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Untersuchungen am ribosomalen Ferritin normaler, cirrhotischer und
carcinomatdser menschlicher Lebern

Von W. DoMmscHKE, J. G. MBYER-BERTENRAT&, D. DeMMER und G. F. DoMAGK

Aus der Abteilung fiir Engym-Chemie des Physiologisch-Chemischen Institutes der Universitit Gittingen
und dem Zentrallaboratorium des Stadtkrankenbauses Hanan

(Eingegangen am 5. Dezember 1969)

Es wird iiber die Isolierung einer ribosomalen Chromoproteidfraktion aus normalen, cirrhotischen und carcinomatésen menschlichen
Lebern berichtet; diese Fraktion 1Bt sich als Ferritin klassifizieren. Das als integrierender Ribosomenbestandteil aufzufassende ribosomale
Ferritin zeigt je nach Ursprung aus normalen oder pathologisch verinderten Lebern Unterschiede in seinem Eisengehalt und seiner
EiweiBstruktur, die sich in Form von Verinderungen seines diskelektrophoretischen Verhaltens, seines Molckulargewichtes und seiner

Aminosiurezusammensetzung nachweisen lassen.

Studies on the ribosomal ferritin from normal, cirrbotic and cancerous human livers

The isolation of a ribosomal chromoprotein fraction from normal, cirrhotic and cancerous human liver is described. This fraction was
characterized as a ferritin. The ferritin, which is considered to be an integrating component of ribosomes, shows changes in iron contents
and protein structure, depending on its origin from normal or pathological livers. The differences in protein structute were shown by
polyacrylamide gel electtophoresis, molecular weight determination and amino acid analysis.

Bei Untersuchungen an Rattenleberribosomen gelang
durch Gelfiltration an Sepharose in einem EDTA-
haltigen Puffermilieu die schonende Darstellung eines
ribosomalen Chromoproteidanteiles, der als besondere
Ferritinfraktion gekennzeichnet (1) und dessen Beteili-
gung am Aufbau intakter Rattenleberribosomen und
ihrer Untereinheiten durch diskelektrophoretische Ana-
lysen deutlich gemacht werden konnte (2). Diese ribo-
somale Ferritinfraktion unterliegt charakteristischen Ver-
inderungen im Rahmen der experimentellen, durch die
hepatotropen Substanzen N-Nitrosomorpholin, Diithyl-
nitrosamin oder Thioacetamid induzierten Carcino-
genese (3, 4).

In der vorliegenden Arbeit wird iber die Priparation
des ribosomalen Ferritins aus menschlicher Leber be-
richtet; auBerdem werden seine unterschiedlichen Eigen-
schaften je nach Ursprung aus normaler, cirrhotischer
und carcinomatser Leber dargestellt.

Material und Methoden

Untersuchungsmaterial

Die Untersuchungen wurden an menschlichen Lebern durch-
gefiihrt, die dankenswerterweise vom Pathologischen Institut der
Universitit Gottingen (Direktor: Prof. Dr. J. LinzsacH) be-
urteilt und zur Verfiigung gestellt wurden. Ribosomenpripara-
tiopen wutden an normalem Lebergewebe und an Lebern vorge-
nommen, bei denen die histologische Diagnose ,,progrediente
Lebercirrhose* bzw. ,,primirtes hepatozellulires Leber-Carcinom™
gestellt worden wat. !

Ribosomenpriparation

Die Ribosomenpriparation aus menschlichem Lebergewebe wurde
in Anlehnung an die von KorNEr (5) angegebene Methodik
durchgefithrt. Dabei wurde die Lebern in 0,25 Saccharose
enthaltendem 0,05 Tris-Puffer, pH 7,6, 0,025 KCl, 0,005m
Tris-Puffer, pH 7,6, 0,025 KCl, 0,005 MgCl, (,,LK-Puffer
(6)) homogenisiert (Potter-Elvehjem-Homogenisator) und an-
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schlieBend bei 12500 U./Min. (20000g) 15 Min. zentrifugiert
(Spinco-Ultrazentrifuge, L 2 65, Rotor 30, Fa. Beckman Instru-
ments, Miinchen).

