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Inaktivierung mikrosomaler Proteine durch Lysosomen*

Heinrich Betz,** Manfred Gratzl** und Herbert Remmer**

(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1972/26. Mirz 1973)

Zusammenfassung: Der Verlust der NADPH-
Cytochrom - ¢ - Oxidoreduktase - Aktivitit (EC
1.6.2.3) und der NADH-Cytochrom-c-Oxidoreduk-
tase-Aktivitit (EC 1.6.99.3) sowie die Abnahme
des Gehalts an Cytochrom P-450 und Cytochrom
bs wurden wihrend der Inkubation von Mikro-
somen mit Lysosomen bei pH 5 und pH 7 verfolgt.
Nur bei pH 5 bewirkten Lysosomen eine be-
schleunigte Inaktivierung der NADH-Cytochrom-
c-Oxidoreduktase und des Cytochroms bs. Lyso-
somen aus Phenobarbital-induzierten Ratten zeig-
ten bei pH 5 eine hohere proteolytische Aktivitit

als Lysosomen aus unbehandelten Tieren, wobei
jedoch das Inaktivierungsmuster der Oxidoreduk-
tasen und der Cytochrome unverdndert blieb.
Inkubationen von glatten endoplasmatischen Mem-
branen mit 100000 x g-Uberstand bei pH 7 ergaben
keinen Hinweis fiir die Beteiligung neutraler cyto-
plasmatischer Proteasen an der Inaktivierung
mikrosomaler Proteine. Die Inaktivierung der
beiden Oxidoreduktasen und des Cytochroms bs
durch Lysosomen bei pH 5,0 beruht hauptsidchlich
auf der Solubilisierung dieser Proteine von der
mikrosomalen Membran.

Inactivation of microsomal proteins by lysosomes

Summary: The loss of NADPH-cytochrome c-
oxidoreductase (EC 1.6.2.3) and NADH-cyto-
chrome c-oxidoreductase (EC 1.6.99.3) activities
and the decrease in the cytochrome P-450 and cy-
tochrome bs content were measured during the
incubation of microsomes with lysosomes at pH 5
and pH 7. Lysosomes caused an accelerated in-
activation of NADH-cytochrome c-oxidoreductase
and cytochrome bs at pH 5 only. At this pH ly-
sosomes from phenobarbital-induced rats showed
a higher proteolytic activity than lysosomes from

untreated rats, whereas the inactivation pattern of
the oxidoreductases and cytochromes was not
altered. Incubations of smooth endoplasmic reti-
culum membranes with 100000 X g-supernatant at
pH 7 gave no indication for a participation of
neutral cytoplasmic proteases in the inactivation
of microsomal proteins. Inactivation of the two
oxidoreductases and cytochrome bs by lysosomes
at pH 5.0 is mainly due to solubilisation from the
microsomal membranes.

* Aus dem Toxikologischen Institut der Universitdt Tibingen.

=% Anschriften: Dr. H. Betz, D-78 Freiburg, Biochemisches Institut der Universitit, Hermann-Herder-Strafle 7.
Dr. M. Gratzl, D-665 Homburg/Saar, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit des Saarlandes,
Prof. Dr. H. Remmer, D-74 Tiibingen, Toxikologisches Institut der Universitét.

Enzyme:

Glucose-6-phosphatase, pD-Glucose-6-phosphat-Phosphohydrolase (EC 3.1.3.9)
Katalase, Wasserstoffperoxid : Wasserstoffperoxid-Oxidoreduktase (EC 1.11.1.6)
NADH-Dehydrogenase, NADH : (Akzeptor)-Oxidoreduktasc (EC 1.6.99.3), in dieser Arbeit NADH-Cytochrom-c-

Oxidoreduktase genannt

NADPH-Cytozhrom-c-Reduktase, NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (EC 1.6.2.3, Numerierung nach dem

Enzym-Report 1961)

Phosphatase, saure; Orthophosphat-monoester-Phosphohydrolase (EC 3.1.31)
Succinat-Dehydrogenase, Succinat:(Akzeptor)-Oxidoreduktase (EC 1.3.99.1).



568

Aus Einbauversuchen mit radioaktiven Vorstufen
ist bekannt, dal mikrosomale Enzyme unterschied-
liche Umsatzgeschwindigkeiten aufweisen. Die vor-
handenen Ergebnisse zeigen, daBl der Proteinanteil
des Cytochroms b5 eine erheblich lingere Halb-
wertszeit besitzt als das gesamte mikrosomale Pro-
tein1-3], Die NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduk-
tase unterscheidet sich in ihrer Halbwertszeit nicht
vom mikrosomalen Protein, das Cytochrom P-450
scheint nach Markierungsversuchen mit 3-Amino-
laevulinsdure eine kiirzere Halbwertszeit zu besit-
zenl4,5],

Ungeklart ist bisher, wie die spezifische Umsatz-
regulation einzelner Enzyme innerhalb der Mem-
bran des endoplasmatischen Retikulums moglich
ist. In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir
daher, ob die unterschiedlichen Umsatzraten der
einzelnen mikrosomalen Proteine durch verschie-
dene Abbaugeschwindigkeiten im Lysosom, dem
Kompartiment, das die wesentliche hydrolytische
Kapazitit der Leberzelle enthilt, erkldrbar ist.
Hierzu verfolgten wir die Inaktivierung der mikro-
somalen Proteine Cytochrom bs, Cytochrom P-450,
NADH- und NADPH-Cytochrom-¢c-Oxidoreduk-
tase durch Lysosomenpriparationen. Dabei gingen
wir von der Annahme aus, dal} keine weitergehende
Proteolyse ohne vorhergehenden Verlust der na-
tiven Enzymstruktur stattfindet (vgl. 1. ¢.[6]), und
dafl daher die Verminderung der enzymatischen
Aktivitdt und die Abnahme der spektroskopischen
Eigenschaften als Parameter fiir den Beginn des
Enzymabbaus verwendet werden konnen.

