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II. Medizinische Klinik der Universitiat Miinchen und Departments of Biological Chemistry
and Medicine, Harvard Medical School, Boston

Zum biochemischen Mechanismus der Stimulation
der Proteinsynthese der Nebenniere
durch adrenocorticotropes Hormon

Von
P. C. Scrisa und W. J. REpDY

Mit 1 Abbildung

In fritheren Untersuchungen konnte von REpDY u. Mitarb. (I, 2) gezeigt wer-
den, daB3 ACTH in vitro und in vivo die Proteinsynthese der Nebenniere beschleu-
nigt. Versuche zur Aufklirung des biochemischen Mechanismus der Stimulation
der Proteinsynthese (2, 3) zeigten, daB die losliche Zellfraktion (105000 X g Uber-
stand des Homogenats) von Nebennieren mit ACTH behandelter Ratten den Ein-
bau von CY.markierten Aminosduren in Eiweill durch eine mikrosomenhaltige
Préparation (15000 Xg Uberstand des Homogenates) von Nebennieren ACTH-
behandelter oder Kontrollratten beschleunigt. Diese Stimulation war durch einen
nicht dialysierbaren Faktor in der 16slichen Zellfraktion bedingt, der weder ein
Aminosduren aktivierendes Enzym noch Transfer-Ribonucleinsdure war. Die
Autoren (2) konnten zeigen, dal die Beschleunigung der Proteinsynthese an einem
Schritt nach der Bildung von Aminoacyl-Transfer-Ribonucleinsdure erfolgte.

Hinweise auf die Natur des fiir die in vitro Proteinsynthese geschwindigkeits-
bestimmenden Faktors in der 19slichen Zellfraktion ergaben folgende Versuche (3):
Der aktive Faktor zeigte keine Artspezifitiat beziiglich seiner Eigenschaft, die Pro-
teinsynthese der mikrosomenhaltigen Praparationen aus Ratten-, Schweine- oder
Hundenebennieren zu beschleunigen. — Er war in der 16slichen Zellfraktion der
Nebennieren ACTH-behandelter Ratten in etwa doppelter Aktivitat im Vergleich
zu der loslichen Zellfraktion, gewonnen aus einer gleichen Gewichtsmenge Neben-
nieren von Kontrolltieren, zu finden. — Kontrollversuche, bei denen je 2 Einheiten
eines synthetischen ACTH-Peptids [N-terminales Triacosapeptid, HoFrMaNN (4)]
hypophysektomierten Ratten in 5 Std infundiert wurden, zeigten, dafl die beob-
achtete signifikante Beschleunigung des Einbaus von C4-markiertem Glykokoll in
EiweiB bei Zusatz der l16slichen Zellfraktion des Nebennierenhomogenats (ACTH-
Tiere: 527 + 19,5 gegeniiber Kontrolltiere: 356 + 10,7 Impulse pro Minute und
Ansatz) fiir ACTH spezifisch und nicht durch eine Verunreinigung (z. B. Wachs-
tumshormon) in den beniitzten kommerziellen ACTH-Praparaten bedingt war. —
Zentrifugation der loslichen Zellfrakvion von Nebennieren ACTH-behandelter
Ratten auf Saccharosedichtegradienten nach der Technik von MarTIN und AMES
(5) ergab einen S-Wert von 6—7 und ein ungefahres Molekulargewicht von
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10—14 x 10 fiir den aktiven Faktor. — Folgende Versuche sprachen fiir die Ei-
weiBnatur des Faktors: Es konnte gezeigt werden, dafl der Faktor durch 15 min
Prainkubation bei 55°C, nicht aber bei 45°C inaktiviert wurde. Auch Priinkuba-
tion mit Trypsin, nicht aber mit Ribonuclease, fithrte in Versuchen, bei denen die
Technik der Dichtegradientenzentrifugation zur anschlieBenden Trennung von
Trypsin und aktivem Faktor benutzt wurde, zu Inaktivation des Faktors. —
SchlieBlich konnte der Faktor mittels eines von TaxaNamr (6) fur die Reinigung
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Abb. 1. Anionenaustauschchromatographie der léslichen Zellfraktion von Nebennierenhomogenaten ACTH-
behandelter Ratten (oben), Beschleunigung des Einbaus von ﬁ“-markiertem Glykokoll in EiweiB (Gesamtaktivitit,
unten), nach (3)

der Aminoacyltransferase aus Rattenleber angegebenen Didthylaminodthyl-Cellu-
lose-Chromatographiesystems von anderen Proteinen, Nucleotiden und Nuclein-
séuren getrennt werden (Abb. 1). Das Verhalten bei der Anionenaustauschchroma-
tographie (KCl-Gradientenelution) entsprach dabei dem der Leber-Aminoacyl-
transferase (Elution zwischen 0,17 und 0,3 M Chlorid). Die Anreicherung lag
zwischen 3- und 7fach, die Ausbeute zwischen 53 und 709%,.

Die chemische Analyse der Fraktionen mit der hchsten spezifischen Aktivitat
(Stimulation des Einbaus von markiertem Glykokoll bzw. Leucin pro mg Eiweif})
zeigte die Proteinnatur des Materials (2,5 mg, Trockengewicht 2,6 mg), ein meB3-
barer Nucleinsdureanteil wurde nicht gefunden (weniger als 1% nach der Empfind-
lichkeit der Methode). Es wird daher vermutet, daB es sich bei dem aktiven Faktor
um eine Aminoacyltransferase handelt.



208 P. C.ScriBa und W. J. REDDY: Zum biochemischen Mechanismus der Stimulation

Unter den gewdhlten Bedingungen war dagegen kein Anhalt fiir eine Stimu-
lation der Proteinsynthese durch eine hochmolekulare Ribonucleinsdure (Messen-
ger-Ribonucleinsdure) zu finden. — Die beobachtete Beschleunigung der Protein-
synthese in der Nebenniere durch ACTH und ihr biochemischer Mechanismus sind
moglicherweise von Bedeutung fir den Wirkungsmechanismus des Hormons,
jedenfalls konnte FERGUSON (7) zeigen, dafl nach Blockierung der Proteinsynthese
der Nebenniere durch Inkubation mit Puromyecin der die Corticoidsynthese stimu-
lierende Effekt des ACTH entfallt. Moglicherweise verursacht ACTH in der Neben-
niere die Synthese eines an der Corticoidsynthese beteiligten Enzymproteins.
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Diskussion
G. BETTENDORF (Hamburg):

Ich méochte fragen, ob nur das eine Ferment unter der ACTH-Wirkung zunimmt oder ob
auch andere Enzyme untersucht wurden. Bei eigenen Untersuchungen iiber die primirc
Stoffwechselwirkung der Gonadotropine konnten wir sehr frith Anderungen bei den Nucleo-
sidphosphaten feststellen. Bereits 2 Std nach Gonadotropininjektion traten charakteristische
Enzymveranderungen auf (ScEULZ, Maass, BETTENDORF: Klin Wschr. im Druck).

P. C. ScriBa:

Kiirzere Zeiten als die 5Std-Periode der Infusion von synthetischem ACTH wurden, u. a.
wegen der technischen Schwierigkeiten, nicht untersucht. BRaNnsoME und REDDY beobachteten
bei in vitro-Versuchen eine Beschleunigung der Proteinsynthese 15 min nach Zugabe von
ACTH. — Andere Enzymaktivititen wurden nicht untersucht.



