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87. Zur Kenntnis der Kathepsine der Schilddriise

von I. Abelin und F. Bigler.
(6. T1L. 56.)

3,5,3’,5'-Tetrajodthyronin (Thyroxin), 3,5,3- und 3,5'3’-Tri-
jodthyronin, 3,5- und 3,3’-Dijodthyronin, Mono- und Dijodtyrosin
und mdéglicherweise noch andere jodhaltige Substanzen sind in der
Thyreoidea an ein Glykoproteid gebunden. Diescs Eiweiss mit einem
Molekulargewicht von etwa 700000 wird im Inneren der Schilddriisen-
blaschen abgelagert und ist als Thyreoglobulin bekannt. Simtliche
Versuche, dasselbe auch im kreisenden Blute nachzuweisen, schlugen
fehl (Lerman')). Es musste daher ein fermentativer Abbau des Thyreo-
globulins zu niedermolekularen jodhaltigen Substanzen angenommen
werden. Eine willkommene Bestéitigung dieser Voraussetzung brachten
die Untersuchungen von De Robertis?) und De Robertis & Nowinski3),
denen der Nachweis wirksamer proteolytischer Fermente im Schild-
driisengewebe gelungen ist. Nach den Angaben dieser Autoren haben
hyperaktive Schilddriisen auch hyperaktive proteolytische Enzyme,
wahrend bei schwach funktionierenden Schilddriisen schwach aktive
Kathepsine angetroffen werden. Diese Befunde wurden von Dziemian?),
Kamner, Peranio & Bruger®), Weiss®) u. a. bestitigt.

Im Anschluss an die Untersuchungen des einen von uns?) iiber
die Entstehung physiologisch hochaktiver dijodtyrosin- bzw. thyroxin-
haltiger Produkte bei der Einwirkung von Pepsin und Trypsin auf
das Thyreoglobulin unternahmen wir nun einen analogen Thyreoglobu-
linabbau durch die zelleigenen Fermente der Schilddriisenepithelien.
Vorerst mussten die Wirkungsbedingungen der sogen. Schilddriisen-
kathepsine ermittelt werden, insbesondere die Optima des pH, der
Temperatur und der Aktivierung. Diesen Aufgaben dienen die nach-
folgenden Analysen.

Gewinnung eines fermenthaltigen Thyreoglobulinauszuges. Frische
Rinderschilddriisen wurden vom Fett und Bindegewebe moglichst weitgehend befreit und
bei —109 eingefroren. Die feste Masse wurde in ganz diinne Stiicke geschnitten, zerhackt

und mit der dreifachen Menge eisgekiihlter 0,5-proz. Kochsalzlésung bei 0 bis 2° und bei
pH 7 homogenisicrt. Nach zweistiindiger Extraktion unter zeitweiligem gutem Mischen

1) J. Lerman, J. clin. Invest. 19, 555 (1940).

2) E. De Robertis, Anatom. Record 80, 219 (1941); Ann. New York Acad. Sci. 50,
317 (1948 —1950).

3) E. De Robertis & W. W. Nowinski, J. clin. Endocrin. 6, 235 (1946).

4) A.J. Dziemian, J. cellular comparat. Physiol. 21, 339 (1943).

8) M. E. Kamner, A. Peranio & M. Bruger, Endocrinology 46, 353, 359 (1950).
) B. Weiss, J. biol. Chemistry 205, 193 (1953).
Yy H. Isliker & J. Abelin, Helv. 32, 115 (1949).
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wurde das Homogenat durch Gaze abgepresst, der abfliessende Saft bei 0° zellfrei zentri-
fugiert, durch Filtration vom grissten Teil des Fettes befreit und mit 29, Toluol gemischt.
Bei nichtsofortigem Gebrauch wurde der Auszug in gefrorenem Zustande bei —10° auf-
bewahrt.

Die pflanzlichen Papaine und die ihnen verwandten tierischen Kathepsine unter-
scheiden sich oft von den anderen proteolytischen Fermenten durch ihr Temperatur- und
pH-Optimum. Nachfolgende Versuche dienten der Feststellung der giinstigsten Ver-
dauungsbedingungen der gewonnenen Schilddriisenausziige.

Einfluss der Temperatur auf die Aktivitdt der Kathepsine des
Rohthyreoglobulins. Versuchsanordnungen. pH 4,0; t = 40°; 50°; 60°.

a) 30 ml Thyreoglobulinlgésung + 10 ml 0,1-m. Acetatpuffer pH 4,0.

b) 30 ml Thyreoglobulinlésung+ 10 m] 0,1-m. Acetatpuffer pH 4,0+ 0,4 ml Cysteinlosung
(Endkonzentration des Cysteins 0,089%).

¢) 30 ml 10 Min. im kochenden Wasserbad erwirmte Thyreoglobulinlésung + 10 ml 0,1-m.
Acetatpuffer pH 4,0.

