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Biochemie des Peroxysoms in der Leberzelle 

Von Helmut Sies[*l 

Leitenzym des Peroxysoms -einer phylogenetisch alten, jedoch erst seit einigen Jahren bekannten 
Zellorganelle ~ ist Katalase, ein Hamoprotein, welches Wasserstoffperoxid sowohl katalatisch 
als auch peroxidatisch umsetzt. In den Peroxysomen ist die Katalase u. a. mit Hz02-liefernden 
Oxidasen vergesellschaftet. Auch in Gewebszellen, beispielsweise der Leber und der Niere, liiuft 
ein Teil der Sauerstoffreduktion iiber die Bildung von H 2 0 2 .  Drehscheibe des peroxysomalen 
H,O,-Umsatzes ist das aktive Intermediat, Katalase-Fe3+-H20, (Komplex I), das sich durch 
spezifische Absorptionsbanden auszeichnet. Die Organphotometrie an der intakten, hlmoglo- 
binfrei durchstromten Rattenleber zur selektiven Messung des Komplexes I ermoglicht einen 
direkten Einblick in die Dynamik des im Nanomolbereich ablaufenden H,O,-Umsatzes. Endrogen 
bildet 1 g Leber etwa 50 nmol H,O, pro min. Die Wechselzahl, die im stationaren Zustand bei 
< 10 min-' in der Zelle gegeniiber > lo8  min-' am isolierten Enzym bei SubstratiiberschuB 
liegt, kann durch intrazellulare Stimulation der H,O,-Produktion (z. B. durch Glykolat oder 
Urat) auf etwa 10'min- ' gebracht werden. Die bei den niedrigen Wechselzahlen gegeniiber dem 
katalatischen Weg begiinstigte peroxidatische Oxidation von Wasserstoffdonoren (z. B. Metha- 
nol und Athanol) hat im normalen Metabolismus und bei pathologischen Zustanden Bedeutung. 

1. Einfiihrung 

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, hat der Gegenstand dieses 
Fortschrittsberichtes eine etwa 150jahrige Geschichte. 
Die in den letzten Jahren stark belebte Forschung iiber biolo- 
gisch-chemische Aspekte der Katalase und des Wasserstoffper- 
oxidumsatzes erhielt einen wesentlichen Impuls aus der Zell- 
biologie. Rhodin beobachtete 1954 elektronenoptisch in Nie- 
rentubuluszellen der Maus cytoplasmatische Einschlusse, 
,,Microbodies"['l, welche auch in der Leberzelle[21 und vielen 
anderen Zelltypen aerober Organismen vorkommen. Uber 
die biochemische Funktion dieser Zellorganellen war nichts 
bekannt; man sah sie zunachst als Vorlaufer der Mitochondri- 
en oder als Lysosomenformen an. Wie Untersuchungen an 
Homogenaten und Zellfraktionen ergaben, lagen einige Oxida- 
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sen sowie Katalase ,,partikular" v0r13- 61, waren jedoch nicht 
den Mitochondrien, Mikrosomen oder Lysosomen zuzuord- 
nen. Aus dem Verhalten dieser Enzymaktivitaten bei der iso- 
pyknischen Dichtegradientenzentrifugation von Zellfraktio- 
nen und aus morphologischen Studien schloB dann der Ar- 
beitskreis von deDuue, daB es sich vielmehr um die ,,Mikrobo- 
dies" handele"- I 2 ] .  Das gemeinsame Vorkommen der H202- 

liefernden Oxidasen und der H20z-spaltenden Katalase fuhrte 
zum Konzept dieser Zellorganellen als Funktionseinheit des 
H202-Umsatzes, als ,,Peroxysomen"[' '. ' 'I. 
Wahrend zu Anfang dieses Jahrhunderts das Hamoprotein 
Katalase bei der Erforschung der Natur der Zellatmung zu- 
nachst im Zentrum des Interesses stand, geriet es nach der 
Entdeckung des Atmungsferments (Cytochrom-Oxidase) quasi 
in Vergessenheit. Erst in den letzten Jahren wurde klar, daB 
die Katalase eine nicht zu vernachlassigende Rolle bei der 
biologischen Oxidation spielt. Dabei kommt dem von Chance 
1947 entdeckten aktiven Intermediat, Katalase-Fe3+-H202 
(Komplex I)[131, eine Schliisselrolle zu (Schema 1 a und 1 b). 
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Tabelle I. Entwicklung der Kenntnisse uber H20z ,  Katalase und Peroxysomen 

En tdeck ung Jahr Autor Lit. 

H 2 0 2  und dessen Umsatr durch Gewebe 
Prigung des Namens Katalase 
Eisen in der Wirkgruppe der Katalase 
Peroxidatische Reaktion der Katalase 
Kristallisation der Katalase 
Kristallisation der Peroxidase 
Aktives lntermediat (Katalase-Fe3 ' -HzOZ= Komplex I)  
Koniplex I in Bakterien 
,,Microbodies" 
Glutathion-Peroxidase 
Peroxysom als Funktionseinheit des H202-Umsatzes 
Indurierbarkeit der Peroxysomen 
Superoxid-Dismutase 
Komplex 1 in intakter perfundierter Rattenleber 
Komplex I in der Leber der anasthetisierten Ratte 
- ~ __ 

1x18 
1901 
I923 
1936, 1945 
1937 
1942 
1947 
1952 
1954 
1957 
1966 
1966 
1969 
I970 
1974 

0. 

Oxidasen 

Schema 1 a. deDuces Schema [12]. R'H 2 R' 

The'nard 
Luen 
Wurhurg 
Keilrn u. Harlrre 
Sumner u. Donnce 
Theorell 
Chance 
Chance 
Rhodin 
Mills 
deDure u. Baiidhuin 
Scohoda u. Azarnoff 
McCord u. Fridoaich 
Sies u. Chance 
Chance, Oshino, Sugano u. Jumieson 

_____ - 

I 

I I 

I 

E x t r a p e r o x y s o m a l r a u m  P e  roxys  o m  

Cytosol  M e m b r a n  
Mitochondrien 
Endoplasmat .  Ret icu lum D - A m i n o s a u r e n  
K e r n  

I 
I 
I 

I I 

I 
I 

L - a - H y d r o x y s a u r e n  

, H a r n s a u r e  

Komplexe 11, 111 

H20z-Bildung R e d u z i e r t e  F l a v i n e  
Superoxid 
(Xanthin,  Mono- u. 
Diamine ,  NADPH u. a. ) 

Wassers tof fdonoren  Athanol 
Methanol  

F o r m i a t  
N i t r i t  
u. a. 

Schema 1 b. Die Rolle der Oxidasen und der Katalase sowie des Katalase-Komplexes I im peroxysomalen H,O,-Stoffwechsel 

Die Funktion des Peroxysoms bei intrazellularen peroxidati- 
schen und katalatischen Reaktionen kann nur zum Teil an 
isolierten Peroxysomen aufgeklart werden; vielmehr mu13 das 
System an der intakten Zelle oder dem intakten Organ unter- 
sucht werden. Hier erlaubt die in den letzten Jahren entwickelte 
Spektrophotometrie am intakten Organ einen direkten Ein- 
blick in das Stoffwechselgeschehen. Am Beispiel des Katalase- 
Kornplexes I der isoliert durchstromten Rattenleber lassen 
sich die Moglichkeiten demonstrieren, welche die Organphoto- 
metrie fur das Studium der Dynamik intrazellularer Prozesse 
bietet. 

Die Leberzelle der Ratte enthalt etwa 350-400 dieser Organel- 
len. Einen Einblick in die Enzymgarnitur gibt Tabelle 2, aus der 
hervorgeht, da13 nur etwa die Halfte des Peroxysomenproteins 
fur die bekannten Enzymaktivitaten aufkommt. Die Funktion 

Tabelle 2.  In Peroxysomen aus Rattenleber nachgewiesene Enzymaktivitaten 
[a] lnach [24--2X]). 

