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L'activité de certains enzymes & titre d'indice de la dbtérioration de 1a membrane lors

de 1la congélation de mitochondries isolées

*
N. IVANOV, N. NESTOROV, J. PROFIROV, L. T?ONHV', TS. TSVHTKUV', R. VOYNOVA

Institut d'élevage, Kostinbrod, Bulgarie

»
Institut de recherches sur 1la viande, Sofia, Bulgarie

On a fait des essais avec des mitochondries, isolées du foie de-rats blancs mfles. On 8
congele la suspension de mitochondries isolkes dans 0,25 M saccharose 4 -10° pendant

30 minutes. Apréds la décongflation des mitochondries on a &tudié 1l'activité de la cyto-
chrome-oxydase, de la NADH cytochrome C réductase et de la succinate-dé&hydrogénase, for-
tement 1iées 4 la membrane des mitochondries, ainsi que celle des enzymes solubles - 18 i
late-déhydrogénase et la glutamate-déhydrogénase.

La congélation des mitochondries isolées a meng& & une diminution signifiante de 1'80‘”ité
de la succinate-déhydrogénase sans provoquer des changements de 1'activité de la cytocbrome‘
oxydase et de la NADH cytochrome C réductase.

AKTHBHOCTH HEKOTODHX (BEPMEHTOB K8K MOKA3aTeNb M0BPEX/6HUS MEMGDAHH [pW BaMapaxy BaHAL
WBOJMPOBAHHHX MUTOXOHAPWH

H. WBAHOB, H. HECTOPOB®, f, IPODUPOB, J. LIOHEB®, L. UEETKOB*, P. BO/HOBA

Wucraryr xuBoTHOBOZCTBA, HocTwuOpoa, bBoxarapwa
" Hucruryr umacuo#t npomumnewuacra, Cojua, boarapud

llpoBefied SKCNEPHMEHT C MUTOXOHZPUAMA, W30JMPOBAHHHMHW W3 MEYEHH MYKCKUX WHAWBUAOB GeJbX 3
Kpuo. CycneHsWD WB0JMPOBAHHHX MuTOXOHApud B 0,25 M caxaposde samapaxusam [pu -10%C ¥ xpﬁ
HUAW NpW yKasaHHOM Temnmepatype B Teuehuwe 30 MuH. [locae pasuopaxyBatud MuTOXOHApU | nocae =
AOBANW BKTUBHOCTH -MPOYHO CBABAHHHX C MEMOPAHOW MATOXOHAPUH LMTOXPOMOKCWZAASH, NADH —HWTO’
xpoM—C—-pelyKTa3H W CYKUWHAT/CTMAPASH, 8 TaKRe PaCTBOPUMHX ME8TPUKCHHX bepueHTOB - uanarae
I'U/ipasH ¥ IIyraMaTierunipasH, =
88MOPEXMBEHUE WBO0JIMPOBAHHHX MUTOXOHAPUHA MPUBOAAT K A0CTOBEPHOMY MOHUXEHAW aKTHBHOCTH oy

UWHATAETW/Da3H, He BHAHBAA W3MeHEHWH B GKTWBHOCTM LMTOXPOMOKCHAA3H M NADH —uMTOXPO“'G'

peAyKTasH.
B cynepHaTaHTe HaGNWAEEeTCA TaKke O0JbEe 0CBOCOXJEHWE MUTOXOHADUAMA MaJia TeruApas
6,8 pasa, u rayrsuarTaeruapasd - B 4,4 pasa.
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e Aktivitat einiger Enzyme als Zeichen fur eine Beschadigung der Membran beim
Sefrieren von isolierten Mitochondrien

L]
Y. WaNoW, N, NESTOROW®, J. PROFIROW, L. ZONEW s Ze ZWETKOW , R. WOINOWA

JD8tituy £iin Tierzucht, Kostinbrod, Bulgarien
Institut fur Fleischwirtschaft, Sofia, Bulgarien

GeSenwﬁrtig ist die Meinung vertreten, dass das Mechanismus der Kryobelchﬁdigung bei leben=
don Ze11en mit Storunzen in der Membrandurchléssigkeit verbunden ist. Es ist festgestellt
¥orden, dass die Biomembran und insbesondere diese der ILysosome und der Mitochondrien die
'ba”kate Empfindlichkeit gegen die belchadigenden Auswirkungen niedriger Temperaturen auf-
Yolsen /6, 11, 15/,

