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die J 6. vorLegende Arbeit ist eine Fortsetzung der Untersuchungen über 
Leb lr^un§ von Ficin, Papain und Bromelin auf die Enzymaktivität von 
ge er§ewebe, unter besonderer Berücksichtigung der Succinatdehydro- 
(2) a*eaktiv’tät (1), über die Atmung ferner die Oxydationsphosphorilierung 

v L-aseaktivität der Lebermitochondrien (3) wie auch über Aldolase-, 
am- l<'̂ le Phosphatase- und Glykose-6-Phosphataseaktivität (4) und Trans-

^aseaktivität (5).
fcf.j. e ênstand unserer Arbeit ist die Zytochromoxydaseaktivität der Le- 

0chondrien nach Behandlung mit Ficin, Papain und Bromelin. 
tisch E n t l i e h  spielt die Zytochromoxydase (E.C.I. 9. 3. 1) eine kataly- 

P°Ue bei der Reaktion:
^ Perozytochrom C +  4 H+ 0 2 — 2 Ferizytochrom C +  H20  (14, 21). 

de^ ^ einiger Autoren tritt das Desitegrieren bestimmter Systeme von 
aüf "LVmprofil der Mitochondrien als Folge der proteolytischen Wirkung 
12) 'jVaS zu entsprechenden Veränderungen der Enzymaktivität führt (10, 
Zu n Lesern Fall ist auch eine Destruktion der mitochodrialen Membrane
tiyn.. ;irten, welche gleichzeitige Veränderungen der Zytochromoxvdaseak- 
p. la ther

ln"'irkur

’ V C i a i i U C i  U l l g c n  U.CJL j u y  l U L l l l  U 1 1 I U A V  U d ^ C c U S . -

Hervorrufen Pennte. Darüber hinaus ist die Möglichkeit zur eventuellen
aüsg Un8 der Pflanzenproteasen auf das Enzymeiweiss auch noch nicht 

iossen, was auch zur Veränderung deren Aktivität füren konnte.

MATERIAL UND METHODEN

Hü
Gl

^ j^ as Isolieren mitochondriellen Fraktion: Dazu wurden weisse Ratten 
61 von 6—8 Monaten und Körpergewicht von 120—150 g verwendet.Dch

ljj( XNllrde die Leber isoliert und homogenisiert.
Vtyej^j dochondrien wurden nach der Methode von Hageboom (15) unter

Ung von 0,25 M Saccharose isoliert.
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2. Bestimmungmethode für Zytochromoxydaseaktivität. Es wurde nach 
der manometrischen Methode von Slater (19) bei Gesamtmenge des Reaktions 
gemisches in den einzelnen Gefässchen von 3,3 ml gearbeitet.

Die manometrischen Ablesungen wurden je 5 Minuten im Interval von 2 
Minuten durchgeführt. Die bemässenen Werte sind durch Koritrollproben 
korregiert. Die erhaltenen Ergebnisse sind auf mg Mi t o c h o n  d n e n e i vv e 15 5 
bezogen, was einem frischen Lebergewebe von 40—50 mg entspricht.

3. P r o t e a s e n .  Verwendet wurden hoch aktive Präparatate der drel 
genannten Pflanzenproteasen — Ficin der Firma Calbiochem — Los A nge^ 
USA, Papain und Bromelin der Firma Miles Chemical Company — h>rc 
Jersey USA. Die Konsentration der Proteasen ist in g Enzymeeiweiss bezogt 
auf ml Reaktionssubstrat /¡g/ml ausgedrückt. Zytochrom C von der Firrn‘l 
»Reanal».

ERGEBN ISSE UND DISKUSSION

Durch Behandlung der isolierten Lebermitochondrien mit Ficin, Papain und
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r°melin bei unterschiedlichen Bedingungen wurde gezielt den Einfluss der 
anzenproteasen auf die Zytochromoxydaseaktivität zu klären, 

p Die Aufführungen auf die Figur I ziegen den Einfluss verschiedener 
aPainkonzentrationen auf die Enzymaktivität der Zytochromdxydase. Fig 1. 
 ̂ Zur Kontrolle dienen Mitochondrien, die nicht mit Papain behandelt wur- 
ri Die obengenannten Ergebnisse bilden die Grundlage zu schliessen, dass 
e effekticolle Wirkung von Papain auf die Zytochromoxydaseaktivität 

Schliesslich von seiner Konzentration abhängt, so z.B. bie Konzentration 
100 /yg/ml wird Erhöhung der Zytochromoxydaseaktivität beobachtet 

hvieren von 86 %), während bei Konzentrationen von 800 «g/ml, Inhibi- 
eintritt (73 %).