EC-Nummer Enzym (Trivialname) Anteil am 
Peroxysomen- 
protein [25]  [';:,I 

Trotz der Anstrengungen vieler Arbeitskreise sind die vielfalti- I.I.I.8 Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase n. b. [b] 
1.1.1.26 Glyoxylat-Reduktase "AD] n. b. 
I .  I . I  .29 Glycerat-Dehydrogenase "AD] n. b. 

wiirtig nur unvollstandig bekannt (vgl. Ubersichten zur Zell- 1.1.1.42 Isocitrat-Dehydrogenase [NADPI 5 2 5  

gen Funktionen der Peroxysomen in tierkchen Zellen gegen- 

biologie der Peroxysomen[". 14- ''1 und zur Enzymologie der 1 . 1 . 1 . -  Glyoxylat-Reduktase [NADP] n. b. 
I .  I .  I .- Glycerat-Dehydrogenase [NADP] n. b. 

Katalase" 8 -  'O1). I .  1.3.1 Glvkolat-Oxidase n. b. 
1.1.3.2 L-z-Hydrox ysaure-Oxidase 4 3  
1.4.3.3 o-Ammosaure-Oxidase 4 2  

2. Das Peroxysom 1.7.3.3 Urat-Oxidase 
1.11.1.6 Katalase 
2.3. I .7 carnit in-Acetyltransferase n. b. 
- Das Peroxysom besteht aus einer Matrix, welche von einer 

einfachen Membran (,,unit membrane") umgeben ist und einen 
[a] Einige der homologen aufgefiihrten Aktivitaten konnen auf dasselbe 

zuriickgehen, 
als Kristalloid bezeichneten zentralen Bereich aufweist (Abb. 1). [b] n. b.: nicht bestimmt. 
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Abb. I .  Pcroxysom aus Rattenleber. Der zentrale Bcreich zeigt die in Ihngage- 
schnittenen Tubulr vorliegende Urat-Oxidase'211. Vergronerung 82000-fach. 
Die Abbildung wurde freundlicherweise von Prof. F .  Miller zur Verfugung 
gcstellt. 

des restlichen Proteins ist noch unbekannt. Durch isopykni- 
sche Dichtegradientenzentrifugation konnen die Peroxysomen 
von den anderen Zellorganellen getrennt werden. In Abb. 
2 wird dies durch die Lokalisation der Aktivitaten von Leiten- 
zymen der Peroxysomen, Mitochondrien, Mikrosomen und 
Lysosomen im Dichtegradienten demonstriert. 

c 
GLeichgewichtsdichie 

Abb. 2. Gleichgewichtsdichtenverteilung von Leitenzymaktivitaten in einer 
h-Fraktion [lo] BUS Rattenleber im Rohrzuckergradienten. a )  Gesamtprotein: 
darunter . Leitenzyme fur b) Mitochondrien (Cytochrom-Oxidase), c) Mikroso- 
men (Glucose-6-phosphatase) und d)  Lysosomen (saure Phosphatase); rechts: 
Peroxysomenenzyme: e) Urat-Oxidase, I) Katalase, g) D-Aminosaure-Oxidase, 
h) L-a-Hydroxysaure-Oxidase, i) Isocitrat-Dehydrogenase (bei der Dichte 
von 1.24-1.25). Die NADP+-abhangige Isocitrat-Dehydrogenase hat eine 
zweigipflige Verteilung. Die Lysosomen haben nach Vorbehandlung mit Tri- 
ton W-1339 [22] eine besonders niedrige Dichte. (Nach [23]). 

Zur funktionellen Morphologie des Peroxysoms sei erwahnt, 
daB die Organelle fur niedermolekulare geloste Stoffe frei 
permeabel ist (osmotischer Raum gleich Null). Uber spezielle 

Tabells 3. Zur Zellbiologie und Zellchemie voii Organellen aiis Rattenleber mit sauerstoffaktivierenden Systemen. 
-~~ 

Parameter Peroxysomen Mitochondrien 

Volumenanteil in der Leber [%] 

Gleichgewichtsdichte im 
Rohrzirckergradienten [giml] I .23 
Rohrzuckerraum [ml/g Leber trocken] 2.8 

Membran ,,unit membrane" 

1.16 
Zahl [ml- l ]  62 109 

Osmot. Raum [mllg Lcber trocken] 0 

Phospholrpidgehalt [mg/mg 
Protein] 
Cardiolipin 
DNA 
System der Protcinsynthese 
, ,Endoxidad  

0.09 
- 

- 
- 

Katalase 

Induzierbarkeit von Komponenten h ypolipidiimischc 
Substanzen [a], 
Salicylate 

Leitenzymc Katalasc 

flalbweITSZKit des Umsatzes I .5-2 Tage 

20 

10 

3 

20 

10 

3 

20 

10 

0 

20 

10 

3 

20 

10 

3 

18.1 
2x0 x 100 

1.18 
0.9 
0.6 
Innen- u.  AuBenmembran 
h e  eine ,,unit membrane"] 

0.20 
+ 
+ 
+ 
Cytochrom-Oxidase 

Thyroxin 

Cytochrom-Oxidasc, 
Succinat-Dchydrogenasc 
Proteinc der lnnenmembran 
12- I3 Tage, der 
AuBenmembran 4 Tage 

Mikrosomen Lit. _- --____ 
12.8 1301 
entfallt ~ 3 0 1  

entfallt 1311 
entfallt 1311 
,,unit membrane", 
rduhes u. glattes 
Reticulum 

0.32 
- 1291 

+ 
Cytochrom P-450, 
,,Cytochrom-b,-Oxidase" 
Barbiturate, 
alicyclische 
K ohlenwasserstoffe 
Glucosc-6-phosphatase, 
Cytochrom P-450 
Proteine im rduhen und [32-361 
glatten Reticulum 
4 r a g e  
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Pcrineabilitiitscigenschaften dcr Peroxysomenmenbran ist Peroxysomen aus extraperoxysomal synthctisierten Vorlau- 
noch wenig bekannt : in der Phospholipidzusaminensetzung fern zusammengesetzt wird (['('I, vgl. auch [ 5 7 -  "I). Dabei wird 
lihnelt sie der Membran dcr Mikrosomen'"l. Einige Eigen- das Apomonomer als solches auf noch ungekllrte Weise mit 
schaftcn der Pcroxysomcn sind in Tabclle 3 den Eigenschaften einer Halbwertszeit von 14 min in das Peroxysoni geschleust 
\ o n  zwei weiteren Zellorganellen mit sauerstoffaktivierenden und erhalt dort  die Hamgruppe. Apomonomer und Monomer 
Systemen, den Mitochondrien und dem endoplasmatischen machen 1.6 bzw. 0.5 "(, der Gesamtkatalasemenge aus: ihre 
Reticulum (Mikrosomen), gegeniibergcstellt. Lebensdauer liegt unter 1 h (Schema 2). 

Peroxysom 

A p om on omr  r Monomer --+ akt ive Katalase Apomononier 
( T e t r a m e r )  

Hdn1 

2.1. Cy tochemie der peroxysomalen Katalase 

C'ytochcmisch wird Katalase als Leitenzyin dcr Peroxysomen 
betrachtetl"i. Der Nachweis wird anhand der 3,3'4,4'-Biphe- 
nyltetramin-Oxidase-Aktivitat der Katalase gefiihrt[jH- 'I1. 

Dicsc pcroxidatische Aktivitiit der Katalase wird nur  nach 
Fixation dcs Enzyms, z. B. mit Glutaraldehyd, beobachtet. 
Dies gilt sowohl fiir Katalase inncrhalb des Peroxysoms in 
dcr Zelle["l als auch Fiir das isolicrte Enzym'43' iind ist wahr-  
schcinlich von eincr Umfaltung des Proteins abhiingig. Hierfur 
spricht auch die Erhohung der Rcaktivitlt fiir peroxidatische 
Substrate, wcnn das Enzym unter milden Bedinglingen tryp- 
tisch vcrdaut oder alkalisch dcnaturiert wirdI''l. 
Die Frage, ob in vivo ein nennenswerter Anteil dcr Katalasc 
cxtraperoxysomal vorkommt"" und ob dieser cytochemisch 
erfaljt wirdr4I1, kann aus methodischen Griinden noch nicht 
beantuortct werden. 