Der Uberstand wurde mit 1/ seines Volumens frisch bereiteter
5proz. Na-Desoxycholat-Losung in 0,03M Tris-Puffer, pH 8,2, (5)
versetzt und die durch Na-Desoxycholat-Zusatz aus der Mikro-
somenfraktion freigesetzten Ribosomen durch 60 Min. Zentri-
fugation bei 65000 U./Min. sedimentiert, an Sephadex G-200
(Sdule 3 x 50 cm, LK-Puffer-Milieu) durch Gelfiltration ge-
treinigt und durch erneutes 60 Min. Zentrifugieren bei 65000 U./
Min. gewonnen. Die Menge der erhaltenen Ribosomen wurde
durch Messung der Extinktion bei 260 nm bestimmt (7).

Priparation der ribosomalen Ferritinfraktion

Suspensionen gereinigter Ribosomen (s.0.) wurden auf eine
Sepharose-4B-Siule (2,5 X 150 cm) aufgetragen und in einem
0,004 EDTA-haltigen (8) Puffermilieu fltriert (0,05M Tris-
Puffer pH 7,6, 0,025 KCl, 0,005 EDTA). Die Extinktion des
Eluates bei 254 nm wurde laufend registriert (DurchfluBphoto-
meter Uvicord der Fa. LKB, Stockholm). Die im Eluat auf-
tretenden Fraktionen I und II wurden 100 Min. bei 65000 U./Min.
zentrifugiert. Die nicht wie im Falle der Fraktion I kompakt
sedimentierte Fraktion II (ribosomale Ferritin-Fraktion) wurde
anschlieBend durch Chromatographie an Sephadex G-25 coarse
(Sdule 1,5 X 20 cm) entsalzt und dann lyophilisiert. So pra-
pariertes ribosomales Ferritin lieB sich in trockener Form bei 4°
iiber Monate ohne feststellbare Verinderungen aufbewahren.
Alle beschriebenen Manipulationen wurden im Kiihlraum bei
4° durchgefiihrt.

Analytische Methoden

Proteinbestimmungen erfolgten nach der Biuret-Methode (9). RN.A-
Bestimmungen wurden mit der Orcin-Methode mit gereinigter
Hefe-RNA als Standard durchgefiihrt (10). Das Ferritineisen lie3
sich nach dem von DRryspaLE und Munro (11) angegebenen
modifizierten Bipyridyl-Verfahren quantitativ erfassen.

Zur Durchfishrung der Diskgel-Elekiropharese verwandten wir das
von WiLLiams und REesreLD (12) angegebene Gelsystem. Acryl-
amid liegt dabei in ciner Konzentration von 7,5%, vor. Die Elektro-
phorese lief 2,5 Stdn. bei ciner Stromstirke von 3 mA pro Gel-
rohrchen. Die Anfirbung der diskelektrophoretisch getrennten
Proteine erfolgte mit Amidoschwarz 10 B (1% in 7proz. Essig-
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siure). RNA wurde mit ciner von PEACOCK und DineMaN (13)
angegebenen Methylenblaulésung  firberisch dargestellt. Nach
cinem von ORNsTEIN (14) entwickelten Verfahren lieB sich mit
2,4-Dinitrosonaphthalin-1,3-diol cine spezifische Eisenfirbung
durchfiihren.

Die densitometrische Auswertung der Diskelektropherogramme
erfolgte bei 578 nm mit dem Scanner der Firma Eppendorf
Geritebau, Hamburg.

Hochspannungselektrophoresen des ribosomalen Fetritins wurden mit
dem High Voltage Electrophorator GME der Firma Gilson
Medical Electronics France durchgefiihrt. Dabei wurde das in
Wasser geloste Eisenproteid auf Chromatographiepapier (90 X
10 cm; Bogen der Nr. 2316, Firma Schleicher & Schiill, Dassel)
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Pyridinacetat pH 4,7
(100 m/ Pyridin 4+ 100 m/ Eisessig 4 7,8 / Wasser) iiber 90 Min.
bei 3000 V. Zur Firbung wurde eine Losung von 0,3% Nin-
hydrin in Aceton verwandt.

