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Leitenzym des Peroxysoms —einer phylogenetisch alten, jedoch erst seit einigen Jahren bekannten
Zellorganelle — ist Katalase, ein Himoprotein, welches Wasserstoffperoxid sowohl katalatisch
als auch peroxidatisch umsetzt. In den Peroxysomen ist die Katalase u.a. mit H,O -liefernden
Oxidasen vergesellschaftet. Auch in Gewebszellen, beispielsweise der Leber und der Niere, lauft
ein Teil der Sauerstoffreduktion iiber die Bildung von H,0O,. Drehscheibe des peroxysomalen
H,0,-Umsatzes ist das aktive Intermediat, Katalase-Fe’*-H,0, (Komplex 1), das sich durch
spezifische Absorptionsbanden auszeichnet. Die Organphotometrie an der intakten, himoglo-
binfrei durchstromten Rattenleber zur selektiven Messung des Komplexes I ermdglicht einen
direkten Einblick in die Dynamik des im Nanomolbereich ablaufenden H,O,-Umsatzes. Endrogen
bildet 1 g Leber etwa 50 nmol H,0, pro min. Die Wechselzahl, die im stationdren Zustand bei
< 10 min~ ! in der Zelle gegeniiber > 10® min~' am isolierten Enzym bei Substratiiberschul}
liegt, kann durch intrazelluldre Stimulation der H,O,-Produktion (z. B. durch Glykolat oder
Urat) auf etwa 102min~! 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 Zustinden Bedeutung.

1. Einfiihrung

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, hat der Gegenstand dieses
Fortschrittsberichtes eine etwa 150jdhrige 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 Einschliisse,
,Microbodies“!*], welche auch in der Leberzelle!?! und vielen
anderen Zelltypen aerober Organismen vorkommen. Uber
die biochemische Funktion dieser Zellorganellen war nichts
bekannt; man sah sie zundchst als Vorldufer der Mitochondri-
en oder als Lysosomenformen an. Wie Untersuchungen an
Homogenaten und Zellfraktionen ergaben, lagen einige Oxida-
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sen sowie Katalase ,,partikuldr” vor3~ % waren jedoch nicht
den Mitochondrien, Mikrosomen oder Lysosomen zuzuord-
nen. Aus dem Verhalten dieser Enzymaktivitdten bei der iso-
pyknischen Dichtegradientenzentrifugation von Zellfraktio-
nen und aus morphologischen Studien schlof3 dann der Ar-
beitskreis von deDuve, daB es sich vielmehr um die ,,Mikrobo-
dies* handele!”~ 2. Das gemeinsame Vorkommen der H;O -
liefernden Oxidasen und der H,O;-spaltenden Katalase fiihrte
zum Konzept dieser Zellorganellen als Funktionseinheit des
H,0,-Umsatzes, als ,,Peroxysomen*{'!-12]

Waihrend zu Anfang dieses Jahrhunderts das Hamoprotein
Katalase bei der Erforschung der Natur der Zellatmung zu-
nichst im Zentrum des Interesses stand, geriet es nach der
Entdeckung des Atmungsferments (Cytochrom-Oxidase) quasi
in Vergessenheit. Erst in den letzten Jahren wurde klar, daf3
die Katalase eine nicht zu vernachlissigende Rolle bei der
biologischen Oxidation spielt. Dabei kommt dem von Chance
1947 entdeckten aktiven Intermediat, Katalase-Fe**-H,O;
(Komplex I)'*3} eine Schliisselrolle zu (Schema 1a und 1b).
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Tabele {. Entwicklung der Kenntnisse liber H,0,, Katalase und Peroxysomen.

Entdeckung Jahr Autor Lit.
H;0: und dessen Umsatz durch Gewebe 1818 Thénard [66]
Prigung des Namens Katalase 1901 Loew [67]
Eisen in der Wirkgruppe der Katalase 1923 Warburg [70]
Peroxidatische Reaktion der Katalase 1936, 1945 Keilin u. Hartree [77, 78]
Kristallisation der Katalase 1937 Sumner u. Dounce [74a]
Kristallisation der Peroxidase 1942 Theorell [74b]
Aktives Intermediat (Katalase-Fe* *-H:0 ;= Komplex [) 1947 Chance [13]
Komplex 1 in Bakterien 1952 Chance [131]
,Microbodies* 1954 Rhodin M
Glutathion-Peroxidase 1957 Mills [143]
Peroxysom als Funktionseinheit des H,0,-Umsatzes 1966 dePuve u. Baudhuin [12]
Induzierbarkeit der Peroxysomen 1966 Svoboda u. Azarnoff (47}
Superoxid-Dismutase 1969 McCord u. Fridovich (124a]
Komplex I in intakter perfundierter Rattenleber 1970 Sies u. Chance [116]
Komplex I in der Leber der andsthetisierten Ratte 1974 Chance, Oshino, Sugano u. Jamieson [151]
Oy
Oxi
(o xidasen H,0, Katalase 2 H,O
RH
Schema 1a. deDuves Schema [12]. @ R R'Hy R’
i
Extraperoxysomalraum ! Peroxysom
1
Cytosol Membran
Mitochondrien | L -a-Hydroxyséiuren
Endoplasmat. Reticulum . O, p-Aminosiuren
Kern : Harnsédure
, u. a,
H20,-Bildung Reduzierte Flavine ':
i ! atal
Superoxid Hy0, HyOs Katalase 1/2 0

(Xanthin, Mono- u,
Diamine, NADPH u, a.)

Hgo
katalat. Reaktion

Athanol
Methanol
Formaldehyd
Formiat
Nitrit

u. a.

Wasserstoffdonoren

R'H,

Rl

Katalase-Komplex 1 V

K>Komplexe II, III

peroxidat, Reaktion

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

Die Funktion des Peroxysoms bei intrazelluldren peroxidati-
schen und katalatischen Reaktionen kann nur zum Teil an
isolierten Peroxysomen aufgeklirt werden; vielmehr muf} 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-
Komplexes I der isoliert durchstromten Rattenleber lassen
sich die Moglichkeiten demonstrieren, welche die Organphoto-
metrie fiir das Studium der Dynamik intrazelluldrer Prozesse
bietet.

Trotz der Anstrengungen vieler Arbeitskreise sind die vielfalti-
gen Funktionen der Peroxysomen in tierischen Zellen gegen-
wirtig nur unvollstindig bekannt (vgl. Ubersichten zur Zell-
biologie der Peroxysomen!!2 14~ 17 und zur Enzymologie der
Katalase!!8~20)),

2. Das Peroxysom

Das Peroxysom besteht aus einer Matrix, welche von einer
einfachen Membran (,unit membrane“) umgeben ist und einen
als Kristalloid bezeichneten zentralen Bereich aufweist (Abb. 1).
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Die Leberzelle der Ratte enthilt etwa 350-400 dieser Organel-
len. Einen Einblick in die Enzymgarnitur gibt Tabelle 2, aus der
hervorgeht, daB nur etwa die Hilfte des Peroxysomenproteins
fiir die bekannten Enzymaktivitaten aufkommt. Die Funktion

Tabelle 2. In Peroxysomen aus Rattenleber nachgewiesene Enzymaktivitdten
[a] (nach [24-28]).

EC-Nummer Enzym (Trivialname) Anteil am
Peroxysomen-
protein [25] [ %]

1.1.1.8 Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase  n. b. [b]

1.1.1.26 Glyoxylat-Reduktase [NAD] n b

1.1.1.29 Glycerat-Dehydrogenase [NAD] n. b.

1.1.0.42 Isocitrat-Dehydrogenase {NADP] <25

LL1- Glyoxylat-Reduktase [NADP] n b.