Methoden

Wir verwendeten folgende Chemikalien: Triton WR-
1339, Phenazinmethosulfat, Leucin, Streptomycinsulfat,
Rinderserumalbumin und Penicillin-G-Kalium von
Serva Entwicklungslabor, Heidelberg; Cytochrom ¢
aus Pferdeherz, Glucose-6-phosphat, NADH und

1 Omura T., Siekevitz, P. & Palade, G. E. (1967)
J. Biol. Chem. 242, 2389 —2396.

2 Schimke, R. T., Ganschow, R., Doyle, D. & Arias,
I. M. (1968) Fed. Proc. 27, 1223 —1230.

3 Betz, H. (1969) Biochem. Diplomarbeit Univ. Tibin-
gen.

4 Greim, H., Schenkman, J. B., Klotzbiicher, M. &
Remmer, H. (1970) Biochim. Biophys. Acta 201, 20—
25.

5 Gratzl, M. (1969) Biochem. Diplomarbeit Univ. Tibin-
gen.

6 Coffey, J. W., Duve, C. de (1968) J. Biol. Chem. 243,
3255—3263.
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NADPH von Boehringer Mannheim GmbH; Labtrol
der DADE Division, Miami/USA; Phenobarbital-
Natrium, Natrium-3-glycerophosphat und alle anderen
Chemikalien waren Produkte der Merck AG., Darm-
stadt.

Unsere Versuchstiere waren 160— 180 g schwere weib-
liche, mit Altromin-M-6-Mischfutter erndhrte Wistar-
Ratten, die jeweils 12 h vor dem Tode kein Futter mehr
erhielten.

Als Ultrazentrifuge diente eine Beckman Spinco L 50
Zentrifuge. Enzymatische Bestimmungen und Differenz-
spektren wurden im Leitz Unicam SP 800 Differenz-
spektrophotometer mit Zusatzschreiber Servogor durch-
gefihrt,

Mikrosomen isolierten wir nach Schenkmann et al.l7!
durch Differentialzentrifugation. Die jeweils 10miniitige
Zentrifugation des Leberhomogenates mit 500 x ¢ und
12500 x ¢ lieferte uns einen postmitochondrialen
Uberstand, aus welchem wir durch Istdg. Zentrifuga-
tion mit 100000 X g unsere Mikrosomenfraktion erhiel-
ten. Diese wurde einmal gewaschen und innerhalb von
6 h verwendet.

Dic Trennung glatter und rauher Mikrosomenfraktionen
erfolgte nach Fouts!®! aus dem postmitochondrialen
Uberstand. Davon wurden drei Teile mit einem Teil
1,13mM Saccharoselosung unterschichtet und 8 h bei
105000 x g zentrifugiert. Danach bildeten die rauhen
Mikrosomen cinen Bodensatz, wihrend sich die glatte
Mikrosomenfraktion in der dariiberstehenden Saccha-
roseldsung ansammelte. Die Schichten im Zentrifugen-
rohr wurden getrennt abgepumpt. Die obere Phase
war unsere Quelle an neutralen Proteasen, die untere
Phase mit den glatten Mikrosomen wurde mit 0.25m
Tris/HCI-Puffer, pH 7,0, auf das 4fache verdinnt und
I h bei 150000 % g zentrifugiert.

Lysosomen isolierten wir aus Tieren, die mit Triton
WR-1339 vorbehandelt waren (85 mg pro 100 g Kor-
pergewicht intraperitoneal 3,5 Tage vor dem Tode,
vgl.l.c.!91), Aus dem Leberhomogenat stellten wir eine
M + L-Fraktion her — sie enthdlt neben Mitochondrien,
Mikrosomen und Peroxisomen den GrofBteil der Lyso-
somenfraktion — und flotierten diese nach der Methode
von Trouet!10!, wie bei Leighton et al.!®) beschrieben.
Dazu wurde die M + L-Fraktion in 45proz. Saccharose-
I6sung unter einen diskontinuierlichen Gradienten aus
34,5proz. Saccharoselosung und 14,3proz. Saccharose-
1dsung geschichtet. Nach 2stdg. Zentrifugation bei
35000 U./min im SW-25-Rotor hatten sich die Lyso-

7 Schenkman, J. B., Remmer, H. & Estabrook, R. W.
(1967) Mol. Pharmacol. 3, 113 —123.

8 Fouts, J. R. (1961) Biochem. Biophys. Res. Comnaun.
6, 373 -378.

9 Leighton, F., Poole, B., Beaufay, H., Baudhuin, P.,
Coffey, J. W., Fowler, S. & Duve, C. de (1968) J. Cell.
Biol. 37, 482—512.

