficin, Papa!"
und Bromelin auf die Zytochromoxydaseaktivitit bei einer und dergleiche”
Konzentration (400 ug/ml aufgefiirt).

Die Ergebnisse ziegen die unterschiedlichen Grade von Aktiviren des ‘
Zytochromoxydaseaktivitit.

Die Zytochromoxydaseaktivitit erhoht sich nach Behandlung mit pil
zenproteasen, wobei die folgende Wirkungsreihe giiltig ist.

Papain> Bromelin> Ficin

Ohne Zweifel bestitigt diese Tatsache im Vergleich zu den Angaber
den Einwirkungsgrad der Proteasen auf die Succinatdehydrogenaseaktiv y
(I), der Wirkungsreihe Papain> Ficin> Bromelin iiber die Atmung und 0¥}
dationsphosphorielierung (2) — Bromelin> Papain> Ficin das Vorhandense’
der Specifitit der Proteasenwirkung auf die Eiweisstrukturen, die an Enzy™”
aktivitit der Mitochondrien gebunden ist. ‘

an
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P. A“d(‘fu‘ Beweis daftr ist die Tatsache, dass zwischen der durch I‘itin
“Pain und Bromelin bewirkten Proteolyse der Lebermitochondrien und c
lt”“h’llt(n Veranderungen der untersuchten Enzymaktivititfille 1\’(‘111('
m[d(h(‘ Korrelation besteht.

11\‘it \n”‘[ll‘ n auf Fig. 3 xc‘igcn (‘im'*rswits bv(.h'ut'vndiv proteolytische ;\‘l\'a
Wie ‘.‘t von Ficin gegen das Gesamtmitochondrieneiweiss und andererseits
7 Chon erwihnt wurde beeinflusst dasselbe Enzym am schwichsten die
mdllnmux\(l iseaktivitit der Lebermitochondrien.

Zur Erlauterung des Einflusses der Vorinkubationszeit wurden die
t()Lh()ll(llun vorinkubiert unter Anwendung von Proteasen innerhalb von
“‘ bei Temperatur von 37° C. Die Ergebnisse sind graphish auf Fig. 4
&th(]l
Hull(‘ der Sdulen auf dem Diagramm entspricht dem Sauerstoffver-
dlndl bei der Vorinkubation innerhalb 15 Min. Die Bezeichungen sind:
Sauerstoffverbrauch (Sauerstoff in Microatomen) bei den mit 400 ug
behandelten Mitochondrien innerhalb 15 Min., ohne Vorinkubation.
auerstoffverbrauch bei Mitochondrien l)vhzm(lv]t mit 400 ug/ml
Mit 20minutigen Vorinkubation bei Temperatur von 37° C.

D
thq " Sauerstoffverbrauch bei den mit 800 pug/ml Ficin behandelten Mito-
n(hl
en,

T

S5
“m,

ohne Vorinkubation.

10 1
p atom 02 /mg Eiweiss
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Jor”

4. Sauerstoffverbrauch bei mit 800 ug/ml Ficin nach 20 minutigen "

inkubation behandelten Mitochondrien.
5,6,7,3. dhnlich den mit Papain behandelten Mitochondrien.
0,11, 12 — wie bei mit Bromelin behandelten Mitochondrien.
13. Kontrolle.
14. Sauerstoffverbrauch bei den mit Proteasen unbehandelten inncl'h“lh
von 20 Min. bei Temperatur von 37° C vorinkubierten Mitochondrien.
Aus dem Diagramm (Fig. 4) ist ersichtlich, dass die Vorinkubation oht®
Proteasen innerhalb von 20 Min. bei Temperatur von 37° C zur un\\'("tﬂt.) |
lichen, spontanen Erhohung der Zytochromoxydase fihrt (s. die let VWH '
Sdulen); Bei Vorinkubation under Anvendung von Proteasen verindert >
der Effekt quantitativ qualitativ. Charakteristisch ist das Beispiel mit dtﬂ,
Bromelin: bei Konzentration von 400 ug/ml erhoht sich die Zytochromo: "
daseaktivitit leicht (Aktivieren von 15 9,), wihrend bei Vorinkubation 11““11 |
halb von 20 Min. und gleichbleibender Menge von Bromelin beobachtet m‘ \
eine scharfe Senkung der Zytochromoxydaseaktivitit (Inhibieren von 90 9
Unter den verwendeten Pflanzenproteasen bei 20minutigen \mllll‘ub
tion zeichnet sich das Papain durch einen starken Inhibierungseffekt ‘mﬂ

] ; ] ; . : b , de
Dieses Ergebnisse deckt sich mit unseren Angaben tiber die Wirkung =

> . s = : 2 T )‘ﬂwt
Vorinkubation unter Anwendung der Pflanzenproteasen auf die ATE
aktivitit (3).

i
. ~ . & . . . A A1l
Bei der Besprechung der Ergebnisse miissen die folgenden Tatsache
Rucksicht genommen werden:
n0%)

. Zytochrom C, das als Substrat bei der Forschung der Zytochro?
daseaktivitit verwendet wird, ist auch der hydrolytischen W irkung
Proteasen ausgesetzt. Nach Tsou (20) wird die Eiweisskomponent€
Zytochrom C teilweise durch das Papain hydrolysiert, ohne dabei die E ny”
aktivitit beeinflusst zu werden, obwohl alle Versuchssysteme l]”““]
an Substrat enthalten. .