11— Glycerat-Dehydrogenase [NADP] n b

1.1,3.1 Glykolat-Oxidase n. b.

113 L-a-Hydroxysdure-Oxidase <3

1.4.3.3 D-Aminosdure-Oxidase <2

1.7.3.3 Urat-Oxidase <10

[.11.1.6 Katalase 516

23.1.7 Carnitin-Acetyltransferase n. b.

[a] Einige der homologen aufgefiihrten Aktivititen kdnnen auf dasselbe
Enzym zuriickgehen.
[b] n. b.: nicht bestimmt.
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Abb. 1. Peroxysom aus Rattenleber. Der zentrale Bereich zeigt die in ldngsge-
schnittenen Tubuli vorliegende Urat-Oxidasel*!, VergroBerung 82000-fach.
Die Abbildung wurde freundlicherweise von Prof. F. Miller zur Verfiigung
gestellt.

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

Tabelle 3. Zur Zellbiologie und Zellchemie von Organellen aus Rattenleber mit sauerstoffaktivierenden Systemen.
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Abb. 2. Gleichgewichtsdichtenverteilung von Leitenzymaktivititen in einer
A-Fraktion [ 10]aus Rattenleber im Rohrzuckergradienten. a) Gesamtprotein:
darunter: Leitenzyme fiir b) Mitochondrien (Cytochrom-Oxidase), ¢c) Mikroso-
men (Glucose-6-phosphatase) und d) Lysosomen (saure Phosphatase); rechts:
Peroxysomenenzyme: ¢) Urat-Oxidase, [) Katalase, g} D-Aminosiure-Oxidase,
h) L-o-Hydroxysidure-Oxidase, i) Isocitrat-Dehydrogenase (bei der Dichte
von 1.24-1.25). Die NADP*-abhiingige 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 erwéhnt,
daB die Organelle fir niedermolekulare geloste Stoffe frei
permeabel ist (osmotischer Raum gleich Null). Uber spezielle

Mitochondrien Mikrosomen Lit.

8.1 2.8 [30]
280 x 10° entfallt [30]
1.18

0.9 entfallt [31]
0.6 entfallt [31]

Parameter Peroxysomen
Volumenantei! in der Leber [%] .16

Zahl [ml~'] 62 x 10°
Gleichgewichtsdichte im

Rohrzuckergradienten [g/ml] 1.23
Rohrzuckerraum [ml/g Leber trocken] 2.5

Osmot. Raum [ml/g Leber trocken] 0

Membran »unit membrane”

Phospholipidgehalt [mg/mg
Protein]

Cardiolipin

DNA

System der Protcinsynthese
~Endoxidase™

Induzierbarkeit von Komponenten

Leitenzyme

Ralbwertszeit des Umsatzes

0.09

Katalase

hypolipiddmische
Substanzen [a],
Salicylate
Katalase

1.5-2 Tage

Innen- u. AuBenmembran
[je eine ,,unit membrane*]

.unit membrane®,
rauhes u. glattes

Reticulum
0.20 0.32
+ -
+ —_
+ +

Cytochrom-Oxidase

Thyroxin

Cytochrom-Oxidasc,
Succinat-Dchydrogenasc
Proteine der Innenmembran
12-13 Tage, der
AuBenmembran 4 Tage

[a] Beispiel: Clofibrat (Athyl-2-(p-chlorphenoxy)isobutyrat).
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Cytochrom P-450,
»~Cytochrom-b;-Oxidase™
Barbiturate,

alicyclische
Kohlenwasserstoffe
Glucosc-6-phosphatase,
Cytochrom P-450
Proteine im rauhen und
glatten Reticulum

4 Tage

(29]

[32-36]
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Permeabilititscigenschaften der Peroxysomenmenbran st
noch wenig bekannt: in der Phospholipidzusammensctzung
dhnelt sie der Membran der Mikrosomen'*°!. Einige Figcen-
schaften der Peroxysomen sind in Tabelle 3 den Eigenschaften
von zwei weiteren Zellorganellen mit sauerstoffaktivierenden
Systemen, den Mitochondrien und dem endoplasmatischen
Reticulum {Mikrosomen), gegeniibergestellt.

Peroxysomen aus cxtraperoxysomal synthetisierten Vorldu-
fern zusammengesetzt wird (*°¢}, vgl. auch ¥7-3*)). Dabei wird
das Apomonomer als solches auf noch ungekldrte Weise mit
ciner Halbwertszeit von 14 min in das Peroxysom geschleust
und erhilt dort die Himgruppe. Apomonomer und Monomer
machen 1.6 % bzw. 0.5 %, der Gesamtkatalasemenge aus: ihre
Lebensdauer liegt unter 1 h (Schema 2).

Peroxysom

(Tetramer)

Apomonomer ——> Apomonomer T Monomer — aktive Katalase
am

Ham

H

L

Schema 2. Katalasesynthese (nach [56]).

2.1. Cytochemie der peroxysomalen Katalase

Cytochemisch wird Katalase als Leitenzym der Peroxysomen
betrachtet'* ™. Der Nachweis wird anhand der 3,3'4.4"-Biphe-
nyltetramin-Oxidase-Aktivitdt der Katalase gefiihrtt38-+1
Dicse peroxidatische Aktivitdt der Katalase wird nur nach
Fixation des Enzyms, z. B. mit Glutaraldehyd, beobachtet.
Dies gilt sowohl fiir Katalase innerhalb des Peroxysoms in
der Zelle™Tals auch fiir das isolierte Enzym!**' und ist wahr-
scheinlich von einer Umfaltung des Proteins abhingig. Hierfiir
spricht auch dic Erhohung der Reaktivitéit fiir peroxidatische
Substrate, wenn das Enzym unter milden Bedingungen tryp-
tisch verdaut oder alkalisch denaturiert wird!*),

Dic Frage, ob in vivo ein nennenswerter Anteil der Katalase
extraperoxysomal vorkommt'**! und ob dieser cytochemisch
erfalit wird™*!!, kann aus methodischen Griinden noch nicht
beantwortet werden.

2.2. Lebensdauer und Biogenese des Peroxysoms

Dic Organelle unterliegt cinem relativ raschen Umsatz n
toto. Die gemessene Halbwertszeit liegt bet ctwa 1.5-2 Ta-
genl32 331

Der stationiire Gehalt der Leberzelle an Peroxysomen hidngt
von zahlreichen hormonellen, nutritiven und medikamentdscn
Linfliissen ab (vgl. ' #¢)). Beispiclsweise bewirkt Athyl-2-(p-
chlorphenoxyjisobutyrat (Clofibrat) cinen Ansticg der Peroxy-
somenzahl'*7! der den Anteil der Peroxysomen am Leberzell-
volumen von ca. 2%, auf ca. 17% erhsht*®l. Dieser Anstieg
ist mit cinem Ansticg des mit Antikatalaseserum reagierenden
Antigens verbunden!*?!, d. h. dic Katalasemenge nimmt gleich-
falts zu. Die Ak tivitit der in Tabelle 2 angefithrten peroxysoma-
len Oxidasen bleibt unverindert!*?, wihrend die Aktivitiit
der  Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase  ebenfalls  an-
steigt!* 'l Ahnliche Wirkungen hat z. B. Acetylsalicylsiure!*?!.
Die Zunahme der Peroxysomenzahl durch Clofibrat ist nicht
von der Katalasesynthese abhiingig, denn sie tritt ebenfalls
auf, wenn die Katalaseneubildung durch Allylisopropyi-
acctamid gehemmt wird!®3!.