2.2. Lebensdauer und Biogenese des Peroxysoms 

Die Organelle unterliegt einem relativ raschen Umsatz in 
toto. Die gcmessene Halbwertszeit liegt bei ctwa 1.5-2 Ta- 

Der stationire Gehalt der Lcberzelle an Pcroxysomen hiingt 
von Lahlreichen hormonellen, ntitritivcn iind medikamentoscn 
tinfliissen a b  (vgl. [ I  ', "'I). Bcispiclsweise bcwirkt Athyl-2-(,1- 
ch1orphenoxy)isobutyrat (Clofibrat) cinen Ansticg dcr Peroxy- 
somenzah11-'71, der den Anteil der Peroxysomen am Lcberzcll- 
volunien von ca. 2",, auf ca. 17''<1 erhoht[4x1. Dieser Anstieg 
ist init einem Ansticg des mit Antikatalaseserum reagierenden 
Antigens verbunden'-"', d. h. die Katalasemcnge nimmt gleich- 
falls ~ L I .  Die Aktivitiit der in Tabelle 2 angefuhrten peroxysoma- 
Icn Oxidasen bleiht iinveriindert['"l, wlhrend die AktivitSt 
der Glycerin-3-phosphat-Dehydrogcnase ebenfalls an- 
steigtl"! Ahnliche Wirkungen hat z, B. Acetylsalicyls~~iire'"". 
Die Zunahme der Pcroxysomenzahl durch Clofibrat ist nicht 
von der Katalasesynthese abhiingig, denn sie tritt ebenfalls 
auf, wciin die Katalaseneubildung durch Allylisopropyl- 
acctaniid gehenimt wird['". 
Die Biogcnese der Organelle 1st noch umstritten. Enge Bezie- 
hungen zum endoplasmatkchen Reticulum in morphologi- 
sclicr und biochemischer Hinsicht wurden wiederholt beschric- 
ben [ 5 4 .  5 5 1. Besondere Bedcutung haben Untersuchungen ziir 
Biosynthesc der Katalase. Experimentell gestiitzt wurde die 
Hypothesc, daR Katalase im wesentlichen erst innerhalb der 

gcn 1.3 2.  3 31 

Histochemische Versuche, eine Entscheidung zugunsten des 
Weges aktiver, fertiger Katalase iiber das freie Cytoplasma 
in die Peroxysomen zu treffen"'], scheiterten an methodischen 
Problemen[". '"I. Aiich die Frage, o b  Katalaseprotein in vivo 
an freien und/oder membrangebundenen Polysomen syntheti- 
siert wird, ist nicht einheitlich beantwortet wordenIh' -"I. 
Rcilnitrri et al.["41 fanden im rauhen endoplasmatischen Reticu- 
lum keine Katalase. Exportproteine wie Albumin und zellstln- 
dige Proteine wie Katalase diirften danach an getrennten Stel- 
len synthetisiert werden. I n  vitro konnen allerdings sowohl 
membrangebundene als auch freie Ribosomen 'C-Leucin in 
enzymatisch aktive Katalase inkorporieren[f'2- "I. 

3. Enzymologie der Katalase 

Katalase ist ein tetrameres Enzym mit vier wahrscheinlich 
gleichen Untereinheiten und vier Hamgruppen; das Hameisen 
ist dreiwertig. Im Gegensatz zum Hamoglobin besteht kein 
Anhaltspunkt fiir eine Kooperativitat der tintereinheiten. Das 
Molekulargewicht liegt bei 240000 Dalton. Die Methoden 
der Isolierung iind Kristallisation sowie Struktureigcnschaften 
iind Aminosiiurezusammensetzung sind von Drisscroth und 
Doi~ric,c,['"~ referiert worden. 
Die katalatische Wirkung der Katalase [GI. (1 a) und (1 b), 
s. Abschnitt 3.11 war eine der am ersten erkannten enzymati- 
schen Funktionen. Tlw>~urtl beobachtete schon 1818 bei der 
Entdeckung des Wasserstoffperoxids, daB sich diese Substanz 
in Gegenwart tierischer Gewebe unter Entwicklung von Sauer- 
stoff zersetzt[""l, eine Reaktion, welche auch an Platinoberfla- 
chcn ahliuft. Die Katalase stand im Zentrum intensiver ALIS- 
cinandersctzungen iiber die Natur der Enzyniwirkung'"".""l 
und bcsonders der Schwermetallkatalyse in Enzymen['"- 731 

und diente nach ihrer K r i ~ t a l l i s a t i o n [ ~ ~ " '  als Objekt zahlrei- 
cher tintersuchungen"8-20.7"7h] uber '. die Biokatalyse durch 
Hiimoproteine. 

3.1. Katalase-Komplexe 

Chtr~icc,'"~entdeckte bei der Reaktion von Katalase mit H 2 0 L  
spektrophotometrisch unter Anwendung schneller Mixhme- 
thoden ein Komplex I (,,Compound I") genanntes Zwischen- 
produk t, welches durch verminderte Extinktion bei 405 nm 
und erhohte Extinktion bei 665 nm charakterisiert ist (Abb. 
3). Bei Zugabe von Alkoholen zum Komplex I steigt die 
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Extinktion rasch wieder an, d. h.  durch die von Keilin und 
Hrrrtrec entdeckte peroxidatische Reaktion[". ''I [GI. ( 1 a) 
und (I c)] entsteht wieder freie Katalase: 

Katalase-Fe3+ + H 2 0 ,  & Katalase-Fe3+-H,0, (1 a) 
(Freie Katalase; e) (xj kz (Komplex I ;  pj  

Katalase-FeZi-H,O, + H,O, k Katalase-Fe3+ + 2H,O + 0, 

Katalase-Fe'+-H,O, + C,H,OH k 
( i b )  

(Wasserstoffdonor; a) 

Katalase-Fe" + 2H,O + CH,CHO ( l c )  
e, x, p, a siehe Abschnitt 3.2.  

Die Schreibweise ,,Katalase-Fe"-HHOz" fur den Komplex 
I sol1 andeuten, daR das Ham mit H202 besetzt wird (Hambe- 
setzung, ,,heme occupancy"). Es ist bemerkenswert, dafi ein 
mol Katalase nicht vier mol HzOz aufnimmt - d. h. ein Mole- 
kul pro Ham - sondern nur etwa 1 bis 1.6 mol H202[791. 
Die restlichen Hamgruppen bleiben frei. Wird jedoch Alkylhy- 
droperoxid, z. B. Methyl- oder Athylhydroperoxid, statt H 2 0 2  

verwendet, so lassen sich alle vier Katalaseuntereinheiten in 
den Komplex I iiberfuhren (['"I, vgl. i'll). 

Die chemische Struktur des Komplexes 1 1st noch unbe- 
kannt["'l. Neuerdings sprechen Versuche mit PeroxysEuren 
fur eine Reaktion: 

Entym + H a 0 2  + Enrym = 0 + H,O 

geringe peroxidatische Aktivitat. Hinweise fur das Vorkom- 
men dieser Komplexe in normaler intakter Leber fehlen[*": 
sie werden daher hier nicht naher besprochen. Komplex I1 
entsteht durch Reduktion aus Komplex I niit H,O,, auch 
mit Phenolen und Ascorbat'xx! Die Beziehungen der Komple- 
xe I, I I  und 111 untereinander und zu den Donoren haben 
Nicholls und Sclzonhaiim" referiert. 
In1 Kata lase-HCN-K~mplex~~~.  der eine Dissoziations- 
konstante von bis lo-'  mol/l aufweist, triigt jede der 
vier Hamgruppen ein Molekiil HCN. Der Komplex ist spek- 
troskopisch u. a. durch ein Minimum bei 624nm gegeniiber 
der freien Katalase gekennzeichnet. 
Bei der Reaktion zwischen Azid und Komplex I wird  inter 

Reduktion des Eisens Katalase-FeZf-NO gebildet["' -y31. 

Ein kovalenter Komplex entsteht in einer irreversiblen Reak- 
tion zwischen 3-Amino- 1,2,4-tria~ol['~.'~' und Katalase, wobei 
eine Histidingruppe beteiligt ist['"l. Das Ham ist dann nicht 
mehr["] oder kaum imstande, Peroxide oder Ligan- 
den wie HCN ZLI binden. 

