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Freie und Membrangebundene Ribosomen in der Rattenleber:
Tagesrhytmik und hormonale Einfliisse

Free and Membrane-bound Ribosomes in Rat Liver:
Daily Rhythm and Hormonal Influences
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Free and membrane-bound ribosomes were isolated from rat liver and quantitized by photo-
metric methods. The amount of membrane-bound ribosomes remaines relatively constant over
24 hours whereas the amount of free ribosomes changes considerably: a maximum appears
between 6—9 h, a minimum between 18—21 h. Fasting the animals increases the overall variance.

Injections of cortisol 4 hours before killing the animals increases the total amount of ribo-
somes and induces a definite maximum of membrane-bound ribosomes at 6 h. The maximum of
free ribosomes appears at the same time as in control animals. In contrast to cortisol, corticoste-
rone has no effect on the total amount of ribosomes, it induces, however, a maximum of mem-
brane-binding between 18—21 h. Also in this case the maximum of free ribosomes remains
unchanged.

In the evening, the protein content of free ribosomes decreases whereas a change was not ob-
served in membrane-bound ribosomes. Cortisol increases the protein content in free and membrane-

bound ribosomes.

Viele Funktionen der Rattenleber unterliegen ei-
nem Tagesrhythmus. Es treten beispielsweise Schwan-
kungen in der RNA Synthese und im RNA Gehalt
auf und tageszeitliche Aktivititsinderungen bei zahl-
reichen Enzymen, die zum Teil rhythmisch neu syn-
thetisiert werden !. Entsprechend gibt es Befunde iiber
Tagesrhythmus der
these 24,

Die Proteinsynthese findet im Wesentlichen an den
cytoplasmatischen Ribosomen statt, deren RNA etwa
809/o der RNA der ganzen Zelle ausmacht. Es lassen
sich zwei Klassen dieser Ribosomen unterscheiden, die
verschiedene Proteine synthetisieren: Freie Ribosomen
und an das endoplasmatische Reticulum (ER) gebun-
dene. In vielen Arbeiten 5-14 wird gezeigt, daf sekreto-
rische Proteine, z. B. Serumproteine, an gebundenen
Ribosomen, nicht sekretorische dagegen, wie z. B.
Ferritin, an freien Ribosomen synthetisiert werden.
Daf dieser funktionelle Unterschied jedoch nicht streng
gilt, ist an dem Enzym Tyrosinaminotransferase nach-
gewiesen worden, das als intrazellulires Protein auch
an membrangebudenen Ribosomen synthetisiert wird?s.
Auflerdem fanden FRIDLENDER und WETTSTEIN 16 Un-
terschiede in der Zusammensetzung des ribosomalen

einen gesamten Proteinsyn-
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Proteins bei freien und gebundenen Ribosomen.

Welche Faktoren die Bindung an das ER bewirken ist
noch unklar. Es werden Mg** 17-19, Disulfidbriicken 20-21,
neu synthetisierte Peptidketten??, mRNA 2 und
tRNA 24-25 als bindende Glieder diskutiert, die auch
tagesperiodischen Schwankungen unterworfen sein
konnten. Ebenso wire eine unterschiedliche Reaktion
auf Hormone denkbar, die die Bindung beeinflussen,
wie es z. B. fiir Corticosteron und Hydrocortison be-
kannt ist 26-27,

Es schien daher interessant, die Eigenschaften der
Ribosomen im Zusammenhang mit dem Rhythmus der
RNA- und Proteinsynthese, die Bindungsverhiltnisse
von Ribosomen und ER und ihre Beeinflussung durch
Hormone im Laufe des Tages zu untersuchen.

Herrn Prof. Dr. L. RensiNG danke ich fiir die An-
regung zu dieser Arbeit. Mit Unterstiitzung der
Deutschen Forschungsgemeinschaft.

Material und Methode

Die Versuchstiere

Ratten des Stammes Sprague-Dawley, die im Licht-
Dunkel-Wechsel (LD 12 : 12 Stdn., L 6—18°°) gehal-
ten wurden, bekamen Futter (Altromin Typ 1300)
und Wasser ad libitum. Die Fiitterung erfolgte in der
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Stunde vor der Dunkelzeit, zwischen 17 und 1%"".
Die Raumtemperatur lag zwischen 22° und 25 °C.
Minnliche Tiere wurden im Alter von ca. einem Monat
von dem Muttertier abgesetzt und zu 10—15 Tieren
in Drahtkifige mit 60 x 60 cm Grundfliche iiberfiihrt.
Zu den Versuchen verwendete ich diese Tiere mit einem
Gewicht von 250—350 g; sie waren dann etwa drei
Monate alt.