Dic Biogenese der Organelle ist noch umstritten. Enge Bezie-
hungen zum endoplasmatischen Reticulum in morphologi-
scher und biochemischer Hinsicht wurden wiederholt beschrie-
ben!®* 1 Besonderc Bedcutung haben Untersuchungen zur
Biosynthesc der Katalase. Experimentell gestiitzt wurde die
Hypothesc, daBl Katalase im wesentlichen erst innerhalb der
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Histochemische Versuche, eine Entscheidung zugunsten des
Weges aktiver, fertiger Katalase iiber das freie Cytoplasma
in dic Peroxysomen zu treffent*1], scheiterten an methodischen
Problemen!? *°! Auch die Frage, ob Katalaseprotein in vivo
an freien und/oder membrangebundenen Polysomen syntheti-
siert wird, ist nicht einheitlich beantwortet worden!®!~ ¢4,
Redman et al.'®* fanden im rauhen endoplasmatischen Reticu-
lum keine Katalase. Exportproteine wie Albumin und zellstéin-
dige Proteine wie Katalase diirften danach an getrennten Stel-
len synthetisiert werden. In vitro kénnen allerdings sowohl
membrangebundene als auch freie Ribosomen '*C-Leucin in
enzymatisch aktive Katalase inkorporieren!®? ¢51.

3. Enzymologie der Katalase

Katalase ist ein tetrameres Enzym mit vier wahrscheinlich
gleichen Untereinheiten und vier Himgruppen; das Hdmeisen
ist dreiwertig. Im Gegensatz zum Himoglobin besteht kein
Anhaltspunkt fiir eine Kooperativitdt der Untereinheiten. Das
Molekulargewicht liegt bei 240000 Dalton. Die Methoden
der Isolierung und Kristallisation sowie Struktureigenschaften
und Aminosidurezusammensetzung sind von Deisseroth und
Dounce?™ referiert worden.

Die katalatische Wirkung der Katalase [Gl. (1a) und (1b),
s. Abschnitt 3.17] war eine der am ersten erkannten enzymati-
schen Funktionen. Thenard beobachtete schon 1818 bei der
Entdeckung des Wasserstoffperoxids, daB} sich diese Substanz
in Gegenwart tierischer Gewebe unter Entwicklung von Sauer-
stoff zersetzt!°®! eine Rcaktion, welche auch an Platinoberfli-
chen ablduft. Die Katalase stand im Zentrum intensiver Aus-
cinandersetzungen iiber die Natur der Enzymwirkung!®® ¢
und besonders der Schwermetallkatalyse in Enzymen["®~
und diente nach ihrer Kristallisation!”#! als Objekt zahlrei-
cher Untersuchungen!!® 2% 75:7¢] {iber die Biokatalyse durch
Hiamoproteine.

73]

3.1. Katalase-K omplexe

Chancet! Mentdeckte bei der Reaktion von Katalase mit H.O»
spektrophotometrisch unter Anwendung schneller Mischme-
thoden ecin Komplex I (,,Compound I**) genanntes Zwischen-
produkt, welches durch verminderte Extinktion bei 405 nm
und erhohte Extinktion bei 665 nm charakterisiert ist (Abb.
3). Bei Zugabe von Alkoholen zum Komplex | steigt die
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Extinktion rasch wieder an, d.h. durch die von Keilin und
Hartree entdeckte peroxidatische Reaktion!””-781 [Gl. (1a)
und (lc)] entsteht wieder freie Katalase:

+H,0, Jf;‘-» Katalase-Fe’*-H,0, (1a)
(x) ks (Komplex I; p)

Katalase-Fe**
(Freie Katalase; ¢)

Katalase-Fe**-H,0, + H,0, X4, Katalase-Fe?* + 2H,0 + 0, (1b)

Katalase-Fe**-H,0, + C,H,OH X4,
(Wasserstofldonor; a)
Katalase-Fe** + 2H,0 + CH,CHO (i)
e, X, p, a siche Abschnitt 3.2.

Die Schreibweise ,,Katalase-Fe**-H-0," fiir den Komplex
I soll andeuten, dall das Ham mit H,O; besetzt wird (Himbe-
setzung, ,.heme occupancy”). Es ist bemerkenswert, dafl ein
mol Katalase nicht vier mol H,O; aufnimmt — d. h. ein Mole-
kiil pro Him - sondern nur etwa 1 bis 1.6 mol H,0,!"".
Die restlichen Hamgruppen bleiben frei. Wird jedoch Alkylhy-
droperoxid, z. B. Methyl- oder Athylhydroperoxid, statt H,O;
verwendet, so lassen sich alle vier Katalaseuntereinheiten in
den Komplex T iiberfiihren ({%°1, vgl. 181),

Die chemische Struktur des Komplexes 1 ist noch unbe-
kannt!2?] Neuerdings sprechen Versuche mit Peroxysiduren
fiir eine Reaktion:

Enzym + H.O: — Lnzym = O + H.O

geringe peroxidatische Aktivitdt. Hinweise fir das Vorkom-
men dieser Komplexe in normaler intakter Leber fehlen!™;
sic werden daher hier nicht ndher besprochen. Komplex II
entsteht durch Reduktion aus Komplex T mit H,O,, auch
mit Phenolen und Ascorbat!®#!. Die Beziehungen der Komple-
xe I, IT und III untereinander und zu den Donoren haben
Nicholls und Schonbaum!'®) referiert.

Im Katalase-HCN-Komplex®®-%%L der eine Dissoziations-
konstante von 10~°% bis 10™° mol/l aufweist, trigt jede der
vier Himgruppen ein Molekil HCN. Der Komplex ist spek-
troskopisch u.a. durch ein Minimum bei 624 nm gegeniiber
der freien Katalase gekennzeichnet.

Bei der Reaktion zwischen Azid und Komplex I wird unter
Reduktion des Eisens Katalase-Fe?*-NO gebildet!®! %3,
Ein kovalenter Komplex entsteht in einer irreversiblen Reak-
tion zwischen 3-Amino-1,2,4-triazol!®* **1und K atalase, wobei
eine Histidingruppe beteiligt ist'°®l Das Him ist dann nicht
mehr®” oder kaum noch!®® imstande, Peroxide oder Ligan-
den wie HCN zu binden.

3.2. Steady-State-Kinetik der Katalase

Die kinetischen Konstanten ki, ka und k% der Gl. (1a)-(1¢c)
wurden am isolierten Enzym bestimmt (Tabelle 4). Fiir die
kinetische Analyse des FlieBgleichgewichts im Katalasesystem

Tabelle 4. Kinctische Konstanten der Katalase [vglh Gl (la)-(1¢)]. Die Werte wurden z. T. nicht dirckt gemessen.
sondern aus indirekten Messungen berechnet. Sic geben die Gréfenordnungen der Werte bei 20- 22°C an. Neue
Berechnungen [ 102] fithren zu ctwas niedrigeren Zahlenwerten fiir ky; und ka.

Konstante Priiparat Lit.

K, 1.7x10" Imol "' s™! Rattenleber [791 .

ko 26%x 10" Imol 's ! Rattenlcber 79, 99] [a]

ks 0.2 1.0)x 10* I mol ™' 57! Plerdeerythrocyten [13, 79, 100] [b]
k> 0-7.5)x 107 s7! M. lysodeikticus

[101. 86]

[a] Berechnet nach Gl (Sa) mit py/e=0.4.

[b] Fiir Athanol und Methanol.

welche fiir die Peroxidase wahrscheinlich gemacht wur-
delB3-861

0 0
360 400 44D LBD 600 5.0 68D

Alnm] —= Alnm) —

Abb. 3. Absorptionsspektren von gereinigter Katalase (——) aus Rattenleber
(Katalasehdim: 9.3 umol/l). Komplex I ¢~} wurde mit H,0, (23.5umolt ™"
min~ ') aus der Glucose-Oxidase-Reaktion erzeugt (nach [82]).