- -ders auffalend ist die Tatsache, dass die Eiweissstrukturen, die in 
q 111 Zusammenhang mit dr Zytochromoxydaseaktivität stehen, in gewissem 
^ ad unwiederstadsfächiger sind, als als diejenigen, die an der Aktivität von 
(A?artaiaminotransferase (AAT, GOT) und der Alaninaminotransferase 

■̂T, GPT/5) gebunden sind.

ren
B,

Fig . 2

-  391



Dies wird durch die folgenden Daten bestätigt: unter gleichbleibender 
Bedingungen führt eine und dieselbe Konzentration von Papain (800 
zu Inhibieren von 72 % der Zytochromoxydaseaktivität, —33 % der Alarm11' 
aminotransferase und 4 % der Aspartataminotransferaseaktivität.

Auf Fig. 2 sind die Versuchsangaben über den Einfluss von Ficin, Papal11 
und Bromelin auf die Zytochromoxydaseaktivität bei einer und dergleichen 
Konzentration (400 ,wg/ml aufgefürt).

Die Ergebnisse ziegen die unterschiedlichen Grade von Aktiviren ¿el 
Zytochromoxydaseaktivität.

Die Zytochromoxydaseaktivität erhöht sich nach Behandlung mit PflaP 
zenproteasen, wobei die folgende Wirkungsreihe gültig ist.

Papain>Bromelin> Ficin
Ohne Zweifel bestätigt diese Tatsache im Vergleich zu den Angaben üĥ 1 

den Einwirkungsgrad der Proteasen auf die SuccinatdehydrogenaseaktivV1 
(I), der Wirkungsreihe Papain>Ficin> Bromelin über die Atmung und 0%) 
dationsphosphorielierung (2) — Bromelin>Papain> Ficin das Vorhandenst11 
der Specifität der Proteasenwirkung auf die Eiweisstrukturen, die an Enz}111 
aktivität der Mitochondrien gebunden ist.
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Anderer Beweis dafür ist die Tatsache, dass zwischen der durch Ficin,

tlvität

^aPain und Bromelin bewirkten Proteolyse der Lebermitochondrien und der 
^gestellten Veränderungen der untersuchten Enzymaktivitätfälle keine 
Qache Korrelation besteht.

Je Angaben auf Fig. 3 zeigen einerseits bedeutende proteolytische Ak- 
Von Ficin §e§en das Gesamtmitochondrieneiweiss und andererseits 

2 Schon erwähnt wurde beeinflusst dasselbe Enzym am schwächsten die 
chromoxydaseaktivität der Lebermitochondrien.
Ur Erläuterung des Einflusses der Vorinkubationszeit wurden die 

20 ĉ^°ndrien vorinkubiert unter Anwendung von Proteasen innerhalb von 
j  111 ■ bei Temperatur von 37° C. Die Ergebnisse sind graphish auf Fig. 4
^gestellt.

})r le Höhe der Säulen auf dem Diagramm entspricht dem Sauerstoffver- 
j  a bei der Vorinkubation innerhalb 15 Min. Die Bezeichungen sind: 

Ujj p- ^auerstoffverbrauch (Sauerstoff in Microatomen) bei den mit 400 fig! 
^lcm behandelten Mitochondrien innerhalb 15 Min., ohne Vorinkubation.

' Sauerstoffverbrauch bei Mitochondrien behandelt mit 400 fig/ml 
 ̂ Init 20minutigen Vorinkubation bei Temperatur von 37° C. 

cho Sauerstoffverbrauch bei den mit 800 ¿ug/ml Ficin behandelten Mito- 
llfKien, ohne Vorinkubation.

Ficin P a p a i n  B r o m e l in  K o n t r o l l e

Fig. 4
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4. Sauerstoffverbrauch bei mit 800 /¿g/ml Ficin nach 20 minutigen  ̂°r 
inkubation behandelten Mitochondrien.

5, 6, 7, 3. ähnlich den mit Papain behandelten Mitochondrien.
9, 10, 11, 12 — wie bei mit Bromelin behandelten Mitochondrien.
13. Kontrolle.
14. Sauerstoff verbrauch bei den mit Proteasen unbehandelten innerlk1 

von 20 Min. bei Temperatur von 37° C vorinkubierten Mitochondrien.
Aus dem Diagramm (Fig. 4) ist ersichtlich, dass die Vorinkubation otl 

Proteasen innerhalb von 20 Min. bei Temperatur von 37° C zur unwese 
liehen, spontanen Erhöhung der Zytochromoxydase führt (s. die letzte» 
Säulen); Bei Vorinkubation under Anvendung von Proteasen verändert sl 
der Effekt quantitativ qualitativ. Charakteristisch ist das Beispiel mit d 
Bromelin: bei Konzentration von 400 ¿¿g/ml erhöht sich die Zytochrom05̂  
daseaktivität leicht (Aktivieren von 15 %), während bei Vorinkubation inIieI
halb von 20 Min. und gleichbleibender Menge von Bromelin beobachtet nri11

eine scharfe Senkung der Zytochromoxydaseaktivität (Inhibieren von 90 7oi  ̂
Unter den verwendeten Pflanzenproteasen bei 20minutigen Vorink»^ 

tion zeichnet sich das Papain durch einen starken Inhibierungseffekt aüs’
¿et

in

Dieses Ergebnisse deckt sich mit unseren Angaben über die Wirkung  ̂
Vorinkubation unter Anwendung der Pflanzenproteasen auf die AFP'3,5 
aktivität (3).