Methoden

1. Isolierung von freien und gebundenen Ribosomen

Alle Tiere wurden nach der von BLoBeL und Port-
TER?S, DAILLIE u. Mitarb. 13 und PRUDHOMME u. Mit-
arb. 29 beschriebenen Methoden aufgearbeitet. Die Me-
thoden wurden kombiniert und geringfiigig variiert:
Die Tiere habe ich ohne vorherige Betiubung durch
Genickschlag getotet. Etwa % g des mittleren Leber-
lappens habe ich entnommen und das Blut zwischen
FlieRpapier vorsichtig ausgedriickt. Das Leberstiick-
chen wurde dann in 5 ml eiskalter Homogenisations-
16sung (0,25 M Saccharose, 0,005 M MgCl, und 0,025 m
KCl) iiberfithrt und sein Gewicht genau bestimmt. Alle
Mefldaten sind auf 1 g Leberfrischgewicht bezogen.
Tris, das in fast allen Methoden zur Ribosomenisolie-
rung verwendet wird, eignet sich wegen seiner deter-
gierenden Wirkung auf die gebundenen Ribosomen
nicht. Der pH-Wert der ungepufferten L&sung lag
bei 7,0—7,2. Anschlieflend habe ich die Leber in kleine
Stiickchen geschnitten und im Potter-Elvehjem Homo-
genisator unter wiederholter Abkiihlung im Eis-Was-
sergemisch homogenisiert (10 Durchginge). Alle wei-
teren Schritte erfolgten bei 2°—4 °C. Das Homogenat
wurde 20 min bei 20 000 g in einer Zentrifuge des Typs
Omikron von Heraeus Christ zentrifugiert, der Uber-
stand mit einer Spritze abgenommen und in Eis auf-
bewahrt.

Ribosomen in diesem Uberstand bezeichne ich als
freie Ribosomen. Das Sediment habe ich in 5 ml einer
1-proz. Losung von Natriumdesoxycholat in 0,25 M
Saccharose, 0,05M Tris, 0,005 M MgCl, und 0,025 M
KCI bei pH 7,5 suspendiert und wieder 20 min bei
20 000 g zentrifugiert. Der Uberstand enthilt dann die
Ribosomen, die vorher an das ER gebunden waren
und durch Desoxycholat abgeldst worden sind. Das
Sediment wurde verworfen. Jeweils 1 ml der Uber-
stinde der ersten und der zweiten Zentrifugation
habe ich auf einen diskontinuierlichen Saccharose-
gradienten (untere Schicht 3 ml 2 M, obere Schicht
3ml 0,5M Saccharose) geschichtet und 90 min bei
18 000 g in der Ultrazentrifuge Omega II von Heraeus
Christ zentrifugiert. Nach der Zentrifugation ent-
halten die Sedimente die freien bzw. die gebundenen
Ribosomen weitgehend frei von gefirbten Verunrei-
nigungen. Ich habe die Saccharoselosung vorsichtig
abgegossen und die Winde der Zentrifugenrshrchen
griindlich mit Filterpapier von noch anhaftenden
Riickstinden der Trennschicht gereinigt. Die Sedimen-
te wurden mit 1 ml 10-proz. NaCl durch Riihren mit
einem Glasstab suspendiert, anschliefend auf das 10-
fache Volumen mit aqua dest. verdiinnt und 5 min bei

1 800 g zentrifugiert. Von den dann fast klaren Uber-
stinden habe ich die Extinktion bei 260 nm gegen
Wasser in einem Zeiss Photometer des Typs PMQ II
gemessen.

2. Enzymtest

Tyrosinaminotransferase wurde nach DiamMoND-
STONE 30 getestet.

3. Bestimmung des RN A-Protein-Verhiltnisses in den
Ribosomen

Die Sedimente der Dichtegradientenzentrifugation
habe ich in 5 ml 10-proz. PCA suspendiert und 15 min
bei ca. 1300 g zentrifugiert, dieses Sediment zweimal
mit 5-proz. PCA gewaschen und 2 Stdn. mit 4 ml 0,3
N NAOH bei 37 °C inkubiert. Protein wurde nach
Lowry 31, und RNA im UV bei 260 nm bestimmt.

Befunde

1. Freie und gebundene Ribosomen bei unbehandelten
Tieren (Abb. 1)
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Abb. 1. Freie (- - -, fR) und membrangebundene (——mR}

Ribosmen bei unbehandelten Tieren. Ordinate: Extinktion

der Ribosomensuspension bei 260 nm, senkrechte Striche

geben den dreifachen mittleren Fehler an; Abszisse: Tages-
zeit, 6—18% L, 18—6% D.