10 Trouct, A. (1964) Arch. Int. Physiol. Biochin:. 72,
698 —699.
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somen an der Grenze zwischen den beiden oberen
Schichten angesammelt, wihrend Mitochondrien und
Peroxisomen in der unteren Phase verblieben. Die
isolierten Lysosomenfraktionen wurden vereinigt, mit
0,25m Saccharose auf die Hilfte verdiinnt und 20 min
bei 100000 x g abzentrifugiert. Das Sediment wurde in
0, 1M Citratpuffer, pH 6,0, resuspendiert und tiefgefroren
aufbewahrt. Vor der Inkubation schlossen wir die
Lysosomen durch 5maliges Einfrieren und Auftauen
auf.

.. Phenobarbital-Lysosomen** erhielten wir, indem wir
den Tieren zusitzlich 48 h vor dem Tode 80 mg Pheno-
barbital pro kg Korpergewicht intraperitoneal injizier-
ten. Die Tiere bekamen ab diesem Zeitpunkt keine
Nahrung mehr, jedoch im Trinkwasser 1% Pheno-
barbital ad libitum!11],

Folgende Enzymaktivitdten wurden bestimmt:

Succinat-Dehydrogenase: Dieses mitochondriale Leit-
enzym bestimmten wir mit Cytochrom ¢ als Elektro-
nenakzeptor in Anwesenheit von Phenazinmecthosulfat
nach Arrigoni et al.l121,

Glucose-6-phosphatase: Zur Abschitzung des mikro-
somalen Anteils in unseren Fraktionen maBen wir dic
Phosphatfreisetzung aus Glucose-6-phosphat nach
Leighton et al.l9], Die so gemessenen Glucose-6-phos-
phatase-Aktivititen sctzen sich aus der spezifischen
Wirkung der Glucose-6-phosphatase und der unspezi-
fischen der sauren Phosphatase auf die Hydrolyse des
Glucose-6-phosphates zusammen. Dadurch erhélt man
in lysosomenreichen, d.h. an saurer Phosphatase
reichen Prdparationen zu hohe Werte fiir die Glucose-
6-phosphatase-Aktivitdt!9],

Saure Phosphatase: Das aus Natrium-{3-glycerophos-
phat freigesetzte anorganische Phosphat ergab die
Aktivitat dieses lysosomalen Leitenzyms nach Leighton
et al.l?l,

Katalase: Die Verteilung der Peroxisomen zeigtc uns
die H209-Zersetzung durch dieses Enzym, gemessen
nach Bergmeyer(13],

Cytochrom bs bestimmten wir spektroskopisch durch
die Differenzspektren zwischen NADH-reduzierten
und lufttoxidierten Proben!14l, Cytochrom P-450 spek-
troskopisch durch das Differenzspektrum zwischen
CO-gesittigter, Dithionit-reduzierter Probe und nur
Dithionit-reduzierter Probel(151,

Die Aktivitdt der NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase
maBen wir kinetisch durch Reduktion von Cytochrom ¢

11 Hornef, W. (1970) Arch. Pharmakol. 266, 361 —362.
12 Arrigoni, V. & Singer, T. P. (1962) Nature (London)
193, 1256 — 1258.

13 Bergmeyer, H. U. (1955) Biochem. Z. 327, 255—258.
4 Mayer, G., Ulirich, V. & Siaudinger, Hj. (1968)
diese Z. 349, 459 —464.

15 Omura, T. & Sato, R. (1964) J. Biol. Chem. 239,
2370 2385.
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bei 550 nm im Testansatz nach Williams et al.l16],
NADH-Cytochrom-c-Reduktase ebenfalls im Test-
ansatz nach Strittmatter et al.l!7), Die millimolare
Extinctionsdifferenz [cm™! x mM~1] zwischen reduzier-
tem und oxidiertem Cytochrom ¢ bei 550 nm betrdgt
21,1 vgl. l.c.118], Dije spezifischen Enzymeinheiten
wurden in U (Mol umgesetztes Substrat/min) pro mg
Protein angegeben.

Anorganisches Phosphat maBlen wir nach Fiske und
Subbarow in der Modifikation von Leloir und Car-
dinil19, Protein wurde nach Lowry et al.l20] mit
Labtrol als Standard bestimmt, freigesetzte Amino-
séiuren mit Ninhydrin im Trichloressigsdure-Uberstand
(Sproz. an Trichloressigsdure) anhand einer Eichkurve
mit Leucin!(21],

Inaktivierungsansditze's)

Unsere Inaktivierungsansitze enthielten in cinem
Volumen von 3 m/ 15 mg mikrosomales Protein und
1,5 mg lysosomales Protein (,,lysosomale Inaktivie-
rung), die Kontrollansitze nur 15 mg mikrosomales
Protein (,,Autinaktivierung'‘ der mikrosomalen Pro-
tecine durch die in der Fraktion vorhandenen lyso-
somalen Enzyme). Bei Inkubation von gereinigten
mikrosomalen Proteinen wurde in allen Ansitzen cinc
Proteinkonzentration von 5 mg/m/ durch Zugabe von
Rinderserumalbumin hergestellt. Alle Inkubationen
erfolgten bei 379C unter Stickstoff zur Verhinderung
der Lipidperoxidation bei fortwdhrendem leichtem
Schiitteln. Nach jeder Entnahme wurde die Stickstoff-
phase erneuert. Bakterienwachstum hemmten wir durch
Zugabe von Streptomycin und Penicillin in einer
Konzentration von jeweils 100 ug pro m/ Ansatz.
Als Inkubationspuffer verwendeten wir bei pH 5,0
0,15M Citratpuffer, bei pH 7,0 0,25m Tris/HCI-Puffer.
Zu gegebenen Zeiten wurden Proben von 0,5 m/ ent-
nommen und durch Zugabe von 2 m/ eiskaltem 0,25M
Tris/HCI-Puffer, pH 7,5, gestoppt. Bei Bedarf wurden
weitere Verdinnungen in demselben Puffer angefertigt.
Diec Messung der Proben erfolgte sofort anschlieBend.