3.2. Steady-State-Kinetik der Katalase 

Die kinetischen Konstanten k I ,  kd  und k; der GI. ( 1  a)-~( I c) 
wurden am isolierten Enzym bestimmt (Tabelle 4). Fur die 
kinetische Analyse des Fliefigleichgewichts im Katalasesystem 

welche fiir die Peroxidase wahrscheinlich gemacht wur- 
de[8 3 - 8 61 

1.2 - 

U 

0.4 

0.08 

f 0.04 

\ 
0.02 

4 

600 640 680 
0 

360 400 440 480 
1*2131 2 [ n r n l -  2 [ n m l  - 
Abb. 3.  Absorptionsspektren von gereinigter Katalase (--I aus Rattcnlebcr 
(Katalaseh3ni: 9.3pmoi/I). tiornplex I ( wurde mi[ H,O, (23 .5pmol l~ '  
min- ' )  aus der Glucose-Oxidase-Reaktion erreugt (nach [82]j. 

Die weiteren Katalase-Komplexe (Komplex I1 und 111) sind 
katalatisch inaktiv. Komplex I1 hat gegenuber Phenolen eine 

ergibt sich unter Verwendung der Nomenklatur nach Chan- 
re[79, 1031. 

e = Konzentration an Gesarntkatalaseham 
p =  Konzentration an Komplex I 
x = H,O,-Konzentration 
d x,/d t = stationare H, 0,-Bildungsgeschwindigkeit 
a = Wasserstoffdonorkonzentration 

Im Fliefigleichgewicht des Komplexes 1 (dp/dt=O) und der 
H20,-Bildungsgeschwindigkeit (dx,/dt = const.) und fiir die 
Bedingung k, = 0 erhalt man fur den Anteil des Gesamtkata- 
lasehams e, welcher als Komplex I (p) vorliegt (d.h. fur die 
Hlmbesetzung), GI. ( 5 ) :  
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rnit Index rn fiir das Fliengleichgewicht. Mit x,+x wird 
pni+pn, also 

~ - -  I + -  :-( ? - '  
GI. (-521) besagt, daR die bei maximaler H202-Bildungsge- 
schwindigkcit vorliegendc maximale Hlrnbesetzung pU/e in 
ciner einfachen Beziehung ZLI den Geschwindigkeitskonstanten 
2. Ordnung fiir Bildung tind katalatischen Abbau von Kom- 
plex 1 steht. 
Eine weiterc niitzlichc Beziehung beschreibt die Katalasereak- 
tion fiir die Bedingting, daR die Wasserstoffdonorkonzentra- 
tion a so gcwiihlt wird, dal3 pm= p ~ / 2 .  Irn FlieRgleichgewicht 
1st die Donorkonzcntration Kir halbmaximale Hiimbesetzung 
direkt proportional der stationiiren H,O,-Bildungsgeschwin- 
digkeit dx,,/d t und urngekehrt proportional der Gesamtham- 
kowentration e'"'": 

1 d& = stationare Wechselzahl 
e d t  

Aus GI. (6) grht hervor, dal3 das Katalasesystern weder fiir 
H 202 noch fiir den Wasserstoffdonor a eine ,,Michaelis-Kon- 
stante" bcsitzt. Vielmchr spielt der Quotient der H 202-Bil- 
duiigsgcschwindigkeit iind der Katalasehamkonzentration (die 
stationiirc Wechselzahl) cine Rollc fiir die stationiire Konzen- 
tration a n  Kornplex I tind darnit fiir die Donorkonzentration, 
die fiir halbmaximale Entsiittigung des Kornplexes I erforder- 
lich ist. Wie iinten gcreigt wird. sind diese Vcrhiiltnissc von 
Bcdeutung fur die Beurteilung der katalatischen und der pcr- 
oxidatischen Reaktionen in biologischen Systemen. 

Zur Illustration seien zwei Beispiele von Experimenten rnit 
isolierter Rattenleberkatalase aufgefuhrt. In Abb. 4 wird ge- 
zeigt, wie die stationare Hiimbesetzung p,,,/le von der stationii- 
ren Wechselzahl abhiingt. Dabci wurde sowohl die H20r-Bil-  
dungsgeschwindigkeit (durch Variation des Systems Glucose 
plus Glucose-Oxidase) als auch die Konzentration an Katala- 
scharn variiert. Wie ZLI crwarten, wird bei Konkurrenz des 
peroxidatischen Weges (durch Zusatz von Athanol) die Kurve 
nach rechts verschoben. 

c - 
E 

- 
0 
E 
=L u 
I 
a 

~~ 

0 500 1000 1500 

Abb 5 Aufteilung der H,O,-Umietzung in ..peroxidatischc" und ..kataliici- 
scha" R c a k t i o n :  a :  100 ",, ..pcroxidatiache". b:  IOO". ,  . .hiit~il~ili~clic" Rcahtion. 
Aufgctragcn is1 dic Oxidatioiisgcscliuindigheit \on  #t l ianol  ~angcgcbcn i l l \  

NADH-BildiinLr\geacli~indigheit) bci mclirercn statioii'ircn tl-.O?-Bilduiips- 
gzw hu indig k e i t  an dx ,, d t i n  GaeenM art  fol pend cr A t  h a  no1 I, onzc'ii t rdt  i o i i c i i  . 
o 100. 50. A 7-5. m 5. D I .  n 0.33mniol 1 fnach  [ IOS]) .  

Abb. 5 1iiRt dagegen deutlich erkennen, wie die Aufteilung 
in peroxidatische und katalatische Reaktion von der Hr02-Bil-  
dungsgeschwindigkeit und der Athanolkonzentration abhiingt. 
AusschlieRlich peroxidatische Reaktion kann nur bei cxtrem 
hohen Donorkonzentrationen tind bei niedrigcn Wechselznh- 
l e n  erreicht wcrden['"'. 1051.  

I 

4. Status der Katalase der Leberzelle in der harnoglobin- 
frei durchstrornten Rattenleber 

4.1. Organphotometrie des Katalase-Komplexes I 

0 
0.1 0.3 1.0 3.0 10 30 100 

Da anzunehnien ist, dal3 das peroxysomal vorliegende H , 0 2  
in Form des Komplexes I angczeigt wird, eroffnct die Photome- 
trie dieses Komplexes direkten Einblick in den Stoffwechscl 
von H 2 0 2  tind scinen Reaktionspartnern. Wird die Rattenle- 
bermit einer Perftisionslosung ohne Hiimoglobin durchstromt, 
so sind optische Methoden ohne grol3ere Schwierigkciten an- 
zuwenden[10h-1081. , d er Stoffwechsel der katalasehaltigen 
Erythrocyten stort nicht. Brci~~.srr' 'O"l zog das durch den Lap- 
pen der perfundierten Leber tretende Licht fiir Extinktionsrnes- 
sungen heran (Durchlichtphotornetrie, im Gegensatz zur Refle- 
xionsphotornetrie). eine Mcthode, die an isoliertcn Gcwebcn 
wie Muskeln ebenfrills rnit Erfolg verwcndet wurde" ' I". 
Anderungen des stationiiren Gehalts der Leber am Katalase- 
Koniplex I konnen sowohl im Blauen (z. B. bei 405 nni) als 
auch im Roten (z. B. bei 660 nm) gut verfolgt werden. 
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Das Problem bei der Photomctrie eines Organs, also eines 
Multikomponentensystcms, die gemessenen Signale Ubergin- 
gen spezifischer Komponenten zuzuordnen, wird durch An- 
wendung der Zweiwellenl6ngentechnik i i " L ) -  ''I tind von Dif- 
ferenzabsorptionsspcktren~' ". '' weitgehend gelost. Da 
beim langwelligen Extink tionsmaximtim andere Hiimproteine 
kaum interferieren, erweist sich an der perfundierten Leber 
die Extinktionsdifferenz 660-640 nm als am besten geeignet 
ztim spezifischen Nachweis des Ubergangs zwischen dem Ka- 

Wie Abb. 6 zeigt, nimmt die Extinktionsdifferenz bei Sauerstoff- 
entzug (dadurch Abbruch der H,O,-Bildung) und bei Zusatz 
von iiberschiissigem Methanol ZLI (dadurch peroxidatischer 
Abbau des Komplexes I). Die beiden Effekte sind nicht-additiv. 
Es handelt sich um zwei unabhiingige Stoffwechsel~berg~nge, 
bei denen Katalasc aus dem Komplex 1 freigesetzt wird. Die 
Abbildung zeigt auRerdem, daR die Extinktionsdifferenz bei 
Infusion von Glykolat abnimmt. Dies spiegelt die Zunahme 
der intrazelluliiren H20z-Produkt ion durch das Flavinenzym 
Glykolat-Oxidase wider. -- Bei irreversibler Henimung der 
Katalase mit 3-Amino- 1,2,4-triazol iinterbleiben sowohl der 

talase-Komplex I tind der Katalase" If'. '1. 