Binige Wissenschaftler betrachtsn die Kryobeschadigung der Mitochondrien als wichtigste Ur-
Sache fiir aie Zerstorung der Zellen beim Gefrieren /5, 16/. Fir das Mechanismus der Energie-
traﬂﬂformgtion in der Zelle ist eine hochgradige strukturelle Organisation der Mitoechon-
rgen notwendig. Eine Verletzung dieser Organieation wird als Hauptursache fir die Vermin-
der“ns des Bauerstoffverbrauches und der Atmungskontrolle beim Gefrieren und bei dem darauf
f°188nden Auftauen der Gewebe angenommen /15/. Die oxydative Phoaphorilierung,scwie auch die
Ydation verschiedener Bubstrate von Lebermitechendrien ven Ratten, wird beim Gefrieren
Stark verringerts Bel einer Zugabe von NAD, Zytochrom C und ATP wird Jedoch die Atmungsakti-
Vitdt qep Mitochondrien im wesentlichen wiederhergestellt /10/. Dies ist ein Beweis dafur,
dasg das Gefrieren zu einer erhohten Durchlassigkeit der ¥itochondrienmembran hinsichtlich
®8er fiir die Atmung wichtigen Paktoren gefihrt hat. Es wird ausserdem auch ein Austritt
dop Glutamﬂtdeh’drogenaﬂt und der P-Hydroxibutiratdehydrogenase aus den Mitochondrien beim
Trieren der Mitochondriensuspension /in 0,44 M Bacharose/ festgestellt /8y 9/ Die von
Sﬁfrorenen Geweben isolierten Mitochondrien weisen eine Verminderung der Zytochromoxydasen~
ﬁkt1v1t;t auf /15/. Beim Einfrieren bei einer Temperatur yon ~25°0 und nachfolgendem Auf-
Uen von Miuseleberschuitten wird die Sukzinat-Zytochrom-C~Reduktasenaktivitat vermindert
3 4,
lug Uesen Ausfihrungen ist es ersichtlich, dass die Kryobeschadigung einerseits zu einer
v"I‘anderung der Aktivitat von einigen mit der Membrane festgebundenen Enzymen und anderer—
BI808 a1 oines Austritt sus den Mitochondrien einiger 1Gsbaren Matrixenzyme fihrt.
“ay der vorliegenden Untersuchung war die Aktivitat der mit der Mitochondrienmembran fest-
**dundenen zytochromoxydase, NADE Zyboohrom-C-Reduktase und Bukzinatdehydrogenase, sowis
Such der 10sbaren Matrixenzyme Malatdehydrogenase und Glutamatdeh:drogenaao, beim Gefrierer
Von i8olierten Mitochondrien zu verfolgen und die Moglichkeit zur Anwendung dieser Enzyme
® Zeichen /Marker/ fiir die Kryobeschadigung der Mitochondrien zu erwagen.

terial und Metn

e Versuch wurde mit aus der Leber von weissen mannlichen Ratten /Wistar/ mit einem Leben‘-
Soviong von 140150 g isolierten Mitochondrien in einem Medium von 0,25 M Sachaross durch-

/16/. Nach dreifachem Auswaschen wurde der Niederschlag von Mitochondrien aus 1 g
A
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Leber mit 1 ml 0,25 M Sacharose

rtes Dis Buspension wurde in zwei Teilen in Plastik-

. . ~0 Y4
Temperatur von 0-2°C aufbewahrt, wab"

reagenzglasern verteilt. Der oine Teil

rend der andere Teil bei einer Temp
=10 C =15 °C werden als eine Ib
wahrung der Mitochondrien bei solchen Temperaturen bewirkte die starkste Beschadigung der
Mitochondrien /8, 9/« N acc 30 Minuten wurden die gefrorenen Mitochondrien aufgetaut und bed
¢e Die Untersuchung hinsichtlich der Aktivitat beider

ingefroren wurde. Temperaturen vomn
Temperatur angesehen. Das Gefrieren und die Aufbe-

