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Cort icostero id  Effect on Hepatic  Col lagens  

Fol lowing  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  of a su i t ab l e  doses of cor- 
t icos teroids ,  h e p a t i c  c o n t e n t  of co l lagen is reduced ,  es- 
pec ia l ly  u n d e r  pa tho log i ca l  cond i t i ons  x-5. T h e  ac t ion  of  
cor t i cos te ro ids  m a y  be  a n a l y z e d  f rom t he  a spec t  of b o t h  
f ib rob la s t s  a n d  l iver  cells, ye t  t he  e x a c t  m e c h a n i s m  for a 
loss of h e p a t i c  col lagens  r e m a i n s  obscure .  T he  p r e s e n t  re- 
po r t  u n d e r t o o k  to  e luc ida te  t he  effect  of cor t i cos te ro id  on 
hepa t i c  col lagens.  

Male W i s t a r  s t r a i n  r a t s  w i t h  a n  ave rage  we igh t  of 200 g, 
m a i n t a i n e d  on  Clea M F  r a t  d ie t  were  d iv ided  in to  2 groups.  
T h e  con t ro l  g roup  rece ived  phys io log ica l  sa l ine  i .m. da i ly  
for  5 days .  T h e  co r t i sone  g roup  rece ived  1 m g  of cor t i sone  
a c e t a t e  pe r  100 g b o d y  w e i g h t  i .m. da i l y  for  5 days .  T he  
a n i m a l s  were  sacr i f iced 1 d a y  a f t e r  t h e  l a s t  t r e a t m e n t .  
D e t e r m i n a t i o n  of h e p a t i c  c o n t e n t s  of col lagens  a n d  t h e i r  
specific r ad ioac t iv i t i e s  are  desc r ibed  e lsewhere  6. Brief ly ,  
1 g of l iver  slices was  i n c u b a t e d  in v i t r o  w i t h  10 ~C of 
L-x4C-proline for  60 min .  T he  labe l led  l iver  was  h o m o -  
genized a n d  f r a c t i o n a t e d  in to  3 col lagen f r ac t ions  b y  t h e  
m e t h o d  of JACKSON L E a c h  col lagen f r ac t i on  was e x t r a c t e d  
w i t h  5% t r i ch lo roace t i c  acid a t  90°C for 30 ra in  s. F r o m  
the  h y d r o l y z e d  col lagen f rac t ions ,  ~4C-hydroyxprol ine  was 
isolated by the method of PETERKOFSKY and PROCKOP 9, 
and hydroxyproline content was determined by the me- 
thod of STEGEMANN a n d  STALBER 10. 

T h e  co l lagenoly t ic  ac t i v i t i e s  t o w a r d s  so luble  a n d  inso-  
luble  col lagens,  w h i c h  di f fer  f rom col lagenase,  were 
a s sayed  as p rev ious ly  descr ibed*,  n .  N a m e l y  t he  col lagen 
f r ac t ions  used  as s u b s t r a t e s  were o b t a i n e d  f rom r a t  sk in  
label led  w i t h  LAaC-proline in vivo.  T he  specific radioac-  
t iv i t i e s  were 1560 for ac id  soluble  col lagen a n d  1993 for 
inso luble  col lagen in a u n i t  of d p m / m g  of p r o t e i n  respec- 
t ively .  T h e  s u b s t r a t e s  were  mixed  w i t h  l iver  h o m o g e n a t e s  
in  0 . 1 M  sod ium ace t a t e  buffer ,  p H  4.0, fol lowed b y  in- 
c u b a t i o n  for  18 h a t  35 °C. T h e  co l l ageno ly t i c  a c t i v i t y  to-  
wa rds  acid so luble  col lagen was  a s sayed  f rom t h e  rad io-  
a c t i v i t y  of t h e  e t h a n o l  so luble  f rac t ion ,  whi le  t h e  a c t i v i t y  
t o w a r d s  inso lub le  col lagen was  d e t e r m i n e d  f rom t h e  ra-  
d i o a c t i v i t y  of t h e  s u p e r n a t a n t  o b t a i n e d  b y  t h e  cen t r i -  
f uga t i on  a t  120,000 > g for  30 rain.  To assess t he  i n t r a -  
cel lular  d i s t r i b u t i o n  of t he  co l lagenoly t ic  ac t iv i ty ,  r a t  l iver  
h o m o g e n a t e s  were  f r a c t i o n a t e d  in to  nuclear ,  m i t o c h o n d r i a l  
lysosomal ,  m i c r o s o m a l  a n d  s u p e r n a t a n t  f r ac t ion  b y  t he  
m e t h o d  of DE DUVE et  al. ~2. P r o t e i n  c o n t e n t  a n d  the  
co l lagenoly t ic  a c t i v i t y  t o w a r d s  acid soluble  col lagen were 
d e t e r m i n e d  on  each  subce l lu la r  f rac t ion .  Before  e n z y m e  
assay  each  f r ac t ion  was  t r e a t e d  w i t h  T r i t o n  × 100 (final 
c o n c e n t r a t i o n  0 .1%).  