620 640 660 680 
1*1171 R [ n m l  - 

Ahh 7. I xtinhtionsdifferenzsprlitren der hbmoglohinfrci pcrfundiertcn Rat- 
tenlehcr. a )  K;italase-Komplcx I. h )  HCN-Katalase (als MaB des Katalasc- 
hdmsl Das Be iugs~pe l t r i im  ist fretc Katalase in der Lcher. Die Spektren 
entsprcchcn verschiedeiicn s ta t ionlren tnetaholischen Zuatitnden IvgI. Text). 
sie wurden mit einem Rapidspektroskop [I IS] aufgenommen. Zur  Spetchc- 
rung und digitalen Suhtrakt ion dieiite ein lnstrumentcompiiter nach dei- 
Methode von Bruuyer el al. [I141 (nach [82)). 

(12461 -5min 4 

Ahh. 6 Ohere Kurven:  links: Registrierung der Extinktionsdifferenz AA (640- 660 nni )  
eines perfundierten Leherlappens. Die Ahnahme des Katalase-Komplexes I durch Sailer- 
stoffentzug oder durch Infusion von Methanol ( 2  5 mniol4 h a  a) BuRert sich in eiiieni An- 
sticg von AA. Rechts: Ruckbildung von Komplex 1 als Folge der  H,O,-Bildung aus infun- 
diertem Natriumglykolat (2 nimol/l hei b in Gegeiiwart von 1 mmol'l Methanol). Unccrc 
Kurven:  Sauerstoffkonrentration in1 aus  der Leher tretenden Perfusat (nach [ I  161). 

Methanol- als auch der Sauerstoffentzugsefkt fast vollstiin- 
dig[l1(>1, 

4.2. Harnbesetzung der Katalase 

Nachdem eine stationiire endogene H2O2-Produktion der Le- 
her (Abb. 6) nachgewiesen ist, kann anhand dyr a m  isolicrten 
Enrym gewonnenen Beziehungen ein MaRsystem cntwickelt 
werden, welches iiber den Status des Enzyms Auskunft gibt. 
Die HBmbesetzung pm/e=O wird durch UberschuD an 
Methanol crhalten, die maximale Hambesetzung pH/e durch 
Uberschtil3 an Glykolat, und Linter gleichen Bedingungen wird 
am perfundierten Organ der Katalase-HCN-Komplex als Ma0 
des Gesamtkatalasehams zuginglich. 
In Abb. 7 werden zwei Extinktionsdifferenzspektren gezeigt. 
Nacheinander wurden in das in die Leber tretende Perftisat 
Natriumglykolat (2 mmol/l), Methanol (4.8 mmol/l) und 
Methanol (4.8 mmol/l) p l u s  Natriumcyanid (0.05 mmol/l) fiir 
je 2 bis 3 min infundiert. WBhrend dcr diesen drei Bedingungen 
entsprechenden stationaren Zustiinde wtirden im Bereich von 
600- 700 nm je 256 Absorptionsspektren eines Leberlappens 
innerhalb von 12 s aufgenommen und gespeichert. Das Spek- 
trum a entspricht der durch digitale Subtraktion erhaltenen 
Extinktionsdifferenz der Leber zwischen dem Zustand in Ge- 

genwart von Methanol und dem in Gegenwart von Glykolat, 
d .  h. es zeigt die Abnahme der maximalen Hambesetzung im 
Komplex I der Katalase auf die Hambesetzung Null. Das 
Spektrum b cntspricht der Extinktionsdifferenz der Leber zwi- 
schen dem Zustand in Gegenwart von Methanol plus Cyanid 
und den1 in Gegenwart von Methanol, d. h. es zeigt die 
Bildung von HCN-Katalase atis freier Katalase (im Bereich 

+ 5 m l n h  

Abb. X. Rcgistrici-ung dcr Extiiiktiotisdiffercnz AA (640- 060 nni) cines perfun- 
dicrtcn Lchcrlappeiis. Zur Entsdttigiing Id. h.  m r  H ?3z-Ahupnltung) v o n  
Komplex I sind hci Stimulicrnng der HrO.-Bildnng durch Glykolat (bci 
a Zugabc v o i i  2 n in io l~ l )  hohere McthanolLoiizeiitrationcn crlorderlich [vgl. 
Gl.(hI iind Abh.41 Diec'ndogciic HPmhcsetzting licgt hci 3 4 dch Maximalncr-  
teb. Obcrhalh dcs Spektrums 1st die  jcaei ls  herrschende Metlianolkon7cntr;i- 
ttoii (in mmol.1) angcgehen In;ich [XZ]). 
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Abh 9. Schematische Darstellung zur Hiimbesetzung p,/e der Katalase. 
Der schraffierte Bereich entspricht der in der Leber beobachteten Hamheset- 
zung im endogenen stationiren Zustand. Die maximale Hambesetzung pu/e 
wird durch Glykolat, Urat usw. hervorgerufen, die Hambesetzung Null durch 
Sauerstoffentzug, Methanol, Athanol usw. 

um 610 nm liefert die Cytochrom-Oxidase einen geringfiigigen 
Bei trag). 
Mit Hilfe der an isolierter Katalase aus Rattenleber bestimm- 
ten Differenzextinktionskoeffizienten[”] 1aBt sich aus AA (640- 
660 nm) der Spektren a und b eine maximale Hambesetzung 
pM/e = 0.38 berechnen. Die maximale Hambesetzung der Rat- 
tenleberkatalase in vitro (Abb. 4) und in situ (Abb. 7) stimmt 
somit iiberein. Nach G1. (5a) heifit dies, daB das Katalasemole- 
kiil bei der in vitro angewendeten Verdiinnung (ca. mol/l 
bezogen auf Ham) und bei der in situ innerhalb der Peroxyso- 
men vorliegenden Konzentration (ca. 10- mol/l bezogen auf 
Ham, siehe unten) einen vergleichbaren Quotienten der Ge- 
schwindigkeitskonstanten kh/kl besitzt. 
Der endogene stationare Zustand der Hambesetzung 1aBt sich 
durch Bestimmung der Extremzustande mit Methanol und 
Glykolat erfassen. In Abb. 8 liegt er bei 3/4 des Maximalwertes. 
Man sieht auBerdem,daB bei Erhohung der H202-Produktion 
die zur Entsattigung des Komplexes I notwendige Methanol- 
konzentration steigt [vgl. G1. (6)]. Die Befunde und Definitio- 
nen sind in Abb. 9 zusammengefaot. 

4.3. Katalasegehalt 

Gewohnlich werden Enzymgehalte pro Gramm Organ aus 
der im Homogenat bestimmten Aktivitat und der spezifischen 
Aktivitst des isolierten Enzyms oder mit quantitativen immu- 
nologischen Methoden ermittelt. Eine weitere Methode arbei- 
tet ohne Gewebszerstorungam intakten Organ. Der Enzymge- 
halt wird dabei durch photometrischen Vergleich rnit Kompo- 
nenten bekannten Gehalts bestimmt. Fur Katalase eignet sich 
Cytochrom-Oxidase als Vergleichskomponente, deren Gehalt 
in der Leber 18nmol/g betragt; der Ubergang Norm- 
oxie-Anoxie kann durch Messungder Bande bei 607nm erfaBt 
werden“ 19’. Der so bestimmte Katalasegehalt betragt 1/3 des 
Cytochrom-Oxidase-Gehalts, also 6 nmol/g oder 24 nmol/g 
bezogen auf das Katalaseham (ca. 1.5 mg Katalaseprotein/g 
Leber). Aus den Daten von Price et sowie von Higashi 
und Peters‘34’ werden 1 bzw. Z .5 mg/g berechnet. Dies ent- 
spricht einer Katalasekonzentration im Peroxysom von ca. 
0.5 mmol/l oder 120 mg/ml. 
Zur Illustration wird in Abb. 10 eine relative Gewebegebaltsbe- 
stimmung gezeigt. Hier ist das Verhaltnis Katalase/Cyto- 
chrom,Oxidase von 0.33 auf 1.1 erhoht, da die Peroxysomen- 
zahl durch Vorbehandlung mit Athyl-2-(p-chlorphenoxy)iso- 
butyrat vergroBert worden ist. Diese Tatsache geht auch aus 
dem elektronenoptischen Bild der perfundierten Leber hervor. 