Die weiteren Katalase-Komplexe (Komplex IT und III) sind
katalatisch inaktiv. Komplex II hat gegentiber Phenolen eine
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ergibt sich unter Verwendung der Nomenklatur nach Chan-
08[79, 103]:

d

d—‘t’=klx(e—p)—k;xp—(kz+k4a)p )
dx dx, )

E—T{Aklx(e—p)—kﬂp-#kzp 3)
da

S--kap - @

e =Konzentration an Gesamtkatalasehdm
p=Konzentration an Komplex I
x=H,0,-Konzentration

dx,/dt=stationdre H,O,-Bildungsgeschwindigkeit
a=Wasserstoffdonorkonzentration

Im FlieBgleichgewicht des Komplexes 1 (dp/dt=0) und der
H,0,-Bildungsgeschwindigkeit (dx_/dt= const.) und fiir die
Bedingung k, =0 erhilt man fiir den Anteil des Gesamtkata-
lasehams e, welcher als Komplex [ (p) vorliegt (d.h. fiir die
Himbesetzung), Gl. (5):
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Pm Ky keag\
Im_ g2 470 5
. < +k1+k1xm (5)

mit Index m fiir das Fliefigleichgewicht. Mit xp—oc wird
Pm— Pwm, also

-1
ECM = <1 n %) (5a)
1

Gl. (5a) besagt, daBl die bei maximaler H,O,-Bildungsge-
schwindigkcit vorliegende maximale Hidmbesetzung pu/e in
ciner einfachen Beziehung zu den Geschwindigkeitskonstanten
2. Ordnung fiir Bildung und katalatischen Abbau von Kom-
plex | steht.

Eine weitere niitzliche Beziehung beschreibt dic Katalasereak-
tion fiir die Bedingung, daf} die Wasserstoffdonorkonzentra-
tion a so gewithit wird, daB p,=pwm/2. Im FlicBgleichgewicht
ist die Donorkonzentration fiir halbmaximale Himbesetzung
direkt proportional der stationiiren H,O,-Bildungsgeschwin-
digkeit dx,/dt und umgekehrt proportional der Gesamthim-
konzentration c!* 31

dx .
T“ =stationdre Wechselzahl

| —

Aus Gl. (6) geht hervor, daB das Katalasesystem weder fiir
H O noch fiir den Wasserstoffdonor a eine ,,Michacelis-Kon-
stantc™ besitzt. Vielmehr spielt der Quotient der H,O,-Bil-
dungsgeschwindigkeit und der Katalasehamkonzentration (die
stationéire Wechselzahl) eine Rollc fiir die stationiire Konzen-
tration an Komplex [ und damit fiir die Donorkonzentration,
die fiir halbmaximale Entsittigung des Komplexes [ crfordet-
lich ist. Wie unten gezeigt wird, sind diese Verhiltnisse von
Bedeutung fiir die Beurteilung der katalatischen und der per-
oxidatischen Reaktionen in biologisehen Systemen.

04 |

01

0 sl Lol Loyl
01 03 10 30 10 30 100
dxp
at

1 (min '] —=
e

Abb. 4. Abhiingigkeit der stationdren Himbesetzung der Katalase (pmse)
von der Wechselzahl (H>O»-Bildungsgeschwindigkeit‘Katalaschamkonzen-
tration). gemessen an isolierter Rattenleberkatalase. Dic H,O»-Bildungsge-
schwindigkeit (@, 0) wurde von 0.3 bis 100 umol | “min ™" variiert, dic Katala-
schiimkonzentration (4, ) von 0.1 bis 12 umol/1. Stimulation des peroxidati-
schen Weges durch Athanolzusatz (0.1 mmolil) erniedrigt die stationéire Him-
besetzung (rechte Kurve, offene Symbole) (nach [82]).
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Zur Illustration seien zwei Beispiele von Experimenten mit
isolierter Rattenleberkatalase aufgefiihrt. In Abb. 4 wird ge-
zeigt, wie die stationire Himbesetzung pm/e von der stationi-
ren Wechselzahl abhiingt. Dabei wurde sowohl die H,O,-Bil-
dungsgeschwindigkeit (durch Variation des Systems Glucose
plus Glucose-Oxidase) als auch die Konzentration an Katala-
sehiim variiert. Wie zu crwarten, wird bei Konkurrenz des
peroxidatischen Weges (durch Zusatz von Athanol) die Kurve
nach rechts verschoben.

(o]
L ]
LA [umot UM min™ 1] —=
ot ¢
0 500 1000 1500
1

L QT‘_ [min']] —
K25 e dt

Abb. 5. Aufteilung der H,O,-Umsetzung in _peroxidatische” und _katalau-
sche Reaktion:a: 100 °, .peroxidatische™. b: 1007, Jkatalatische™ Reaktion.
Aufgetragen ist dic Oxidationsgeschwindigkeit von Athanol tangegeben als
NADH-Bildungsgeschwindigkeit) bet mehreren stationiiren H-Q»-Bildungs-
geschwindigkeiten dx,/dt in Gegenwart folgender Athanolkonzentrationen:
0100, ® 50. a 25, ® 5, 2 1, 2 0.33mmol/] (nach [105)).

Abb. 5 laBt dagegen deutlich erkennen, wie die Aufteilung
in peroxidatische und katalatische Reaktion von der H,O,-Bil-
dungsgeschwindigkeit und der Athanolkonzentration abhiingt.
Ausschlieflich peroxidatische Reaktion kann nur bei extrem
hohen Donorkonzentrationen und bei niedrigen Wechselzah-

len erreicht werden!! 0+ 105,

4. Status der Katalase der Leberzelle in der hiimoglobin-
frei durchstromten Rattenleber

4.1. Organphotometrie des Katalase-Komplexes 1

Da anzunehmen ist, daf3 das peroxysomal vorliegende H,O,
in Form des Komplexes I angezeigt wird, erdffnet die Photome-
trie dieses Komplexes direkten Einblick in den Stoffwechscl
von H>0, und scinen Reaktionspartnern. Wird die Rattenle-
ber mit einer Perfusionslosung ohne Himoglobin durchstrémt,
so sind optische Methoden ohne gréBere Schwierigkeiten an-
~1081. der Stoffwechsel der katalasehaltigen
Erythrocyten stort nicht. Brausert °% zog das durch den Lap-

zuwenden!!°®

pender perfundierten Leber tretende Licht fiir Extinktionsmes-
sungen heran {Durchlichtphotometrie, im Gegensatz zur Refle-
xionsphotometrie), einc Methode, die an isolierten Geweben
wie Muskeln ebenfalls mit Erfolg verwendet wurde!* 1121,
Anderungen des stationiiren Gehalts der Leber am Katalase-
Komplex I konnen sowohl im Blauen (z. B. bei 405 nm) als
auch im Roten (z. B. bei 660 nm) gut verfolgt werden.
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Das Problem bei der Photometrie cines Organs, also eines
Multikomponentensystems, die gemessenen Signale Ubergiin-
gen spezifischer Komponenten zuzuordnen, wird durch An-
wendung der Zweiwellenlingentechnik™ %%~ '3 und von Dif-
ferenzabsorptionsspektrent '+ 1151 weitgehend  gelost. Da
beim langwelligen Extinktionsmaximum andere Himprotcine
kaum interferieren, erweist sich an der perfundierten Leber
die Extinktionsdifferenz 660—640nm als am besten geeignet
zum spezifischen Nachweis des Ubergangs zwischen dem Ka-
talase-Komplex I und der Katalase!*!®-1171