Molekulargewichtsbestimmungen wurden durch Gelfiltration iiber
Sephadex G-200 vorgenommen (SiulenmafBle 1,5 X 29 cm;
0,05Mm Tris-Puffer, pH 7,5/0,1m KCl; Eichsubstanzen s. Abb. 5).
Fir die .Aminosinreanalysen stand uns der Aminosiureanalysator
Unichrom der Firma Beckman Instruments, Miinchen, zur Ver-
figung.

Proteinhydrolysen wuarden durch 21stdg. Erhitzen der mit 68 HCl
im Vakuum eingeschmolzenen Proben erreicht; die anschlieBende
Entfernung der Salzsiure erfolgte mit dem Schiittelevaporator
Frequentax de\r Firma E. Schiitt jun., Géttingen.
Cysteinbestimmungen wurden nach Oxydation des Eisenproteids
mit Perameisensdure (15) und anschlieBender HCl-Hydrolyse im
Aminosiureanalysator durchgefiihrt.

Tryptophan wurde nach detr spektrophotometrischen Methode von
Barman und Kosuranp (16) bestimmt.

Ergebnisse

Ribosomales Ferritin aus normaler mensch-
licher Leber

Die Chromatographie von gereinigten Ribosomen-
suspensionen iiber Sepharose 4B in EDTA-haltigem
Puffermilieu ergibt cas in Abbildung 1 dargestellte
[

E254 nm

. .

100 200 300 400 500
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Abb. 1

Elutioqsdnasramm bei Chromatographie von menschlichen Leberribo-

somen in EDTA-haltigem Puffer (s, Methodik) an Sepharose-4B (Sdule

2,5 x 150 cm; FlieBgeschwindigkeit: 0,25 mi/Min.). Aufgegeben wur-

den Ribosomen entsprechend einer Extinktion bei 260 nm von 600,0.

Der zuerst von der Sdule eluierte Peak wird im Text Fraktion I, der
folgende Fraktion I genannt

Elutionsbild. Die im Eluat erscheinenden Fraktionen I
und II wurden durch Ultrazentrifugation konzentriert
und dann analysiert.

Fraktion I

In der farblosen Fraktion I lLiBt sich RNA (4,4 mg/m/)
und Protein (7,2 mg/m/), nicht jedoch Eisen nachweisen.

Der sich aus diesen Daten ergebende RNA/Protein-
Quotient von 0,61 ist deutlich kleiner als der von uns
fiir die entsprechende Fraktion aus Rattenleberribo-
somen bestimmte Wert von 0,91 (1). Moglicherweise
ist diese relative Abnahme des RNA-Anteiles in dieser
Fraktion menschlicher Ribosomen durch RNase-Wir-
kung in dem verwendeten Sektionsgut bedingt. In det
Fraktion I lassen sich auch bei diskelektrophoretisches
Analyse in Polyacrylamidgel durch positive Firbung
mit Amidoschwarz 10B wie auch mit der Methylen-
blaulssung nach PEacock und DiNGMAN (13) Proteine
und RNA nachweisen. Diese Befunde werden in einer
gesonderten Mitteilung dargestellt werden, in der der
in Fraktion I enthaltene Nucleoproteidanteil mensch-
licher Ribosomen ndher charakterisiert wird.

Fraktion IT

Die rostbraun gefirbte Fraktion II enthilt Protein
(5,4 mg/m/) und Eisen (1,4 mg/m/), RNA 1iBt sich
nicht nachweisen. Der Eisengehalt von 20,6% (g/g)
entspricht den von anderen Autoren fiir Ferritin ange-
gebenen Werten (17—19). Abbildung 2 zeigt das

E
<
W
200 300 400 500
A [pm]
Abb. 2

Absorptionsspektrum der Fraktion II (Chromoproteid, e—e, 5 mg/

ml) und ihrer durch Natriumdithionit (0,22 mg Na-Dithionit/mg

Chromoproteid) reduzierten Form (o—o). Die Spektren entsprechen
dem Ferritin bzw. Apoferritin