610 630 650 670 
R. [ n m l  - 

Abb. 10. Perfundierte Leber einer mit Athyl-2-(p-chlorphenoxy)isobutyrat vor- 
behandelten Ratte. Unten: Extinktionsdifferenzspektren, a) Katalase minus 
Katalase-Komplex I (vgl. Abb. 7). b) Cytochrom-Oxidase (durch nachfolgende 
Anoxie). Der Quotient aus Katalase- und Cytochrom-Oxidase-Gehalt be- 
tragt 1.1 (gegeniiber 0.33 bei der unbehandelten Ratte). Oben : Elektronen- 
optisches Bild dieser Leber nach einstiindiger Perfusion. Die Zahl der Peroxy- 
somen (kontrastreich durch DAB-Reaktion nach [41]) hat zugenommen, die 
Zahl der Mitochondrien ist unverandert (nach [42]). Der Strich entspricht 1 pm. 

5. H202-Stoffwechsel der Leberzelle 

5.1. H202-Bildung 

Eine Identifizierung der Substrate, welche in der Leber im 
endogenen stationaren Zustand H 2 0 2  bilden, ist noch nicht 
vorgenommen worden. Beispielsweise entsteht laufend Harn- 
saure aus dem Purinabbau; ihre Konzentration in Rattenleber 
betragt 70 pmol/l[‘ 201. Neben der Urat-Oxidase kommen fur 
die H202-Produktion in erster Linie flavinabhangige Enzym- 
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systeme in Frage['*'], entweder direkt oder iiber das Super- 
oxidradikal 0 2  ("', durch Vermittlung der Superoxid- 
D i ~ m u t a s e [ ' ~ ~ ~ - ~ ~  , D' ie Autoxidabilitat der Flavinenzyme 1st 
jedoch sehr unterschiedlich, wie die Einteilung in Flavin-Oxi- 
dasen und Flavin-Dehydrogenasen andeutet (vgl. Ubersichten 
uber Acceptorspezifitaten" bl). Bei der Xanthin-Oxidase 

Tabelle 5.  Geschwindigkeit der H,O,-Produktion in isolierter, hamoglobin- 
frei durchstromter Rattenleber in mehreren metabolischen Zustanden. Be- 
stimmung durch Messung der Hambesetzung [vgl. GI. (6)] (nach [127]). 

=stationsre Wechselzahl, d x,/d t = H,O,-Bildungsgeschwindigkeit 1 dx, 
e d t  
.- 

[CH,OH -_ 1 dx, d 2  Substrate oder 
Hemmstoffe bei pM/2 e e d t  d t  

[mmol/l] [min-'1 [nmol/min][a] 

1-Lactat 2mmol/l, 0.12 (0.09-0.16) 3.8 49 

+Antimycin A 8 p o l / l  0.18 5.8 IS  
Pyruvat 0.3mmol/l 

+Octanoat 0.3mmol/l, 0.40 13 0 170 

+ Oleat 0.1 mmol/l 0.16 5.1 66 
+ Urat 1 mmol/l - 54 l b l  750 
+Glykolat 3mmolfl - 34 [bl 490 

[a] Bezogen auf 1 g Leber. 
[b] Titration in Gegenwart yon 0.6mmol/l Methanol. 

Antimycin A 8pmol/l 

wurde auch der Wechsel zwischen Oxidase- und Dehydrogena- 
seaktivitaten beschrieben" 261. 

lnkremente der H202-Bildung durch Zugabe H202-liefernder 
Substrate konnendirekt durch einen Anstieg der fur halbmaxi- 
male Entsiittigung des Komplexes I erforderlichen Methanol- 

konzentration bestimmt werden [vgl. GI. (6)]. Die auf diese 
Weise an intakter Leber bestimmte H20r-Bildung von ca. 
50nmol min-' g - '  steigt in Gegenwart von Glykolat auf 
das IOfache, in Gegenwart von Urat auf das 1 Sfache an (Tabelle 
5). Sie bewegt sich damit in der GroDenordnung von 1/100 
bis 1/10 der Gesamt-02-Aufnahme. Portwich und Aebi['2R1 
fanden an Leberschnitten und -homogenaten durch Messung 
der peroxidatischen Oxidation von I4C-Formiat vergleichbare 
Geschwindigkeiten der H,O,-Bildung. Die H,O,-Konzen- 
tration liegt im endogenen stationaren Zustand bei mol:l 
und steigt bei maximaler Stimulierung der H,O,-Bildund a m  
zugefuhrten Substraten bis auf 10- ' mol/l an['271. Charakteri- 
stisch sind die niedrigen stationaren Wechselzahlen von 
< 10min-' bis etwa loomin-' bei maximaler Stimulierung. 
Isolierte Katalase ist bekannt fur die besonders hohen maxima- 
len Wechselzahlen von > lo8 min- '~ '2y!  In situ arbeitet die 
Katalase somit in einem Bereich, welcher die peroxidatische 
Reaktion relativ zur katalatischen begunstigt. Einige H 2 0  ,-lie- 
fernde Enzyme der Leber sind in Tabelle 6 zusammengestellt. 
Die zu Anfang des Jahrhunderts stark diskutierte Frage: 
,,Spielt Wasserstoffperoxid eine Rolle in der lebenden Zelle?" 
(vgl. [1301) ist dahingehend zu beantworten, daD die Produktion 
von H 2 0 2  [sowie 0; und organischen Hydroperoxiden] ein 
normales Attribut des aeroben Stoffwechsels ist. Eine Uber- 
sicht iiber den Nachweis der H202-Bildung in lebenden Zellen 
und Zellfraktionen ist in Tabelle 7 gegeben. 
Die obengenannten H,O,-Bildungsgeschwindigkeiten diirfen 
als untere Grenze der in-vivo-Geschwindigkeiten gewertet wer- 
den, da im Extraperoxysomalraum andere Peroxidasen, z. B. 

Tabelle 6. H 2 0 2 -  (oder 0 7 . )  lieferndc tnzymc der Lcber iind Angaben m r  subzellularen Lokalisation. 

FC-Nummer t n i y m  (Trivialname) Lokalisation 

I .  1.3.1 Glykolat-Oxidase Peroxysom 
I .  1.32 L-?-Hydroxys&ure-Oxidas~ Perox ysom 
I. I .3.8 1-Gulonolacton-Oxidase 
1.2.3.1 Aldehyd-Oxidase 

1.4.3.3 D-Aminosaure-Oxidase Peroxysom, einortig 
1.4.3.4 Monoamin-Oxidase mitochondriale AuRenmembran, einortig 
1.4.3.5 Pyridoxamin-Oxidase 
1.4.3.6 Diamin-Oxidase endoplasmat. Rcticuliim 
1.6.99.1 NADPH-Cytochrom-c-Reduktase endoplasmat. Reticulum, eindrtig 
1.6.99.3 NADH-Cytochrom-c-Reduktase 
1.7.3.3 Urat-Oxidase Perox ysom, ,,core", einortig 
1.15.1.1. Superoxid-Dismutase Cytosol. Mitochondrienmatrix 

- - _ _- - -- - -~ -- - - 

- __  __- -_--- ~ - -- - 

1.2.3.2 Xanthin-Oxidase Cytosol 

- - .~ ~ 

Tabellc 7. Nachwck dcr H?O?-Bildung in lehenden Zellcn und subzellullren Fraktionen. 
~- - _. -~ -_ _~ - - -~ ~- - _ - ~ ~ ~_ - -~ - 

Quelle Beispiel Nachweis durch LIt. 