Wie Abb. 6 zeigt, nimmt die Extinktionsdifferenz bei Sauerstoff-
entzug (dadurch Abbruch der H,0,-Bildung) und bei Zusatz
von {iberschiissigem Methanol zu (dadurch peroxidatischer
Abbau des Komplexes 1). Die beiden Effekte sind nicht-additiv.
Es handelt sich um zwei unabhiéingige Stoffwechseliiberginge,
bei denen Katalase aus dem Komplex 1 freigesetzt wird. Die
Abbildung zeigt auBerdem, dall die Extinktionsdifferenz bei
Infusion von Glykolat abmmmt. Dics spiegelt die Zunahme
der intrazelluliren H,O>-Produktion durch das Flavinenzym
Glykolat-Oxidase wider. — Bei irreversibler Hemmung der
Katalase mit 3-Amino-1,2,4-triazol unterbleiben sowoh! der

) Ar 0, a A Dy Ar

b
' | Vo v

[0,){mmol/]
=

L 1 L i L

2.5 —S5min =

=]

0.01

-0m

Extinktionsdifferenz ——=

-002F o f | ]
620 640 660 680
Alm} —

Abb. 7. Lxtinktionsdiffcrenzspektren der hdmoglobinfrei perfundierten Rat-
tenleber. a) Katalase-Komplex 1, b) HCN-Katalase (als MaB des Katalase-
hdms). Das Bezugsspektrum ist freic Katalase in der Leber, Die Spektren
entsprechen verschiedenen stationdren metabolischen Zustinden (vgl. Text):
sie wurden mit einem Rapidspektroskop [118] aufgenommen. Zur Speiche-
rung und digitalen Subtraktion diente ein Instrumentcomputer nach der
Methode von Brauser et al. [114] (nach [82]).

Katalase -
Komplex I

brauch

Sauerstoffver -

Abb. 6. Obere Kurven: links: Registrierung der Extinktionsdifferenz AA (640-660 nm)
cines perfundierten Leberlappens. Die Abnahme des Katalase-Komplexes I durch Sauer-
stoflentzug oder durch Influsion von Methanol (2.5 mmol/l bei a) diuBert sich in einem An-
stieg von AA. Rechts: Riickbiidung von Kompiex 1 als Folge der H,O,-Bildung aus infun-
diertem Natriumglykolat (2 mmol/ bei b in Gegenwart von 1 mmol/l Methanol). Untere

Kurven: Sauerstoffkonzentration im aws der Leber tretenden Perfusat (nach [116]).

Methanol- als auch der Sauerstoffentzugseffekt fast vollstiin-
dig[l 1 (»]_

4.2. Himbesetzung der Katalase

Nachdem eine stationire endogene H,0 ;-Produktion der Le-
ber (Abb. 6) nachgewiesen ist, kann anhand der am isolicrten
Enzym gewonnenen Bezichungen ein MaBsystem cntwickelt
werden, welches iiber den Status des Enzyms Auskunft gibt.
Die Hidmbesetzung pm/e=0 wird durch UberschuB an
Methanol erhalten, die maximale Hidmbesetzung pu/e durch
UberschuB an Glykolat, und unter gleichen Bedingungen wird
am perfundierten Organ der Katalase-HCN-Komplex als MaB
des Gesamtkatalasehdms zuginglich.

In Abb. 7 werden zwei Extinktionsdifferenzspektren gezeigt.
Nacheinander wurden in das in die Leber tretende Perfusat
Natriumglykolat (2mmol/l), Methanol (4.8mmol/l) und
Methanol (4.8 mmol/l) plus Natriumcyanid (0.05mmol/l) fiir
je 2 bis 3 min infundiert. Wihrend der diesen drei Bedingungen
entsprechenden stationdren Zustinde wurden im Bereich von
600-700 nm je 256 Absorptionsspektren eines Leberlappens
innerhalb von 12 s aufgenommen und gespeichert. Das Spek-
trum a cntspricht der durch digitalc Subtraktion erhaltenen
Extinktionsdifferenz der Leber zwischen dem Zustand in Ge-
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genwart von Methanol und dem in Gegenwart von Glykolat,
d. h. es zeigt die Abnahme der maximalen Hdmbesetzung im
Komplex I der Katalase auf die Hambesetzung Null. Das
Spektrum b entspricht der Extinktionsdifferenz der Leber zwi-
schen dem Zustand in Gegenwart von Methanol plus Cyanid
und dem in Gegenwart von Methanol, d. h. es zeigt die
Bildung von HCN-Katalase aus {reier Katalase (im Bereich

24 68120

2L a

0.010

AA(640 ~660 nm)

Il L Il

(YN F—— Smin ——>

Abb. & Registrierung der Extinktionsdifferenz AA (640--660 nm) cines perfun-
dierten Leberlappens. Zur Entsittigung (d.h. zur H:O:-Abspaltung) von
Komplex | sind bei Stimulicrung der H,O2-Bildung durch Glykotat (bei
a Zugabe von 2 mmol/1) hohere Methanolkonzentrationen erforderlich [vgl.
Gl.(6)und Abb. 4]. Dic endogene Himbesetzung licgt bei 3/4 des Maximalwer-
tes. Oberhatb des Spektrums ist die jeweils herrschende Methanolkonzentra-
tion {in mmol;]) angcgeben (nach [82]).
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Abb. 9. Schematische Darstellung zur Himbesetzung pm/e der Katalase.
Der schraffierte Bereich entspricht der in der Leber beobachteten Himbeset-
zung im endogenen stationiren Zustand. Die maximale Himbesetzung pwm/e
wird durch Glykolat, Urat usw. hervorgerufen, die Himbesetzung Null durch
Sauerstoffentzug, Methanol, Athanol usw.

um 610 nm liefert die Cytochrom-Oxidase einen geringfiigigen
Beitrag).

Mit Hilfe der an isolierter Katalase aus Rattenleber bestimm-
ten Differenzextinktionskoeffizienten!® 148t sich aus AA (640—
660 nm) der Spektren a und b eine maximale Himbesetzung
pw/e=0.38 berechnen. Die maximale Himbesetzung der Rat-
tenleberkatalase in vitro (Abb. 4) und in situ (Abb. 7) stimmt
somit iiberein. Nach Gl. (5a) heif3t dies, dal3 das Katalasemole-
kiil bei der in vitro angewendeten Verdiinnung (ca. 10~ ° mol/l
bezogen auf Him) und bei der in situ innerhalb der Peroxyso-
men vorliegenden Konzentration (ca. 10~ 3 mol/l bezogen auf
Hidm, siche unten) einen vergleichbaren Quotienten der Ge-
schwindigkeitskonstanten k4/k; besitzt.

Der endogene stationire Zustand der Himbesetzung 1468t sich
durch Bestimmung der Extremzustinde mit Methanol und
Glykolat erfassen. In Abb. 8 liegt er bei 3/4 des Maximalwertes.
Man sieht aulerdem, dal3 bei Erhéhung der H,O,-Produktion
die zur Entsittigung des Komplexes I notwendige Methanol-
konzentration steigt [ vgl. Gl. (6)]. Die Befunde und Definitio-
nen sind in Abb. 9 zusammengefa3t.