Solubilisierungsversuche!18)

Inkubationsansitze wie oben wurden nach 40miniitiger
Inkubation bei pH 5,0 durch dreifache Verdiinnung in
ciskaltem 0,25M Tris/HCI-Puffer, pH 7,5, gestoppt und
nach vorsichtiger Stickstoffsittigung der Suspensionen

16 Williams, C. H. & Kamin, H. (1962) J. Biol. Chem.
237, 587 —595.

17 Strittmatter, P. & Velick, S. F. (1956) J. Biol. Chem.
221, 277 —294.

18 Takesue, S. & Omura, T. (1970) J. Biochem. 67,
259 — 266.

19 Leloir, L. F. & Cardini, C. E. (1957) Methods
Enzymol. 3, 840—850.

20 Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L. &
Randall, R. J. (1951) J. Bicl. Chem. 193, 265 —275.

21 Spies, J. R. (1957) Methods Enzymnol. 3, 467—4717.
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| h bei 150000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
direkt fur die Bestimmung der Enzymaktivitdten und
Differenzspektren verwendet, das Sediment in einem
definierten Volumen 0,25m Tris/HCI-Puffer, pH 7.5,
resuspendiert.

Cytochrom bs und NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduk-
tase reinigten wir nach Omura et al.!22l, Dabei wurden
diese beiden Proteine mit Trypsin von den Mikrosomen
abgelost. Wir fithrten die Reinigung bis zur Chromato-
graphie an Sephadex G-100 durch (Stufe 3) und er-
reichten dabei bei Cytochrom b5 eine 15,5fache An-
reicherung und bei der NADPH-Cytochrom-¢-Oxido-
reduktase eine 20,1fache Anreicherung gegeniiber den
Mikrosomen.

NADH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase erhielten wir nach
Takesue et al.l'8], Hierbei wurden Mikrosomen mit
Lysosomen desselben Gewebes inkubiert und so von
den Mikrosomen solubilisiert. Nach einer Fraktionie-
rung des rohen Enzymextraktes mit Ammoniumsulfat
folgte eine Chromatographie an Sephadex G-100
(Stufe 4). Die Anreicherung gegeniiber den Leber-
mikrosomen war 142fach.

Ergebnisse

1. Eigenschaften der verwendeten Zellfraktionen

Wie aus Tab. 1 ersichtlich, konnten wir bei der
Isolierung der Lysosomen die relative spezifische
Aktivitiat des lysosomalen Leitenzyms saure Phos-

Tab. 1. Verteilung der Leitenzyme und des Proteins in
der aus Leberhomogenat isolierten Lysosomenfraktion.
Angabe der in der Lysosomenfraktion enthaltenen
enzymatischen Aktivitdt und des Proteins in % des
Gehaltes im Leberhomogenat (= 1009%) sowie die
daraus errechnete relative spezifische Aktivitdt (RSA).
Ausgangswerte im Homogenat (= 1009%): 0,034 U
saure Phosphatase, 0,10 U Glucose-6-Phosphatase.
300 U Katalase, 0,77 U Succinat-D:zhydrogenase bei
einem Proteingehalt von 20,3 mg/m/.

9% enzymatische Aktivitit in der Fraktion

RSA= % Protein in der Fraktion
Ausbeute in 9 des RSA
Leberhomogenates
Protein 0,2 1,0
Saure Phosphatase 11,0 55,0
Glucose-6-phosphatase 0,6 3,0
Katalase 0,07 0,35
Succinat-Dehydrogenase 0,02 0,10

22 Omura, T. & Takesue, S. (1970) J. Biochem. 67,
249 —257.

H. Betz, M. Gratzl und H. Remmer

Bd. 354 (1973)

phatase auf das S5fache anreichern. Die relativen
spezifischen Aktivititen der mikrosomalen Glu-
cose-6-phosphatase, der mitochondrialen Succinat-
Dehydrogenase und der peroxisomalen Katalase
zeigen, dall unsere Pridparation zwar relativ frei
von Mitochondrien und Peroxisomen ist, jedoch
noch einen hohen Anteil mikrosomaler Verun-
reinigung aufweist. Dabei ist, wie bereits erwihnt,
zu bericksichtigen, daBl der Mikrosomengehalt
unserer Lysosomenfraktion in Wirklichkeit nied-
riger zu veranschlagen ist, da die Hydrolyse des
Glucose-6-phosphats zu einem erheblichen Teil
von saurer Phosphatase katalysiert wird (vgl. l.c.[6
91). Unsere Werte sind mit den in der Literatur an-
gegebenen vergleichbar, wenn auch die Werte von
Leighton et al.[9] nicht ganz erreicht werden konn-
ten. Elektronenmikroskopisch zeigten Schnitte
durch die Triton-gefiillten Lysosomen geschwollene
Vesikeln, an deren Innenwand Uberbleibsel der
Matrix hafteten. AuBBerdem waren viele kleine Ve-
sikeln und Membranbruchstiicke erkennbar.*
Das Bild entsprach damit dem von Leighton et
al.91 veroffentlichten.