T h e  resu l t s  a re  s h o w n  in t h e  Table .  Cor t i sone  a c e t a t e  
a d m i n i s t r a t i o n  caused  a r e d u c t i o n  of c o n t e n t s  a n d  specif ic  
r ad ioac t i v i t i e s  of h e p a t i c  col lagens  espec ia l ly  n e u t r a l  
soluble  col lagen.  T h e  re su l t s  coincide a p p r o x i m a t e l y  w i t h  
t he  f ind ings  c o n c e r n i n g  r a t  sk in  col lagens  in  t h e  s ame  
cond i t ion  x3-xS, p r o b a b l y  t h r o u g h  t he  i n t e r f e r ence  w i t h  
m R N A  a c t i v i t y  or t h e  i n h i b i t i o n  of r ibosomal  a g g r e g a t i o n  
in f ib rob las t s  16. On t h e  o t h e r  hand ,  co~ctisone g roup  
showed a n  e l eva t ed  co l l ageno ly t i c  a c t i v i t y  t o w a r d s  acid 
soluble  col lagen b u t  showed  no  change  in t h e  a c t i v i t y  of 
solubi l iz ing insoluble  col lagen.  As s h o w n  in t he  Figure ,  t he  
induced  co l lagenoly t ic  a c t i v i t y  was  m a i n l y  r ecove red  in 
nuc lea r  a n d  lysosomal  f rac t ion .  T h e  resu l t s  i n d i c a t e  t h a t  
cor t i sone  a d m i n i s t r a t i o n  induces  nuc l ea r  a n d  lysosomaI  
col lagenolyt ic  ac t iv i ty .  

Two e n z y m e  sys t ems  c a p a b l e  of co l lagen d e g r a d a t i o n  
were found  in t he  l iver :  a lysosomal  co l lagenoty t ic  ac t iv i -  
ty,  ope ra t ive  a t  acid pH6,  n a n d  a col lagenase  ac t i v i t y ,  
ope ra t ive  a t  n e u t r a l  p H  n.  The  la t te r ,  w h i c h  is m e a s u r e d  
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Cortisone effect on hepatic collagens 

Controls Corti~ne acetate 

Contents of collagen ([zg hydroxyproline/g liver) (5) 
Collagen 142 4- 19 
Neutral soluble collagen 5.0 4- 0.9 (p < 0.01) 
Acid soluble collagen 7.1 4- 3.7 
Insoluble collagen " 132 4- 22 
Recovery (%) 105 -¢- 10 
-~10 × specific radioactivities of collagen (5) 
(dpm]~mole hydroxyprotine) 
Collagen 8.8 4- 1.5 (p < 0.01) 
Neutral soluble collagen 233 4- 96 (p < 0.05) 
Acid soluble collagen 69 4- 38 
Insoluble collagen 0.83 4- 0.16 
-310 × collagenolytic activities (dpm/g liver) 
Acid soluble collagen 2.09 4- 0.85 (8) (p < 0.01) 
Insoluble collagen 27.6 :h 3.3 (5) 

(5) 
126 4- 17 
1.7 4- 0.2 
3.8 4- 0.7 
116 4- 32 
93 4- 14 

(5) 

4.4 4- 0.7 
112 4- 15 
45 4- 18 

1.62 4- 0.93 

3 .80± 0.83 (5) 
28.4 4- 2.8 (5) 

Figures in parenthesis denote number of animals. Results are given as means 4- S.D. 
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to be very weak in the liver, seems to arise from mesen- 
chymal granulocytes 1, I t  was reported tha t  corticosteroid 
was able to induce extraceIlular collagenolytic act ivi ty  in 
skin or fibroblasts ~4, xg. Present results indicate also that  
cortisone administration caused an increase of the lyso- 
somal collagenolytic act ivi ty  in the liver, yet  it remains 
obscure whether the act ivi ty  originates from hepatocytes 
or mesenchymal ceils. The induced coltagenolytic act ivi ty  
in nuclear fraction is also interpreted as being due to the 
activity ill mesenchymal cells, contaminated in this frac- 
tion. At present the collagenolytic act ivi ty  and presum- 

~r Cortisone acolalo 

% 

.~ Control 

..: ~c.::.?~.:< 
NUC Mil Lys Mic ~up 

Intraeellular distribution of collagenolytic activity towards acid so- 
luble collagen in rat liver with or without contisone administration; 
Nue, Mit, Lys, Mic and Sup denote nuclear, mitochondrial, lysosomal, 
microsomal and supernatant fraction. 

ably the collagenase act ivi ty imtuced by cortisone admi- 
nistration seems to be part ly responsible for the reduction 
of hepatic collagens. 

As indicated by the present investigation, insoluble col- 
lagen does not seem to be sensitive to cortisone, so that  the 
cortisone effect may be mainly l imited to the metabolism 
of soluble collagen, similar to the conditions of carbon 
tetrachloride poisoningS, xl. In fact, corticosteroid in the 
quant i ty  administered in the present study did not  in- 
crease in vivo urinary hydroxyproline excretion in rats 1~, 
suggesting tha t  the insoluble collagen, which occupies 
90 % of body collagen, is really metabolically inert. Finally 
the mode of action of cortisone on hepatic collagens could 
be explained on the basis of: 1. an inhibition of the ana- 
bolism in fibroblasts ; 2. an induction of the catabolism by 
lysosomal collagenolytic activity, resulting in a reduced 
hepatic content of collagen. 