4.3. Katalasegehalt

Gewohnlich werden Enzymgehalte pro Gramm Organ aus
der im Homogenat bestimmten Aktivitdt und der spezifischen
Aktivitit des isolierten Enzyms oder mit quantitativen immu-
nologischen Methoden ermittelt. Eine weitere Methode arbei-
tet ohne Gewebszerstorung am intakten Organ. Der Enzymge-
halt wird dabei durch photometrischen Vergleich mit Kompo-
nenten bekannten Gehalts bestimmt. Fiir Katalase eignet sich
Cytochrom-Oxidase als Vergleichskomponente, deren Gehalt
in der Leber 18nmol/g betrigt; der Ubergang Norm-
oxie—Anoxie kann durch Messung der Bande bei 607 nm erfaft
werden!! %! Der so bestimmte Katalasegehalt betriagt 1/3 des
Cytochrom-Oxidase-Gehalts, also 6nmol/g oder 24 nmol/g
bezogen auf das Katalasehim (ca. 1.5mg Katalaseprotein/g
Leber). Aus den Daten von Price et al.'*3 sowie von Higashi
und Peters'**! werden 1 bzw. 1.5mg/g berechnet. Dies ent-
spricht einer Katalasekonzentration im Peroxysom von ca.
0.5mmol/l oder 120 mg/ml.

Zur lustration wird in Abb. 10 eine relative Gewebegehaltsbe-
stimmung gezeigt. Hier ist das Verhiltnis Katalase/Cyto-
chrom-Oxidase von 0.33 auf 1.1 erh6ht, 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.
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Abb. 10. Perfundierte Leber einer mit Athyl-2-(p-chlorphenoxy)isobutyrat vor-
behandelten Ratte. Unten: Extinktionsdifferenzspekiren, a) Katalase minus
Katalase-Komplex I (vgl. Abb. 7), b} Cytochrom-Oxidase (durch nachfolgende
Anoxie). Der Quotient aus Katalase- und Cytochrom-Oxidase-Gehalt be-
tridgt 1.1 (gegeniiber 0.33 bei der unbehandelten Ratte). Oben: Elektronen-
optisches Bild dieser Leber nach einstiindiger Perfusion. Die Zah! der Peroxy-
somen (kontrastreich durch DAB-Reaktion nach [41]) hat zugenommen, die
Zahl der Mitochondrien ist unveriandert (nach [42]). Der Strich entspricht 1 pm.

5. H,O,-Stoffwechsel der Leberzelle
5.1. H,0,-Bildung

Eine Identifizierung der Substrate, welche in der Leber im
endogenen stationdren Zustand H,O, bilden, ist noch nicht
vorgenommen worden. Beispielsweise entsteht laufend Harn-
saure aus dem Purinabbau; ihre Konzentration in Rattenleber
betrigt 70 umol/1t' 2%, Neben der Urat-Oxidase kommen fiir
die H,O,-Produktion in erster Linie flavinabhéingige Enzym-
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systeme in Frage!'?"), entweder direkt oder iiber das Super-
oxidradikal O 11221231 durch Vermittlung der Superoxid-
Dismutaset 2*2~ I, Die Autoxidabilitit der Flavinenzyme ist
jedoch sehr unterschiedlich, wie die Einteilung in Flavin-Oxi-
dasen und Flavin-Dehydrogenasen andeutet (vgl. Ubersichten
{iber Acceptorspezifititen!'2*-%). Bei der Xanthin-Oxidase

Tabelle 5. Geschwindigkeit der H,O,-Produktion in isolierter, himoglobin-
frei durchstromter Rattenleber in mehreren metabolischen Zustdnden. Be-
stimmung durch Messung der Hidmbesetzung [vgl. Gl (6)] (nach [127]).
1dx

- E&“ =stationiire Wechselzahl, d x,/dt=H,0,-Bildungsgeschwindigkeit.
e

Substrate oder t[)gi}:)s ?;: i—cj;" cijxt"
M.

Hemmstoffe [ramol/1] [min~'] [nmol/min][a]
L-Lactat 2mmol/l, 0.12 (0.09-0.16) 38 49
Pyruvat 0.3mmol/1

+Antimycin A 8umol/l 0.18 5.8 75
+Octanoat 0.3mmol/l, 0.40 13.0 170

Antimycin A 8umol/l

+ Oleat 0.1 mmol/t 0.16 5.1 66
+ Urat { mmol/l — 54 [b] 750
+ Glykolat 3mmol/l — 34 [b] 490

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

wurde auch der Wechsel zwischen Oxidase- und Dehydrogena-
seaktivitiiten beschrieben!! 2],

Inkremente der H,O,-Bildung durch Zugabe H,O-liefernder
Substrate konnen direkt durch einen Anstieg der fiir halbmaxi-
male Entsittigung des Komplexes I erforderlichen Methanol-

konzentration bestimmt werden [vgl. Gl (6)]. Die auf diese
Weise an intakter Leber bestimmte H,O,-Bildung von ca.
~1 g7 1 steigt in Gegenwart von Glykolat auf
das 10fache, in Gegenwart von Urat auf das {Sfache an (Tabelle
5). Sie bewegt sich damit in der GroéBenordnung von 1/100
bis 1/10 der Gesamt-O,-Aufnahme. Portwich und Aebil!2®
fanden an Leberschnitten und -homogenaten durch Messung
der peroxidatischen Oxidation von '*C-Formiat vergleichbare
Geschwindigkeiten der H,O,-Bildung. Die H,O,-Konzen-
tration liegt im endogenen stationiren Zustand bei 10~° mol/l
und steigt bei maximaler Stimulierung der H,0,-Bildund aus
zugefiihrten Substraten bis auf 1077 mol/l an!' 27, Charakteri-
stisch sind die niedrigen stationdren Wechselzahlen von
<10min~ ! bis etwa 100min~"' bei maximaler Stimulierung.
Isolierte Katalase ist bekannt fir die besonders hohen maxima-
len Wechselzahlen von > 10% min~!{'2°L In situ arbeitet die
Katalase somit in einem Bereich, welcher die peroxidatische
Reaktion relativ zur katalatischen begiinstigt. Einige H,O >-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.113%ist dahingehend zu beantworten, dafl die Produktion
von H,0; [sowie Oz und organischen Hydroperoxiden] ein
normales Attribut des aeroben Stoffwechsels ist. Eine Uber-
sicht iiber den Nachweis der H,O;-Bildung in lebenden Zellen
und Zellfraktionen ist in Tabelle 7 gegeben.

50nmol min

Die obengenannten H,0,-Bildungsgeschwindigkeiten diirfen
als untere Grenze der in-vivo-Geschwindigkeiten gewertet wer-
den, da im Extraperoxysomalraum andere Peroxidasen, z.B.

Tabelle 6. H,O5- (oder O7-) liefernde Enzyme der Leber und Angaben zur subzelluldren Lokalisation.

EC-Nummer Enzym (Trivialname) Lokalisation

1.3 Glykolat-Oxidase Peroxysom

[LE3a L-2-Hydroxysdure-Oxidase Peroxysom

.1.3.8 L-Gulonolacton-Oxidase

1.2.3.1 Aldehyd-Oxidase

1.2.3.2 Xanthin-Oxidase Cytosol

1.433 D-Aminosdure-Oxidase Peroxysom, einortig

1434 Monoamin-Oxidase mitochondriale AuBenmembran, einortig
1.43.5 Pyridoxamin-Oxidase

1.4.3.6 Diamin-Oxidase endoplasmat. Reticulum

1.6.99.1 NADPH-Cytochrom-c-Reduktase endoplasmat. Reticulum, einortig
1.6.99.3 NADH-Cytochrom-c-Reduktase

(.7.3.3 Urat-Oxidasc Peroxysom, ,,core”, eindrtig
11511 Superoxid-Dismutase Cytosol, Mitochondrienmatrix

Tabelle 7. Nachweis der H;O»2-Bildung in lebenden Zellen und subzelluliiren Fraktionen.