Der Cytochrom-Gcehalt und die Oxidoreduktase-
aktivitdt der eingesetzten Mikrosomenfraktion ent-
sprachen mit 0,63 nMol Cytochrom P-450/mg Pro-
tein, 0,56 nMol Cytochrom b5 /mg Protein, 0,57 U
NADH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase /mg Pro-
tein und 0,02 U NADPH-Cytochrom-c-Oxido-
reduktase /mg Protein den Literaturwerten(18,231,

2. Inaktivierungsversuche

Die Inaktivierung membrangebundener mikroso-
maler Proteine durch Lysosomenfraktionen aus
Triton-WR-1339-vorbehandelten Ratten bei pH
5,0 und pH 7,0 ist in Abb. la—e dargestellt. In
den Mikrosomen sank die Aktivitdt der NADH-
Cytochrom-c-Oxidoreduktase nach 2stdg. Inkuba-
tion bei pH 5,0 auf 229 der urspriinglich vorhan-
denen ab. Der Zusatz von Lysosomen fiihrte unter
diesen Bedingungen zu einer starken Beschleuni-
gung der Inaktivierung: bereits nach 70 min war
die Ausgangsaktivitit auf etwa 1/29% abgefallen.
Die ,,Autinaktivierung® dieses Enzyms in Mikro-
somen war bei pH 7,0 bei weitem nicht so stark
wie bei pH 5,0. Nach 2 h waren noch 759% der

* Wir danken Herrn Prof. Schlote (Pathologisches
Institut der Universitdt Tibingen) fir die Anfertigung
und Beurteilung der elektronenoptischen Bilder.

23 Schenkman, J. B., Greim, H., Zange, M. & Rem-
mer, H. (1969) Biochim. Biophys. Acta 171, 23—31.
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Ausgangsaktivitat vorhanden. Bei pH 7,0 steigerten
Lysosomen die Inaktivierungsgeschwindigkeit auf
tiber das Doppelte.

Die ,,Autinaktivierung* der NADPH-Cytochrom-
c-Oxidoreduktase bei pH 7,0 erfolgte erheblich
rascher als die des NADH-Enzyms; nach 2 h
waren nur noch 269, der Ausgangsaktivitit vor-
handen. Bei Lysosomenzusatz konnten wir nach
2 h nur noch 11 % nachweisen. pH 5,0 teschleunigte
die Inaktivierung auch ohne Lysosomen so be-
trachtlich, daB3 innerhalb von 2 h die Ausgangs-
aktivitat auf 1,49 absank. Das Differenzspektrum
des Cytochroms b5 dnderte sich bei pH 7,0 tiber 2 h
nicht, und zwar weder im Kontrollansatz noch im
Ansatz mit Lysosomen. Bei pH 5,0 fanden wir mit
Cytochrom bs dhnliche Verhiltnisse wie bei der
NADH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase; auch in die-
sem Falle war die ,,Autinaktivierung® bereits er-
heblich (409 der Ausgangsaktivitit nach 2 h).
Lysosomen beschleunigten die Inaktivierung in
hohem Malle, so dall nach 90 min nur noch 59,
der Ausgangsaktivitit nachweisbar waren.
Cytochrom P-450 zeigte eine hohe Stabilitat auch
bei pH 5,0 (759 der Ausgangsaktivitiat nach 2 h).
Ein Zusatz von Lysosomen brachte hier keine wei-
tere Abnahme im Differenzspektrum. Bei pH 7,0
konnten wir wiahrend 2stdg. Inkubation mit und
ohne Lysosomen keinerlei Verluste feststellen.

Die Inkubation von Mikrosomen mit Lysosomen,
isoliert aus der Leber Phenolbarbital-vorbehandel-
ter Tiere, lieferte bei pH 5.0 innerhalb der experi-
mentellen Fehlerbreite dieselben Inaktivierungs-
kurven fir die vier untersuchten mikrosomalen
Membranproteine wie die vorstehend beschriebe-
nen Versuche mit Lysosomen von unbehandelten
Tieren. Die Induktion der lysosomalen Protease-
aktivitit durch Phenobarbital (vgl. l.c.l1]) be-
wirkte also keine Anderung im Inaktivierungs-
muster der Mikrosomenproteine.

Um festzustellen, ob l6sliche neutrale Proteasen
an der Inaktivierung membrangebundener mikro-
somaler Proteine beteiligt sind, fiihrten wir Inak-
tivierungsversuche mit 100000xg-Uberstand als
Enzymquelle bei pH 7.0 durch. Zum weiteren Aus-
schluB lysosomaler Verunreinigungen unserer Mi-
krosomenfraktionen isolierten wir fiir diese Ver-
suche glatte mikrosomale Membranen. Der
100000xg-Uberstand wurde im gleichen Verhiltnis
wie im Homogenat den Membranen zugesetzt (die
Kontrollansitze enthielten in einem Volumen von
3 m/ 4,2 mg Protein glatter Mikrosomen und die
Versuchsansitze zusitzlich 5,4 mg 16sliches Pro-
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tein des 100000xg-Uberstandes). Dabei konnten
wir weder bei Inkubation glatter mikrosomaler
Membranen allein (Kontrollansidtze) noch bei
Inkubation der glatten Membranen mit 100000xg-
Uberstand (Versuchsansitze) signifikante Veriande-
rungen gegeniiber dem Inaktivierungsmuster der
gesamten mikrosomalen Fraktion bei pH 7,0 fest-
stellen. Somit erscheint eine Beteiligung cytoplas-
matischer Enzyme an der Inaktivierung mikroso-
maler Membranproteine unwahrscheinlich.