Zu jeder Probe wurden 2ml Toluol zugegeben. Alle 24 Std. wurde eine pH-
Kontrolle mit Hilfe der Glaselektrode vorgenommen. Der pH-Wert erlitt eine Verschiebung
nach der alkalischen Seite um 0,03—0,05 Einheiten, die durch Sdurczusatz ausgeglichen
wurde.

Die Bestimmung der freiwerdenden Aminosiuren erfolgte nach der Kupfermethode
von Pope & Stevens’). Vor Beginn der Autolyse schwankte der Gehalt an freiein Amino-N
bei den verschiedenen Ansitzen zwischen 0,272 und 0,308 mg pro ml Thyreoglobulin-
auszug.

Tabelle 1.
Einfluss der Temperatur auf die Aktivitat der Schilddriisenkathepsine.
Zunahme des Amino-N in uMol pro ml Autolysat.

Tempe- | Versuchs- Autolysedauer in Std.

ratur anordnung 6h 12 h 24 h 48 h 72 h
a 8,0 9,8 11,0 12,2 12,8

60° b 13,2 14,6 18,2 19,0 19,8
c 1,0 - 0,2 0,6 0,0 1,0

a 24,2 29,6 35,4 40,6 42,6

500 b 30,4 40,6 49,6 56,8 61,8
c 0,4 0,6 -0,2 1,0 1,0

a 38,2 474 55,8 64,0 69,0

400 b 45,6 58,0 69,4 80,0 84,8
c -1,0 0,2 14 -0,6 0,8

Das Temperaturoptimum lag bei 409, Der Aktivititsabfall zwischen 40 und 50°
betrug 389, und zwischen 50 und 60° 709;.

Einfluss der pH-Anderung auf die Aktivitdt der Schilddriisenkath-
epsine. Jeder Ansatz bestand aus 30 ml Schilddriisenauszug, 10 ml eines geeigneten
Puffers, Essigsiure- bzw. Natronlaugezusatz zur genauen Einstellung des pH- Wertes, Wasser
bis 42,5 ml, Toluol 2,5 ml. Als extreme Werte dienten pH 2,0 und 8,0. Zwischen pH 3,0
und 7,0 wurde eine Serie von Losungen mit einem jewciligen pH-Unterschied von 0,25
Einheiten analysiert. Die pH-Kontrolle erfolgte alle 24 Std. mit Hilfe einer Glaselektrode.
Es wurde jeweilen fiir eine gute Durchmischung des Verdauungsansatzes gesorgt. Wie
TFig. 1 (pH-Aktivititskurve der Schilddriiscnkathepsine) zeigt, lag das pH-Optimum

8) C. G; Pope & M. F. Stevens, Biochem. J. 33, 1070 (1939).
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zwischen 4,5 und 4.8, d. h. in der Nahe des isoelektrischen Punktes des Thyreoglobulins,
der mit einem pH-Wert von 4,5 angegeben wird. Dieses entspricht der Erfahrung, wonach
das pH-Optimum der Kathepsine oft in der Nahe des isoelektrischen Punktes des fraglichen
Proteinsubstrates liegt.
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Fig. 1.
pH-Aktivititskurve der Schilddriisenkathepsine. Substrat: Rohthyreoglobulin. Abszisse:
pH-Werte. Ordinate: Zunahme des Amino-N in xMol pro ml Substrat nach 24 Std.
Autolyse.

Aktivierung der Schilddriisenkathepsine durch Cystein. Gewisse Sub-
stanzen mit einem stark ausgesprochenen negativen Redoxpotential wie Blausaure,
Schwefelwasserstoff, Cystein, Glutathion, Ascorbinsaure plus Ferro-Ionen u. a. beschleu-
nigen die Autolyse des tierischen Gewebes. Das den Kathepsinen nahestehende Papain
wird auch durch Natriumhydrogensulfit (NaHSO,), Natriumpyrosulfit (Na,S,0;), Na-
triumdithionit (Na,S,0,) aktiviert?). Wir wahlten das Cystein und versuchten vorerst die
optimal wirksame Menge festzustellen. Dazu wurden je 10 ml eines Thyreoglobulinaus-
zuges bei pH 4,6 und bei 40° mit wechselnden Mengen Cysteinlosung versetzt und der
freiwerdende Aminostickstoff quantitativ bestimmt.

Tabelle 2.
Zunahme des Amino-N in mg pro 1 ml Autolysat nach 22,5sttindiger Versuchsdauer
und Einwirkung wechselnder Mengen vou Cystein.

Endkonzentra-
tion des Cysteins 0°%, 0,029%, 0,049, 0,089, 0,16%, | 0% und erhitzt

Zunahme des
Amino-N +0,427 | +0,553 | +0,602 | +0,6568 | +0,662 + 0,002

Der Zusatz von 0,08%, Cystein bewirkte eine Wirkungssteigerung um 429%,; eine
Verdoppelung der Cysteinmenge brachte keinen weiteren Erfolg.