Gruppen von drei Tieren, zum Teil aus verschiede-
nen Kifigen, wurden im Abstand von 3 Stdn. iiber
den ganzen Tag verteilt getdtet. Ferner sind alle Tiere,
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die in den folgenden Versuchen als Kontrollen dien-
ten, in der Kurve enthalten. So ergibt sich eine Anzahl
von 16—20 Tieren zu jedem Zeitpunkt.

Die gebundenen Ribosomen zeigen nur geringe
Schwankungen, die sich statistisch nicht absichern las-
sen. Die freien Ribosomen dagegen unterliegen einem
deutlichen Tagesrhythmus. Das Maximum liegt bei
6—9°; das Minimum bei 18—21 °C.

Um die Befunde von FisHMAN u. Mitarb. 32 {iber
den Einfluf der Nahrungsaufnahme zu priifen, habe
ich die Tiere 24 und 48 Stdn. vor dem Toten hungern
lassen bei Wasser ad libitum, und dann freie und ge-
bundene Ribosomen bestimmt. Zu jedem Zeitpunkt
wurden 6 Tiere getotet.

9™ 1%

15%° 18%° 21°° 24°° 3° g%
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Abb. 2. Freie (- - -,fR) und membrangebundene (——,mR)
Ribosomen nach einer Hungerzeit von 24 und 48 Stdn.
Ord. und Absz. wie in Abb. 1.

Nach beiden Hungerperioden waren die Ergebnisse
iibereinstimmend (Abb. 2): Bei den freien Ribosomen
liegen die Werte niedriger als bei den Kontrollen, wei-
sen aber keinen Rhythmus auf; die Werte der gebun-
denen Ribosomen sind im Vergleich zu den Kontrollen
ebenfalls etwas niedriger.

Insgesamt streuen die Werte so stark, daf} keine
weiteren Versuche unternommen wurden, und daher
iiber die Existenz eines Rhythmus unter diesen Bedin-
gungen keine Aussage gemacht werden kann.

87 9% 12°° 15°9 18°° 21°° 2490 9 @g%e
Zeit —

Abb. 3. Freie (- - -,fR) und membrangebundene (——,mR)

Ribosomen jeheils 4 Stdn. nach der Injektion von mg

Hydrocortison auf 100 g Korpergewicht. Ord u. Absz. wie
Abb. 1.

2. Freie und gebundene Ribosomen nach Hydrocorti-
songabe (Abb. 3)

Aufler den Nahrungsprodukten wird die Riboso-
menbindung durch Corticosteroide beeinfluflt, wie
u. a. WiLLiaMs u. Mitarb.20-21 sowie JAMEs u. Mit-
arb. 26 nachgewiesen haben. Aus diesem Grunde habe
ich zunichst die tageszeitlichen Schwankungen der
freien und gebundenen Ribosomen unter der Einwir-
kung von Hydrocortison untersucht. Vier Stunden
vor der Tétung wurde den Tieren 5 mg Hydrocorti-
son auf 100 g Korpergewicht i. p. injiziert. Hydro-
cortison, das als Succinat vorlag, wurde dabei in phy-
siologischer NaCl-Losung durch Zugabe von NaOH
gelost. Die Tiere blieben nach der Injektion bei den
Ratten, die nicht injiziert wurden. Die Werte zu jedem
Zeitpunkt ist das Mittel aus der Analyse von 12
Tieren.

Bei diesen Versuchen zeigt sich ein deutlicher Rhyth-
mus der gebundenen Ribosomen, der sein Maximum
um 6°° und sein Minimum um 18°° hat. Er ist deut-
lich verschieden von den Kontrollen. Die freien Ribo-
somen weisen auch noch einen Rhythmus auf, der etwas
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flacher als der Rhythmus bei den Kontrollen verliuft,
von diesem statistisch aber nicht zu trennen ist. Eine
Phasenverschiebung zwischen Kontrollen und injizier-
ten Ratten tritt nicht ein. Die gebundenen Ribosomen
weisen die gleiche Phasenlage wie die freien Ribo-
somen auf.

3. Freie und gebundene Ribosomen nach Corticosteron-

gabe (Abb. 4)
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Abb. 4. Freie (- - -,fR)und membrangebundene ( ,mR)

Ribosomen jeweils 4 Stdn. nach der Injektion von 5 mg

Corticosteron auf 100 g Korpergewicht. Ord. u. Absz.
wie in Abb. 1.