3. Aminosdurefreisetzung in den Inkubationsansdtzen

Zur Verfolgung der Proteolyse wurden die freige-
setzten Aminosduren mit Ninhydrin bestimmt.
Bei pH 7,0 wurde die Aminosédurefreisetzung aus
Mikrosomen durch Lysosomenzusatz nur wenig
gesteigert. Die Autolyse der Mikrosomenfraktion
war gering (Abb. 2b).

Bei pH 5,0 war die mikrosomale Autolyse kaum
stirker (Abb. 2a), der Zusaiz von Lysosomen be-
wirkte unter diesen Bedingungen jedoch ecine er-
hebliche Proteolyse. Diese wurde mit Lysosomen
aus Tieren, die mit Phenobarbital vorbehandelt
wurden und kein Futter erhalten hatten, um wei-
tere 509 gesteigert. 100000xg-Uberstand erhohte
die geringe Autolyse glatter mikrosomaler Mem-
branen bei pH 7,0 nicht (Abb. 2¢); der hohe Aus-
gangswert ist durch den endogenen Aminosidure-
gehalt des 100000xg-Uberstandes bedingt.

4. Solubilisierung membrangebundener mikrosomaler
Proteine durch Lysosomen bei pH 5,0

Nach 40miniitiger Inkubation von Mikrosomen
bei pH 5,0 konnten wir keines der untersuchten
Membranproteine im Uberstand finden. Bei Zu-
satz von Lysosomen war von allen Proteinen auller
Cytochrom P-450 ein gewisser Teil im Uberstand
gelost, namlich 409 der noch vorhandenen
NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduktaseaktivitat,

1,59% der NADH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase-
aktivitit und 109 des Cytochroms bs. Nach
Takesue und Omural’8! wird bei pH 5,7 die NADH-
Cytochrom-c-Oxidoreduktase bei einer allerdings
weit hoheren Lysosomenkonzentration nahezu
vollstandig solubilisiert, doch fallt unterhalb pH
5,7 die Aktivitat dieses Enzyms infolge Inaktivie-
rung sehr rasch ab. Es ist anzunehmen, daB3 auch
unter unseren Versuchsbedingungen eine hohe
Solubilisierung dieser Oxidoreduktase stattfand.
Das geloste Enzym wurde jedoch sehr schnell in-
aktiviert (sieche unten). Trotz verdnderter Ver-
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suchsbedingungen lagen die Solubilisierungsge-
schwindigkeiten des Cytochroms bs und der
NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase in .c.!181in
derselben GroBenordnung wie die von uns be-
stimmten.

5. Inaktivierung der von der Mikrosomenmembran
abgeldsten Proteine bei pH 7,0 und pH 5,0 (Tab. 2)

Bei pH 7,0 sind das Cytochrom b5 und die NADH-
Cytochrom-c-Oxidoreduktase in geloster Form in-
stabiler als in membrangebundener Form. Die ge-
reinigte  NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase
zeigt bei pH 7,0 den gleichen Aktivitatsverlust wie
in membrangebundener Form. Bei pH 5,0 werden
die freie NADH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase und
das Cytochrom b5 ebenso schnell inaktiviert wie
die membrangebundenen Proteine bei Zusatz von
Lysosomen. Gereinigte NADPH-Cytochrom-c-
Oxidoreduktase verliert bei pH 5,0 wesentlich
rascher ihre Aktivitidt wie bei pH 7,0.

Diskussion

Die sehr unterschiedliche Halbwertzeit mikroso-
maler Proteine spricht eindeutig dafiir, daB3 mikro-
somale Membranen nicht in toto von Lysosomen
abgebaut werden, sondern daB sich die endoplas-
matischen Membranen in einem dynamischen Zu-
stand befinden, in dem die verschiedenen Proteine

<

Abb. 1. Inaktivierung mikrosomaler Enzyme NADH-
Cytochrom-c-Oxidoreduktase (a), Cytochrom b; (b),
NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (c) und Cyto-
chrom P-450 (d und e) bei pH 5,0 und pH 7,0.

Abszissen: Zeit in min; Ordinaten: 9% der noch vor-
handenen Aktivitit; @ ---e: Ansdtze mit 5 mg mikro-
somalem und 0,5 mg lysosomalem Protein (jeweils/m/)
bei pH 5,0; 0 ---0: Kontrollansdtze mit S mg mikro-
somalem Protein/m/ bei pH 5,0; e——e: Ansidtze mit
5 mg mikrosomalem und 0,5 mg lysosomalem Protein
(jeweils /m/) bei pH 7,0; o——o0: Kontrollansitze mit
5 mg mikrosomalem Protein/m/ bei pH 7,0. Die Punkte
entsprechen Mittelwerten aus finf Inaktivierungs-
ansdtzen. Die Standardabweichung ist durch die senk-
rechten Balken dargestellt.
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offensichtlich mit unterschiedlicher Geschwindig-
keit umgesetzt werden. Die Inaktivierungsraten
mikrosomaler Proteine durch Lysosomenpripara-
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Abb. 2. Freisetzung von Aminosduren (gemessen als
Leucin-Aquivalente).

