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Stabilisierung der oxydativen
Phosphorylierung isolierter Mitochondrien
durch artspezifische und
artunspezifische Serumproteine

Bei der Untersuchung der oxydativen Phosphorylie-
rung isolierter Mitochondrien im Warburg-Versuch liegen
die gemessenen P/O-Quotienten oft erheblich unter den
theoretischen Erwartungswerten, Hauptgrund dafiir ist
die Labilitit des transphosphorylierenden Systems, das
schon wihrend der Isolierung der Mitochondrien aus tie-
rischen Geweben geschidigt und dessen volle Funktion
unter den meisten Versuchsbedingungen nur kurzfristig
aufrechterhalten werden kann.

Bei der systematischen Priifung experimenteller Fak-
toren, die eine Aufrechterhaltung der Phosphorylierungs-
kapazitit iiber grossere Zeitriume gewdhrleisten sollten,
untersuchten wir auch den Einfluss des Zusatzes verschie-
dener Eiweisskorper zum Reaktionsmedium, da in der
Literatur ein stabilisierender Effekt von Serumalbumin
beschrieben worden war!-4. Die genannten Untersucher
verwendeten allerdings meist artfremdes Serumalbumin
(Rinderalbumin) bei Ansdtzen mit Mitochondrien aus
Ratten- und Miuseorganen, teilweise auch von Tauben?®
und sogar Insekten® In unseren Versuchen mit Rinder-
lebermitochondrien setzten wir sowohl arteigenes (Rinder-
serumalbumin und -y-Globulin) als auch artfremdes Ei-
weiss (Humanalbumin) den Anséitzen zu.

Methodik. Isolierung der Mitochondrien und Messtech-
nik wie frither beschrieben®. Substrat Bernsteinsdure.
Endkonzentrationen im 2,4-ml-Ansatz {einschliesslich
0.4mlMitochondriensuspension) : Phosphatpuffer 0.012 M/
pH 7.2; KCl 0.0215 M ; NaF 0.016 M; Natriumsuccinat
0.0053 M; ATP 0.002 M; MgSO, 0.006 M; Triathanol-
aminhydrochloridpuffer 0.028 M/pH 7.5; Glucose 0.026 M ;
Hexokinase (SIGMA Typ III) 3 mg; CO,-Absorption
durch 0.2 ml 109%ige KOH im Zentralgefiss. Eiweiss-
zusitze vgl. Abbildung und Tabelle. Die Eiweisskorper
stammten von den Behring-Werken. Phosphatbestim-
mung nach GARBADE. Insgesamt wurden 124 Versuche
durchgefiihrt.

Evgebnisse.” Wie die Tabelle zeigt, steigert Zusatz von
Rinderalbumin auch den P/O-Quotienten frisch herge-
stellter Mitochondrien. Diese Steigerung wird hauptsich-
lich durch Vergrisserung der Phosphataufnahme bewirkt
und ist von der eingesetzten Albuminmenge abhingig.
Bei 3-5 mg Albumin pro Ansatz liegt die Phosphatauf-
nahme konstant um 319%,, die Sauerstoffaufnahme um
etwa 10% und der P/O-Quotient dadurch rund 169, ge-
geniiber dem Ausgangswert chne Albumin héher. Das
bedeutet, dass die Mitochondrien trotz schonender Isolie-
rungstechnik bereits wihrend der Aufarbeitungszeit (ca.
2 b} in ihrer Phosphorylierungsfunktion geschadigt wer-
den, Durch ausreichenden Albuminzusatz wird dann ein
P/O-Quotient von im Mittel 1.95 erzielt, der den theo-
retischen Erwartungswert von 2.00 weitgehend erreicht.