Wie unter 2. wurde den Ratten 4 Stdn. vor dem
Toten 5 mg Corticosteron auf 100 g Korpergewicht
i. p. injiziert. Corticosteron, das als Acetat vorlag, ist
in physiologischer NaCl unléslich und muf8 daher in
einem Potter-Elvejhem Homogenisator mit einem
Glaspistill suspendiert und als Suspension gespritzt
werden. Die Aufnahme des Hormons im Kérper priif-
te ich an der Steigerung der Tyrosinaminotransferase-
aktivitit 333 durch den Enzymtest nach DiamonD-
STONE 30, Die Werte der Ribosomenkonzentration zu
jedem Zeitpunkt ist das Mittel von neun Tieren,
wihrend der Enzymtest an jeweils drei Tieren vorge-
nommen wurde.

Die entgegengesetzte Wirkung von Hydrocortison
und Corticosteron, die JAMEs u. Mitarb. 26 beschreiben,
kann in bezug auf die Bindungsverhiltnisse der Ribo-
somen bestitigt werden. Corticosteron bewirkt zu den
getesteten Zeitpunkten in den gebundenen Ribosomen
einen entgegengesetzten Rhythmus wie Hydrocortison.
Die Phasendifferenz zu dem durch Hydrocortison in-
duzierten Rhythmus betrigt bei den gebundenen Ribo-
somen also 12 Stdn. Eine Anderung der freien Ribo-
somen gegeniiber den Kontrollen und Hydrocortison
ist nicht festzustellen.

4. RN A-Protein-Verhiltnis

Es schien nun interessant zu untersuchen, welche
Faktoren fiir die tagesrhythmischen und hormonin-
duzierten Anderungen der Ribosomen verantwortlich
sein konnten. Einen Hinweis darauf kann man von der
Analyse des RNA-Protein-Verhiltnisses bei freien und
gebundenen Ribosomen im Laufe von 24 Stdn. erwar-
ten und von den mdglichen Anderungen durch Behand-
lung mit Hormonen. Dazu habe ich jeweils an zwei
Tageszeiten den RNA- und Proteinanteil der isolierten
Ribosomen von je acht Tieren bestimmt.

Tab. 1. Prozentuale Verteilung von RNA und Protein auf
die Ribosomen.

gebundene freie
Ribosomen Ribosomen
RNA Prot. RNA Prot.
[%/0] [°/0] [/0] [°/0]
Kontr. 6% 31 69 32 68
1800 32 68 45 55
Hydroc. 6% 26 74 27 73
1800 26 74 35 65

Die in Tab. I aufgefiihrten Ergebnisse lassen sich in
zwei Punkte zusammenfassen:
a) das Verhiltnis RNA-Protein ist bei den freien Ribo-
somen iiber den Tag nicht konstant, sondern weist ein
Maximum am Abend auf; dabei sinkt der Proteinan-
teil.
b) der Proteinanteil wird durch Hydrocortison etwas
vergroflert, wobei auch eine Tagesrhythmik bei den
freien Ribosomen zu erkennen ist.
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Diskussion

Tageszeitliche Unterschiede in dem Anteil von glat-
tem und rauhen ER sind in einigen elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen von MULLER u. Mitarb. 35,
RoHR u. Mitarb. 3¢ sowie CHEDID und NAIR 37 beob-
achtet worden. Die Ergebnisse stimmen aber nur zum
Teil iiberein. Wihrend Miiller und Chedid beim
glatten ER tagsiiber geringere Mengen fanden als
nachts, konnte R o hr keine Unterschiede feststellen.
Fiir das rauhe ER fand Miiller am Tag groflere
Werte als in der Nacht, R o hr entnimmt seinen Er-
gebnissen das Gegenteil, und Chedid erhilt gleich
grofle Werte. Diese Unterschiede in den Ergebnissen
mogen teilweise auf die histologischen Untersuchungs-
methoden zuriickzufiihren sein, die auf dem Vergleich
relativ weniger Zellen beruhen. Wie nimlich aus der
Arbeit von MULLER u. Mitarb. 35 hervorgeht, bestehen
drastische Unterschiede zwischen einzelnen Leberzellen.
Mit Hilfe biochemischer Methoden ist von FisHMAN
u. Mitarb. 32 ein Tagesrhythmus der Menge der Poly-
somen, die aus mehr als zwei Ribosomen bestehen,
beschrieben worden. Das Maximum der Ribosomen-
aggregation wird gegen 22°° erreicht. Diese Befunde
stehen nicht im Widerspruch zu den hier gefundenen
Ergebnissen, bei denen kein Tagesrhythmus in der
Menge der gebundenen Ribosomen, sondern nur in der
Menge der freien beobachtet wird.