Abszissen: Zeit in Minuten; Ordinaten: puMol Leucin-
dquivalente/m/ (d. h. die Ninhydrinwerte wurden
mittels einer Leucin-Eichkurve ausgewertet, vgl.
Methoden); dargestellt sind jeweils Mittelwerte aus
vier Inaktivierungsansitzen und deren Standardab-
weichungen (senkrechte Balken).

a) Inkubation bei pH 5.0. ® ---e: Ansdtze mit 5 mg
mikrosomalem und 0,5 mg lysosomalem Protein (je-
weils /ml); o---0: Ansdtze mit 5 mg mikrosomalem
und 0,5 mg lysosomalem Protein (jeweils /m/) aus
Phenobarbital-vorbehandelten Tieren; o---0: Kon-
trollansidtze mit 5 mg mikrosomalem Protein/m/.

b) Inkubation bei pH 7,0. e——e: Ansdtze mit 5 mg
mikrosomalem und 0,5 mg lysosomalem Protein (je-
weils /m/); o——o: Kontrollansdtze mit 5 mg mikro-
somalem Protein/m/.

c) Inkubation bei pH 7,0. e#——e: Ansitze mit glatten
Mikrosomen (1,4 mg Protein/m/) und 100000 x g-
Uberstand (1,8 mg Protein/m/); o——o: Kontroll-
ansidtze mit glatten Mikrosomen (1,4 mg Protein/m/).
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Tab. 2. Aktivititsverlust gereinigter mikrosomaler Proteine bei pH 5,0 und pH 7,0 (Temperatur = 37°C).

Bei der Inkubation gereinigter mikrosomaler Proteine wurde in allen Ansitzen eine Proteinkonzentration von
5 mg/m/ durch Zugabe von Rinderserumalbumin hergestellt. Die Bedingungen entsprachen denen bei der Inkuba-
tion ganzer mikrosomaler Membranen (siche Methoden und Abb. 1). Angegeben sind die zum jeweiligen Zeit-
punkt noch nachweisbaren enzymatischen bzw. spektroskopischen Aktivitaten in Prozent.

Aktivitit

[%]
Zeit [min] 0 20 40 80
pH 5,0 7,0 5,0 7,0 5,0 7,0 5,0 7,0
NADH-Cytochrom-¢-Oxidoreduktase 100 100 10 42 4 21 0,0 10
NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase 100 100 10 80 2 61 0,1 33
Cytochrom b5 100 100 46 92 33 87 14 76

tionen bei pH 5,0 und die zugehorigen Halbwerts-
zeiten dieser Proteine zeigten keine Korrelation:

Cytochrom P-450 war unter allen Inkubationsbe-
dingungen das stabilste der untersuchten Proteine.
Als Parameter fir die Erhaltung der nativen Struk-
tur dieses Proteins benutzten wir die Fihigkeit dic-
ses Cytochroms, im reduzierten Zustand mit CO
eine Soret-Bande bei 450 nm zu bilden. Anderungen
der Membranstruktur wie Detergentienbehandlung
usw.15] verschieben diese Soret-Bande nach 420
nm, was auch in unseren Inkubationsansitzen
durch einen Abfall des 450-nm-Gipfels zu beob-
achten war. Lysosomale Enzyme konnten das
native Membranprotein auch bei pH 5,0 nicht
weitergehend angreifen, obwohl Einbauversuche
und Induktionsexperimente fiir eine kurze Halb-
wertszeit von 1 bis 2 Tagen sprechenl4:24l, Im
Gegensatz hierzu wurde mikrosomales Cytochrom
bs, welches nach Einbauversuchen mit radioaktiven
Aminosduren/1-3] eine lange Halbwertszeit von
etwa 5 Tagen besitzt, ebenso wie die funktionell
zugehorige NADH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase
sehr rasch durch Lysosomen bei pH 5,0 inaktiviert.
NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase zeigt in
Einbauversuchen mit radioaktiven Aminosiuren
eine durchschnittliche Halbwertszeit von nicht
ganz 3 Tagen!l-3]. Dieses Enzym wurde bei pH
5,0 auch ohne Lysosomenzusatz ausgesprochen
rasch inaktiviert, so dal moglicherweise vorhan-
dene spezifische Inaktivierungsmechanismen nicht
erfaBt werden konnten. Wahrscheinlich sitzt die
NADPH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase so ober-
flachlich an der Membran des endoplasmatischen

24 Ernster, L. & Orrenius, S. (1965) Fed. Proc. 24,
1190—1199.

Retikulums — wofiir auch die besonders leichte
Ablosbarkeit dieses Enzyms durch Detergentien
und Proteasen spricht!3.151 daB sie selbst in mem-
brangebundener Form in saurem Medium sehr
rasch ihre native Konformation verliert. Bei pH
7,0 konnten wir nur cine geringe Beschleunigung
der Inaktivicrung der beiden Cytochrom-c-Reduk-
tasen und eine relativ schwache Proteolyse der
mikrosomalen Membranen durch Lysosomenen-
zyme erreichen. Bei saurer, vollstindiger Hydro-
lyse werden nach Fowler und De Duvel25] 11,8
Leucindquivalente pro mg mikrosomales Protein
freigesetzt. Unter unseren Versuchsbedingungen
setzten Lysosomen bei pH 5,0 etwa 1 Aquiv.
Leucin, bei pH 7,0 0,2 mAquiv. aus 1 mg mikro-
somalem Protein innerhalb von 2 h frei. Daraus
1aBt sich abschétzen, dal Lysosomen bei pH 5,0
zur Totalhydrolyse etwa 1 Tag, bei pH 7,0 rund
5 Tage benotigen wiirden. Dabei ist nicht beriick-
sichtigt, daf3 die Lysosomenkonzentration im Ver-
hiltnis zum mikrosomalen Protein in unseren In-
kubationsanséitzen 6- bis 10 mal hoher liegt als in
vivo, und daBl die Geschwindigkeit der Amino-
sdurefreisetzung bereits nach wenigen Stunden
stark absinkt, da die Zahl der schwer- bzw. nicht-
hydrolysierbaren Peptidbindungen zunimmt[25],