Die Senkung der Phosphataufnahme wird noch deut-
licher, wenn man die Mitochondriensuspensionen ohne
Substratzusatz 3 h auf Eis stehen ldsst. Sie kann 10 bis
609, des Ausgangswertes betragen, wihrend die Sauer-
stoffaufnahme um hochstens 109%, sinkt. Dieses unter-
schiedliche Verhalten hingt bei gleichbleibender Isolie-
rungs- und Messtechnik unter anderem vom allgemeinen
Gesundheits- und Erndhrungszustand der Rinder, speziell
vom Zustand der Lebern ab und wird auch dadurch be-
einflusst, dass zwischen Entnahme der Lebern und Be-
ginn der Aufarbeitung naturgemdiss mehr Zeit vergeht als
zum Beispiel der Herstellung von Mitochondrien aus
Rattenlebern.
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Awuch bei diesen Mitochondriensuspensionen wird durch
Albuminzusatz die Phosphataufnahme wieder angehoben,
die P/O-Werte erreichen fast die der Frischsuspension in
den Ansitzen mit Albumin und liegen sogar héher als die
P/O-Quotienten der albuminfreien Frischansdtze (vgl.
Tabelle). Es scheint daher zweckmissig, bei Warburg-
Untersuchungen von Mitochondrien routinemdissig den
Ansitzen Albumin zuzufiigen.
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Einfluss verschiedener Eiweissarten und -konzentrationen
auf den P/O-Quotienten gealterter Rinderlebermitochondrien.

Wirkung von Rinderalbumin, Messwerte nach 25 min

Aufnahmen in pg-Atomen P/O-Quotient
Albumin-
Fusatz Phosphat Sauerstoff
ly A ty % % %

Null 9.68 8.29 [ 5,89 5.55 1.64 1.49
1 mg 10.32 9.13 | 5.89 5.55 1.75 1.65
2 mg 11,651 1029 | 6.21 5.90 1.88 1.74
3 mg 1267 | 11.40 | 6.50 6.20 1.95 1.84
4 mg 12,67 | 1140 | 6.50 6.20 1.95 1.84
5 mg 12.67 | 11401 6.50 6.20 1.95 1.84

t, = Messung sofort anschliessend an den Isolierungsvorgang.

t; = Messurig nach 3stiindiger Aufbewahrung der gleichen
Mitochondriensuspensionen auf Eis.

Albumin wurde dem Reaktionsansatz, nicht direkt der Mito-

chondriensuspension zugesetzt. Mitochondrien-N im Mittel

8.7 mgfml Suspension. Mittelwerte aus 60 Versuchen.
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Die stabilisierende Wirkung von 5 mg Rinderalbumin/
Ansatz kann durch 2 mg Rinder-y-Globulin ebenfalls er-
zielt werden. Bei Zusatz grésserer Mengen p-Globulin (bis
5 mg) wird bei gleichbleibender O,-Aufnahme die Phos-
phataufnahme wieder geringer und demgemiiss sinken die
P/O-Quotienten (Abb.). Humanalbumin hat einen we-
sentlich geringeren Effekt als Rinderalbumin: 1-2 mg
haben keine Wirkung, 3-5 mg steigern zwar die Phosphat-
aufnahme, aber nicht in dem Masse wie Rinderalbumin.
Die Untersuchungsergebnisse beweisen damit eine {iber-
legene Schutzwirkung des arteigenen Albumins. Unter
Beriicksichtigung der pro Warburg-Ansatz eingesetzten
Mitochondrienmenge (als Mitochondrien-N) ist im Quer-
schnitt aller Versuche ein optimaler Effekt bei Zugabe
von Rinderalbumin im Verhiltnis 3 mg/mg Mitochon-
drien-N zu beobachten.

Nach heutigen Erkenntnissen beruht die Albuminwir-
kung aui der Bindung des Chromoproteids «Mitochromns,
das von alterierten Mitochondrien freigesetzt wird und die
oxydative Phosphorylierung hemmt® Die molekulare
Konfiguration des Albumins soll bei der Bindung des
Mitochrom eine geringere Rolle spielen als spezifische End-
gruppen in den Peptidketten, da partiell denaturiertes
Albumin seine positive Wirkung auf die Phosphorylierung
behilt. Da die Artspezifitit ebenfalls in den Haupt-
valenzen der Peptidketten verankert ist?, kommt dadurch
moglicherweise auch die bessere Wirkung arteigenen
Albumins zustande.