Quelle Beispiel

Bakterien Micrococeus {ysodeikticus
Wiirmer Ascaris lumbricoides

Blutzellen Leukocyten

Leber Leberschnitte und -homogenate

Isoliert perfundierte Rattenleber

Zellfraktionen

Mitochondricn Leber (Ratte)

Herz (Taube)

Hefe (S. cerevisiae )
Protozoon ( C. fasciculata)
Mikrosomen Leber (Ratte)
Peroxysomen
Cytosol
Submitochondriale Partikel

Leber (Ratte)
Leber (Ratte)
Leber (Ratte}

Nachweis durch Lit.
Katalase-Komplex 1 [131]
Polarographie [132, 133]
Diacetyldichlorfluorescein [134]
'4C-Formiat [128]
Katalase-K omplex | [113]
Katalase-Komplex 1 [103]
Cytochrom-c-Peroxidase [137]
Scopoletin-Meerrettich-Peroxidase [135]
Cytochrom-c-Peroxidase [136]
Cytochrom-c-Peroxidase [138]
Cytochrom-c-Peroxidase [139]
Scopoletin-Meerrettich-Peroxidase [140]
Cylochrom-c-Peroxidase [1371]
Cytochrom-c-Peroxidase [137]
Cytochrom-c-Peroxidase [137]
Diacetyldichlorfluorescein {t41]
Polarographie [142]
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Glutathion-Peroxidase!!#* 144 mit der Katalase um H,O,
konkurriercn konnen!'*%. Beispielsweise erscheint bei Infu-
sion von H,0; oxidiertes Glutathion im ausflicBenden Perfu-
sat!t*%1 ein Zeichen der Aktivitit der Glutathion-Peroxidase.
Diecses Enzym ist zu /3 in der Mitochondrienmatrix und
zu 2/3 im Cytosol lokalisiert''*”), Unter bestimmten experi-
mentellen Bedingungen kann auch ausden Peroxysomen intra-
peroxysomal gebildetes H,O; austreten und z B. durch den
K omplex mit Cytochrom-c-Peroxidase aus Hefe nachgewiesen
werden. Der Ansticg der Himbesetzung bei Infusion von
Octanoat und von Antimycin A (Tabelle 5), der auf Inkremente
der mitochondrialen  H;Oj-Produktion  zuriickgefiihrt
wird'' 27! ist somit besonders markant.

Aus den bisherigen Untersuchungen an subzelluldren Fraktio-
nen!!#!1-99- 135137 geht hervor, daBl die H.O.-Produktion
der Mitochondrien vom Kontrollstatus abhiingt®?! und beim
Status der Atmungskontrolle durch das Angebot an Phosphat-
acceptor {,.State 4118y am hichsten ist®® 1% Dabei schei-
nen das Segment Succinat-Cytochrom b, sowie das Sy-
stem der Energickonservierung eine Rolle zu spielen!!% 136}
Da im erwihnten Segment der Atmungskette der Ubergang
von der Zwei-Elektroneniibertragung auf die Ein-Elektronen-
iibertragung stattfindet, kénnte das primiire Produkt auch
das Superoxidradikal O; sein, welches dann in H,0O; und
O libergeht. Loschen et al.!'' 39 erbrachten hierfiir experimen-
“telle Hinweise.

Dic Erhéhung des Sauerstoffdrucks vom atmosphirischen
Druck auf 1.92MPa (19atm) erhoht dic H,O»-Produktion
um das Vierfache in Mitochondrien aus Taubenherz und um
das 15- bis 20fache in Mitochondrien aus Rattenleber!!*¢.
Somit diirften betriichtliche Unterschiede in der Sauerstoffaffi-
nitit der H,O»-produzierenden Systeme bestehen. Kiirzlich
konnten Oshino et al.l'3' 3 in situ an der aniisthetisierten Ratte
in Gegenwart von Glykolat einen Anstieg der H ;O ;-Produk-
tion der Leber auf das Vierfache demonstrieren, wenn das
Ticr in der Uberdruckkammer Sauerstoffdrucken iiber {atm
ausgesetzt wurde.

Eine normalerwcise wohl vernachliassigbare, aber erwihnens-
werte H,0--Quelle ist energiereiche Strahlung. Bei Rontgen-
Bestrahlung neutraler wiBriger Losungen entsteht als stabiles
Produkt H,O5 in einer Konzentration von ca. 3-4 umol 17!
kR —11152.151|.

5.2. Wasserstoffdonoren fiir die peroxidatische Reaktion

Die peroxidatische Reaktion (,,coupled oxidation™ von Keilin
und Hartree)? 78, d. h. die Kombination von Reaktion (1a)
und {1 ¢), hat fiir den Stoffwechsel ciner Reihe von Wasserstoff-
donoren in der Leber Bedcutung, so fiir Methanol!!3- 15471371
Athanol''*®) Nitrit''**) und Formiat''®"! Aus der Reaktions-
folge geht hervor, daB die Oxidationsgeschwindigkeit der Was-
serstoffdonoren im FlieBgleichgewicht nicht grofler als die
Bildungsgeschwindigkeit des Wasserstoffperoxids scin kann.
Aufler bei extrem hohen Wasserstoffdonorkonzentrationen
wird jedoch dieser Wert nicht erreicht, da dic katalatische
mit der peroxidatischen Reaktion konkurriert {vgl. Abb. 5)11%%L
Es sei erwiihnt, dafl hohe Werte durch exogene Zufuhr erreicht
werden kdnnen (S0 mmol/l Athanol 22.3%,).

Die Titrationskurven der stationdren Himbesetzung der Kata-
lase (pm/e} in der perfundierten Leber sind fiir dic beiden
primiren Alkohole Methanol und Athanol verschieden (Abb.
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Abb. 11, Abhiingigkeit der Himbesetzung der Katalase (pmie} von der
Methanol- (a) und Athanolkonzentration im Perfusat (ROH). Die Athanolti-
tration wurde in Gegenwart (@) und in Abwesenheit (o) von 0.1 mmol/!
4-Methylpyrazol durchgefiihrt (nach [127]).
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11). Durch Zusatz von 4-Methylpyrazol zum Athanol wird
der Unterschied aufgehoben: er ist demnach auf die Aktivitit
der  Alkohol-Dehydrogenase  zuriickzufiihren'?'?7).  Die
Methanoltitrationskurve bleibt bei 4-Mecthylpyrazolzusatz
unverdndert —ein Hinweis auf das Fehlen einer nennenswerten
Reaktivitit des Methanols mit der Dehydrogenase. Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit der Gleichheit der
Geschwindigkeitskonstanten k 4 bei der Reaktion der Katalase
mit Methanol oder mit Athanol!!3

Die Athanoloxidation iiber den Katalaseweg wird durch ver-
stiirkte H,0,-Bildung stimuliert, wie Abb. 12 zeigt. Durch
Zusatz von Glykolat in Gegenwart von 4-Methylpyrazol
nimmt die Athanoloxidation pro g Leber um etwa 150 nmol/
min zu. Die Stimulierung der H,0O,-Produktion pro g Leber
unter diesen Bedingungen liegt bei etwa 400 nmol/min, so daf}
also ca. 35-40Y, des zusitzlich anfallenden H,O, fiir die
peroxidatische Reaktion genutzt werden. Dieser Anteil steigt,
wie erwartet, bej héheren Athanolkonzentrationen{!®2 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-

150 a b
T ® g0,
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E
E
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Abb. 12. Umsatz von Athanol (2mmol/l im eintretenden Perfusat) durch die
Rattenleber. Die Umsatzgeschwindigkeit ist bezogen auf 1g Leber. Der
Athanolumsatz in Gegenwart von 90umol/l 4-Methylpyrazol (Zugabe bei
a) betriigt 22", des Kontrollwertes und steigt nach Zugabe von 3.8 mmol/1
Glykolat (bei by auf 34°, an. Der Zuwachs entspricht pro g Leber ctwa
150 nmol. min (nach [161]).
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schen freicn  NAD*-Systems!'®$-1%%1  yon  Nutzen

seinll16. 1641
Gegenwirtig wird erwogen, ob hieraus Vorteile fiir die Beein-
flussung des Leberstoffwechsels bei Alkoholismus zu ziehen
sind. Blomstrand und Kager'' 7% demonstrierten am Menschen,
dafB die Hemmung der Fettsiureoxidation und die Anhiufung
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
Perspektiven.