Auf Grund der ermittelten optimalen Versuchsbedingungen (t = 40°; pH 4,5—
4,8; Cysteinzusatz von 0,089%) konnten die Autolyseversuche in grosserem Mallstabe
durchgefiihrt werden. Es musste aber noch die Frage der Haltbarkeit der gewonnenen
Thyreoglobulinausziige abgeklirt werden. Samtliche Arbeiten, wie das Reinigen der
frischen Schilddriisen von Fett- und Bindegewebe, Homogenisieren, Extrahieren, Zentri-

%y I. Abelin & H. Pfister, Z. physiol. Chem. 295, 323 (1953).
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fugieren wurden wie erwahnt bei Temperaturen um 0° durchgefithrt. Trotzdem liess sich
eine gewisse, wenn auch geringe Autolyse nicht vermeiden. Es wurde nun untersucht,
a) ob bei langerem Aufbewahren der Rohextrakte bei pH 7,0 ein weiterer Eiweissabbau
stattfindet, und b) ob die Fermentaktivitit dabei erhalten bleibt.

a) Zur Prifung der Haltbarkeit bei einer Temperatur zwischen 0 bis +1° und
bei pH 7,0 wurde frischer Schilddriisenauszug sofort und in Abstanden von 3 Tagen auf
seinen Gehalt an Aminostickstoff untersucht.

Tabelle 3.

Aufbewahrungsdauer in Tagen . . . . . . . 3 6 9 12 15

Zunahme des Amino-N in gMol pro ml Extrakt| +0,5) +0,2| +0,4| -0,2 |+ 0,6

b) Katheptische Aktivitdt des Schilddriisenauszuges bei pH 4.6 wihrend verschieden
langer Aufbewahrung bei 0 bis — 10° und pH 7,0. Frischer Schilddriisenauszug von pH 7,0
wurde bei 09 und bei —10° gelagert. Sowohl zu Beginn des Versuches wie nach 3, 6, 9,
12 und 15 Tagen wurden Proben entnommen, mit Essigsdurc auf pH 4,6 gebracht und bei
400 autolysiert. Es wurde die Zunahme des Amino-N nach 5 Std. gemessen. Jeder Ansatz
bestand aus 7,5 ml Thyrcoglobulinauszug von pH 4,6 und wurde mit 2,5 ml-0,1 ml
Acctatpuffer von pH 4,6 versetzt.

Tabelle 4.

Lagerungsdauer in Tagen 0 3 6 9 12 15

Zunahme des Amino-N in

mg bei 0% bis +1°. . . | 0,277 0,278 0,252 | +0,249| 0,253 0,245
Zunahme des Amino-N in
mg bei —10° . . . . . 0,274 0,272 - 0,272 - 0,266

Die proteolytische Aktivitit des Thyreoglobulinauszuges wurde durch die 15tagige
Lagerung bei pH 7,0 und 0—1° um etwa 109, herabgesetzt. Bei —109 betrug der Aktivi-
tatsabfall etwa 29,. Dicser Wert liegt innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmungs-
methode.

Verlauf des Abbaues des Thyreoglobulins durch die Kathepsine. Zur
naheren Charakterisicrung der entstandenen Spaltprodukte des Thyreoglobulins reichte
dic hier geiibte Bestimmung des Amino-N nicht aus. Dieselbe gibt bloss Auskunft iiber
das Ausmass, nicht aber {iber die Art des Iiweissabbaues. Wir beurteilten dieselbe auf
Grund der allmihlich in Lésung gehenden jod- und stickstoffhaltigen Produkte. Natives
Thyreoglobulin enthalt praktisch das gesamte Jod der Schilddriise. Dieses jodierte
Protein ist in 5-proz. Trichloressigsdure unigslich, wihrend die Abbauprodukte darin
16slich sind. Es kann somit zwischen cinem ,,séurcunléslichen Gesamt-N und Gesamt-J*
und den ,,sdureldslichen N- und J-haltigen Substanzen‘‘ unterschieden werden. Wie Tab. 5
zeigt, gehen beim pH-Optimum und in der Nahe desselben ctwa 909, des Iiweiss-N und
etwa 2/, des Jods in sdurelosliche Form iiber.

Die Autolyse setzt zuerst sehr kriftig ein, so dass nach 9 Std. 509, des vorher un-
16slichen Eiweisses in Losung gehen. Dann verlangsamt sich der Abbau, und der Hohe-
punkt ist nach 72—96 Std. erreicht (vgl. Fig. 2). Doch schreitet die autolytische Zerlegung
des Schilddriiseneiweisses nicht bis zu denjenigen tiefen Stufen fort, wie sie durch die
Pankreatinverdauung erzielt werden. Die physiologische Aktivitit der Autolyseprodukte
ist geringer als diejenige der Produkte der Pankreatinverdauung. Dartiber wurde an
anderer Stelle berichtet?).