Zusammen/assung. Nach Cortison-Behandlung wird so- 
wohl der Gehalt als auch die spezifische AktivittLt des 
neutralen Ibslichen Kollagens in der Rattenleber vermin- 
dert, Die kollagenolytische Aktivit/~t fiir das lbsliche Kol- 
lagen vermehrt  sick hingegen und zwar trotzdem die Akti- 
vit/it Iiir unlbsliches Kollagen ver/indert blieb. 
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P r o t e o l y t i s c h e  E n z y m e  a u s  d e m  D a r m t r a k t  d e r  H o r n i s s e  ( V e s p a  orientalis F . )  

Die Evolut ion der Organismen, die bisher weitgehend 
aus anatomisch-morphologischer Sicht erkl~rt worden 
ist, beruht letztlich auf Mutationen, wobei morphologische 
Erscheinnngsformen nut  der sichtbare Ausdruck einer 
Evolut ion im molekularen ]3ereich sind. Ffir vergleichende 
Untersuchungen dieser Art  sind Proteine sehr giinstig, 
wie die Untersuchungen fiber das I-I~.moglobin und das 
Cytochrom C zeigen x,2. In Ietzter Zeit wurden ebenfalls 
Proteasen in diese Fragestellung einbezogen, weil sie we- 
gen ihrer notwendigen Einstellung auf verschiedene phy- 
siologische Situationen ftir den evoIution~ren Gedanken 
geeignet erscheinen a,*. 

Lyophitisierte Mitteld~rme von orientalischen Homis-  
sen-Larven wurden in 0,01M Tris/HCI-Puffer, pH 8,0 
aufgenommen und durch Zentrifugation von gr6beren Par- 
tikeln befreit. Im so erhaltenen Rohextrakt  liess sich mit  
Casein ats Substrat eine proteolytische Aktivi t~t  nach- 
weisen, die durch die Hydrolyse yon spezifischen Estern 
bereits auf zwei Endopeptidasen hindeutete. Im weiteren 
Verlauf der Reinigung fiber einen Anionenaustauscher 
(DEAE Sephadex A-50) mit  0,01M Tris/HC1-Puffer, 
pH 8,0) und anschliessender Gelfiltration (Sephadex G 75 
mit  NH4HCOs-Puffer, 0,1M, pH 8,0) konnten dann zwei 
Fraktionen isoliert werden, wovon eine das chymotrypsin- 
spezifische Substrat N-Acetyltyrosingthylester (ATEE) 
und die andere das trypsin-spezifische Substrat  N~- 
Benzoylarginin-Athylester (BAEE) spaltete, Die Anrei- 
cherung in bezug auf die spezifische Aktivi tgt  betrug ffir 

die BAEE-Frak t ion  9fach, Iiir die ATEE-Frakt ion  14 
fach. Bei der anschliessenden elektrophoretischen Prfi- 
lung auf CA-Membranfolien (VeronaI-Acetat-Puffer- 
0,036~I, pH  8,6) zeigte sick ein unterschiedliches Verbal- 
ten dieser Fraktionen untereinander als auch im Vergleich 
nfit Trypsin und Chymotr-ypsin. Die ATEE-spal tende 
Frakt ion wandert  wie alas Chymotrypsin in kathodischer 
Richtung, nur IXuft sic nicht so weit, w~hrend die BAEE-  
spaltende FralCion in umgekehrte, anodische Richtung 
wandert.  Diese \Vanderungsunterschiede st immen auch 
init dem I3efund fiberein, dass sick das ATEE-spal tende 
Enzym nach Auffragen auf die Anionen-Austauscher- 
S~ule im Durchlauf befindet, w~hrend das BAEE-spal ten-  
de Enzym daran Iestgebunden wird und sick erst mit  Hil-  
Ie eines NaC1-Gradienten abtrennen l~sst. Diese teihveise 
deutlichen Ladungsuntersckiede tassen auf eine Diffe- 
renz in der Aminosgurenzusammensetzung schliessen, die 
zwischen der ATEE-spaltenden Protease find dem Chymo- 
trypsin weniger deutlich ist als zwischen der BAEE-spal-  
tenden Protease und dem Trypsin. Dass die einzelnen 
Banden, die mit  Coomassie- Blau als Proteine identifiziert 
werden konnten, wirklich die aktiven Enzyme waren, 
wurde in einem Agarose- Sandwichverfahren mit  Acetyl- 
phenylalanin-naphthylester (APNE) und Benzoylarginin- 
naphthylamid (BANA) in Verbindung mit  Diazoblau 
naehgewiesen ~. 

Interessanterweise 1Xsst sich in einem weiteren Versuch 
mit  K6niginnen-Larven keine BAEE-hydrolysierende 