Bakterien M i c r w o m r s  I y s o d d t i i w s  Katalase-Komplex I 11311 
Wurmer Asairis  liiinbricord~~s Polarographie 1132, 1331 
Blutzellcn Leu kocyten Diacetyldichlorfiuoresce~n 11341 
Leber Leberschnitte und -homogenate "C-Formiat [ 1281 

lsohert perfiindierte Rattenleber Katalase-Komplex I [ I  131 

- -  - ~- ~~ _ _ _  

~ -~ - - -~ - -~ ---_ -~ __ ~- 

Zellfraktionen 
~- ~- - - - __ - -- - - .~ - -~ - - -~ - - - - -- -- - - -~ ~ ~ -- __ __ 
Mitochondrien Lcber (Ratte) Katalase-Komplex I [ 1031 

Herr (Taube) Cytochrom-c-Pcroxidase [I371 
Scopoletin-Meerrettich-Peroxidase [I351 

Cytochrom-c-Peroxidase [IN] 
Protozoon f C. fi~si~icirlutu) Cytochrom-c-Peroxidase [I391 

C ytochrom-c- Peroxidax [I171 
Perox ysomen Leber (Ratte) C ytochrom-c- Peroxidasc [ I371 
Cytosol Leber (Ratte) Cytochrom-c- Peroxidax [I371 
Submitochondriale Partikel Leber (Ratte) Diacetyldichlorfliiorescein "411 

Cytochrom-c-Peroxidase r 1361 

Mikrosomen Leber (Ratte) Scopoletin-Meerrettich-Peroxidase ~ 4 0 1  

Polarographie 11421 
~ - - - -. -~ ____ - - _~ _ - ~- ~- __ ~ _ _ _  _- 
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G l u t a t h i o n - P e r o ~ i d a s e ~ ~ ~ ~ ~ ~  14419 rnit der Katalase um H 2 0 ,  
konkurriercn konnenll 451. Beispielsweise erscheint bei Infti- 
sion von H ?02 oxidiertes Glutathion im ausflicflendcn Perfu- 
sat1""I. ein Zeichcn der Aktivitiit dcr Glutathion-Peroxidase. 
Dieses Enzym ist zu 1:3 in der Mitochondrienmatrix uud 
zii 2 3 im Cytosol lokal i~ier t~~"!  Unter bestimmten experi- 
mcntellcn Bedingungen kann auch ausden Peroxysomen intra- 
peroxysomal gebildetes H r O z  austreten und z. B. durch den 
Komplex mit Cytochrom-c-Peroxidasc aus Hefe nachgewiesen 
werden. Der Ansticg der Hiimbesetzung bei Infusion von 
Octanoat iind von Antimycin A (Tabelle 5 ) ,  der auf Inkremente 
dcr initochondrialen H202-Produktion ztiriickgefiihrt 
wird" ist somit besonders markant. 
Aus den bisherigen Untersuchungen an  subzellullren Fraktio- 
nen I 4 I . C I S  I .<s -~ I 3 7 1  geht hervor, daB die HZ02-Produktion 
dcr Mitochondrien vom Kontrollstatus abhangt'"' und beim 
Status der Atniungskontrolle durch das Angebot an Phosphat- 
acceptor (,,State 4"[1481) am hochsten i ~ t ' ~ ' .  13". Dabei schei- 
nen das Segment Succinat-Cytochrom b,,(: sowie das Sy- 
stem der Energiekonservierung cine Rolle zu ~ p i e l e n " ~ " ~  1-3h1.  

Da im erwiihnten Segment der Atniungskette der Ubergang 
von der Zwei-Elektronenubertragung auf die Ein-Elektronen- 
ubertragung statttindet, konnte das priniiire Produkt auch 
das Superoxidradikal 0; sein, welches dann in H 2 0 2  und 
O 2  iibergeht. Losc,kr~i et al." 5 0 1  erbrachten hierfur experimen- 
(e lk  Hinweise. 
Die Erhiihung dcs Sauerstoffdrucks vom atmosphiirischeii 
Druck atif 1.02MPa (19atm) erhoht die H202-Produktion 
um das Vierfache in Mitochondrien aus Taubenherz und tim 
das 15- bis 20fachc in Mitochondricn aus Rattenleberl'""'. 
Somit diirften betriichtliche Unterschiede in der Sauerstoffaffi- 
nit& der H rOr-produzierenden Systeme bestehen. Kiirzlich 
konnten Oshino et al."" in situ an der anlsthetisierten Ratte 
in Gcgenwart von Glykolat eincn Anstieg der HZO;-Produk- 
tion der Lebcr auf das Vierfache demonstricren, wenn das 
Tier in dcr Uberdruckkammer Sauerstoffdruckcn iibcr 1 atm 
ausgesetzt wurdc. 
Eine normalerwcise wohl vernachliissigbare, aber erwiihnens- 
wertc H,02-Quclle ist energiereiche Strahlung. Bei Rontgen- 
Hestrahlung neutraler wiinriger Losungcn entsteht als stabiles 
Produkt H,Oz in einer Konzentration von ca. 3 4pmol 1 -  ' 
kR ~ l ~ l ~ ? . l ~ ~ ]  

5.2. Wasserstoffdonoren fur die peroxidatische Reaktion 

Die peroxidatische Reaktion (,,coupled oxidation" von Keiliri 
iind H u r i r ~ ~ ) ~ * ' . ~ ' ~ ,  d.h.  die Kombination von Reaktion ( I  a) 
und ( I  c), hat fur den Stoffwechsel eincr Reihe von Wasserstoff- 
donoren in der Leber Bedcutung, so fur Methanol1I3 I s ' -  l 5 - l ,  

Athanoli1"8J, Nitritl's"l und Formiat['""'. ALIS dcr Reaktions- 
folgegcht hervor, daB die Oxidationsgeschwindigkeit der Was- 
serstoffdonoren im FlieBgleichgewicht nicht groficr als die 
Bildungsgeschwindigkeit des Wasserstoffperoxids sein kann. 
AuBer bci extrem hohen Wasserstoffdonorkonzentrationen 
wird jcdoch diescr Wert nicht erreicht, da die katalatischc 
mit der peroxidatischen Reaktion konkurriert (vgl. Abb. 5)" "". 
Es sei erwlhnt, daB hohe Werte durch exogene Zufuhr errcicht 
werden konnen (50 mniol/l Athanol 22.3%"). 
Die Titrationskurvcn der stationiiren Hiimbesetzung der Kata- 
lase (pm,ie) in der perfundicrten Leber sind fur dic bciden 
prinilrcn Alkohole Methanol und Athanol verschieden (Abb. 

0.1 *.\ '\ a\ . 

'lb 
I I I I\+LO-L. 

R O H  C m m a l l l l  - 0 0.2 0.05 0.1 0 2 0 5  1 2 5 10 
0 

Ahb. I I. Abhingigkcit der  Himhcset7ung det Katiilasc (pn, c)  von dcr 
Methanol- ( 0 )  und Athanolkonrenlration im Pcrfuaat (ROH). Die Athanolti- 
tration wurde in Gcgenwart ( 0 1  iind in Abwcsenhcit lo) \on  0.1 mmol.1 
4-Me1h)lpyrazol durchgcfuhrt (nach [ 1271). 