einer Temperatur von 0-2°C aufbew

Proben erfolgte gewohnlich nach 1y5=2 Btunden. Die Ausgangssuspension wurde im Verhaltnis
1210 mit einer uosuﬂﬁ von 0,25 M Sacharose virdunnte Die ivitat der Zytochromoxydase,

der Sukzinatdehydrogenase der NADH-Zytcchrom~C—Reduktasa und | der NAD-abhangigen Malatde—

hydrogenase und Glutamatdehydrogenase wurde durch kinetische Methoden mit einem Registrier

spektrofotometer "Spekord" bestimmt. Fach Zentrifugieren eines Teiles der Mitochondrien-
suspension wahrend 10 Minuten bei 16 000 Umdrebungen (g) wurde die Aktivitat im Uberstand
bestinmt.

Die Aktivitat der Zytochromoxydase, Sukzinatdehydrogenase und der NADH-Zytochrom=C-Redukta=
86 wurde auf Grund der bei der Oxydstion bzwe Reduktion von Zytochrom C bei 550 nm einge~
tretenen Varanderung in der optischen Dichte nach der in einer unserer friheren Arbeiten

bestimmten Methode untersucht /1/.

Die Aktivitas der Malatdehydrogenase und der Glutamatdehydrogenase wurde auf Grund der bei
der Oxydation von NADH bei 340 nm eingetretenen Variuderung in der optischen Dichte be-
stimmt //2/ s

Die Proteine wurden nach der Methode von Lowry und Mitarb. bestimmt /7/.

Alle Daten wurden mathematisch nach der Diepersionsenalyse bearbeitet /FP-Eriterium/e
Ergebnisse und Diskusgion

0
Die Ergebnisse zeigen, dass das Einfrieren der Mitochondrien bei einer Temperatur von =10 0
und das danach folgende iuftauen bis zu einer 2-fachen Zunahme der Proteine im Vberstand

tﬁhx‘en /Tab. Y e

Es wird keine bedeutende Veranderung der Aktivitat der Zytochromoxydase und der NADH-Zyt0=
chrom~C-Reduktase in der Mitochondriemsuspension, in mg Protelne 3uggedruck1 beobachte®
/Tabe 2/+ Einige Autoren stellen Jedoch eine verminderte Aktivitat der Zytochromoxydsse in
von gefrorenen Nieremschnitten isolierten Mitochondrien fest /15/« Der Grund fur diese

Unterschiede liegt wahrscheinlich in der verschiedenen Aufstellung der Untersuchungene Da=
gegen nimmt aber die Aktivitat der Sukzd inatdehydrogenase deutlich abe Ahnliche Ergebnisse
werden auch bei der Gefrierung von Mauseleberschnitten erhalten /3, 4/« Im Yberstand nizs®
die Aktivitat der NADH-Zytoohrom-C-Reduktas o &b, jedoch ist diese Abnahme eine nur relativ®
Abnahme und ist faktisch auf einen Gb~rgarg im Uberstand von zweimal mehr Proteinen, abe¥
nicht auch von Molskulen der SAL%LanumbrﬂmmC-PJiuktasa, beim Gefrierea der Mitochondrien
guruckzufiihren. Von der Gesamtaktivitat dieses Enzymes sind bei den nichtgefrorenen Mito=
chondrien nur 10,5% und bei den ~afzoraneﬁ 12% enthalten /Pabe 3/ Im Uberstand der gefro”
renen Mitochondrien wird auch eine Zunshme der Zytochromoxydasemaktivitat beobachtet, 8YVOF
diese ist unbedeutend im Vergleich zur Gesamtaktivitav. Eime Aktivitat der Sukzinatdehydro”
genase wird im Uberstand nicht festgestellt.

Die Aktivitas der Matrixenzyme -~ der NAD-abhsengigen Malatdehydrogenase und Glutamatdebydro”
gonase - mimmt statistisch gesichert sowie in der Mitochondriensuspension, als auch im Oper=
stand, 2 /Tebe 4/ Bei der Mala,ucby‘rcganaaa wird im Uberstand eine nahezu 4,5-fache und
bei der Glutanatdebyurogenesa eine 3,5-fache Zunahme festgestellt. Eim verstarkter luﬂtrit
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von Glutamatdehydrogenase im Uberstand wurde auch von anderen Autoren beobachtet /8, 9/.