Bei einer mittleren Halbwertszeit des mikrosomalen
Proteins von etwa 3 Tagen erscheint daher ein
effizienter Proteinabbau nur in saurem intralyso-
somalem Milieu gewéhrleistet, wie auch von ande-
ren Arbeitsgruppen angenommen wird[6.261, Mog-

25 Fowler, S. & Duve, C. de (1969) J. Biol. Chem.
244, 471—481.

26 Duve, C. de & Wattiaux, R. (1966) Annu. Rev.
Physiol. 28. 435—492.
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licherweise erklart die notwendige Aufrechterhal-
tung eines pH-Gefilles zwischen Lysosomen und
Cytosol auch die wiederholt beobachtete Energie-
abhingigkeit des Proteinabbaus in Leberhomo-
genaten!25], Unsere Versuche mit Lysosomen aus
Phenobarbital-behandelten Tieren zeigen, daB sich
der lysosomale Proteinabbau veridnderten metabo-
lischen Bedingungen anpassen kann. Dal} eine er-
hohte Proteinabbaukapazitit dieser Lysosomen in
vivo vorliegt, geht auch aus Resultaten hervor(11],
die zeigten, daBl unter Phenobarbitaleinwirkung die
Aktivitdt des Kathepsins D im Leberhomogenat
erhoht ist.

Lysosomen haten jedoch nicht nur die Féihigkeit,
Proteine abzubauen, sie kdnnen in saurem Milieu
aus den Lipoproteinmembranen der Mikrosomen
in fiinf Tagen 70 % der gebundenen Fettsduren und
eine dquivalente Menge an gebundenem Phosphat
frei machen!25], Beim Abbau der Mikrosomen
durch Lysosomeni bei pH 5,0 spielen demnach
aufler den Proteasen auch die Lipasen eine be-
trachtliche Rolle. Trotzdem wurde unter unseren
Bedingungen das lipidhaltige Cytochrom P-450
nicht von der Membran abgelost.

Sieht man von der NADPH-Cytochrom-¢-Oxido-
reduktase wegen der hohen Empfindlichkeit gegen-
tiber saurem Medium ab, so gehen Solubilisierung
und Inaktivierungsbeschleunigung durch Lysoso-
men bei pH 5,0 in etwa parallel: NADH-Cyto-
chrom-c-Oxidoreduktase wird besonders gut durch
lysosomale Enzyme solubilisiert und zeigt daher
eine sehr hohe Inaktivierungsrate; diejenige des in
weit geringerem Ausmal} solubilisierten Cyto-
chroms b5 liegt erheblich niedriger, wihrend das
nicht ablésbare Cytochrom P-450 auch keine spe-
zifische Inaktivierung erfahrt.

Unsere Versuche mit gereinigten, von der Membran
abgelosten Proteinen zeigen, dal} die Inaktivierung
der NADPH- und der NADH-Cytochrom-¢-Oxi-
doreduktase sowie des Cytochroms b5 bei pH 5,0
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in geloster Form rascher vor sich geht als in mem-
brangebundener. Die Inaktivierungsgeschwindig-
keit von gelostem Cytochrom bs und gelGster
NADH-Cytochrom-c-Oxidoreduktase bei pH 5,0
war gleich groB3 wie in Inkubationsansitzen von
Mikrosomenmembranen und zugesetzten Lysoso-
men.

Somit ist fir die Geschwindigkeit des intralyso-
somalen Abbaus die Ablosbarkeit eines struktur-
gebundenen Proteins von der Membran von ent-
scheidender Bedeutung, wobei die beschleunigte
Denaturierung des abgelGsten Proteins im sauren
Medium die anschlieende vollstindige Proteolyse
erleichtern diirfte (vgl. l.c.[8]). Offensichtlich wird
der Abbau der mikrosomalen Proteine in wvivo
jedoch nicht durch die Angreifbarkeit derselben
von lysosomalen Enzymen reguliert. Dem intra-
lysosomalen Abbau scheint ein vermutlich im
Cytosol lokalisierter Regulationsmechanismus vor-
geschaltet zu sein.

Bei unseren Untersuchungen konnten wir allerdings
keinerlei Anhaltspunkte fiir die Beteiligung 16s-
licher cytoplasmatischer Proteasen am Enzymab-
bau gewinnen. Die bisher nachgewiesenen Protea-
seaktivitiiten im Cytosol der Leberzelle scheinen
nur zum Abbau denaturierter Substrate bzw.
klzinerer Peptidbruchstiicke geeignet zu seinlf6l,
Inwieweit auch in der Leberzelle spezifische inakti-
vierende Enzyme wie in Mikroorganismen (vgl.
1.c.[27]) an der Regulation des Proteinumsatzes be-
teiligt sind, bleibt zu untersuchen. Mdoglicherweise
geht der intralysosomalen Verdauung ein Prozess
voraus, der die zum Abbau bestimmten Molekiile
kenntlich macht. Experimentelle Beweise fiir die
Existenz solcher Regulationsmechanismen in der
Leberzelle liegen bisher noch nicht vor.

27 Schimke, R. T. & Doyle, D. (1970) Annu. Rev. Bio-
chem. 70, 929—976.