G. LAUDAEN

Hauptiabor des Stddtischen Kvankenhauses Beylin-Wil-
mevsdorf, 4. Mdrz 71960,

Summary

Addition of 3 mg bovine serum albumin/mg mitochon-
drial-N enhances and stabilizes the phosphorylation capa-
city of isolated beef liver mitochondria. Albumin reduces
the fluctation of the resulting P/O-rates and brings about
a better reproducibility of the entire method. The same
effect is produced by addition of bovine y-globulin in half
the concentration of albumin, while the effect of hetero-
logous proteins (e. g. human albumin) is inferior.

Secretory Cycle and Disappearance of the Pro-
thoracic Glands in Tenebrio molitor L.
(Coleoptera: Tenebrionidae)

Cyclic changes have been observed in the prothoracic
glands of several larval instars of Tenebrio molitor. In each
instar, the gland is much attenuated shortly after moult-
ing, the web of cells stretching between the tracheae is
inconspicuous and the layer of cells normally spread over
the dorsal tracheal trunk is observed with difficulty®. The
cells have hyaline cytoplasm with very few and small
vacuoles and a few minute granules at the periphery, but
without secretion droplets. The nuclei are compact and
filled with numerous small chromatin granules.

In the two-week old instar, the gland is considerably
developed. The layer of gland cells over the dorsal tracheal
trunk is prominent and uniform. The cytoplasm is uni-
formly granular and minute secretion droplets can be ob-
served in fresh preparations. The nuclei become larger and
block-like, elongated, and sometimes lobulated, and chro-
midial substance is concentrated beneath the nuclear
membrane.
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In the four-week old instar, 3 or 4 days before the next
moult, all the parts of the gland show maximum develop-
ment and it extends somewhat onto the ventral tracheal
trunk also. The cytoplasm has numerous fine granules and
sometimes fibrils arranged along the axis of the gland, as
reported by ArRvy and Gase? in the Ephemeroptera. Se-
cretion droplets are now observed in fresh preparations.

Two days or less before the next moult, the gland is
again much reduced, and the sheath over the dorsal
tracheal trunk is difficult to discern. The cytoplasm is
almost free from granules and secretion droplets, and
empty vacuoles are seen. The nucleus is also smaller, thin
and elongated and darkly staining.

In the last instar also, similar changes occur. The gland
shows maximum development about the time when the
larva stops feeding, and about 24 h later, it shows great
reduction. The band-like gland assumes the shape of a
strand and the elongated nuclei are arranged length-wise
in it, but the cells over the dorsal tracheal trunk can still
be seen. In the 16 h old pupa, the gland has already lost
its discrete nature and the web between the tracheal
trunks is disintegrating. Soon after, the gland is represent-
ed only by a few cells attached to the dorsal tracheal
trunk; and by the time the first traces of eye pigmenta-
tion appear, the gland has lost its identity completely.

Thus in each instar of Tenebrio, the prothoracic glands
undergo maximal development about two days before
moulting, when it discharges its secretion to become re-
duced again. Hence, the critical period occurs about two
days before the next moult. In dnisolarsus, NUNEZ?® de-
scribed the critical period to occur about 20 h before
moulting. In Dysdercus, WELLS* found that the volume
of nuclear increase at the peak period of the development
of the gland is about 5 times its original volume. Such
marked increase in nuclear volume does not occur in
beetles. In Rhodnius® and Dysdercus, degeneration of the
gland starts about two days after the completion of meta-
morphosis, but in Platysamia Wirriams® found that the
degeneration commences soon after eye pigmentation has
started. Both in Tenebrio and Anisotarsus, the gland dis-
appears long before metamorphosis is completed, and in
Tenebrio, it is already disintegrating when eye pigmenta-
tion appears, showing that the completion of meta-
morphosis does not need secretory activity of the pro-
thoracic gland throughout the process. WIGGLESWORTH?
suggested that the disappearance of the gland is due to
some change (metamorphosis) of the gland itself during
the preceding moult, and to some humoral stimulus acting
during the last moult. In Tenebrio, occurrence of initial
changes in the last larval instar, which are similar to those
occurring in the earlier ones, indicates that the first factor
is not a very important one, while the influences working
during the last moult are strong and decisive.

The author is grateful to Prof. O, W, Ricaarps for encourage-
ment and help.
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Department of Zoology, University of Allahabad (India),
March 3, 1960,
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