10y [. Abelin & F. Bigler, Z. physiol. Chem. 303, 196 (1956).
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Tabelle 5.
Verteilung des Jods und des N auf die in 5-proz. Trichloressigsidure 15slichen bzw.
unléslichen Fraktionen im Laufe einer 144 Std. dauernden Einwirkung der Schilddriisen-
kathepsine. Temperatur 40% Die absoluten Werte der Jod- und N-Analysen beziehen
sich auf 3 ml Autolysat.

pH des Autolysats

4,25 | 4.50 | 4,75

a) Totaljodinmg. . . . . . .. 10,1241 0,124 | 0,124
Jodgehalt der sa.ureloshchen Frdktlon (,,J sdure-

1oslich) mg . . . e e e o . . 10,073 0,077 0,078

Quotient: J -saureloshch/Total]od c . . . . . .]0,586]0,625]0,633

b) N-totalinmg . . . . . . . . . . .. ... .[19165]|9]165]|9,165

N-saureloslich in mg . . .. . . . . . . 18,250 8,355 8,370

Quotient N- sa,ureloshch/Total N .. o . . . . .10901:0,910] 0,913

s} Total-N mol/Totaljod mo} . . . . . . . . . .. 671] 671 8671

N-sdureloslich mol/J-sdureloslichmol . . . . . .| 1030 977| 968

Das Thyreoglobulin ist zugleich eine Hormonreserve und eine
unmittelbare Hormongquelle. Diesen beiden, zum Teil entgegengesetzten
Aufgaben kommt das Thyreoglobulin dank seiner besonderen che-
mischen Beschaffenheit nach. Als hochmolekulares Glykoproteid ist
es nicht so leicht zerlegbar und bedarf dazu der Mithilfe der Hyaluro-
nidase. Auf der anderen Seite wird das Thyreoglobulin von aktiven
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Fig. 2.
Katheptischer Abbau des Rohthyreoglobulins in 9, des Ausgangsmaterials.
Gestrichelte Kurve: innerhalb von 9 Std. Ausgezogene Kurve: innerhalb von 3 Tagen.

eiweiBspaltenden Fermenten begleitet. Doch reicht dieser fermentative
Eigenabbau nicht aus, um innerhalb kurzer Zeit geniigende Mengen
der aktiven jodhaltigen Aminoséduren zur Verfiigung zu stellen. In vivo
wird er aber durch das sogen. thyreotrope Hormon des Hypophysen-
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vorderlappens unterstiitzt. Dasselbe wird je nach Bedarf vom Hypo-
physenvorderlappen geliefert. Es dringt in die Schilddriisenblischen
ein und aktiviert hier die Zellfermente soweit, dass eine geniigende
Versorgung des Korpers mit Schilddriisenhormon erméglicht wird.
Eine solche Verteilung der Regulation auf zwei verschiedene Organe
(Schilddriise und Hypophysenvorderlappen) ermoglicht einerseits eine
Ablagerung, anderseits einen geregelten Verbrauch des gespeicherten
Hormons.
Zusammenfassung.

Als giinstigste Versuchsbedingungen beim Studium der Wirksam-
keit der Schilddriisenkathepsine erwiesen sich eine Temperatur von
409, ein pH-Wert von 4,5 bis 4,8, d. h. ganz in der Nahe des isoelek-
trischen Punktes des Thyreoglobuling, und ein Zusatz von 0,08%
Cystein. Der in so zubereiteten Sechilddriisenausziigen ablaufende
Eiweissabbau wurde durch Bestimmung des Gesamtjod- und Ge-
samt-N-Gehaltes der einzelnen Eiweissfraktionen niher untersucht.
Der Proteinabbau durch die Eigenfermente der Schilddriisenblischen
ist bei in vitro-Versuchen zwar kriftig, jedoch schwicher als beim
Abbau durch die Pankreasfermente.

Medizinisch-chemisches Institut der Universitit Bern.

88. Gewinnung von 1;4-Bisdehydro-3-oxo-steroiden.
Uber Steroide, 139. Mitteilung?)
von Ch. Meystre, H. Frey, W. Voser und A. Wettstein.
(9. 11. 56.)

In vier fritheren Mitteilungen?2-5) haben wir {iber die Herstellung
von 1;4-Bisdehydro-3-oxo-steroiden aus 44-3-Oxo-steroiden auf mikro-
biologischem Wege berichtet. Solche Umwandlungen, die u.a. zu
hochaktiven Corticosteroiden®) fithren, sind auch von anderer Seite
beschrieben worden?)8)82),
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