Absorptionsspektrum einmal der unbehandelten und
dann der mit Natriumdithionit (20) bzw. Ascorbin-
sdure (21) reduzierten Fraktion II. Das fiir die nicht voz-
behandelte Fraktion II dargestellte Spektrum ist nahezu
identisch mit dem von DryspaLE und Munro (11) ver-
offentlichten Ferritin-Spektrum. Dije mit Natrium-
dithionit bzw. Ascorbinsiure behandelte Fraktion II
zeigt das gleiche’ spektrale Verhalten wie Apoferritin:
Ausbildung eines ausgeprigten Absorptionsmaximums
bei 280 nm (11). ,
Molekulargewichtsbestimmungen durch Gelfiltration
(Sephadex G-200) an der mit Natriumdithionit redu-
zierten Fraktion II ergaben Werte von 485000, die den
von RoTHEN (22) fiir menschliches Apoferritin mitge-
teilten Daten entsprechen.

Durch Zugabe von Cadmiumsulfat zur Fraktion II bis

v ‘
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zu einer Endkonzentration von 59, konnten wir die

Ausbildung von kleinen braunen Kiristallen mit abge-"

rundeten Ecken anregen, die bei dieser Kristallisations-
methodik (19) als charakteristisch fiir menschliches
Ferritin beschrieben werden (17, 23).

Nach diesen Befundesn erscheint es gerechtfertigt, die
Chromoproteidfraktion II als Ferritin zu klassifizieren.
Bei Bestimmungen der Sedimentationskonstanten in der
analytischen Ultrazentrifuge war RoTHEN (22) eine
starke Heterogenitit des Ferritins aufgefallen, die sich
in der Ausbildung breitbasiger Gipfel bei der Sedimen-
tation duBerte. Diese Heterogenitit stellten auch wir bei
Saccharose-Gradientenzentrifugation der Ferritinanteile
von Rattenleberribosomen in Form pH-abhingiger
Assoziation bzw. Dissoziation fest (1). Diese Befunde
veranlaften uns, mit Hilfe der Hochspannungselektro-
phorese (90 Min.; 3000 V; 4°) eine Auftrennung des
ribosomalen Ferritins aus menschlicher Leber zu ver-
suchen. Unter diesen Bedingungen stellte sich jedoch
das ribosomale Ferritin nur in Form einer einzigen,
kathodisch wandernden Bande dar.

In weiteren Versuchen lieBen wir nach Besetzung der
SH-Gruppen des Ferritins durch Athyleniminierung
(24) nach dem Verfahren von RurNer und LanNe (25)
Natriumdodecylsulfat auf das Eisenproteid einwirken
und konnten bei anschlieBender Chromatographie an
Sephadex G-200 im Eluat zwei Gipfel registrieren

Fo.

E254 nm

- L .
2 3 4
Elutionsdaver [ Stdn]

Abb. 3

Chromatograp_h_ie des mit Natriumdodecylsulfat behandelten ribo-

somalen Ferritins an Sephadex G<200 (Sdule: 1,5 x 25 cm; FlieB-

geschwindigkeit: 0,2 mi/Min.; Elutionspuffer: 0,03m Tris-HCIl, pH 8,2,
0,1 mm EDTA, 0,5% Natriumdodecylsulfat)

(Abb. 3), wihrend nicht vorbehandeltes ribosomales
Ferritin als einheitliche Fraktion im Eluat erscheint. Die
diskelektrophoretische Analyse der beiden nach Dode-
cylsulfat-Behandlung auftretenden Gipfelfraktionen er-
gibt Elektropherogramme, die dem in Abbildung 4
(oberes Diagramm) fiir intaktes Ferritin gezeigten
Bild entsprechen. Ein Unterschied der beiden Fraktionen
ist lediglich in dem in der 2. Fraktion mit 15%, (g/g)
deutlich geringeren Eisengehalt festzustellen (die 1.
Fraktion enthilt 249, (g/g) Eisen). SchlieBlich ver-
suchten wir die Auftrennung des ribosomalen Ferritins
durch Elektrophorese in Polyactylamidgel und konnten
eine Dissoziation in vier Banden feststellen, von denen
die am weitesten anodisch gewanderte am stiirksten aus-
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Abb. 4

Diskelektropherogramme und Densitogramme von ribosomalem Ferri-

tin aus normalen (oberes Diagramm), cirrhotischen (mittleres Dia-

gramm) und carcinomatdsen (unteres Diagramm) menschlichen Lebern.