Nach neueren Untersuchungen soll die peroxidatische Atha-
noloxidation durch Katalase fir die Aktivitdt eines beson-
deren  ,mikrosomalen  #thanoloxidierenden  Systems™
(,MEOS)1 71 =173 verantwortlich sein[!05: 137 140. 1741 Tyje
NADPH-Spezifitdt der mikrosomalen Aktivitit ist dabei auf
die Coenzymspezifitit eines autoxidablen mikrosomalen Fla-
voproteins zuriickzufiihren!"?7-'731 Sollte diese Erkldrung
richtig sein, so diirfte die Athanoloxidation am intakten endo-
plasmatischen Reticulum ohne Katalase keinc physiologisch
wichtige Rolle spielen (Diskussion siehe {1741),

Katalase setzt von den Aldehyden nur Formaldehyd um, Acet-
aldehyd wird nicht oxidiert!*””1. Durch Messung des Katala-
se-Komplexes 1 kann man somit die Bildung von Athanol
aus Acetaldehyd! "#" in der Leber verfolgen!!®!,

Die Frage nach der Qualitit der endogenen Wasserstoffdono-
ren ist noch weitgehend offen. Lediglich fiir Athano! wurde
eine kontinuierliche Zufuhr aus dem Intestinaltrakt bei Ratten
durch Bestimmungen im Portal- und Cavalblut belegt!'7?,
Methanol diirfte laufend mit Hilfe der Pektase durch hydrolyti-
sche Abspaltung aus Pektinen entstehen; cs werden beim Men-
schen pro Tag schitzungsweise 10-20 mmol Methano! auf
diesem Wege freigesetzt!!®?],

deDuve und Baudhuin''?) postulierten, daB3 die peroxidatische
Oxidation von o-Hydroxysduren fiir die Gluconeogenese
durch Oxidation von extramitochondrialen Reduktionsidqui-
valenten (NADH) eine Rolle spielt. Experimentelle Beweise
stehen noch aus.

Die schon von Novikoff und Shin"®* postulierte und auch
durch die Effekte der hypolipiddmisch wirksamen Pharmaka
wie Clofibrat angedeutete mogliche Funktion der Katalase
im Lipidstoffwechsel der Leberzelle bleibt ebenfalis uniiber-
sichtlich. Akatalasdmische MAusestimme enthalten gegeniiber
Wildstimmen eine verringerte Serumkonzentration von Tri-
glyceriden und Cholesterin!'#!], Diesem Verhalten konnte ein
hoherer Gehalt der Peroxysomen an Katalaseabbaustufen zu-~
grundeliegen. Es ist bekannt, daB die Akatalasdmie der M&use
auf eine thermolabile Variante der Katalase zuriickzufiihren
ist'*82) woraus moglicherweise ein erhdhter Gehalt an Abbau-
stufen (z. B. Untereinheiten) resultiert. Durch Injektion von
Katalase-Untereinheiten mit peroxidatischer Aktivitdt wurde
experimentell ein Abfall der Blutlipide erzeugt!!83~ 831 Kiirz-
lich wurde am Menschen bei einem tédlich verlaufenen cere-
bro-hepato-renalen Syndrom (Zellwegersche Erkrankung) das
Fehlen von Peroxysomen in der Leber, welche starke Lipidde-
pots enthielt, beschrieben!'#¢1,

6. Ausblick

Die Methodik der Gewinnung biochemischer Informationen
liber intrazelluldre Prozesse am intakten iiberlebenden Organ
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erlaubt einen Einblick in den im Nanomolbereich ablaufenden
Stoffwechsel des Wasserstoffperoxids. Dic stiindige Produktion
von H ;0 ist cin normaler Bestandteil des Leberstoffwechsels.
Aufexogene Einfliisse, z. B. durch Strahleneinwirkung!'87- 1881
Saucrstoff- und Ozonvergiftung!'®9-1°°1 konnte hier nicht im
einzelnen eingegangen werden.

Entsprechend der gegenwirtig noch begrenzien Kenntnis des
speziellen Stoffwechsels der endogenen H ;O ;-liefernden Sub-
strate und der endogenen Wasscrstoffdonoren stehen wir bel
der Einschdtzung der Funktion der Leberkatalase noch am
Anfang (vgl. [1218:20) Auch Phinomene wie die erniedrigte
Aktivitiit der Katalase in Tumorzellen!'?!1 und die Hemmung
der Katalascaktivitit durch Tumorcxtrakte!'°2!, die auf Kom-
plex-11-Bildung beruhen soll'!?* 94 bediirfen noch weiterer
Kldarung. Dagegen bestehen fir die pflanzlichen Varianten
der Peroxysomen, z. B. die Glyoxysomen. schon klare Vorstel-
lungen iiber Funktionen im Fett- und Kohlenhydratstoffwech-
sel (Glyoxylatzyklusj sowie bei der Photorespiration und Pho-
tosynthese (Ubersichten siehe 7). Insbesondere bedarf
die mit der Bezeichnung Peroxysom verkniipfte Implikation
fiir die tierische Gewebszelle weiteren Inhalts. Bei der stéindig
zunehmenden Zahl bekanntwerdender Enzymaktivitiiten in
Peroxysomen und peroxysomenhaltiger Zelltypen mit Biphe-
nyltetraamin-Oxidase-Aktivitit (vgl. die Pecroxysomen in
Diinndarm!!°®!, Herzmuskel!!®7-19%
Zellen wie Leydigsche Zwischenzellen der Testes!' 91 und Ne-
bennierenrinde! 29 sowie der raschen Entwicklung biochemi-
scher und cytologischer Mecthodik sind in Zukunft weitcre
Aspekte zur Zellbiologie der einmal als _fossiles Enzym*'%!

, stereoidsczernierenden

bezeichneten Katalase zu erwarten.

Herrn Prof. Dr. B. Chance und Herrn Dr. N. Oshino sei auch
an dieser Stelle herzlich gedankt fiir die Anregungen und die

Sruchtbare Zusammenarbeit, Herrn Prof. Dr. Th. Biicher fiir

die standige Unterstiitzung der Untersuchungen sowie fiir wert-
volle Diskussionen bei der Abfassung dieses Manuskripts, Herrn
Priv.-Doz. Dr. B. Brauser fiir scine Kollegialitit und flir dic
Uberlassung neuentwickelter Mefitechniken, und Herrn Prof.
Dr. F. Miller und Herrn Dr. V. Herzoy fir die Kooperation
bei cytochemischen Fragen. Die i Text zitierten eigenen Arbei-
ten wurden in dankenswerter Weise gefordert von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft, Sonderforschungsbereich 51, Medizini-
sche Molekularbiologie und Biochemie, Teilprojekt D/8, sowic
durch den Nato Research Grant No. 416.
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