2. Bekanntlich fiihrt das Zytochrom C zu Agregation der Mitochond™
welche die enzymatische Aktivitit nicht beeinflusst (10):

3. Durch das Askorbat, welches als Reduktor an dem \'(‘1‘.\‘11(‘11.\\\&;?]
teilnimmt, werden die Proteasen teilweise inhibiert (18), diese Erschei®
aber 1st in diesem Fall kein limitativer Faktor. o

In Zusammenhang mit dieser Frage interessant fiir uns sind di€ ltur
schungen von Ziegler und Linane (23) tiber die Dehydrogenase «L]\tl\lt‘l'l 'tu‘l
Mitochondrien und die Angaben iiber die fragmentire Wirkung eifis
Proteasen (Trypsin) auf (ln' Mitochondrienstruktur (8, 9, 11, 12). o

<
< - - g . % 511
Eng verbunden mit dem betreffenden Problem sind die Forschung€! Jigie

S . a - (0]
Dinzani (13) iber die Wirkung von Papain und Trypsin auf die Mor] b el
; 1C
und enzymatische Aktivitit der isolierten Mitochondrien. Dianzani ber
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yy ., = L = -
Von Inhibierung der Zytochromoxydaseaktivitit durch Priparate von

o

h”l“il]x;rixx

un 11)“ Konzeptionen von oben zitierten Autoren, auch unsere vorldufigen
. €genwirtigen Forschungen weisen auf einen konsequenten Zusammen-
d o

S Zwischen den folgenden Faktoren hin:
) :
¢} den zur Behandlung verwendeten Pflanzenproteasen
), > " . “rop . .
) den von ihnen angegriffenen Mitochondrienstrukturen

C 5 ! 2 § e T
l) der an diesen Strukturen gebundenen Enzymaktivitit.
Die ; ! i . o s

d durch die Effektorenwirkung vo aps Aktivierung unc

[ll} }“ S wird durch die Effekt kung von Papain (Aktivierung und

deg ;“NH' s. Fig. 1) bestitigt, was sich mit den fritheren Angaben tiber

deck INfluss der Pflanzenproteasen auf die Succinatdehydrogenaseaktivitit
(1

g])il(ﬁ“ nimmt an, dass die a priori erwartete partielle Destruktin der Mito-

tigen, I““m ‘mbrane (eventuell von Fragmentation begleitet) durch die nied-

LL\ \Onzentrationen von Papain zu erkliren sind. Daraus folgt, dass

l)pj\ tochrom C leichter die Mitochondrienmembrane, worin die Elektronen-

Tagungsteilchen und die Zytochromoxydase konzentriert sind, angreift.

| ‘/"‘/\

Der additive Effekt ist Aktivieren der Zytochromoxydaseaktivitit. Die
Konzentrationen von l"fl;lllx(*llprntvztsvn wirken wahrscheinlich direkt
71\'1(,(\;%: Enzymeiweiss. Nur auf diese Weise kénnte die Inhibierung der
“Omoxydase erklart werden.

Grund der Versuchergebnisse ist zu schliessen, dass die Pflanzen-
c4sen die Zymvlm\m(m}'d:lwukth'it{itl)coinﬂussun wobei Art, Konzen-

und Vorinkubationszeit entscheidend fiir ihren Effekt sind.
~I'gebnisse ziegen, dass die Pflanzenproteasen bei mildcn Reaktions-
sUngen (njedrigere Konzentrationen, keine Vorinkubationszeit) die
: Irienmembrane beeinflussend einen »weitern Angriffsbereichy fiir die
| \\\il‘kung zwischen der Zytochromoxydase und deren Substrat ermdog-
Sey % Unter anderen Bedingungen (hohere Konzentrationen der Protea-
l o Hi5

\( ~
)T 3 - . . . J . x ol s
Rrej ””dlhumn der Mitochondrien mit Proteasen) ist ein tieferes Ein-
i (‘lb o, - " = . . - n . ’
ley A Ul submitochondrialen Niveau einschliesslich auf die Komponenten
{1 g
Mungskette nicht ausgeschlossen.
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