Eingesetzt wurden jeweils 129 ;ég Chromoproteid. Amidoschwarz-
arbung

= stark xx = mittelstark /1] = schwach gefarbte Bande

geprigt ist (Abb. 4; oberes Diagramm). Das Banden-
muster lieB sich durch EiweiBfirbung mit Amido-
schwarz 10B wie mit dem OrnsTEINschen Eisenreagenz
(14) in gleicher Weise darstellen, damit ist eine Kontami-
nation durch Nicht-FerritineiweiBe ausgeschlossen.

Vergleich der ribosomalen Ferritinfraktionen
aus normaler, cirrhotischer und carcinomats-
ser menschlicher Leber

Diskelektrophoretische Analysen der Ferritinfraktionen

Die diskelektrophoretischen Analysen der ribosomalen
Ferritinfraktion aus normalen, cirrthotischen und car-
cinomatdsen Lebern ergeben die in Abbildung 4 dar-
gestellten Elektropherogramme und Densitogramme.
Im Vergleich zum normalen ribosomalen Ferritin sind
die Bandenmuster bei den Ferritinfraktionen aus patho-
logisch alterierten Lebern quantitativ und qualitativ
verindert. Wihrend sich beim Ferritin normaler mensch-
licher Leberribosomen mit der Protein- wie mit der
Eisenfirbung vier Banden darstellen lassen, wobei die
am weitesten anodisch gewanderte Bande am stirksten
ausgeprigt ist, sind beim ribosomalen Ferritin aus
cirrhotischen Lebern fiinf Banden nachzuweisen, aufler-
dem ist die quantitative Relation der beiden schneller
anodisch wandernden Banden zugunsten der zweiten
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Bande verschoben. Das ribosomale Ferritin aus primér
carcinomatdsen Lebern spaltet sich in sechs Banden auf,
die Ausprigung der am weitesten anodisch gewanderten
Bande ist noch stirker zugunsten der nichsten Bande
zuriickgegangen.

Eisengehalte der Ferritinfraktionen

In Tabelle 1 sind die Exgebnisse von Protein- und Eisen-
bestimmungen an den ribosomalen Ferritinfraktionen
aus normalen, cirrhotischen und carcinomatdsen mensch-
lichen Lebern zusammengestellt. Danach nimmt der
Eisengehalt des ribosomalen Ferritins aus carcinoma-
tosen Lebern relativ zu den Normalwerten ganz erheb-
lich ab. Eine Abnahme nicht so groflen Ausmafes er-
folgt beim ribosomalen Ferritin aus citrhotischen
menschlichen Lebern. Diese Etgebnisse stimmen mit
den von WoHLER (26) und GraNICck (27) am cytoplas-
matischen Leberferritin festgestellten Befunden iiberein.

Molekulargewichte der Apaferritinfraktionen

Molekulargewichtsbestimmungen wurden durch Gel-
filtration an Sephadex G-200 durchgefithrt (Abb. 5).
Verwendet, wurden die aus den jeweiligen ribosomalen

Tab. 1

Protein- und Eisengehalte der ribosomalen Ferritinfraktionen (r-F)
normaler, cirrhotischer und carcinomatodser menschlicher Lebern

Protein Eisen Eisengeﬂalt

mg/ml mg/ml % (8/8)
r-Fnormal 5,4 1,4 20,6
r-Fcirrhose 6,6 1,24 15,9
r-Fcarcinom 8,8 0,88 9,1

Ferritinfraktionen durch Natriumdithionit-Behandlung
(20) entstehenden Apoferritine. Die Kalibrierung der
Saule erfolgte mit den in der Legende zu Abbildung 5

10°

Molekvlorgewicht
S
O

04 l ! .
] 20 30

Elvtionsvolumen [mi)