1 I ) .  Durch Zusatz von 4-Methylpyrazol zum Athanol wird 
der Unterschied aufgehoben; er ist demnach auf die Aktivitiit 
der Alkohol-Dehydrogenase zuruckzufuhren"271. Die 
Methanoltitrationskurve bleibt bei 4-Methylpyrazolzusatz 
unveriindert - ein Hinweis auf das Fehlen einer nennenswerten 
Reaktivitiit des Methanols mit der Dehydrogenase. Diese 
Beobachtungen stehen im Einklang rnit der Gleichheit der 
Geschwindigkeitskonstanten k 4  bei der Reaktion der Katalase 
mit Methanol oder mit Athanol"31. 
Die Athanoloxidation uber den Katalaseweg wird durch ver- 
stiirkte H20z-Bildung stimuliert, wie Abb. I2 zeigt. Durch 
Zusatz von Glykolat in Gegenwart von 4-Methylpyrazol 
nimnit die Athanoloxidation pro g Leber um etwa 150nniol/ 
min zu. Die Stimulierung der H20,-Produktion pro g Leber 
unter diesen Bedingungen liegt bei etwa 400 nmol/min, so da8  
also ca. 35--40'10 des zusatzlich anfallenden HzOz fur die 
peroxidatische Reaktion genutzt werden. Dieser Anted steigt, 
wie erwartet; bei hoheren Athanolkonzentrationen~th21. Auch 
die Geschwindigkeit der Methanoloxidation steigt nach Gly- 
kolatgabe an[".". Da die peroxidatische Athanoloxidation 
nicht mit einer NAD '-Reduktion verbunden ist, kann dieser 
Weg zur Umgehung der durch die Alkohol-Dehydrogenase 
verursachten Negativierung im Redoxpotential des cytosoli- 

1.5 r a b 

DL 0 

li;itiil C 4 m i n 4  

Abh 1 2  Umsatz von Athanol (2mmol;l im eintretenden Perftisat) durch die 
Rattenleber. Die Umsatzgeschwind~gkeit ist bezogen auf 1 g Leber. Dcr 
Athanolum~at r  in Gcgenuarl yon 90+mol/l 4-Methylpyrazol IZugahc bei 
a )  hetriigt 22", ,  des Koiirrolluri-tcs tind stcigt nach Ztlgabe von 3 8mmo1,l 
Gl>kolat lhci h )  auf 34", ,  an.  Dcr Zilwachs entspricht pro g Leber etwa 
I W n m o l  min lnach [I6111 
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schen freicn NAD +-Systems[' h 5  "'I von Nutzen 
sein[l 16 .  I 6 4 1  

Gegenwartig wird erwogen, ob  hieraus Vorteile fur die Beein- 
flussung des Leberstoffwechsels bei Alkoholisnius zu ziehen 
sind. Blornstrand und Kager" 701demonstrierten am Menschen, 
daR die Heniniung der Fettsiiureoxidation und die Anhiiufung 
von Triglyceriden durch Athanol bei Gabe von 4-Methylpyr- 
azol weitgehend aufgehoben werden. Die Verwendung von 
Pyrazolderivaten bei gleichzeitiger Stimulation des peroxida- 
tischen Abbauweges des Alkohols eroffnet somit interessante 
Perspek tiven. 
Nach neueren Untersuchungen sol1 die peroxidatische Atha- 
noloxidation durch Katalase fur die Aktivitiit eines beson- 
deren ,,mikrosomalen athanoloxidierenden Systems" 

NADPH-Spezifitat der mikrosomalen Aktivitiit ist dabei auf 
die Coenzymspezifitat eines autoxidablen mikrosomalen Fla- 
voproteins zuriickzufiihren" 3 i .  . S ollte diese Erkliirung 
richtig sein, so diirfte die Athanoloxidation a m  intakten endo- 
plasmatischen Reticulum ohne Katalase keine physiologisch 
wichtige Rolle spielen (Diskussion siehe [ I  '('I). 

Katalase setzt von den Aldehyden nur Formaldehyd um, Acet- 
aldehyd wird nicht o~idiert["~! Durch Messung des Katala- 
se-Komplexes I kann man somit die Bildung von Athanol 
aus Acetaldehyd" ''I in der Leber verfolgen[lhl! 
Die Frage nach der Qualitiit dcr endogenen Wasserstoffdono- 
ren ist noch weitgehend offen. Lediglich fur Athanol wurde 
eine kontinuierliche Zufuhr aus dein lntestinaltrdkt bei Ratten 
durch Bestimmungen im Portal- und Cavalblut belegt117"! 
Methanol durfte laufend mit Hilfeder Pektase durch hydrolyti- 
scheAbspaltungaus Pektinen entstehen; es werden beim Mcn- 
schen pro Tag schiitzungsweise 10-20 mmol Methanol auf 
diesem Wege freigesetzt" '"l, 

deDuce und Baudhuin" postulierten, daI3 die peroxidatische 
Oxidation von a-Hydroxysiiuren fur die Gluconeogenese 
durch Oxidation von extramitochondrialen Reduk tionsiiqui- 
valenten (NADH) eine Rolle spielt. Experimentclle Beweise 
stehen noch aus. 
Die schon von Nocikqf und Shids4] postulierte und auch 
durch die Effekte der hypolipidamisch wirksamen Pharmaka 
wie Clofibrat angedeutete mogliche Funktion der Katalase 
im Lipidstoffwechsel der Leberzelle bleibt ebenfalls uniiber- 
sichtlich. Akatalasamischc Mausestamme enthalten gegeniiber 
Wildstammen eine verringerte Serumkonzentration von Tri- 
glyceriden und Cholesterin'18'1. Diesem Verhalten konnte ein 
hoherer Gehalt der Peroxysomen an Katalaseabbatistufen ZLI- 

grundeliegen. Es ist bekannt, daU die Akatalasiimie der Mause 
auf eine thermolabile Variante der Katalase zuriickzufiihren 
ist[1s21, woraus moglicherweise ein erhohter Gehalt an Abbau- 
stufen (z. B. Untereinheiten) resultiert. Durch Injektion von 
Katalase-Untereinheiten mit peroxidatischer Aktivitat wurdc 
experimentell ein Abfall der Blutlipide erzeugt[i""-ix'l . K" ~irz-  
lich wurde a m  Menschen bei eincm todlich verlaufenen cere- 
bro-hepato-renalen Syndrom (Zellwegersche Erkrankung) das 
Fehlen von Peroxysomen in der Leber, welche starke Lipidde- 
pots enthielt, beschrieben[""! 

( , , ~ ~ 0 ~ - ) [ 1 7 1 - 1 7 3 1  verantwortlich sein[l"5. 13' .  1 W .  1'41 . D' ie 

6. Ausblick 

Die Methodik der Gewinnung biochemischer Informationen 
uber intrazellulare Prozesse am intakten iiberlebenden Organ 

erlaubt einen Einblick in den im Nanomolbcreich ablaufcnden 
Stoffwechsel des Wasserstoffperoxids. Die stiindige Produktion 
von H ist cin normaler Bestandteil des Lebei-stoffwechsels. 
Aufexogene Einfliisse, z. B. durch Strahleneinwirkung['". ''*I. 

Saucrstoff- und Ozonvcrgiftui7g1ix"- I9''l, konnte hie, nicht im 
einzelnen eingegangen werden. 
Entsprechend der gegenwiirtig noch begrenztcn Kenntnis des 
speziellen Stoffwechsels der endogenen H Z02-lieferndcn Sub- 
strate und der endogenen Wasscrstoffdonoren stehen wir bci 
der Einschiitzung der Funktion der Leberkatalase noch am 
Anfang (vgl. [ I 2 ,  18,201). Auch Phanomene wie die erniedrigte 
Aktivitiit der Katalase in Tumorzcllenl'"ll und die Hemmung 
der Katalaseaktivitiit durch Tumorcxtrakte['"". die auf Kom- 
plex-11-Bildung beruhen s 0 1 1 [ ' ' ~ ~  bediirfen noch weitcrer 
Kliirung. Dagegen bestehen fiir die pflanzlichcn Varianten 
der Peroxysomen, z. B. die Glyoxysomen. schon klare Vorstcl- 
lungen uber Funktionen im Fett- tind Kohlenhydratstoffwcch- 
sel (Glyoxylatzyklus) sowie bci der Photorcspiration iind Pho- 
tosynthese (Ubersichten siehe ' I - .  lU i1 ) .  Insbcsondere bedarf 
die init der Bezeichnung Peroxysom vcrhniipfte Implikation 
fur die tierische Gewebszelle wciteren Inhalts. Bei der stiindig 
zunehmcnden Zahl bckanntwerdender Enzymaktivitiiten in 
Peroxysomen und peroxysomenhaltiger Zelltypen mit Biphe- 
nyltetraamin-Oxidase-Aktivitat (vgl. die Pcroxysomen in 
Dunndarmll"h', Herzmuskel[' ' I 7 .  stcreoidsezernierenden 
Zellen wie Leydigsche Zwischenzellen der Test&l""l und Ne- 
bennierenrindel 2" "1 )  sowie der raschen Entwicklung biochcmi- 
scher und cytologischer Mcthodik sind in Zukunft weitcre 
Aspekte zur Zellbiologie der einmal als .,fossiles Enzym"il 'I 
bezeichnetcn Katalasc zu erwarten. 
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