Proteine wie die Tyrosinaminotransferase oder siu-
reunlosliche Serumfraktionen, die an gebundenen Ri-
bosomen sythetisiert werden, weisen einen charakteri-
stischen Tagesrhythmus in ihrer Aktivitit bzw. Syn-
theserate auf -2, Das Maximum wird dabei in der
ersten Hilfte der Dunkelzeit erreicht, ein Zeitpunkt,
der mit dem Maximum der gebundenen Polysomen 32
und dem relativen Uberwiegen der gebundenen Ribo-
somen in meinen Untersuchungen {iibereinstimmt.
Aufler dem abendlichen Maximum tritt in der sdure-
16slichen Fraktion der Serumproteine ein morgend-
liches Maximum der Markierung auf, das mdglicher-
weise mit einem zweiten Proteinsynthesemaximum am
Morgen in Verbindung zu bringen ist, wie es auch in
Untersuchungen von BECKMANN 38 iiber den Einbau
von $H-Tryptophan zu beobachten ist. Dieses Maxi-
mum konnte mit dem hier beschriebenen Maximum der
freien Ribosomen zwischen 3—6°° zusammenhingen.
Es wire interessant zu untersuchen, ob Proteine, die
nur an freien Ribosomen synthetisiert werden wie z. B.
Ferritin, ein Synthesemaximum am Morgen zeigen.

Der Bindungsmechanismus zwischen Ribosomen und

Membran ist noch nicht eindeutig klar. WiLLiaMs u.
Mitarb. 20-21 berichten von der Existenz eines Enzyms,
das die Ausbildung von Disulfidbriicken katalysiert,
die wiederum die Bindung der Ribosomen an die Mem-
bran beeinflussen. Auf dieses Enzym scheinen Steroid-
hormone einen besonders férdernden Einfluf zu ha-
ben 26-27:39, Ein Vergleich der physiologischen Corti-
costeronkonzentration (Kurve C in Abb. 5) mit dem

b
geb.
freie

0 [Stdn]
—

Abb. 5. Vergleich: Kurve a, Verhiltnis gebundene/freie

Ribosomen nach Corticosteroninjektion +; Kurve b, Ver-

hiltnis gebundene/freie Ribosomen bei unbehandelten Tie-

ren; Kurve c, physiologische Corticosteronkonzentration

in w100 ml Serum bei minnlichen Ratten (Literatur-
werte von Dmxit und Buckrey%?).

Verhiltnis gebundener zu freien Ribosomen (Kurve
B in Abb. 5) liflt den Einfluf} deutlich werden. Im Zu-
sammenhang damit ist auch die verstirkte Bindung von
Ribosomen nach Corticosteroninjektion zu sehen. In
Abb. 5 wird das Verhiltnis gebundener zu freien Ribo-
somen von corticosteronbehandelten Tieren (Kurve A)
mit unbehandelten Tieren (Kurve B) verglichen. Auf-
fallend ist, dafl die Wirkung zur Zeit des physiologi-
schen Corticosteronmaximums am grofiten ist, wih-
rend zur Zeit des Minimums zusitzliches Hormon
keine oder nur geringe Forderung der Bindung be-
wirkt. Man konnte daher Empfindlichkeits- oder
Konzentrationsschwankungen der Hormonrezeptoren
annehmen, die mit dem Rhythmus der Hormonkon-
zentration in Phase verlaufen. Die unter normalen Be-
dingungen zu beobachtende Zunahme von gebundenen
Ribosomen auf Kosten freier Ribosomen und die gleich-
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zeitige Abnahme der Ribosomenmenge wihrend des
Abends konnte man durch folgende Annahme inter-
pretieren: Einmal werden neusynthetisierte Ribo-
somen unter der Wirkung des Corticosteron gebunden,
zum anderen werden mehr Ribosomen (freie und/oder
gebundene) abgebaut. Ein verstirkter Abbau wird
auch durch die Verringerung des Proteingehaltes der
Ribosomen zu diesem Zeitpunkt nahegelegt.

Der Rhythmus der Ribosomen hingt aber nicht nur
von der Degradation ab, sondern wahrscheinlich auch
von der Synthese ribosomaler Vorldufer, deren Reifung
zum aktiven Ribosom und dem Transport vom Kern
in das Zytoplasma. Nach den Befunden von DORING
und RENSING 4! liegt das Maximum der ribosomalen
RNA Synthese im Kern am Anfang der Dunkelphase
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