Abb. 5
Molekulargewichtsbestimmung der reduzierten Fraktion I1 (Apoferri-
tin) durch Gelfiltration an Sephadex G-200 (Siule 1,5 x 29 cm;
Puffer: 0,06M Tris-HCI, pH 7,5/0,1m KCI; FlieBgeschwindigkeit:
0,54 mi/Min.)
1 = r-Apoferritin aus normaler,
2 = r-Apoferritin aus cirrhotischer,
3 = r-Apoferritin aus carcinomatéser Leber
Referenzproteine:
@ Myoglobin (MG = 17800)
4 Ovalbumin (MG = 45000)
o Glucose-6-phosphat-dehydrogenase (MG = 104000)
+ Aldolase (MG = 150000)
2 Fibrinogen (MG = 330000)
« Ferritin aus Pferdemilz (MG = 750000)
Das AusschluBvolumen wurde mit Blue Dextran 2000 (O) bestimmt

Aminosiure Mol 3/ h?ﬁl r- AIF —

ub§707|ut Ve
Lysin 7777700007000 777777
Histidin
Arginin

Asparaginsdure

Threonin

Serin

Glutaminsdure |3

Prolin
Glycin
Alanin
Valin
Methionin
Isoleucin
Leucin
— '.‘ 0- - =
Tyrosin
. 7]
Phenylulunfn | };g_
Cystein 3§
- A .
Tryptophan tzg K

Tab. 2

Aminosdurezusammensetzung der ribosomalen Apoferritinfraktionen

(r-AF) aus normalen, cirrhotischen und carcinomatésen menschlichen

Lebern. Angegeben ist der Bruttogehalt an Aminosiuren (As) in Mol
pro Mol jeweiligen Apoferritins

W = r-Apoferritin aus normalen
/1ll = r-Apoferritin aus cirrhotischen
0O = r-Apoferritin aus carcinomatésen Lebern

angegebenen Eichsubstanzen. Aus der Abbildung geht
hervor, daB8 die Molekulargewichte vom Apoferritin
normaler iiber das cirrhotischer zum Apoferritin car-
cinomatGser Lebern hin geringfiigig abnehmen.

Aminosiurexusammensetzung der Apoferritinfraktionen

In Tabelle 2 sind die Resultate der Aminosiureanalysen .

an ribosomalen Apoferritinfraktionen aus normalen,
cirthotischen und carcinomatésen Lebern zusammen-
gefaBt. Die Apoferritine wurden durch Reduktion der
jeweiligen ribosomalen Ferritinanteile mit Natrium-
dithionit (20) gewonnen. Im Apoferritin aus norralen
menschlichen Lebern waren die Aminosiuren Lysin,
Leucin, Glutaminsiure, Asparaginsiure, Arginin und
Alanin am hiufigsten vertreten (vgl. 18, 28). Unter den
in Tabelle 2 aufgefiihrten Verinderungen der Amino-
siurezusammensetzungen von Apoferritinen aus patho-
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logisch verinderten Lebern war das Fehlen des Methio-
nin beim Apoferritin carcinomatdser Lebern besonders
auffillig.

Diskussion
Auch aus menschlicher Leber 1it sich — wie fiir Ratten-
leber bereits beschrieben (1) — durch Gelfiltration

von Ribosomenpriparationen in EDTA-haltigem
Milieu eine ribosomale Ferritinfraktion gewinnen.
Bei cirrhotischen und carcinomatdsen Lebern konnten
Verinderungen der EiweiBstruktur dieses ribosomalen
Eisenproteids in Form seines verinderten diskelektro-
phoretischen Verhaltens, Molekulargewichts und seiner
verinderten Aminosidurezusammensetzung nachgewie-

sen werden. Wahrscheinlich wird durch Defektbildung
im Eiweillgeriist der Apoferritine deren Eisenbindungs-
fahigkeit herabgesetzt, wodurch die von uns festgestellte
Abnahme des Eisengehalts beim ribosomalen Ferritin
aus cirrhotischen und carcinomatdsen Lebern bedingt
sein konnte. Ebenfalls erniedrigte Eisengehalte fanden
WOHLER (26) und GRrANICK (27) beim cytoplasmatisch
lokalisierten Ferritin cirrhotischer und carcinomatéser
Lebern.

Inwieweit die dargestellten Verinderungen der Struktur
des ribosomalen Ferritins in einem kausalen Zusammen-
hang mit der alterierten Ribosomenfunktion im Rahmen
der Cirrhose und des Carcinoms menschlicher Leber
stehen, miissen weitere Untersuchungen kliren.
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