Bei der Besprechung der Ergebnisse müssen die folgenden Tatsache11 
Rücksicht genommen werden:

1. Zytochrom C, das als Substrat bei der Forschung der Zytochrom 
daseaktivität verwendet wird, ist auch der hydrolytischen Wirkung 
Proteasen ausgesetzt. Nach Tsou (20) wird die Eiweisskomponente 
Zytochrom C teilweise durch das Papain hydrolysiert, ohne dabei die Enz! 
aktivität beeinflusst zu werden, obwohl alle Versuchssysteme Übersc 
an Substrat enthalten.

2. Bekanntlich führt das Zytochrom C zu Agregation der Mitochon¿rl 
welche die enzymatische Aktivität nicht beeinflusst (10):

3. Durch das Askorbat, welches als Reduktor an dem VersuchssV51̂  
teilnimmt, werden die Proteasen teilweise inhibiert (18), diese Erschein 
aber ist in diesem Fall kein limitativer Faktor.

. foi
In Zusammenhang mit dieser Frage interessant für uns sind die f 

schungen von Ziegler und Linane (23) über die DehydrogenaseaktivitM 
Mitochondrien und die Angaben über die fragmentare Wirkung el 0 
Proteasen (Trypsin) auf die Mitochondrienstruktur (8, 9, 11, 12).

iek

•ef

Eng verbunden mit dem betreffenden Problem sind die Forschungen^ 
Dinzani (13) über die Wirkung von Papain und Trypsin auf die Morph0 0
und enzymatische Aktivität der isolierten Mitochondrien. Dianzani beric

:hkl
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nur
von Inhibierung der Zytochromoxydaseaktivität durch Präparate von 

* hoPapain.
^  ^*e Konzeptionen von oben zitierten Autoren, auch unsere vorläufigen 
 ̂ u §egenwärtigen Forschungen weisen auf einen konsequenten Zusammen- 
'ltl̂  zwischen den folgenden Faktoren hin: 

a) den zur Behandlung verwendeten Pflanzenproteasen 
k) den von ihnen angegriffenen Mitochondrienstrukturen 
*“) der an diesen Strukturen gebundenen Enzymaktivität.
|y°S w*rd durch die Effektorenwirkung von Papain (Aktivierung und

6tl Einfluss
(1 ).

(je -firung/ s. Fig. 1) bestätigt, was sich mit den früheren Angaben über 
^^Einfluss der Pflanzenproteasen auf die Succinatdehydrogenaseaktivität

ch.
M

°ndri
an nimmt an, dass die a priori erwartete partielle Destruktin der Mito-

r'gen ]enmembrane (eventuell von Fragmentation begleitet) durch die nied-
(jas. Konzentrationen von Papain zu erklären sind. Daraus folgt, dass 
Üb Etochrom C leichter die Mitochondrienmembrane, worin die Elektronen- 
(g r̂tragungsteilchen und die Zytochromoxydase konzentriert sind, angreift.

bgj^er additive Effekt ist Aktivieren der Zytochromoxydaseaktivität. Die 
aufere*  Konzentrationen von Pflanzenproteasen wirken wahrscheinlich direkt 
2y, âs Enzymeiweiss. Nur auf diese Weise könnte die Inhibierung der 

C |r°moxvdase erklärt werden.

Prot,Kaf Grund der Versuchergebnisse ist zu schliessen, dass die Pflanzen-
tr̂ .easen die Zytochromoxydaseaktivitätbeeinflussen, wobei Art, Konzen- 

n und Vorinkubationszeit entscheidend für ihren Effekt sind.
b,

De(jj Ergebnisse ziegen, dass die Pflanzenproteasen bei milden Reaktions- 
%  n l̂lngen (niedrigere Konzentrationen, keine Vorinkubationszeit) die
Wrlt°chondrienmembrane beeinflussend einen »weitern Angriffsbereich» für die
iicg^^Krirkung zwischen der Zytochromoxydase und deren Substrat ermög- 
Sejj ^ Enter anderen Bedingungen (höhere Konzentrationen der Protea- 
?reife 0rinEnbation der Mitochondrien mit Proteasen) ist ein tieferes Ein- 

 ̂ auf submitochondrialen Niveau einschliesslich auf die Komponenten 
niungskette nicht ausgeschlossen.

Jer At;
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