In Anbetracht dessen, dass sich die Proteine im Wberstand nur zweimal vermehren, wird es
deutlich, dass die erhohte Aktivitat dieser Enzyme auf den Ubergang ihrer Molekiule aus dem
Mitochondrien im Uberstand zuruckzufihren ist. Bel den Kontrollmitochondrien kommen der
Bupernatante 0,86% der Gesamtaktivitat der Molatdehydrogenase und 0,71% der Glutamatdehydro-
genase zu /Tabe 5/« Das Gefrieren hat bis zu einer 6,8« bzwe 4,4~fachen Erhahung des Prozen®
8atzes der Aktivitat dieser Enzyme im Uberstand gefiihrt. Die latente Aktivitat, d.h. die
8ich nach mehrfachem Gefrieren und Auftauen der Mitochondrien vermindernde Aktivitat, sinks
Dach einem Gefrieren bei einer Temperatur von =10°C von 39,3% auf 15,5% bei der Malatde~
hydrogenase und von 75,3% auf 48,5% bei der Glutamatdehydrogenase.

Die aufgefuhrten Ergebnisse zeigen, dass das Gefrieren von Mitochondrien zu einer Vermin-
derung der Aktivitat der Sukzinatdehydrogenase — eines mit den Mitochondrienenzymen fest-
gebundenen Enzymes -~ fuhrt. Nach einigen Autoren ist dies auf die beschadigende Auswirkung
der Kristallisation des Wassers zuruckzufiihren, da vor dem Zeitpunkt der Kristallisation
keine niedrigere Aktivitat zu beobachten ist. Dieselben Autoren sind aber der Meinung, dass
der Zeitpunkt der Eisbildung nicht der entscheidenste Faktor ist und dass die verminderte
Aktivitat auch mit anderen Faktoren verbunden ist, wie z.B. mit der Dehydratatiom und dexr
Konzentration von Elektrolyten /3, 4/. Die Aktivitatzunahme der Matrixenzyme Malatdehydro-
8%nase und Glutamatdehydrogenase kann mit der Beschﬁdigung der Mitochondrienmembrame und
80mit mit einem erhohtem Zutritt des Substrates zu ihnenm erklart werdene Grund zu dieser
Annahme ist die vermindevte latente Aktivitat dieser Enzyme. Die Beschadigung der Mitochon-
drienmembrane hat ausserdem auch zu einem erheblichen Austritt dieser Enzyme im Uberstand
gefihrt. Somit kann die Aktivitat dieser beiden Enzyme im Uberstand als Zeichen fir eine
BBSchEdigung der Mitochondrienmembrane sein. In erheblichem Masse kann zu diesem Zweck auch
die Verminderung der in der Mitochon@riensuspension gemessenen Aktivitat der Sukzinatde-
hydrogenase angewendet werden.

Echlusstolgerung

Das Gefrieren von isolierten Mitochondrien von Rattenleber in einem Medium von 0,25 M Sa-
Charose bei einer Temperatur von =10°C wahrend 30 Minuten fiihrt zu einer statistisch ge-

8icherten Aktivitatverminderung der Sukzinatdshydrogenase ohne Veranderungen in der Akti-
vitat der Zytochromoxydass und der NADH-Zytochrom-~C-Reduktase zu verursachene

Es wira auch ein 6,8 mal starkerer Malatdehydrogenase~ und 4,4 mal starkerer Glutamatdehy=
drogenaseaustritt aus den Mitochondrien im Uberstand beobachtet,

Die aufgefihrten Ergebnisse zeigen, dass das Einwirken niedriger Temperaturen zu einer Be-

80h&digung der Mitochondrienmembrane gefiihrt hat, welches aus der Verminderung der Aktivi-

tas der Sukzinatdehydrogenase in den Mitochondrien und der Zunahme der Aktivitat der Malate

d°h.7drogonase und Glutamatdehydrogenase im Uberstand zu erschliesgen ist.

2&&;_1 Prozentsatz der Proteine im Uberstand und im Hitochondriennioderaohlag nach
Zentrifugieren der Mitochondriensuspension

2&2&.1 Percent distribution of protein between supernatant and mitochondrial sediment
after centrifugation of the mitochondrial suspension

—
Gruppen Uberstana Niederschlag
s (groups) (supernatant) (Sediment)
Eontrolle 14 86

o
P < 0,001
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